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de l’Université Paris-Saclay
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Thèse présentée et soutenue à l’Ecole Polytechnique, le 20 octobre 2016.

Composition du Jury :
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Bancelin pour sa patience quand je ne comprenais encore rien à la manip’, à Ivan Gusachenko
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avancement de cette thèse.
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autres nageurs-mangeurs du jeudi soir Mémé, Poussinet, Alexis... 3 avec qui j’ai aussi passé
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Enfin, merci à ma famille pour leur soutien, que ce soit mes parents pour me voir si peu
souvent, ou le reste de la famille pour m’avoir accueillie aux moments opportuns.
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3. Pas sûr que le bilan calorique d’une soirée piscine-libanais-Kouing Aman soit négatif, mais le jeudi est

plus joyeux en tout cas.
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3 Rôle des paramètres géométriques en P-SHG 81
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B-SHG génération de seconde harmonique détectée en épidétection

CARS diffusion Raman anti-Stokes cohérente

CD différence circulaire

CD-SHG génération de seconde harmonique en différence circulaire

FFT transformée de Fourier rapide

F-SHG génération de seconde harmonique détectée en transmission

HRS diffusion hyper-Rayleigh

I-SHG génération de seconde harmonique interférométrique

LLS méthode d’ajustement linéaire des moindres carrés (Linear Least Squares)

OCT tomographie cohérente optique

ON ouverture numérique

PBS Phosphate Buffer Saline

PFA paraformaldéhyde

PIPO Polarization-In, Polarization-Out : mesures avec contrôle de la polarisation incidente et
analyse de la polarisation du signal détecté

P-SHG génération de seconde harmonique résolue en polarisation

PMT tube photomultiplicateur

SHG génération de seconde harmonique

SRS diffusion Raman anti-Stokes stimulée

TEM microscopie électronique en transmission

THG génération de troisième harmonique
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Notations pour les paramètres les plus utilisés

Repère du laboratoire : (XY Z). La lumière se propage selon l’axe Z, et (XY ) est le plan
d’imagerie.

Repère des fibrilles de collagène ou des triples hélices (xyz)

On note � l’hyperpolarisabilité des liaisons peptidiques, des châınes � ou des triples hélices,
et �(2) la susceptibilité du second ordre du signal SHG venant de fibrilles ou d’un tissu.

Mesures P-SHG

Expression de l’intensité SHG détectée en fonction de l’angle � de la polarisation incidente
dans les conditions de symétrie de Kleinman, pour des fibrilles ou des triples hélices alignées
dans le volume d’excitation

I2!(�) = (I!)2 cos2( )� [A( ) cos(4(� � ')) + B( ) cos(2(� � ')) + C( )]

On note

Ik = I2!(') l’intensité SHG obtenue pour une excitation avec une polarisation linéaire dans
la direction (dans le plan de l’image) des fibrilles ou des triples hélices,

I? = I2!('+ �
2
) l’intensité obtenue pour une excitation avec une polarisation perpendicu-

laire.

Les paramètres extraits du diagrammes d’intensité sont

' : orientation moyenne des fibrilles ou des triples hélices dans le plan de l’image

� : rapport d’anisotropie. Ce paramètre décrit l’anisotropie du diagramme d’intensité

� =

√
I2!(')
I2!('+ �

2
)
=

√
Ik
I? =

√
A( ) + B( ) + C( )

A( )� B( ) + C( )

Imean : intensité SHG moyenne. Imean = (I!)2 cos2( )C( )
 : orientation moyenne des fibrilles ou des triples hélices par rapport au plan de l’image

(obtenue à partie de Imean et �)

On note �tr (resp. �f ib) le rapport d’anisotropie mesuré pour des triples hélices (resp. des
fibrilles) dans le plan de l’image.
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Pour une organisation en contreplaqué (avec des couches orthogonales) observée en mi-
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� : angle d’une des couches du contreplaqué autour de l’axe directeur. Pour � = 0°, celle-ci
est dans le plan de l’image.
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LISTE DES ABRÉVIATIONS ET NOTATIONS

xviii



Introduction

Cette thèse a été effectuée au Laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB, École Poly-
technique, CNRS, Inserm, Université Paris-Saclay), sous la direction de Marie-Claire Schanne-
Klein. Le LOB s’intéresse particulièrement aux techniques de microscopie multiphoton, qui ont
constitué ces dernières années une avancée importante pour l’imagerie tridimensionnelle (3D)
des tissus biologiques. Parmi les projets développés au laboratoire, on peut citer l’imagerie en
nappe de lumière [1, 2], à l’aide de faisceaux de Bessel [3], ou multi-couleurs [4, 5] (Brainbow),
ou les techniques résolues en polarisation ou en temps de vie.

Le groupe dans lequel j’ai travaillé possède une grande expertise sur la génération de
second harmonique (SHG) dans le collagène, que ce soit sur la compréhension de ce signal ou
sur l’application de cette technique à l’imagerie de tissus conjonctifs aux propriétés variées. Les
signaux SHG permettent en effet de visualiser spécifiquement et avec un excellent rapport signal
à bruit le collagène fibrillaire. La famille des collagènes est un élément majeur de l’architecture
des organes et des tissus chez les mammifères. Ces protéines font partie de la matrice extra-
cellulaire, dont l’organisation est reliée aux propriétés biophysiques et mécaniques des tissus.
Elles sont synthétisées sous forme de triples hélices. Pour la majorité des collagènes, dits
fibrillaires, ces triples hélices s’assemblent spontanément en fibrilles in vivo. Ces fibrilles, d’un
diamètre de 10 à 300 nm, inférieur à la résolution optique, forment ensuite des fibres, des
lamelles ou d’autres structures 3D propres à chaque tissu. Le collagène est donc impliqué
dans un grand nombre de pathologies des tissus, liées à un défaut de sa synthèse ou de
son organisation 3D : scorbut, ostéogenèse imparfaite, syndrome d’Ehler-Danlos, fibrose...
La visualisation 3D in situ du collagène fibrillaire est cruciale pour comprendre le lien entre
l’organisation du collagène et les propriétés des tissus. C’est un enjeu biomédical majeur, que
ce soit pour sonder l’accumulation ou la désorganisation du collagène dans ces pathologies, ou
pour comprendre la structuration de tissus tels que la cornée ou la peau et guider l’ingénierie
de substituts tissulaires.

Le but de cette thèse était d’étudier de façon exhaustive les propriétés optiques non-
linéaires du collagène, afin d’optimiser la visualisation 3D de sa structure in situ. Pour cela,
nous voulions mesurer la réponse SHG de diverses distributions de collagène, de l’échelle de
la fibrille à l’échelle du tissu, en incluant toutes les composantes du tenseur de susceptibilité
optique non-linéaire la décrivant. La façon la plus adaptée d’effectuer ces mesures est de mettre
en place des expériences résolues en polarisation. Il était prévu de sonder plus particulièrement
les signaux SHG de différence circulaire, caractéristiques de l’arrangement hélicöıdal de cette
protéine.

Nous nous sommes donc appuyées sur les savoir-faire du laboratoire. Historiquement, le
groupe de Marie-Claire Schanne-Klein a en effet travaillé sur la compréhension du signal SHG
surfacique en différence circulaire dans le collagène [6, 7]. Il s’est ensuite intéressé à la micro-
scopie SHG en profondeur dans les tissus. Les applications de cette technique vont de l’étude
de tissus tels que la cornée [8, 9], la peau [10] ou le tendon [11], à la caractérisation de sys-
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tèmes organisés de collagène [12], en passant par l’étude de parchemins [13] ou le diagnostic de
fibroses rénales [14]. La microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG), qui permet d’avoir
des informations sur l’organisation 3D des dipôles dans le volume d’excitation, a été mise en
place par Ivan Gusachenko lors de sa thèse [15], et des améliorations instrumentales sont en
cours (travail de Guillaume Ducourthial).

Nous sommes d’abord parties de l’échelle moléculaire, en essayant, lors de mon stage de M2,
de déterminer les composantes tensorielles de la réponse SHG de fibrilles isolées de diamètres
variables synthétisées in vitro. Que ce soit pour des mesures P-SHG ou pour des mesures en
différence circulaire (CD-SHG), les résultats obtenus étaient très variables. Nous avons alors
réalisé que la compréhension des phénomènes optiques sous-jacents nécessite de s’affranchir, ou
de contrôler, tous les paramètres pouvant influer sur la réponse SHG de l’échantillon observé.
En particulier, l’hétérogénéité de la distribution de collagène dans le volume d’excitation doit
être prise en compte. Nous avons choisi de nous affranchir de ce problème en n’observant et en
ne considérant dans un premier temps que des échantillons homogènes à l’échelle du volume
d’excitation, c’est-à-dire en abandonnant l’idée d’observer des fibrilles isolées. Les simulations
numériques de Stéphane Bancelin pour des fibrilles isolées dans le volume d’excitation [16]
et les travaux du groupe de V. Barzda à ce sujet [17] sont un premier pas vers la prise en
compte de ce problème. De plus, dans le cas d’une imagerie en profondeur, il faut prendre en
compte les propriétés optiques du milieu observé. Ceci a été fait par Ivan Gusachenko lors de sa
thèse [15], et est particulièrement critique pour une excitation avec une polarisation circulaire.

Nous avons donc choisi d’étudier tout d’abord des tissus bien connus, dont les propriétés
optiques avaient déjà été caractérisées, tels que la cornée et le tendon. Des calculs analytiques
et des modélisations du signal SHG de ces tissus en régime focalisé, complétés par des mesures
expérimentales, nous ont permis de fiabiliser les mesures P-SHG sur notre montage expérimen-
tal (chapitre 3). Nous avons ensuite étudié diverses distributions auto-organisées de collagène,
des matrices biomimétiques denses orientées (chapitre 4). L’étude comparée de ces systèmes
modèles auto-organisés de collagène et de la structure fine de tissus tels que la cornée permet-
tra d’aider à optimiser la conception de substituts tissulaires. La caractérisation de la réponse
SHG du collagène fibrillaire et la compréhension des processus physiques impliqués nous ont
permis au final d’explorer de nouvelles modalités d’imagerie SHG. Nous avons ainsi mis en
place une imagerie SHG en différence circulaire, permettant de mesurer la polarité hors-plan
du collagène dans le volume d’excitation (chapitre 5).

Ce manuscrit est organisé comme suit :

Chapitre 1 Le premier chapitre présente d’abord le collagène et les motivations qui nous
poussent à l’observer, ainsi que les différents outils à notre disposition pour le faire.
Nous montrons ensuite l’intérêt de la microscopie multiphoton, et en particulier de la
microscopie SHG, à cet effet. Nous présentons enfin différents modes de contraste utilisés
en microscopie SHG, permettant d’obtenir le maximum d’informations sur l’organisation
3D dans le volume sondé.

Chapitre 2 Nous montrons ensuite l’intérêt de la microscopie SHG résolue en polarisation,
qui permet de sonder finement l’organisation 3D du collagène (ou d’autres biopolymères)
dans le volume d’excitation. Nous pouvons déduire, à partir des mesures effectuées avec
cette technique, l’organisation des dipôles de l’échelle moléculaire à l’échelle macrosco-
pique (distribution des fibrilles ou des triples hélices dans le volume d’excitation). Le
deuxième chapitre présente le formalisme que nous avons utilisé pour cette technique,
notre montage expérimental, puis le principe de notre analyse des images. Enfin, nous
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donnons la précision des différents paramètres obtenus par des mesures P-SHG sur notre
montage expérimental.

Chapitre 3 Dans ce chapitre, nous nous intéressons aux différents paramètres pouvant influer
sur les mesures P-SHG. Nous identifions dans un premier temps ces paramètres, notam-
ment les paramètres géométriques du montage expérimental, comme la focalisation et la
direction de collecte du signal. Pour cela, une approche analytique est d’abord présentée.
Des simulations numériques sur des systèmes modèles, validées par des mesures expéri-
mentales, permettent ensuite de comprendre plus finement les effets de ces paramètres
géométriques sur les mesures P-SHG et de les comparer à d’autres facteurs pouvant
influer sur ces mesures.

Chapitre 4 Dans ce chapitre, nous nous intéressons à la caractérisation de systèmes modèles
biomimétiques auto-organisés à base de collagène de type I, à l’aide de la microscopie
P-SHG, dans le but de reproduire l’organisation très spécifique de la cornée. Tous les
travaux qui y sont présentés ont été effectués en collaboration avec Gervaise Mosser,
François Portier et Aurélien Tidu, de l’équipe ”Matériaux et biologie” du Laboratoire
de Chimie de la Matière Condensée de Paris (LCMCP, UPMC, Sorbonnes Universités,
CNRS, Collège de France), qui a une grande expertise sur la physico-chimie du collagène
et sur son auto-organisation.

Chapitre 5 Dans ce chapitre, nous présentons la chiralité du collagène, puis le principe de la
CD-SHG qui permet de tirer parti de cette chiralité pour mesurer la polarité hors-plan
des fibrilles de collagène dans le volume d’excitation. Nous appliquons cette méthode
à l’étude de la structure de la cornée. Nous présentons enfin les résultats préliminaires
d’une imagerie corrélative CD-SHG et SHG interférométrique (I-SHG) de la cornée. Cette
technique de SHG interférométrique est mise en place dans l’équipe de François Légaré,
à l’INRS-ÉMT (Varennes, Canada). L’imagerie corrélative de ces deux techniques permet
d’obtenir la polarité complète des fibrilles de collagène dans le volume d’excitation.
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Chapitre 1

Pourquoi et comment observer le
collagène ?

Les choses qui vont sans dire vont mieux en le disant.

Bernard Werber

Sommaire
I Le collagène . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

I.1 Différents types de collagènes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

I.2 Composition et structure du collagène de type I . . . . . . . . . 10

I.3 Synthèse et dénaturation du collagène in vivo . . . . . . . . . . 14

I.4 Méthodes d’observation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

II Microscopie multiphoton . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

II.1 Principe et caractéristiques de la microscopie multiphoton . . . 28

II.2 Origine physique des modes de contraste utilisés . . . . . . . . 35

II.3 Que peut-on observer avec la microscopie SHG ? . . . . . . . . 41

III Signal SHG du collagène . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

III.1 Origine et construction du signal SHG du collagène . . . . . . 43

III.2 Modes de contraste en microscopie SHG . . . . . . . . . . . . . 47

Ce chapitre présente d’abord le collagène, son rôle et sa structure à toutes les échelles
dans les tissus, puis les motivations qui nous poussent à l’observer. Une grande partie des
informations de cette première partie est tirée de l’ouvrage de Alberts et coll. [18]. On trouve
aussi beaucoup d’informations dans l’ouvrage de Fratzl et coll. [19]. Nous passerons ensuite
en revue les différents outils à notre disposition pour observer les tissus, et en particulier le
collagène : la microscopie électronique, la diffraction des rayons X, l’AFM et les techniques de
microscopie optique.

La deuxième partie montre ensuite l’intérêt de la microscopie multiphoton, et en particulier
de la microscopie par génération de second harmonique (SHG), à cet effet. Nous discuterons de
l’origine du contraste du signal SHG, et de celle du signal de fluorescence excitée à deux photons
(2PEF). Pour ce qui est de l’optique non-linéaire, l’incontournable référence est l’ouvrage de R.
W. Boyd [20]. J’ai aussi beaucoup travaillé avec le cours de Manuel Joffre, version papier [21]
ou version MOOC. Un autre ouvrage utile est celui de Y. R. Shen [22].
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Nous présenterons ensuite, dans la dernière partie, l’intérêt de la microscopie SHG pour
observer le collagène, son formalisme et les différents modes de contraste utilisés avec cette
technique pour obtenir le maximum d’informations sur l’organisation tridimensionnelle dans le
volume sondé.
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CHAPITRE 1. POURQUOI ET COMMENT OBSERVER LE COLLAGÈNE ?

Encart 1.1 – Protéines

Le collagène est une protéine, c’est-à-dire une macromolécule biologique composée de
plusieurs châınes d’acides aminés (ou résidus) reliés entre eux par des liaisons peptidiques.
Les séquences des protéines sont codés par des gènes, qui déterminent lesquels des 22
acides aminés primaires feront partie de la châıne. Ceux-ci peuvent ensuite être modifiés
après la synthèse de la protéine.
Chaque châıne d’acides aminés a une polarité : il y a une extrémité N avec un groupe NH2

et une extrémité C avec un groupe COOH qui ne forment pas de liaison peptidique.
On peut décrire la structure des protéines à différents niveaux :

— Structure primaire : séquence d’acides aminés dans la châıne

— Structure secondaire : arrangement de la châıne à l’échelle locale (en hélice, en
feuillet,...)

— Structure tertiaire : forme globale de la châıne d’acides aminés

— Structure quaternaire : arrangement des châınes d’acides aminés formant une pro-
téine les unes par rapport aux autres

I Le collagène

On parle du collagène mais on devrait plutôt parler des collagènes. La famille des colla-
gènes est une famille de protéines fibreuses (voir l’encart 1.1) que l’on trouve chez tous les
animaux pluricellulaires. C’est la famille de protéines la plus abondante chez les mammifères,
elle représente environ 25% de la masse totale des protéines de notre corps.

On trouve ces protéines dans la matrice extra-cellulaire (encart 1.2). En fonction de
leur structure et de leur organisation, leurs propriétés physiques et mécaniques peuvent être
complètement différentes. Nous verrons dans ce chapitre que l’organisation très variable du
collagène fibrillaire dans les tissus leur donne des caractéristiques uniques : la cornée est par
exemple très résistante et transparente, alors que la peau est élastique et opaque.

Un grand nombre de pathologies des tissus conjonctifs sont donc liées à un défaut de syn-
thèse ou de structure du collagène. On peut citer le scorbut (manque de vitamine C empêchant
la synthèse du collagène), le syndrôme d’Ehlers-Dalos ou de l’homme élastique (le collagène
de la peau n’est pas structuré correctement, induisant une hyperélasticité), l’ostéoporose...

Il est donc crucial de pouvoir observer la structure du collagène, de l’échelle microscopique
à l’échelle macroscopique, et d’être capable de relier cette structure à des propriétés phy-
siques ou mécaniques. Cela peut permettre de caractériser finement les pathologies décrites
précédemment, ou de guider l’ingénierie tissulaire.

Nous allons d’abord définir ce qu’est le collagène et quelles sont les formes qu’il peut
prendre. Nous parlerons ensuite du collagène de type I, la forme fibrillaire du collagène la plus
abondante chez les mammifères. Sa structure se construit de l’échelle moléculaire (châınes
d’acides aminés formant la protéine) à l’échelle macroscopique (arrangement des fibrilles de
collagène les unes par rapport aux autres), comme on peut le voir sur la figure 1.1.

Nous verrons ensuite qu’il existe un grand nombre de méthodes permettant d’imager le
collagène.
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CHAPITRE 1. POURQUOI ET COMMENT OBSERVER LE COLLAGÈNE ?

Encart 1.2 – Matrice extra-cellulaire [18]

Les organes et les tissus (peau, cornée, os...) des animaux ne sont pas constitués uni-
quement de cellules. Celles-ci sont entourées d’un réseau complexe de macromolécules, la
matrice extra-cellulaire. Elle est sécrétée par une catégorie de cellules, les fibroblastes, et
est constituée principalement de deux familles de macromolécules :

— du collagène et d’autres protéines fibreuses, qui organisent et structurent la matrice

— des polysaccharides (en particulier des glycosaminoglycanes) qui forment un gel dans
lequel baignent les autres protéines, et aident les cellules à se multiplier, à migrer et
à se différencier

En fonction des proportions et des propriétés des différentes protéines la composant, la
matrice extra-cellulaire peut avoir des propriétés très différentes : elle peut être calcifiée
dans les os ou les dents, transparente dans la cornée, ou s’organiser en fil solide dans le
tendon.

Fibrille

1
n

m
  -

  1
00nm  -  1µ

m
 - ...ECHELLE

20 à 300 nm

Molécule

chaîne

Triple 
hélice

Tissus

Tendon

Cornée

Images TEM

Peau

Os

Figure 1.1 – La structure du collagène de l’échelle moléculaire à l’échelle macroscopique.

I.1 Différents types de collagènes

Une protéine est définie comme étant une molécule de collagène si elle est composée de
trois châınes � d’acides aminés avec une composition bien spécifique, faite de répétitions
du triplet d’acides aminés Gly-X-Y, où Gly est une glycine et X et Y sont d’autres acides
aminés [23, 24]. La plupart du temps, ces châınes � s’organisent en triple hélice.

Le génome humain comporte un grand nombre de gènes codant pour différentes châınes
�, et du coup différentes combinaisons de châınes sont présentes dans les tissus. En pratique,
il existe environ 40 molécules différentes de collagène que l’on peut classer en au moins 28
types, dont une partie est donnée dans le tableau 1.1. [23, 24] Leurs différentes organisations
sont représentées sur la figure 1.2.

Les molécules de collagène s’assemblent ensuite à l’échelle macromoléculaire, de façon
différente en fonction de leur composition, et de la taille de leurs domaines hélicöıdaux.
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fibrilles

FACIT

fibrilles d'accrocheréseau

filaments

domaines non collagéniques
domaines hélicoïdaux
domaine thrombospondine

Figure 1.2 – Les différents types de collagène peuvent avoir des organisations très différentes. Extrait
de [24]

La forme la plus courante de collagène est le collagène de type I, présent dans la peau, la
cornée ou les os, et qui s’assemble en fibrilles.

Forme assemblée Type Tissus dans lesquels
ce type est présent

Exemples de
maladies asso-
ciées

Fibrille I Tendon, ligament, cor-
née, peau, os, ...

Maladies des
os (ostéoge-
nèse imparfaite
par exemple),
fractures

II Cartilage, corps vitré
(oeil)

Nanisme, pro-
blèmes de
cartilage

III Peau, organes internes,
vaisseaux sanguins - co-
distribué avec le colla-
gène I

Ehlers-Danlos,
anévrismes aor-
tiques, joints
lâches

V Co-distribué avec le
type I

Ehlers-Danlos

XI Co-distribué avec le
type II

Myopie, cécité,
chondrodysplasie
(malformation du
cartilage)

Association avec des fi-
brilles de collagène (FA-
CIT) - triples hélices in-
terrompues

IX associé au col-
lagène II, et XII,
XIV associés au
collagène I

Cartilage Ostéoarthrose

Réseau IV, X, VIII Lame basale Surdité, maladies
du rein

Fibrilles d’accroche VII Jonction derme-
épiderme

Cloques sur la
peau

Filaments VI La plupart des tissus
(lien avec les cellules)

Myopie, dystro-
phie musculaire

Table 1.1 – Exemples de quelques types de collagène et leurs propriétés. Données tirées de [18, 23–26].
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I.2 Composition et structure du collagène de type I

La structure du collagène de type I a été observée essentiellement par microscopie électro-
nique, de l’échelle de la fibrille à celle du tissu, ou par diffraction de rayons X pour sa structure
moléculaire. L’AFM, bien qu’un peu moins utilisée, permet aussi d’observer la structure des
fibrilles de collagène. Ces techniques seront décrites, avec d’autres, dans la partie I.4.

I.2.a. Châıne d’acides aminés (structure primaire à tertiaire)

Dans le collagène de type I, les châınes � ont une longueur d’environ 1000 acides aminés 1,
soit environ 300 nm. Le triplet Gly-X-Y est ici composé d’une glycine (Gly) et de X et Y
qui peuvent être n’importe quels acides aminés mais sont souvent respectivement des prolines
et hydroxyprolines. La figure 1.3 représente une glycine, une proline et une hydroxyproline
avec leur fréquence d’apparition dans la châıne �. Il y a des endroits dans la châıne, près des
extrémités, composés de résidus différents qui permettent la formation de réticulations entre
châınes.

Chaque châıne forme une hélice gauche avec un pas d’environ 3 résidus par tour, c’est-à-dire
environ 1 nm. [27]

(a) Glycine -
32.3%

(b) Proline - 11.2% (c) Hydroxyproline - 9.6%

Figure 1.3 – Acides aminés présents majoritairement dans les châınes � composant le collagène
fibrillaire, avec leur fréquence d’apparition dans le collagène de type I de tendon de queue de rat.
Valeurs données à partir des informations de la Protein Data Bank : molécule 3HQV, données extraites
de [28]

.

I.2.b. Triple hélice (structure quaternaire)

Trois châınes d’acides aminés s’assemblent ensuite en triple hélice. Ces trois châınes peuvent
être identiques (comme dans le collagène II, III ou VII) ou différentes pour former un hétéro-
trimère. Dans le collagène I, la triple hélice est composée de deux châınes identiques, appelées
�1(I) et d’une châıne appelée �2(I)

2. La figure 1.4 montre comment ces châınes s’organisent
pour former la triple hélice. Celle-ci est stabilisée par des liaisons hydrogènes entre les châınes
et des interactions électrostatiques, qui dépendent de la composition des châınes �.

1. Ces châınes ont une longueur entre 700 et 3000 acides aminés en fonction du type de collagène observé.
2. La dénomination des châınes � des différents types de collagène se fait toujours de la même façon : le

chiffre romain entre parenthèses donne le type de collagène dans laquelle on retrouve la châıne en question,
et les châınes correspondant à un type de collagène sont numérotées avec un chiffre arabe.
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(a) (c)(b) α1(I)

α1(I)α2(I)

Figure 1.4 – (a) Châıne d’acides aminés Gly-X-Y formant la triple hélice. Structure d’une triple hélice
de collagène (b) vue de côté et (c) vue en coupe. Les trois châınes � (hélices gauches) sont imbriquées
les unes dans les autres pour former une triple hélice droite. Extrait de [18, 27].

Au final, cette triple hélice a une longueur de 300 nm et un diamètre de 1.5 nm. Elle forme
une hélice droite, avec les trois châınes � imbriquées les unes dans les autres, comme on le
voit sur la figure 1.4c.

Il y a des domaines qui ne sont pas organisés en triple hélices au début et à la fin des
châınes, près des terminaisons N et C, les télopeptides et les propeptides. Les propeptides
sont coupés quand le collagène est excrété par les cellules (voir partie I.3.a.). Il reste donc
alors uniquement les télopeptides, qui sont des domaines composés de résidus différents, en
particulier de lysines.

I.2.c. Fibrille

Dans les collagènes fibrillaires, les triples hélices s’alignent les unes avec les autres pour
former des fibrilles. Ces fibrilles ont un diamètre de 10 à 300 nm, dépendant du type de
collagène et du tissu observé.

Comme on le verra dans la partie suivante (partie I.4), la structure de ces fibrilles peut
être déduite d’observations par diffraction de rayons X [31, 32] et microscopie électronique
[32]. Par ailleurs, la formation des fibrilles est gouvernée par l’entropie [29], de façon similaire
aux mécanismes de construction d’autres biopolymères (microtubules, actine...). Des modèles
prenant en compte la minimisation de l’énergie libre permettent donc de préduire l’organisation
des triples hélices [30, 33].

En microscopie électronique, les fibrilles apparaissent striées, comme on le peut le voir sur
la figure 1.20 (partie I.4.e.). Les triples hélices s’accrochent entre elles à des endroits spécifiques
de leurs châınes �, les télopeptides, permettant des liaisons covalentes entre lysines [29, 34] :
elles s’organisent en quinconce du fait de la position de ces télopeptides aux extrémités des
châınes �, avec un gap de 67 nm entre deux triples hélices consécutives, comme représenté
sur la figure 1.5a (et figure 1.5 b).

L’organisation transversale des triples hélices dans une fibrille est plus compliquée à prédire.
Il faut pour cela utiliser les modèles énergétiques et les résultats obtenus par diffraction de
rayons X. D’après les résultats de [32], les triples hélices s’organisent en une structure cristalline
particulière, à priori hexagonale, qui devient désordonnée aux grandes distances. C’est le modèle
visible sur les figures 1.5c et d. D’autres groupes proposent une organisation en spirale des
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(a)

(b) (c) (d)

67 nm

234 résidus

recouvrement
trou

        liaisons covalentes 
entre lysines

Figure 1.5 – Structure d’une fibrille de collagène. (a) Les triples hélices s’assemblent en quinconce et
sont reliées entre elles par des liaisons covalentes entre leurs résidus lysine, au niveau des télopeptides.
Adapté de [29]. (b) Même vue longitudinale. (c) Coupe transversale (ligne pointillée dans (b)). Les
triples hélices sont organisées de façon quasi-hexagonale et un peu désordonnée à grandes distances.
(d) Zoom montrant les groupes de triples hélices formant des ’nanofibrilles’. Extrait de [30].

triples hélices, avec une chiralité gauche [35, 36]. Dans la cornée, par exemple, il a été rapporté
récemment que les triples hélices s’organisent en nanofibrilles d’environ 4 nm de diamètre. Ces
nanofibrilles ont une chiralité gauche et s’assemblent avec un léger twist de chiralité droite
pour former les fibrilles à proprement dit [37].

I.2.d. À l’échelle des tissus

Les fibrilles s’organisent ensuite différemment en fonction des tissus. De plus, le diamètre
des fibrilles est contrôlé, essentiellement par cofibrillogenèse avec d’autres types de colla-
gène [19, 42] : par exemple, dans la cornée, le collagène de type I copolymérise avec du
collagène V, alors que dans la peau le collagène I copolymérise avec du collagène V, mais en
moindre quantité, et du collagène III [43], ce qui donne des fibrilles de tailles différentes.

Chaque tissu aura une organisation tridimensionnelle différente et donc des propriétés phy-
siques et mécaniques différentes. En voici quelques exemples, représentées sur la figure 1.6 : [44]

Cornée : Dans la cornée, les fibrilles de collagène ont un faible diamètre, de valeur constante
(30-35 nm en fonction de la méthode de mesure [19, 45]), car elles se forment par
cofibrillogenèse entre le collagène I, le collagène V et d’autres protéines. Ces fibrilles
s’organisent en contreplaqué, composée de lamelles dans lesquelles les fibrilles sont ali-
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100ènm

300ènm

Tendon
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Figure 1.6 – Organisation tridimensionnelle du collagène dans différents tissus et images en micro-
scopie électronique. Images tirées de [38] (cornée), [39] (tendon), [40] (os) et [41] (peau).

gnées les unes par rapport aux autres. Une lamelle fait au moins 10 �m de large et entre
1 et 2-3 �m d’épaisseur [46]. Deux lamelles superposées sont orthogonales. Il y a un
arrangement quasi-cristallin des fibrilles dans les lamelles qui, avec le contrôle de leur
diamètre, assure la transparence [37, 47, 48].

Nous verrons plus tard que de nombreuses questions se posent encore sur la structure
de la cornée : Quelle est sa chiralité ? Dans quel sens tournent les lamelles les unes par
rapport aux autres ?

Tendon : Le tendon est formé de grosses fibrilles, de diamètre variable (entre 100 nm et 300
nm), s’assemblant en fibres. Les fibrilles sont formées ici par cofibrillogenèse avec du
collagène III et V. Cette organisation permet au tendon de résister aux tensions [49].

Peau : Dans la peau, le collagène s’organise en pelotes de fibres, ces fibres ayant une épaisseur
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de quelques microns et étant composées de fibrilles formées par cofibrillogenèse des
collagènes I, III et V et d’un diamètre de 30 à 100 nm. Cette organisation donne à la
peau sa souplesse et lui permet d’être élastique [41].

Os : Dans l’os compact, autour des vaisseaux sanguins (dans ce que l’on appelle les ostéons,
d’un diamètre d’environ 200 �m), le collagène s’organise en lamelles concentriques où les
fibrilles sont orientées parallèlement, selon une direction variant progressivement d’une
lamelle à l’autre (c’est-à-dire en une structure cristal cholestérique radiale) [40].

I.3 Synthèse et dénaturation du collagène in vivo

I.3.a. Synthèse et assemblage in vivo

1.6Synthèse6des6chaînes6α

6

2.6Hydroxylation6puis6
glycosylation6de6certains6
résidus

3.6Formation6du6procollagène

4.6Sécrétion6hors6de6la6cellule

Triple6hélice
6.6Assemblage6
en6fibrille FibrilleProcollagène

5.6Clivage6des6
extrémités6

CELLULE

appareil6de6Golgi
vésicule

membrane6de6la6cellule

Assemblage6de6
trois6chaînes6α

extremités

Figure 1.7 – Principe de la synthèse du collagène in vivo. Tiré de [18]

.

La synthèse du collagène dans une organisation spécifique se fait à l’intérieur puis à l’ex-
térieur de la cellule [18, 29]. Toutes ses étapes sont représentées sur la figure 1.7 :

1. Les châınes � sont d’abord synthétisées dans les cellules

2. Certains résidus de ces châınes sont modifiés dans la cellule (hydroxylation de certaines
prolines et lysines, glycolysation de certaines hydroxylysines).

3. Trois châınes peuvent ensuite s’assembler pour former du procollagène.

4. Celui-ci est excrété hors de la cellule dans des vésicules.

5. Les deux propeptides aux extrémités de la triple hélice sont clivés par deux enzymes (une
pour l’extrémité N, l’autre pour l’extrémité C).
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6. La fibrille peut alors s’auto-assembler ! Les triples hélices sont reliées entre elles par des
liaisons covalentes, mentionnées dans la partie I.2.c.. Ces liaisons sont formées entre
deux lysines (donc au niveau des télopeptides, aux extrémités) par une enzyme, la lysyl
oxidase.

I.3.b. Mécanismes de la fibrillogenèse

La fibrillogenèse du collagène dépend des propriétés électrostatiques des triples hélices.
En effet, puisque des molécules chargées se repoussent, elle ne sera possible que si la charge
globale des triples hélices est quasiment nulle.

Les groupements acide carboxylique �COOH (pKa � 4 � 5) et amine �NH2 (pKa �
9 � 10) des acides aminés, formant les extrémités C et N d’une protéine, sont toujours
chargés : en effet, en solution, l’extrémité acide carboxylique est sous sa forme neutre à un
pH où l’extrémité amine est chargée, et inversement. Une protéine sera donc toujours chargée
localement. Sa charge globale va donc dépendre du pH de la solution tampon dans laquelle
elle est placée et correspond à un équilibre des charges des deux extrémités N et C, ainsi que
des charges des acides aminés le long de la châıne. On appelle le point isoélectrique (pI) le pH
auquel la charge globale de la protéine est nulle.

— Pour un pH<pI, la charge globale est positive.

— Pour un pH>pI, la charge globale est négative.

Charge6nette

pH6du6tampon

pI
Fpoint6isoélectriqueB

G

-

7 8 9 1065
0

TRIPLE6
HELICES

TRIPLE6
HELICES

FIBRILLOGENESE

Figure 1.8 – Point isoélectrique du collagène dans des conditions physiologiques. Tiré de [16].

On peut calculer le point isoélectrique et la charge nette d’une protéine en connaissant sa
séquence d’acides aminés. On peut aussi mesurer ces valeurs par dosage. Le collagène a un
point isoélectrique pour des pH entre 5 et 9, dépendant des conditions physico-chimiques [50].
L’évolution de sa charge nette en fonction du pH est représentée sur la figure 1.8.

Pour des pH<pI, soit en solution acide dans notre cas, le collagène est sous forme de
triple hélices grâce à la répulsion des charges. Pour des pH autour du point isoélectrique, les
molécules de collagène peuvent s’assembler en fibrilles car la charge nette des triples hélices
est quasi nulle.
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Le pH physiologique étant d’environ 7.5, la fibrillogenèse se fait donc naturellement dans
l’espace intercellulaire, après exocytose des triples hélices et clivage de leurs extrémités (pro-
peptides).

I.3.c. Dénaturation du collagène en gélatine

Si la température augmente, la structure fibrillaire du collagène de type I est altérée, on
dit que celui-ci est dénaturé. Cela se passe en deux étapes :

— Les liaisons entre triples hélices dans les fibrilles sont d’abord hydrolysées.

— Les triples hélices se débobinent ensuite avec la température, soit partiellement, soit
totalement.

La première étape est un phénomène irréversible, qui a lieu à des températures dépendant entre
autres de l’organisation du collagène, des acides aminés de ses châınes � et des réticulations
possibles. Ainsi, le collagène sous forme de triples hélices est déjà instable à 37�, car il
commence à se dénaturer entre 20 et 35�. Quand il est sous forme de fibrilles, il se dénature
à de plus hautes températures : entre 40 et 50� pour du collagène fibrillaire, et jusqu’à 60-
70� dans des tissus présentant des réticulations [51]. On forme au final un polymère composé
de châınes � de collagène organisées en pelotes statistiques.

Figure 1.9 – Transition liquide (pelotes) / gel (triples hélices) de la gélatine. Tiré de [52].

Cette dénaturation peut se faire à grande échelle, en chauffant très fortement des tissus
animaux ou en les plaçant dans des bains acides ou basiques. Dans ce cas, on obtient de la
gélatine. En fonction du processus utilisé, les châınes � la composant peuvent être plus ou
moins longues, et leurs acides aminés peuvent être modifiés.

À haute température la gélatine est liquide, les châınes la composant pouvant facilement
glisser les unes par rapport aux autres. À basse température elle forme un gel car les domaines
en triple hélice se reforment partiellement, bloquant les châınes. Ces états sont représentés sur
la figure 1.9. La température de transition entre ces deux états est d’environ 30-35�.

La gélatine est utilisée dans de nombreux domaines, de la photographie argentique à la mé-
decine en passant par l’industrie agro-alimentaire, pour ses propriétés : c’est un gel comestible,
présentant une transition possible liquide/gel...
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In vivo, quand il n’est plus utile, le collagène est dégradé essentiellement par des enzymes,
les métalloprotéases, et notamment les collagénases [23, 53].

On discutera au chapitre 4 de l’intérêt d’utiliser de la gélatine pour l’élaboration de systèmes
modèles auto-organisés de collagène.

I.4 Méthodes d’observation

Il existe un grand nombre de méthodes d’observation d’échantillons biologiques, de l’échelle
moléculaire à l’échelle d’un organisme entier : la figure 1.10 en présente une partie. Dans tous
les cas, il faudra faire un compromis entre la profondeur possible d’imagerie (et donc l’invasivité
de la méthode) et la résolution atteignable. Ainsi, il est possible d’imager à l’échelle d’un atome,
mais seulement au niveau de la surface d’un échantillon et parfois au prix d’une préparation
pouvant l’altérer (microscopie en champ proche, microscopie électronique), ou à l’échelle d’un
organisme entier avec une résolution de quelques mm (ultrasons, IRM...).
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Figure 1.10 – Un grand nombre de techniques d’imagerie permettent d’observer des échantillons
biologiques, de l’échelle moléculaire à l’échelle de l’organisme entier. Il faut par contre faire un
compromis entre résolution d’image et profondeur de pénétration.

Chacune de ces méthodes apporte donc une information complémentaire, puisqu’elles s’in-
téressent à des échelles différentes. Il est d’ailleurs fréquent que des groupes corrèlent plusieurs
techniques pour obtenir l’information qui les intéresse ou valider un modèle ou une mesure.
Des exemples seront donnés au cours de cette revue.

Nous allons ici présenter des méthodes permettant d’imager tous les biopolymères et en
particulier le collagène.

Pour le collagène, les techniques optiques (histologie, fluorescence, ...) sont peu invasives
en général et permettent essentiellement d’observer l’organisation du collagène à l’échelle des
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tissus. Les techniques de microscopie électronique, champ proche et rayons X permettent de
sonder la structure des fibrilles. Elles sont plus invasives.

I.4.a. Histologie

Une des premières techniques d’observation des différents composants des tissus est l’histo-
logie. Cette technique a été mise en place par Marcello Malpigi au XVIIe siècle, entre Bologne
et Pise, une fois que le principe du microscope était connu. 3

Le principe est de regarder des coupes de tissu en transmission 4. Pour cela, soit on congèle
le tissu, soit on le fixe avec une molécule, par exemple le glutaraldéhyde, qui induit des réti-
culations entre les protéines pour les bloquer. Si l’échantillon est fixé, il faut ensuite l’insérer
dans une matrice de résine pour le durcir. Il est alors possible de faire des coupes très fines
(quelques microns) au microtome [18, 54].

(a) (b)

Figure 1.11 – Lames histologiques colorées de tissus contenant du collagène. (a) Foie humain coloré
au rouge Sirius. Les fibrilles de collagène sont visibles en rouge. (b) Peau de souris colorée au trichrome
de Masson. Noyaux violet foncé, cytoplasme rouge et collagène en bleu/vert. Tiré de [55].

Si on ne colore pas l’échantillon, on ne voit rien car la majorité des composants dans la
lame sont transparents. On peut faire de l’imagerie en contraste de phase pour contourner
ce problème, ou alors tout simplement colorer l’échantillon. Il existe un grand nombre de
colorations permettant de distinguer les différents composants sur une lame. Celles-ci sont
répertoriées avec leurs protocoles sur des sites spécialisés [55–57]. Par exemple, pour les tissus
conjonctifs, on peut utiliser :

— du Rouge Sirius [58, 59], utile pour observer les poumons, le foie... Il marque les fibrilles de
collagène en rouge, et les amylöıdes (dans les protéines) en rouge aussi. Les cytoplasmes
des cellules apparaissent en jaune. Une coupe observée avec cette coloration est montrée
sur la figure 1.11a.

— du trichrome de Masson [60], utile pour observer le rein, la peau... Le collagène est
marqué en bleu/vert, les noyaux en violet foncé, et les cytoplasmes en rouge. Une coupe
observée avec cette coloration est montrée sur la figure 1.11b.

La détermination des éléments marqués par un colorant donné est assez empirique. Cette
technique est beaucoup utilisée pour faire des diagnostics médicaux à partir de biopsies de
tissus.

3. Le microscope optique a été inventé à la fin du XVIe siècle, ou au début du XVIIe siècle. Plusieurs
scientifiques de l’époque ont composé des systèmes similaires.

4. L’absorption est trop importante et il n’y a pas de résolution axiale, donc il faut des coupes fines.
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Encart 1.3 – Biréfringence

Certains milieux présentant des propriétés différentes
en fonction de la direction de la lumière les parcou-
rant, ils sont anisotropes. Les milieux biréfringents
possèdent un indice de réfraction dépendant de la po-
larisation et de la direction de propagation de la lu-
mière. La lumière peut donc y être doublement réfrac-
tée, ou sa polarisation peut être modifiée lors de sa
propagation dans un tel milieu.
Dans la plupart de ces milieux biréfringents, les mi-
lieux uniaxes, la lumière polarisée perpendiculairement
à l’axe principal (axe optique) du milieu voit un indice
de réfraction no , alors que la lumière polarisée dans
la direction de l’axe principal voit l’indice ne . La dif-
férence �n = ne � no entre ces indices quantifie la
biréfringence.

Double réfraction dans un cristal
de calcite, biréfringent.

I.4.b. Microscopie en lumière polarisée

La microscopie en lumière polarisée utilise comme contraste la biréfringence de l’échan-
tillon (voir l’encart 1.3). Il n’y a donc en général pas besoin de faire de marquage, et il y a
plus de contraste si l’échantillon est assez épais (même s’il n’y a pas de résolution axiale pour
autant).

En général, l’échantillon est placé entre deux polariseurs croisés. La polarisation incidente
est modifiée en fonction de la longueur d’onde, et la polarisation sortante est ensuite analysée
par le second polariseur. Si on éclaire avec de la lumière blanche, la couleur observée dépendra
donc de la biréfringence. On peut utiliser les polariseurs seuls ou avec une lame d’onde juste
après l’échantillon pour décaler les couleurs d’extinction en absence de biréfringence.

(a) (b)

Figure 1.12 – Images en lumière polarisée sur des systèmes non colorés présentant une biréfringence.
(a) Tendon observé en lumière polarisée (épaisseur 20 �m). Image tirée de [61]. Barre d’échelle
60 �m. (b) Système auto-organisé de collagène (organisation en contreplaqué) observé en lumière
polarisée. Barre d’échelle 50 �m. L’image est ”floutée” car l’échantillon est épais (environ 200-300
�m).

On peut observer directement la biréfringence du collagène (dans le tendon [61], exemple
sur la figure 1.12a ; ou dans des systèmes auto-organisés de collagène en solution acide [63, 64],
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Figure 1.13 – Paroi aortique : lame histologique colorée au rouge Sirius et observée en lumière
polarisée. Les fibrilles de collagène apparaissent colorées du vert au rouge en fonction de leur diamètre,
puisque plus celui-ci est important, plus la biréfringence a d’effet sur la polarisation. Image tirée de [62]
(couverture).

exemple d’image sur la figure 1.12b) ou colorer l’échantillon et observer la biréfringence du
colorant : par exemple les molécules du colorant Picrosirius s’alignent le long des molécules
de collagène et augmentent la biréfringence [65, 66], comme on peut le voir sur la figure 1.13
pour une paroi aortique marquée.

Le formalisme de Mueller permet d’obtenir plus d’informations sur les propriétés optiques
de l’échantillon, et donc sa nature [67].

I.4.c. Microscopie de fluorescence

Un autre moyen d’imager le collagène est d’exploiter sa fluorescence endogène ou d’utiliser
des marqueurs fluorescents exogènes permettant de le repérer.

Il existe un grand nombre de techniques optiques plus ou moins compliquées pour exciter
la fluorescence et ensuite l’observer : les techniques les plus utilisées sont la microscopie plein
champ, et la microscopie confocale (encart 1.4), qui permet d’obtenir des images en trois
dimensions. Dans tous les cas, on est limité en profondeur par la diffusion et l’absorption des
tissus (décrites dans la partie II.1.d.).

Nous décrivons ici la fluorescence endogène du collagène, puis montrons la possibilité
d’utiliser des marqueurs fluorescents exogènes.

Fluorescence endogène du collagène La fluorescence du collagène a été caractérisée [34,
69, 70], mais on n’en connâıt pas l’origine exacte. Certains groupes supposent que cette
fluorescence est due à certaines réticulations entre les châınes � [69]. Celle-ci varie selon les
tissus observés et leur âge, notamment en raison de l’accumulation de réticulations ou de la
présence de divers composés fluorescents liés à l’âge (AGES). Par souci de rigueur, nous avons
caractérisé les diverses sources de collagène utilisé dans le travail présenté ci-dessous.

Nous avons mesuré le signal de fluorescence excitée à deux photons (2PEF) 5 du collagène 6

5. La partie II revient sur le principe et l’origine de cette fluorescence.
6. Collagène extrait de tendon de queue de rat, selon la méthode donnée dans le chapitre 4, partie I.1.b..
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Encart 1.4 – Microscopie confocale

C’est la technique de référence pour observer la fluorescence dans les échantillons biolo-
giques, en trois dimensions. L’excitation de la fluorescence se fait avec un faisceau laser
focalisé (en rouge). On observe le signal de fluorescence émis (en bleu). Le miroir di-
chröıque permet de réfléchir l’excitation et de transmettre le signal de fluorescence, qui
sont à des longueurs d’onde différentes.
Le faisceau d’excitation est focalisé, donc on observe l’échantillon sur un diamètre trans-
versal limité. Un diaphragme devant le détecteur permet de conserver uniquement le signal
de fluorescence venant du plan focal. Le signal venant d’autres plans, en pointillés bleus,
est coupé. On a donc une bonne résolution axiale, de l’ordre de 1 �m.
On atteint des résolutions latérales de l’ordre d’une demie longueur d’onde (environ 250
nm).
Pour obtenir une image en trois dimensions, il faut ensuite balayer le volume observé dans
l’échantillon selon ces trois dimensions, et reconstruire numériquement l’image à partir du
signal détecté sur chaque voxel.

détecteur

miroir dichroïque

diaphragme (trou)

échantillon

biologique

plan focal

hors du plan focal

Microscope confocal : principe [68].
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en solution acide (non fibrillé), du collagène fibrillé dans l’eau ou du collagène dénaturé dans
l’acide ou dans l’eau, provenant du même lot, sur notre montage expérimental. Les résultats
de la fluorescence moyenne sur deux lots, l’un dans l’acide acétique et l’autre dans l’acide
chlorhydrique 7, sont présentés sur la figure 1.14. Ces mesures montrent que la fluorescence
est forte dans le collagène fibrillé, et beaucoup plus faible dans le collagène en solution acide
ou dans le collagène dénaturé.

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

Collagènemfibrillémdans
lMeau

Collagènemdénaturémdans
lMeau

CollagènemdansmlMacide Collagènemdénaturémdans
lMacide

Signalm2PEFmmoyenmmesurémhu.marb.3

Solutionmacidem=macidemacétiquem500mmM Solutionmacidem=macidemchlorhydriquem3mmM

Figure 1.14 – Signal 2PEF moyen mesuré dans des échantillons de collagène provenant des mêmes
lots (à partir d’acide acétique ou d’acide chlorhydrique) : collagène et collagène dénaturé dans l’acide,
collagène fibrillé et collagène dénaturé dans l’eau.
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(b) Spectre d’émission pour une excitation à 350
nm

Figure 1.15 – Spectres d’excitation (a) et d’émission (b) de fluorescence excitée à un photon du
collagène ou du collagène fibrillé dans une solution d’acide acétique 500 mM. Intensités arbitraires.

Nous avons ensuite mesuré les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence excitée à
un photon pour ces mêmes échantillons, à l’aide d’un fluorimètre fonctionnant à des longueurs
d’onde similaires à celles utilisées habituellement en microscopie multiphoton.

La figure 1.15 montre les spectres du collagène et de la gélatine en solution acide (acide
acétique). Pour le collagène et le collagène dénaturé en solution acide ou dans l’eau, le spectre

7. Les concentrations d’acides sont choisies de façon que les solutions acides soient au même pH, pH=2.5.
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de fluorescence est identique quel que soit l’acide choisi et présente les mêmes pics caractéris-
tiques, qui correspondent à ceux donnés dans [69] :

Pics d’émission 310 nm, 385 nm, 390 nm, 530 nm

Pics d’excitation 280 nm, 265 nm, 330 nm, 450 nm

La fluorescence a donc probablement la même origine dans les deux cas.

...ou fluorescence exogène (fluorophores) On peut aussi utiliser des marqueurs fluores-
cents pour observer le collagène. Par exemple, le DTAF s’accroche sur les groupes hydroxyl et
amine du collagène, et a été utilisé dans la cornée [71]. Des protéines fluorescentes peuvent
aussi être préparées [72].

I.4.d. OCT et microscopie confocale de réflectance

Un autre moyen d’observer le collagène avec une technique optique, sans marquage, est
d’exploiter le signal réfléchi par les interfaces dans les tissus ou par certaines particules. Deux
techniques s’appuient sur ce principe, l’OCT et la microscopie confocale de réflectance.

Microscopie confocale de réflectance On utilise exactement le même principe que la
microscopie confocale mais cette fois on exploite le signal réfléchi par les interfaces ou certaines
particules dans l’échantillon. L’excitation et le signal réfléchi sont donc à la même longueur
d’onde, et il faut simplement remplacer le miroir dichröıque par une séparatrice.

Figure 1.16 – Image en microscopie confocale de réflectance de la fibrillogenèse, tirée de [73]. Matrice
de collagène de type I à une concentration de 1 mg/mL. Barre d’échelle 5 �m.

On peut observer des échantillons avec une résolution similaire à celle obtenue en micro-
scopie confocale de fluorescence, sans marquage, comme montré sur la figure 1.16.

OCT Le signal réfléchi naturellement par l’échantillon étant faible, on peut le faire interférer
avec un faisceau de référence pour l’amplifier. C’est le principe de l’OCT (Optical Coherent
Tomography) [74, 75].

La résolution axiale est égale à la longueur de cohérence, soit une dizaine de microns. La
résolution latérale est du même ordre de grandeur si on utilise un éclairage en lumière blanche
peu focalisé. Il existe des variantes au système original pour avoir une meilleure résolution :
dispositif confocal [77] ou plein champ avec une CCD [78] (dans ce cas l’acquisition est plus
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Figure 1.17 – Image OCT d’une cornée normale. Tiré de [76]. Barre d’échelle 250 �m.

rapide). L’OCT est une technique très efficace pour l’observation de l’oeil (rétine, cornée) ou
de tout autre échantillon organisé en couches. Un exemple d’une image obtenue est donné à
la figure 1.17. On peut coupler cette technique avec une mesure de la biréfringence, l’OCT ré-
solue en polarisation permet ainsi de faire des images de la biréfringence du tendon à différentes
épaisseurs [79].

I.4.e. Microscopie électronique

source lumineuse

canon à
électrons

condenseur

échantillon

objectif

lentille d'observation

observation 
directe plaque photo

ou caméra

Figure 1.18 – Comparaison des techniques de microscopie optique et électronique, présentée dans [18].

La résolution d’une technique d’imagerie est limitée à environ une demi-longueur d’onde
� par la diffraction des particules utilisées. En optique, on utilise des photons dans le visible
ou le proche infrarouge, de longueur d’onde autour de � � 500 nm. Une résolution d’environ
250 nm ne peut être dépassée, sauf par des méthodes récentes peu adaptées à l’observation
du collagène, et que nous n’aborderons donc pas ici (techniques de nanoscopie).

La microscopie électronique permet d’avoir une résolution de l’ordre de l’angström en
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utilisant des électrons d’énergie 1 keV à 100 keV. 8

(a) (b)

Figure 1.19 – Images en microscopie électronique dans le collagène. (a) Fibrilles de tendon, observées
en coupe transverse (� �45000). Image extraite de [80]. (b) Fibrilles obtenues à partir de collagène
purifié (� �70000). Image extraite de [81].

Le microscope électronique en transmission (TEM) fonctionne sur le même principe qu’un
microscope optique mais avec des électrons, comme on le voit sur la figure 1.18. La source est
un canon à électrons composé d’une cathode et d’un accélérateur d’électrons. Ceux-ci sont
ensuite focalisés avec des bobines, passent à travers l’échantillon et sont détectés avec une
caméra, le tout dans le vide car sinon les électrons sont diffusés par l’air [18].

Les premières applications de la microscopie électronique à l’observation du collagène re-
montent aux années 40 [82, 83]. La figure 1.19 donne des exemples d’images obtenues en
microscopie électronique dans le collagène.

Figure 1.20 – Comparaison de deux marquages différents sur du collagène : marquage négatif s’insé-
rant dans les gaps, en haut, ou marquage positif s’accrochant à des résidus chargés, en bas. Images
tirées de [29]. La période sur l’image du haut est de 67 nm, et les deux images sont à la même
échelle.

L’image enregistrée par la caméra sera différente si la trajectoire des électrons a changé. Il
faut préparer l’échantillon pour qu’il soit fin et présente un contraste pour les électrons, c’est-
à-dire une densité électronique variable. En pratique, il faut respecter les étapes suivantes :

1. fixation avec du glutaraldéhyde ou du tetroxide d’osmium

2. déshydratation et insertion dans une résine pour durcir l’échantillon et pouvoir y couper
des sections ultra-fines (environ 70 nm d’épaisseur)

8. De Broglie a montré que toute particule pouvait aussi être décrite comme une onde, de longueur d’onde
� = h

mv
avec m la masse et v la vitesse des particules. On obtient � � 0:1 Åpour des électrons accélérés à 10

keV.
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3. marquage avec des métaux lourds denses en électrons qui se fixent différemment en
fonction des composants biologiques. On peut comparer différents marquages (compa-
raison présentée sur la figure 1.20). Pour un marquage dit positif, les zones non marquées
apparaissent claires car les métaux lourds s’accrochent à des résidus chargés. Pour un
marquage dit négatif, les métaux lourds remplissent tout l’espace libre. Les zones non
marquées apparaissent alors en noir.

Au lieu de fixer et déshydrater l’échantillon, on peut aussi le congeler rapidement avant de le
couper. 9

Dans les fibrilles, on voit très bien les franges sombres/claires qui montrent les gaps entre
les triples hélices quand ceux-ci sont remplis de métaux lourds (marquage négatif, observable
en haut de la figure 1.20).

I.4.f. AFM et autres techniques en champ proche

Le principe de cette technique est simple : une pointe composée de quelques atomes vient
sonder la surface d’un échantillon [84]. La résolution dépend de la taille de la pointe et peut
être de l’ordre de la taille d’un atome.

Il y a différents modes de fonctionnement (pointe statique ou oscillante) et différents
modes de contraste peuvent être utilisés : densité électronique, caractéristiques mécaniques
de la surface, ... Aucune préparation particulière de l’échantillon n’est nécessaire, mais on
sonde uniquement sa surface. On peut observer plusieurs types d’échantillons, notamment des
protéines uniques [85]. Cette technique est bien adaptée à l’observation de fibrilles de collagène
et à l’étude de la fibrillogenèse. On y retrouve bien les striations caractéristiques dues aux gaps
entre les triples hélices, comme on peut le voir sur la figure 1.21.

On peut aussi mesurer l’expansion due à l’échauffement d’un échantillon par un faisceau
infrarouge à l’aide d’une pointe AFM. Ainsi, on peut mesurer les spectres d’absorption infra-
rouge des molécules présentes dans l’échantillon à l’échelle du nanomètre [86]. Cette technique
de nanospectroscopie infrarouge a été développée par A. Dazzi et coll. à l’Université Paris-Sud.
Elle a été appliquée récemment à l’observation du collagène et de la gélatine [13].

(a) (b)

Figure 1.21 – Exemples d’images AFM dans le collagène. (a) Collagène de type I extrait de tendon.
Image extraite de [87]. (b) Observation de fibrilles de collagène de type I après fibrillogenèse. Image
extraite de [88].

L’AFM peut aussi être couplée à des mesures piézoélectriques pour connâıtre la polarité
des fibrilles de collagène et étudier leur distribution dans les tissus biologiques. Ceci a montré

9. C’est la technique de cryo-TEM
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que la polarité des fibrilles de collagène varie dans un tendon à l’échelle de quelques centaines
de nanomètres [89].

I.4.g. Diffraction de rayons X

Enfin, la structure intra-fibrillaire peut être sondée à l’aide de la diffraction de rayons X. La
préparation est compliquée, car il faut réaliser un ’cristal de protéines’. Les premières mesures
ont été faites à la fin des années 1970, et on dispose maintenant d’un grand nombre de données
sur la structure du collagène [32, 90, 91]. La figure de diffraction donne des informations sur
les tailles caractéristiques et l’arrangement des composants de la structure. Cette figure étant
souvent complexe, elle est en pratique comparée à une figure simulée pour valider ou infirmer
l’hypothèse d’une structure donnée [28].

Conclusion Toutes ces techniques d’imagerie sont complémentaires, mais ont des limitations
diverses. Il faut en particulier faire un compromis entre profondeur d’imagerie et résolution.
La plupart des techniques présentées ici, en particulier les techniques optiques, ne sont pas
spécifiques au collagène, et nécessitent donc un marquage particulier.

La microscopie multiphoton, présentée dans la partie suivante, permet une imagerie 3D à la
résolution optique, et donne des signaux endogènes spécifiques au collagène. Elle ne nécessite
donc aucun marquage.

II Microscopie multiphoton

La microscopie multiphoton est une alternative à la microscopie confocale, proposée par
Denk et coll. en 1990 [92]. Cette technique est basée sur des processus optiques non-linéaires
(aussi appelés processus multiphotons).

Ces processus à plusieurs photons impliquent des processus d’excitation ou de diffusion
différents des mécanismes d’optique linéaire habituels.

Ils peuvent être représentés sur les diagrammes d’énergie des molécules impliquées (dia-
grammes de Jablonski représentés sur la figure 1.22). Sur ces diagrammes, les niveaux électro-
niques de la molécule sont représentés en gras, et ses niveaux de vibration en pointillés. Chaque
photon est représenté par une flèche, qui traduit le gain ou la perte d’énergie correspondante
pour la molécule. 10 La molécule peut relaxer vers le bas de la bande électronique excitée après
avoir absorbé un photon, le processus de perte d’énergie dû à la relaxation est représenté par
une flèche noire oscillante.

Nous présenterons ici essentiellement la fluorescence excitée à n photons, et la génération
du nième harmonique, en nous intéressant en particulier aux phénomènes à deux photons : la

10. L’énergie d’un photon est proportionnelle à sa fréquence !. D’autre part, ! = 2�c
�

, donc elle est
inversement proportionnelle à sa longueur d’onde �.
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Figure 1.22 – Diagrammes de Jablonski représentant les différents modes de contrastes en optique.
Adapté de [16].

fluorescence excitée à deux photons (2PEF), dont nous discuterons l’origine (voir la partie par-
tie II.2.b.), et la génération de second harmonique (SHG) (voir la partie partie II.2.c.).

— La fluorescence excitée à n photons implique d’exciter la molécule avec n photons au
lieu d’un, chacun des n photons ayant n fois moins d’énergie (donc de fréquence n fois
plus faible) que s’il n’y en avait qu’un. Le mécanisme est ensuite le même que pour la
fluorescence habituelle : la molécule relaxe vers le bas de la bande électronique excitée,
puis émet un photon.

— La génération d’harmoniques est un phénomène de diffusion inélastique, non-résonant,
dans lequel on passe de n photons de fréquence ! à un photon d’énergie n fois plus
grande (donc de fréquence n!). Le niveau d’énergie représenté en pointillés gras dans
ce cas est donc un niveau virtuel.

Dans ces deux cas, l’intensité du signal In est liée à l’intensité d’excitation Iexc de la façon
suivante : In / Inexc . La figure 1.22 représente les mécanismes de la fluorescence habituelle à un
photon (1PEF), de la fluorescence excitée à deux (2PEF) ou trois (3PEF) photons, ainsi que
les mécanismes de diffusion linéaire, de génération de second (SHG) et de troisième (THG)
harmonique.

Il existe de plus d’autres processus, plus complexes, impliquant plusieurs photons excita-
teurs, pas forcément de même fréquence. Deux d’entre eux, des phénomènes à trois photons
basés sur la diffusion Raman anti-Stokes, sont représentés sur la figure 1.22 : diffusion Raman
anti-Stokes cohérente (CARS) et diffusion Raman anti-Stokes stimulée (SRS). On peut ob-
server le signal CARS d’une molécule en l’éclairant avec deux faisceaux de longueurs d’onde
différentes (flèches rouge et grise) variables, les faisceaux pompe (p) et Stokes (s). Quand la
différence de longueur d’onde correspond à l’énergie d’un niveau vibrationnel de la molécule, la
réponse CARS détectée (flèche orange) est exaltée. Pour le signal SRS, la molécule est éclairée
par deux faisceaux de longueurs d’onde différentes (flèches rouges et oranges) variables. Quand
la différence de longueur correspond à l’énergie d’un niveau vibrationnel, le faisceau de pompe
(p) en orange perd en intensité, et le faisceau Stokes (s) en rouge gagne en intensité.

II.1 Principe et caractéristiques de la microscopie multiphoton

II.1.a. Sectionnement optique

Les processus à deux photons ou plus nécessitent la présence de deux photons (ou plus)
au même endroit, au même moment. Ce sont donc des phénomènes assez rares, qui n’ont lieu
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que pour une forte intensité d’excitation.
Pour un faisceau d’excitation focalisé, la fluorescence excitée à deux photons n’a donc lieu

que dans un petit volume au voisinage du plan focal, là où l’intensité est maximale, alors que
la fluorescence habituelle excitée à un photon l’est dans tout le cône d’excitation, comme le
montre bien la figure 1.23.

Plan

focal

1PEF 2PEF

Figure 1.23 – Comparaison d’une excitation de la fluorescence excitée à un ou deux photons avec un
faisceau focalisé. Gauche : excitation de la fluorescence excitée à �=480 nm. Droite : excitation à
� 2� (960 nm). Tiré de [93].

Il y a donc un sectionnement optique tridimensionnel (3D) intrinsèque : plus besoin de
placer un diaphragme pour bloquer le signal des autres plans que le plan focal, puisqu’il n’y en
a pas en dehors de ce plan ! Ce sectionnement 3D présente l’avantage de limiter la phototoxicité
pour l’échantillon et le photoblanchimment des fluorophores, puisque l’excitation n’a lieu que
dans un petit volume seulement.

Calcul analytique pour la fluorescence Nous pouvons démontrer analytiquement ce sec-
tionnement. [15] Pour un faisceau excitateur de section S(z), décrit par un champ E(z) à la
profondeur z , l’intensité sur une section est constante si l’absorption reste négligeable.∫

jEj2(z)dS(z) �< E(z) >2 S(z) = C (1.1)

Dans chaque tranche dz de milieu, le nombre de photons émis va être le suivant

— fluorescence excitée à un photon

dN! / dz
∫
jEj2(z)dS(z) = Cdz (1.2)

Ce nombre est constant quelle que soit la profondeur de la tranche imagée. Il n’y a pas
de sectionnement optique et le nombre total de photons émis

∫
dN!(z) diverge.

— fluorescence excitée à deux photons

dN2! / dz
∫
jEj4(z)dS(z) = dz

∫
(jEj2(z))2dS(z) � dz < E(z) >4 S(z) = C2 dz

S(z)
(1.3)

soit, pour un faisceau gaussien (voir l’encart 1.5),

dN2! / C2 dz

1 + z2

z2
R

(1.4)
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Encart 1.5 – Faisceau gaussien

Un faisceau gaussien est une solution de l’équation de propagation de la lumière dans le
cadre de l’approximation paraxiale 11. Il permet de modéliser un faisceau focalisé de façon
analytique. Son profil d’intensité transversal est gaussien, de largeur w(z) à la position z .

Sa variation au cours de la propagation du faisceau est telle que w(z) = w0

√
1 + z2

z2
R

, avec

w0 la largeur du faisceau au niveau du plan focal, et zR =
�w2

0

�
une longueur caractéristique

appelée distance de Rayleigh.

plan focal
z=0

w0

w(z)

z

zR

√2w0

Profil longitudinal d’un faisceau gaussien.

Le nombre total de photons émis
∫
dN2!(z) converge et la majorité du signal vient de

la zone de Rayleigh du faisceau gaussien (jz j < jzRj).

II.1.b. Comment avoir suffisamment de puissance excitatrice ?

Puisque ces phénomènes multiphotons sont rares, il faut beaucoup de puissance excitatrice
pour espérer les observer. Par ailleurs, nous voulons observer des échantillons biologiques qui
ne supportent pas une puissance moyenne trop importante.

Pour cela, il est judicieux d’utiliser un laser impulsionnel femtoseconde à la place d’un
laser continu. Pour la même intensité moyenne hI!i, l’intensité crête Imax! sera beaucoup plus
importante avec un laser impulsionnel (voir la figure 1.24) donc les effets non-linéaires auront
lieu plus souvent. En effet,

Imax! =
T

�
hI!i (1.5)

avec � la durée d’une impulsion et T�1 le taux de répétition du laser.

Pour un laser femtoseconde T i : Saph, la durée d’une impulsion � est d’environ 150 fs,
et le taux de répétition T�1 est de 80 MHz : pour une puissance moyenne de 10 mW sur
l’échantillon (ce qui est en moyenne le maximum supportable pour un tissu biologique, avec
une forte focalisation), on a une puissance crête de 800 W environ (facteur 105 !).

Cela correspond à un champ électrique de 5:108 V/m si le faisceau excitateur est focalisé
fortement dans l’échantillon (avec une surface éclairée d’environ 500 � 500 nm2 au niveau
du volume d’excitation), ce qui est suffisamment proche du champ électrique atomique pour
induire des effets non-linéaires.

Nous gagnons ainsi un facteur 105 sur l’intensité du signal à 2 photons, à intensité moyenne

11. Les ondes planes sont une autre solution de cette équation dans le cas général.
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(a)

(b)

Figure 1.24 – Relation entre l’intensité moyenne hI!i et l’intensité crête Imax! pour un laser continu
(a) et un laser impulsionnel (b). Adapté de [94].

d’excitation égale :

I2! =
�

T
(Imax! )2 =

T

�
hI!i2 (1.6)

alors que pour un laser continu I2! = hI!i2.

En pratique, la puissance moyenne sur l’échantillon n’est pas le seul critère de viabilité. Le
taux de répétition et d’autres paramètres jouent aussi sur la photoxicité du signal sur les tissus
biologiques [95].

II.1.c. Nécessité d’un système de balayage

Z

(a) (b) (c)

X

Y

Figure 1.25 – Formation d’une image dans un système à balayage laser. (a) Balayage du volume
d’excitation dans le plan focal (XY ) à l’aide de miroirs déviant le faisceau laser incident en pupille
arrière de l’objectif : formation d’une image 2D (b) L’objectif se déplace en profondeur (Z) pour faire
des images à différentes profondeurs dans l’échantillon. (c) On peut ensuite reconstruire une image
3D. Artère dans un rein fibrosé de souris non marqué, image tirée de [14].

La résolution 3D intrinsèque permet d’obtenir de l’information en un voxel, le petit volume
excité. Il faut ensuite balayer (scanner) ce voxel dans l’échantillon pour avoir une image en
3D. En pratique, on suit pour cela les étapes de la figure 1.25 :

1. on balaye ce volume dans un plan 2D (ligne par ligne) à l’aide de miroirs galvanomé-
triques : on a alors une image 2D (figure 1.25a).
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2. on enregistre ensuite des images 2D à différentes profondeurs, pour obtenir une image
3D. Pour cela, c’est l’objectif qui bouge, car sa distance focale est fixe (figure 1.25b).

Il faut un temps caractéristique d’environ une seconde (2.5 s) pour prendre une image 2D
de 512 sur 512 pixels, en intégrant le signal 10 �s par pixel.

Il existe cependant des moyens de limiter le temps d’acquisition : [2]

Multifocalisation [96] l’éclairage en plusieurs points à la fois limite le temps de balayage
mais l’intensité maximale possible en chaque point est divisée par le nombre de points...

Imagerie multiplan [97] sur le même principe, on peut faire plusieurs images 2D à la fois
en utilisant une lentille à contrôle acoustique.

Feuille de lumière [2] on peut utiliser un éclairage en feuille de lumière et une détection
dans la direction orthogonale avec un système classique. Ce système ne fonctionne pas
pour la SHG qui est un processus cohérent, peu efficace dans la direction orthogonale à
l’excitation.

Faisceau de Bessel [3, 98] avec un éclairage à l’aide d’un faisceau tubulaire assez long, on
perd l’information en profondeur mais seul un balayage en deux dimensions suffit pour
imager rapidement un échantillon un peu épais. Ceci est adapté pour imager des lames
histologiques d’épaisseur variable.

II.1.d. Imagerie en profondeur dans les tissus biologiques

L’excitation de processus à deux photons se fait à la fréquence moitié, donc à la longueur
d’onde double, c’est à dire dans l’infrarouge pour une détection de signaux dans le visible. Dans
les tissus biologiques, un faisceau infrarouge sera moins absorbé et moins diffusé qu’un faisceau
visible. Ces deux phénomènes limitent la profondeur d’imagerie en microscopie confocale. La
microscopie multiphoton présente donc l’avantage d’une meilleure profondeur de pénétration
que la microscopie confocale, comme nous allons le détailler ci-dessous.

Infrarouge

Eau

Protéines Collagène
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Figure 1.26 – Coefficients d’absorption de différents composés des tissus. La fenêtre de transparence
des tissus est montrée en bleu. Adapté de [75].

Fenêtre de transparence des tissus La loi de Beer-Lambert prévoit une décroissance de
l’intensité d’un faisceau se propageant dans un milieu absorbant en e�

z
la , avec z la longueur
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parcourue dans le tissu et la une longueur caractéristique dépendant de l’absorption du milieu.
La profondeur d’imagerie est alors limitée car au bout de quelques la, il n’y a quasiment plus
d’excitation.

L’absorption dépend de la longueur d’onde, et la fenêtre de transparence des tissus se trouve
dans le proche infrarouge. La plupart des composés que l’on trouve dans les tissus biologiques
y absorbent moins, comme on le voit sur la figure 1.26. Dans la majorité des tissus, en excitant
dans l’infrarouge, la � 1 cm.

Diffusion Si on est dans un milieu diffusant, le faisceau d’excitation va être diffusé hors
du volume focal (voir la figure 1.27a). Il n’y aura alors pas assez d’intensité pour exciter des
processus non-linéaires. Le nombre de photons balistiques (non diffusés) décrôıt en e�

z
ls , avec

z la longueur parcourue dans le tissu et ls une longueur caractéristique traduisant l’importance
de la diffusion. Pour des particules très petites devant la longueur d’onde, on peut décrire
la diffusion par le modèle de la diffusion de Rayleigh, qui a une évolution en fonction de la
longueur d’onde � en 1

�4
. Elle sera donc moins importante dans l’infrarouge. Dans la majorité

des tissus, en excitant dans l’infrarouge, ls=100 à 200 �m. On pourra donc observer des tissus
sur quelques centaines de �m au mieux, en général. Quelques tissus peuvent être imagés plus
profondément car ils sont peu diffusants, voire transparents comme la cornée.

Diffusion DiffusionPas de diffusion Pas de diffusion

Objectif

(a) (b)

Figure 1.27 – Effet de la diffusion pour la microscopie multiphoton. Exemple de la fluorescence excitée
à deux photons. Extrait de [99].

La diffusion ne perturbe pas trop la collecte du signal émis à condition que la détection se
fasse sur une grande ouverture numérique, ce qui est possible en l’absence de diaphragme 12

(voir la figure 1.27b). Cette diffusion est d’ailleurs parfois utile, car elle permet de collecter
des signaux cohérents rétrodiffusés.

Par ailleurs, on ne détectera pas de signal par diffusion de l’excitation vers d’autres plans
que le plan focal, car l’intensité diffusée ne sera pas suffisante pour exciter un phénomène à
deux photons. Ceci permet d’améliorer le rapport signal à bruit en profondeur par rapport à
ce qu’on peut obtenir en microscopie confocale.

12. Celui-ci est nécessaire en microscopie confocale...
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Aberrations Puisque la microscopie multiphoton nous permet d’imager profondément dans
les tissus, elle est sensible à des déformations du volume d’excitation en profondeur, dues à
des aberrations optiques. Ceci a lieu s’il y a une différence d’indice entre le milieu d’immersion
(entre l’objectif et l’échantillon) et l’échantillon, ou au sein de l’échantillon, ou alors si l’échan-
tillon est biréfringent. On peut utiliser des techniques d’optique adaptative pour corriger ces
déformations [100]. Par ailleurs, la diffusion étale le volume d’excitation en profondeur, mais
est plus délicate à corriger [101].

II.1.e. Un grand nombre de modes de contraste possibles

Nous allons discuter essentiellement de SHG et de 2PEF, mais il existe un grand nombre de
phénomènes à deux ou plusieurs photons, qui peuvent fournir autant de modes de contraste. Il
est assez facile de séparer spectralement les différents signaux, comme l’illustrent les spectres
typiques représentés sur la figure 1.28.

860 nm430 nm

2PEF

SHG excitation

1200 nm400 nm

3PEF

THG
excitation

SHG

600 nm

(a) (b)

Figure 1.28 – Spectres des différents modes de contraste qu’il est possible d’utiliser : (a) SHG/2PEF,
(b) SHG, THG, 3PEF.

Au LOB, des systèmes multimodaux ont été mis en place. Ils permettent de combiner
THG et mélange à quatre ondes [4], ou bien fluorescence excitée à deux photons, THG et
SHG pour observer la division cellulaire pendant le développement du poisson zèbre [102] ou
la structure de la cornée [103]. Le mélange de différentes longueurs d’onde peut aussi être
utilisé pour exciter différents fluorophores en microscopie multiphoton en feuille de lumière [1].
De plus, des mesures de temps de vie de fluorescence (2PEF ou 3PEF) peuvent être couplées
à ces différentes modalités. Cette multimodalité est un avantage crucial de la microscopie
multiphoton.

II.1.f. Bilan des avantages de cette technique

La microscopie multiphoton est intéressante par rapport aux autres méthodes d’observa-
tion, présentées dans la partie I.4, pour plusieurs raisons.

Tout d’abord, elle permet une imagerie multimodale, avec un grand nombre de modes de
contrastes possibles, dont certains sont des signaux endogènes. L’observation de ces signaux
endogènes ne nécessite pas de préparation de l’échantillon.

De plus, l’excitation de processus multiphoton, nécessairement dans l’infrarouge, permet un
bon compromis entre la résolution obtenue (résolution optique) et la profondeur de pénétration,
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qui peut aller jusqu’à quelques centaines de microns, puisqu’à ces longueurs d’onde on est dans
la fenêtre de transparence des tissus.

Enfin, la non-linéarité des processus observés permet une résolution 3D intrinsèque et une
faible phototoxicité, appréciable pour l’imagerie de tissus biologiques.

II.2 Origine physique des modes de contraste utilisés

II.2.a. Rappels théoriques

Polarisation linéaire Une onde électromagnétique se propageant dans un milieu matériel
est caractérisée par

— un champ électrique ~E

— un vecteur déplacement électrique ~D = �0 ~E + ~P , où ~P est la polarisation induite dans
le matériau, qui dépend des caractéristiques de ce matériau.

— un champ magnétique ~H et une induction magnétique ~B, proportionnels pour un maté-
riau non magnétique : ~B = �0 ~H.

Ces champs sont reliés par les équations de Maxwell [104], à partir desquelles on peut extraire
l’équation de propagation des ondes électromagnétiques dans un milieu matériel diélectrique :

�~E � ~r(~r~E)� 1

c2
@2 ~E

@t2
= �0

@2 ~P

@t2
(1.7)

Pour une réponse instantanée, la polarisation induite ~P est liée au champ électrique ~E

par la relation, linéaire en première approximation, ~P = �0�
(1) ~E, où �(1) est la susceptibilité

linéaire du milieu.

En effet, si nous décrivons le milieu matériel comme dans l’encart 1.6, le champ électrique
~E a pour effet de déplacer les N porteurs de charges du milieu, chacun de charge �q, d’une
distance x = �qE

k
dans sa direction, où k est la constante de raideur de la liaison entre les

charges, comme illustré à la figure 1.29. Chaque déplacement crée donc un moment dipolaire
induit ~p :

~p = �qx =
�q2

k
~E (1.8)

La polarisabilité est définie telle que � = �q2

k
. La polarisation induite sera donc, s’il y a N

charges par unité de volume,

~P = N~p = N�q~x =
N�q2

k
~E (1.9)

La relation entre la susceptibilité et la polarisabilité est alors �(1) = N
�0
�.

Ces relations sont bien entendu vectorielles dans le cas général, et �(1) et � sont des
tenseurs de rang 2 (9 composantes).

Si la réponse du milieu n’est pas instantanée 13, toutes ces relations sont valables à une
fréquence ! donnée. Il faut donc passer dans le domaine des fréquences [21]. Pour un champ
électrique incident à la fréquence !, on peut retrouver facilement ces relations et prédire le
comportement du milieu avec le modèle de Lorentz (oscillateur amorti) [22].

13. C’est-à-dire si le milieu présente des pertes ou de la dispersion.
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Encart 1.6 – Description d’un milieu matériel diélectrique

On peut décrire un milieu matériel diélectrique comme un ensemble de porteurs de charges
qui ne peuvent pas se déplacer à l’échelle macroscopique (milieu isolant, sans transport
de charges à longue portée). Ces porteurs de charges peuvent être des ions (dans le cas
d’un cristal) ou des électrons (dans le cas d’une solution de molécules) par exemple.
Si on excite un tel milieu avec un champ électrique, on crée donc un ensemble de dipôles, au
niveau des charges atomiques délocalisées dans le cas d’ions, ou des liaisons entre atomes,
comme par exemple la liaison peptidique, dans le cas d’une solution de molécules. Dans
tous les cas, ils peuvent être décrits de la même façon. Leurs fréquences de résonance seront
par contre différentes car leurs paramètres caractéristiques ne sont pas les mêmes. Ainsi,
si on observe les fréquences de résonance d’une molécule, les résonances électroniques,
rotationnelles ou vibrationnelles ont lieu à des ordres de grandeur d’énergie différents.

molécules

(a) (b)

Figure 1.29 – Modélisation d’un milieu matériel diélectrique. (a) Chaque dipôle peut être modélisé
comme un oscillateur. À l’équilibre, les charges sont distantes de l . (b) Déplacement x des charges
partielles et oscillation due à l’excitation par le champ électrique ~E.

Polarisation non-linéaire Si on excite un dipôle très fortement, le moment dipolaire induit
~p n’est plus proportionnel au champ excitateur ~E. En effet, les atomes ne peuvent pas se
toucher (x < l), donc le moment dipolaire a une valeur minimum. Ils ne peuvent pas non
plus s’éloigner infiniment, donc le moment dipolaire a une valeur maximum (ce qui fait que la
polarisation induite sature, comme représenté figure 1.30a).

Ce moment dipolaire ~p peut être développé en puissances de ~E pour des champs petits
devant le champ atomique ~Eat :

~p = �~E + � ~E ~E + 
 ~E ~E ~E + ::: (1.10)

avec � la polarisabilité et �, 
... les hyperpolarisabilités du second, troisième... ordre. La
polarisation induite se note alors :

~P = �0�
(1) ~E + �0�

(2) ~E ~E + �0�
(3) ~E ~E ~E + ::: (1.11)
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avec �(1) la susceptibilité linéaire, et �(2), �(3) les susceptibilités non-linéaires du second et
troisième ordres.

Du coup, si les dipôles oscillent sous une excitation à !, des termes aux fréquences multiples
(harmoniques) 2!, 3!, ..., apparaissent dans leur réponse (figure 1.30c). 14

= +
+

(a) (b)

(c)

Figure 1.30 – (a) La polarisation induite ~P n’est pas proportionnelle au champ électrique incident ~E.
La saturation de la polarisation induite génère de nouvelles fréquences dans le signal émis. Pour un
champ ~E oscillant à la fréquence ! : (b) dans le cas linéaire (courbe rouge en a), le signal émis est à
la même fréquence ! que l’excitation. (c) dans le cas non-linéaire (courbe noire en a), des fréquences
multiples (harmoniques) apparaissent.

� et �(2) sont des tenseurs d’ordre 2 (27 composantes), 
 et �(3) sont des tenseurs
d’ordre 3...

Les relations entre les différentes composantes des vecteurs ~P et ~E, à une fréquence donnée,
sont notées : [20]

— Terme linéaire ~P (1) :

Pi(!) =
∑
j

�0�
(1)
i j (!)Ej(!) (1.12)

— Terme du second ordre ~P (2) (dans le cas de la SHG) :

Pi(2!) =
∑
j;k

�0�
(2)
i jk (2!)Ej(!)Ek(!) (1.13)

avec i , j et k les indices spatiaux X, Y ou Z. Le symbole de la somme est souvent omis mais
implicite (notation d’Einstein).

Les différents tenseurs peuvent être calculés avec les équations de Bloch (calculs quan-
tiques), ou avec le modèle de Lorentz dans une approximation classique [20, 22].

Ordre de grandeur Hors résonance, nous pouvons considérer que le terme de second ordre
~P (2) est du même ordre de grandeur que le terme linéaire ~P (1) si l’amplitude du champ ~E est

de l’ordre du champ atomique Eat =
e

4��0a
2
0
= 5:14:1011 V/m [20].

14. Une autre représentation courante de ce phénomène est la suivante : quand ils oscillent peu, les dipôles
voient un potentiel harmonique, donc oscillent à la même fréquence que le champ excitateur. Si on les ex-
cite plus fortement, ils voient un potentiel anharmonique et d’autres fréquences d’oscillation multiples vont
apparâıtre [15].
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Dans ce cas, �(2) = �(1)

Eat
. Empiriquement, �(1) est de l’ordre de l’unité 15 , donc on s’attend

à des �(2) de l’ordre de 2:10�12 m/V.

De même, on s’attend à �(3) = �(1)

E2
at

, donc de l’ordre de 4:10�24 m2/V2.

Ces ordres de grandeur des différents tenseurs peuvent être retrouvés en utilisant le modèle
de Lorentz [20, 22].

II.2.b. Fluorescence excitée à deux photons (2PEF)

La fluorescence excitée à deux photons a été expliquée théoriquement par Maria Göppert-
Mayer en 1929 [105]. Elle a effectué les calculs quantiques et montré que les règles de sélection
étaient différentes de celles de la fluorescence excitée à un photon.

La validation expérimentale n’a été faite que quand les premiers lasers ont été disponibles,
par Kaiser et Garrett en 1961 [106].

Origine physique La fluorescence excitée à deux photons est un phénomène dépendant du
�(3), et en particulier de sa partie imaginaire [21].

@I

@z
= ��2PEF I

2 (1.14)

C’est bien un phénomène d’absorption : l’intensité I décrôıt au fur et à mesure de la propa-
gation. Le facteur de proportionnalité �2PEF = 3!

2�0n2c2
=(�(3)) dépend de la partie imaginaire

du �(3). On peut montrer, ce qu’a fait Maria Göppert-Mayer en 1929, que ce phénomène est
résonant pour une excitation à deux photons (transition d’énergie proche de 2!).

Il y a donc d’abord une absorption de deux photons vers un niveau vibrationnel de l’état
électronique excité de la molécule (temps de l’ordre de la fs), puis une relaxation intra-bande
de la molécule (environ 0.1 ns), puis l’émission d’un photon d’énergie un peu plus faible
que l’énergie totale des deux photons excitateurs (à cause de la relaxation). Le processus est
donné figure 1.22 (2PEF). C’est une émission isotrope incohérente, puisque c’est la molécule
qui réémet le photon de fluorescence après relaxation. Le temps d’émission de fluorescence est
de quelques ns 16.

On définit la section efficace d’absorption à deux photons �2PEF à partir du flux de photons
émis F (en photons/s) et de l’intensité incidente I (en photons.cm2:s�1)

F =
1

2
�F�2PEF I

2 (1.15)

où �F est le rendement quantique de fluorescence. Le produit �F�2PEF s’exprime donc en
cm4s, ou encore en GM, unité adaptée aux valeurs usuelles (1GM = 10�50:cm4s). Les sections
efficaces de fluorescence excitée à deux photons pour différents fluorophores ont été mesurées,
certains de ces résultats sont montrés figure 1.31a [107, 108]. Elles valent entre 1 et 100 GM.
Les spectres d’émission de ces différents fluorophores sont représentés sur la figure 1.31b.

15. Cette mesure empirique peut en fait s’expliquer théoriquement en considérant la polarisabilité des
électrons dans un atome : �(1) = N�, où N est une densité atomique par unité de volume, donc de l’ordre de
a�3
0 , et la polarisabilité atomique � est de l’ordre de a30 (car le moment dipolaire d’un atome est p = �Eat =

ea0).
16. Dans notre cas, c’est moins que le temps entre deux impulsions lasers, donc on ne sature pas la fluores-

cence.
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Figure 1.31 – (a) Sections efficaces (absorption �2PEF � efficacité quantique �F ) de six molécules qui
contribuent à la 2PEF intrinsèque des cellules. Unité : 1GM = 10�50:cm4s. (b) Spectres d’émission
de fluorescence de ces molécules [108].

II.2.c. Génération du second harmonique (SHG)

La première observation du phénomène de génération de second harmonique (SHG) a été
faite dans un cristal de quartz par Franken, en 1961, à l’arrivée des premiers lasers 17 [109].

Origine physique C’est un phénomène de diffusion inélastique (non-résonant), cohérent.
Comme nous l’avons expliqué précédemment (figure 1.30), il est dû au fait que les dipôles
excités sont des oscillateurs anharmoniques, et que, donc, des fréquences d’oscillation multiples
apparaissent, dont la fréquence double.

À cette fréquence double, la polarisation induite est par définition P (2!) = �(2)E(!)2.
L’intensité émise I(2!) est donc proportionnelle à l’intensité incidente au carré : I(2!) /
I(!)2.

Accord de phase et cohérence La SHG est un signal cohérent, puisque c’est une diffusion
inélastique.

Il y a donc, comme pour tout phénomène de diffusion, conservation de l’énergie (2! =

! + !), et conservation de la quantité de mouvement des photons impliqués. Le photon à
2! est donc généré avec un vecteur d’onde 2~k(!), mais se propage ensuite avec un vecteur
d’onde ~k(2!).

Si ~k(2!) 6= 2~k(!), deux signaux SHG générés en deux points trop éloignés interféreront
destructivement. On définit la longueur de cohérence lc =

�

k�~kk
avec �~k = ~k(2!) � 2~k(!)

comme la longueur pour laquelle les signaux à 2! générés en deux points séparés de cette
distance sont déphasés de �. En pratique, c’est la longueur maximale sur laquelle le signal
SHG est généré.

Dans notre configuration, pour une excitation à �=860 nm (fréquence !), dans de l’eau,
n(2!)=1.3378 et n(!)=1.3286 [110]. Le signal SHG peut être détecté dans deux directions
privilégiées : vers l’avant (cas a) ou vers l’arrière (cas b), comme montré sur la figure 1.32.
Pour ces deux cas, la longueur de cohérence est différente.

— lc =
�

4kn(2!)�n(!)k
vers l’avant, soit lc �20 �m,

17. Malheureusement le papier cité ne montre rien, car l’éditeur a malencontreusement effacé le point du
spectre prouvant qu’il y avait un signal à la fréquence double...
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(a) (b)

Figure 1.32 – Calcul de la longueur de cohérence. L’accord de phase est meilleur pour une émission
vers l’avant (a) que pour une émission vers l’arrière (b).

Encart 1.7 – Phase de Gouy

Un faisceau gaussien se déphase différemment d’une onde plane lors de sa propagation :
cette différence de phase est appelée phase de Gouy. Pour un faisceau focalisé, la phase
passe donc de ��

2
très loin avant le plan focal à �

2
très loin après le plan focal.

— et lc =
�

4kn(2!)+n(!)k
si on détecte le signal vers l’arrière, soit lc �80 nm

Pour un faisceau d’excitation focalisé, la phase de Gouy (voir l’encart 1.7) doit être prise en
compte. Il a été estimé, par des simulations numériques pour une ouverture numérique de 0.95,
que lc � 3�

2
=1.3 �m vers l’avant et lc � �

8
=100 nm vers l’arrière [15].

On n’enregistrera donc pas le même type d’images selon la voie de détection, puisqu’on ne
sonde pas le même volume de façon cohérente.

Symétries Nous montrons ci-dessous que la SHG ne peut avoir lieu que dans des milieux
non-centrosymétriques, puis nous décrivons un certain nombre de symétries qui permettent
de simplifier le tenseur �(2) (ou � à l’échelle d’une molécule) reliant le signal SHG au champ
excitateur [20].

Milieu centrosymétrique La SHG est possible uniquement dans des milieux non-
centrosymétriques. En effet, dans un matériau centrosymétrique, si le champ électrique
incident change de signe ~E ! �~E, on s’attend à ce que la polarisation change aussi de
signe ~P ! �~P . Du coup, l’inversion de symétrie donne

P (2) = �(2)E2 ! �(2)(�E)2 = �P (2) (1.16)

donc
�(2) = ��(2) = 0 (1.17)

Champs réels Le champ électrique et la polarisation sont réels : Ei(�!) = E�
i (!) et

Pi(�!) = P �
i (!). Le tenseur �(2) vérifie donc la relation suivante

�
(2)
i jk (�2!) = �

(2)
i jk (2!)

� (1.18)

où i , j et k correspondent aux indices spatiaux x , y ou z .

Symétries du tenseur Le tenseur �(2) présente une symétrie intrinsèque à la SHG. Dans ce
cas, ses deux derniers indices spatiaux j et k peuvent être permutés, puisqu’ils corres-
pondent à la même fréquence ! :

�
(2)
i jk (2!;!; !) = �

(2)
ikj (2!;!; !) (1.19)
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Le tenseur possède donc 18 éléments indépendants.

De plus, certaines de ces composantes du tenseur peuvent s’annuler à cause des symé-
tries spatiales du matériau ou de la molécule. Nous discuterons de ceci plus loin (dans
la partie III.1), et au chapitre suivant (chapitre 2).

Symétrie de Kleinman Loin des résonances, on peut négliger la dispersion et l’ordre tem-
porel d’arrivée des photons n’est pas important 18 : on peut donc intervertir les indices
spatiaux i ; j; k du tenseur par rapport aux fréquences associées.

�
(2)
i jk (2!;!; !) = �

(2)
j ik (2!;!; !) (1.20)

Il ne reste alors plus que 10 composantes indépendantes du tenseur, toutes réelles.

II.3 Que peut-on observer avec la microscopie SHG ?

Il y a deux conditions nécessaires à l’observation d’un signal SHG :

1. À l’échelle moléculaire, les dipôles permettant d’obtenir ce signal doivent avoir une
hyperpolarisabilité �, émettant ainsi un signal SHG.

2. Ces dipôles doivent ensuite former un milieu non-centrosymétrique. On observera un
maximum de signal dans les milieux où ces dipôles sont alignés les uns par rapport aux
autres.

Ces conditions sont réunies dans le collagène fibrillaire, mais aussi dans d’autres biopolymères.
Nous verrons d’abord quelle est l’origine du signal SHG à l’échelle moléculaire dans le

collagène. Nous montrerons ensuite l’importance de la non-centrosymétrie du milieu pour
générer un tel signal cohérent, et nous expliquerons, dans la partie suivante, comment ce
signal cohérent se construit de manière hiérarchique dans le collagène.

II.3.a. Origine physique à l’échelle moléculaire

À l’échelle moléculaire, le signal SHG est décrit par une hyperpolarisabilité �. Les compo-
santes de ce tenseur (d’ordre 2) dépendent de la symétrie et de la géométrie des dipôles du
milieu.

Nous considèrerons essentiellement des molécules avec une seule composante non négli-
geable de �, �zzz , où z est la direction principale de la molécule. Un type de molécules
présentant un fort signal SHG dans cette configuration sont les molécules push/pull, dont des
exemples sont donnés sur la figure 1.33. Ce sont des molécules en forme de bâtonnet qui
présentent une extrémité donneur d’électron D, l’autre accepteur A, reliées entre elles par un
système d’électrons conjugués �. Le transfert de charges se fait donc dans le pont électronique
entre les groupes A et D, dans une direction spécifique z (celle de la molécule). Toutes les
polarisabilités et hyperpolarisabilités de la molécule ont donc une seule composante : �zz ,
�zzz , 
zzzz , ...

Différents groupes font de l’ingénierie de liaisons push/pull en optimisant les paramètres
donnant un � important [113, 114].

Dans les tissus biologiques, le signal SHG vient des liaisons peptidiques ou de sucres,
comme l’amylopectine dans l’amidon [115], les polysaccharides de la cellulose [116–118], ou
le carotène.

18. On peut alors considérer que le milieu a une réponse instantanée.
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D AChaîne 

conjuguée π

déplacement des électrons(a)

(b) (c)

(d)

Figure 1.33 – (a) Structure d’une molécule push/pull : une châıne conjuguée � lie un groupe donneur
d’électrons D à un groupe accepteur d’électrons A. Les électrons circulent d’un groupe à l’autre le long
de la châıne conjuguée. (b) Ces molécules possèdent donc deux formes mésomères entre lesquelles
elles oscillent quand elles sont excitées par un champ électrique. Exemple ici avec un polyène [111].
(c) La liaison peptidique est une structure push/pull. (d) Un autre exemple, le DAFS [112].

II.3.b. Cohérence du signal : importance de la distribution d’orientation des dipôles
(comparaison HRS/SHG)

Si nous considérons une assemblée de dipôles, la distribution d’orientation des dipôles va
jouer sur l’intensité du signal SHG.

Figure 1.34 – Illustration d’un milieu (a) aligné permettant la SHG ou (b) désordonné, émettant un
signal de diffusion hyper-Rayleigh (HRS). Tiré de [15].

Considérons le même milieu, une assemblée de N dipôles, mais orientés différemment : (a)
alignés ou (b) formant une solution isotrope. On simplifie le problème en négligeant le fait que
l’hyperpolarisabilité � soit un tenseur. On suppose aussi que tous ces dipôles voient le même
champ ~Eexc , orienté verticalement. En pratique, cela signifie que les dimensions du volume
considéré sont très inférieures à la longueur d’onde �.

Le champ émis par un dipôle i, ~Ei est tel que

Ei = � cos(�i)E
2
exc (1.21)

avec �i l’angle de ce dipôle par rapport à la direction du champ ~Eexc . L’intensité du signal est

I =
∑
i

∑
j

EiEj =
∑
i

E2
i +

∑
i

∑
j 6=i

~Ei ~Ej (1.22)

Le second terme dépend de l’orientation relative des dipôles, alors que le premier est toujours
présent.
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Diffusion hyper-Rayleigh (HRS) Dans le cas de la figure 1.34b où les dipôles sont orientés
de façon isotrope, le second terme de l’intensité s’annule.

IHRS =
∑
i

E2
i = N�2E4

exchcos(�i)2i (1.23)

Le signal est donc proportionnel à N. 19

Second Harmonic Generation (SHG) Dans le cas de la figure 1.34a où tous les dipôles
sont alignés,

ISHG =
∑
i

∑
j

EiEj = N2�2E4
exc (1.24)

Le signal est donc proportionnel à N2.

Il est du coup bien plus important qu’en HRS et bien plus facile à détecter pour un grand
nombre de dipôles N : cela rejoint la démonstration faite précédemment montrant que
le signal SHG est non nul uniquement dans des milieux non centrosymétriques.

En effet, dans le milieu (a), la centrosymétrie est statistique, et pour N grand le signal
en N est statistiquement négligeable devant un signal en N2.

Le signal HRS est tout de même utile pour mesurer des hyperpolarisabilités [12, 119]. On
se place dans ce cas dans une solution liquide. Les molécules y bougent plus vite que le temps
d’intégration des détecteurs, donc on teste statistiquement toutes les positions/directions pos-
sibles pour les molécules en une mesure : on a bien un milieu isotrope par ergodicité.

II.3.c. Non-centrosymétrie et construction cohérente du signal

Dans tous les cas, le signal SHG reste un signal cohérent, et donc dépend de l’orientation
relative des dipôles dans le volume d’excitation. En particulier, s’il y a des dipôles antiparallèles,
cela équivaut à un milieu présentant une centrosymétrie, et quelle que soit l’importance de leur
hyperpolarisabilité, ils émettront des signaux interférant de manière destructive et leur signal
SHG total sera nul, comme représenté sur la figure 1.35a.

Tous les biopolymères présentant un signal SHG conséquent présentent des dipôles ali-
gnés les uns avec les autres. Ainsi la cellulose [116], le carotène [120], la myosine [121],
l’amidon [116], les microtubules (quand ceux-ci s’alignent lors de la mitose [102, 122]), etc
présentent un signal SHG. Des exemples d’images SHG de ces biopolymères sont donnés sur
la figure 1.36.

De plus, dans le muscle, on voit des bandes claires et sombres de signal SHG car les
molécules de myosine sont alignées mais peuvent être de sens opposés à certains endroits [121].

III Signal SHG du collagène

III.1 Origine et construction du signal SHG du collagène

À cause de la construction cohérente du signal, on peut détecter uniquement le collagène
fibrillaire, dans lequel les liaisons peptidiques sont plus ou moins alignées les unes par rapport

19. S’il y a suffisamment de dipôles, nous sommes dans un milieu isotrope. La moyenne du cos carré vaut
donc 1/2 si N est suffisamment grand.

43



CHAPITRE 1. POURQUOI ET COMMENT OBSERVER LE COLLAGÈNE ?

+

+

=

=

E

SHG
CollagèneEfibrillaire

PasEde SHG
CollagenE

deEtypeEIV

centrosymétrique

SH
G

/2
P

EF

(a) (b)

Figure 1.35 – Le signal SHG est un signal cohérent. (a) Orientation des dipôles dans le volume
d’excitation. Deux dipôles antiparallèles oscillent en opposition de phase, annulant le signal SHG
total. Deux dipôles de même polarité oscillent en phase et le signal SHG est quatre fois plus intense.
(b) La SHG permet donc de repérer des structures composées de dipôles alignés, comme le collagène
fibrillaire. Il n’y a pas de signal dans les structures centrosymétriques, comme le collagène IV. Exemple
sur une image de rein humain fibrosé, tirée de [14].
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Figure 1.36 – Images SHG de différents biopolymères : (a) myosine (muscle squelettique de gre-
nouille [123]) ; (b) amylopectine (amidon de blé [124]) ; (c) collagène (stroma de la cornée hu-
maine [103]) ; (d) cellulose (paroi cellulaire de plante [118]) ; (e,f) microtubules (division cellu-
laire [102, 122]).

aux autres. Le collagène IV, organisé en réseau centrosymétrique, n’est pas visible en SHG [7],
comme l’illustre la figure 1.35b.

En pratique, pour le collagène et d’autres biopolymères, le signal se construit de façon plus
complexe, et dépend de la structure de ces biopolymères de l’échelle moléculaire à l’échelle du
volume d’excitation (micrométrique), c’est à dire de l’orientation relative de chacun des dipôles
compris dans le volume d’excitation. La figure 1.37 montre bien comment cette construction
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du signal se fait pour le collagène.
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Figure 1.37 – Construction du signal SHG dans le collagène fibrillaire. Le signal SHG dépend de
l’organisation des liaisons peptidiques dans le volume d’excitation, donc à la fois de la structure
moléculaire des fibrilles de collagène et de l’organisation tridimensionnelle de ces fibrilles.

Il faut donc développer un formalisme prenant en compte cette construction cohérente du
signal aux différentes échelles. Pour cela, nous discutons d’abord des symétries pouvant simpli-
fier le problème. Nous donnons ensuite le tenseur d’hyperpolarisabilité � décrivant la structure
du collagène aux différentes échelles moléculaires (liaisons peptidiques, châıne �, triples hé-
lices), puis le tenseur de susceptibilité non-linéaire �(2) décrivant la structure supramoléculaire
(fibrille) et l’organisation 3D dans le volume d’excitation.

III.1.a. Symétries et caractéristiques de la molécule de collagène

La symétrie communément utilisée pour simplifier le tenseur décrivant le collagène, à
l’échelle de la triple hélice et de la fibrille, est la symétrie de Kleinman, expliquée dans la par-
tie II.2.c. [124, 125]. Elle a été validée expérimentalement et théoriquement par différents
groupes (ou du moins on a montré qu’elle pouvait être appliquée), dans le collagène et d’autres
biopolymères [126, 127].

Cette symétrie peut être contestée car la molécule de collagène est chirale. Pour tenir
compte des propriétés optiques liées à la chiralité, il faut s’affranchir de la symétrie de Kleinman,
car le sens dans lequel tourne temporellement la polarisation a une importance. Nous verrons
tout cela plus en détails au prochain chapitre (chapitre 2) et au dernier chapitre (chapitre 5).

III.1.b. Construction hiérarchique du signal

La construction du tenseur �(2) décrivant la réponse dans le volume d’excitation peut se
faire par addition des tenseurs de l’échelle inférieure. [125, 128] Le passage d’un ensemble 


de n composés de tenseur �(2)
i jk (n) au tenseur total �(2)

i jk se fait donc de la façon suivante :

�
(2)
i jk =

∑
n2


�
(2)
i jk (n) (1.25)
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avec i , j et k correspondants aux indices spatiaux x , y ou z du repère (xyz) choisi (par
exemple le repère d’un composé).

À chaque changement d’échelle, il faut aussi changer de repère pour le tenseur : on passe
de (xyz), le repère de chaque composé, au repère du laboratoire (XY Z).

Pour le collagène, le signal se construit de la façon suivante, de l’échelle moléculaire à
l’échelle du volume d’excitation : 20

Échelle dipolaire Dans le collagène, nous nous attendons à ce que le signal SHG provienne
des liaisons peptidiques, car un signal SHG a été observé dans tous les collagènes fibril-
laires alors qu’ils ne possèdent pas les mêmes acides aminés.

En première approximation, la liaison peptidique est une liaison push/pull, comme illus-
tré sur la figure 1.33. Certains groupes utilisent cette approximation pour extraire les
orientations des liaisons à partir de mesures du tenseur de fibrilles de collagène [121, 126].

Des calculs quantiques prenant en compte la construction du signal avec les symétries
de la triple hélice montrent que d’autres contributions peuvent exister [127, 129].

Dans tous les cas, nous noterons �bond l’hyperpolarisabilité d’une liaison.

Triple hélice La triple présente une symétrie cylindrique C1, dans ce cas, les seules compo-
santes non nulles de l’hyperpolarisabilité �mol la décrivant sont

�xxx

�xzz = �xyy

�zxz = �yxy = �zzx = �yyx

�yzx = �yxz = ��zyx = ��zxy (1.26)

où x est la direction de la triple hélice. Le calcul à partir des symétries, dans le cas
général d’un tenseur du second ordre, est donné dans l’annexe A.

Dans le cadre de la symétrie de Kleinman, �mol se simplifie encore et a alors seulement
7 composantes non nulles de 2 valeurs différentes :

�xxx et

�xzz = �xyy = �zxz = �yxy = �zzx = �yyx (1.27)

Fibrille Les triples hélices ne sont pas exactement alignées ou parallèles les unes par rapport
aux autres dans la fibrille (comme décrit dans la partie I.2.c.), ce qui peut compliquer le
calcul du tenseur d’une fibrille. En pratique, nous considérons que la fibrille a aussi une
symétrie cylindrique, et son tenseur �(2)

f ib a donc les mêmes composantes non nulles que
�mol . En première approximation, si nous considérons que toutes les triples hélices sont
alignées les unes par rapport aux autres, �(2)

f ib = N�mol où N est le nombre de triples
hélices dans la fibrille.

À l’échelle du volume d’excitation Tout dépend de l’organisation des fibrilles dans le vo-
lume. Il faut calculer le tenseur �(2) dans le repère du laboratoire (XY Z).

Cette construction hiérarchique du signal par addition des tenseurs a été validée par des
mesures HRS du tenseur �mol des triples hélices [12]. La valeur de �mol est cohérente avec
l’intensité du signal SHG mesuré pour une fibrille isolée en fonction de son diamètre [130].
Ceci montre que toutes les triples hélices ont la même polarité dans une fibrille.

20. À l’échelle moléculaire, nous utilisons l’hyperpolarisabilité � pour décrire le signal SHG. Nous considérons
que la fibrille du collagène est une entité supramoléculaire, donc nous la décrivons avec la susceptibilité non-
linéaire �(2). À l’échelle du volume d’excitation, nous sommes dans un ’matériau’, et nous utilisons donc aussi
un �(2).
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III.2 Modes de contraste en microscopie SHG

La microscopie SHG permet de détecter des structures organisées non-centrosymétriques
sans aucun marquage. Dans le cas de l’imagerie du collagène, cela nous donne déjà une
information importante : dans les tissus conjonctifs contenant du collagène, nous sondons la
présence de collagène fibrillaire uniquement. Cela peut servir par exemple à diagnostiquer par
SHG des fibroses rénales ou hépatiques sur des lames histologiques, où du collagène fibrillaire
apparâıt en surabondance là où il n’apparâıt pas sur des échantillons sains (figure 1.35b) [14].

La cohérence du signal à l’échelle du volume d’excitation rend ces images complexes. Par
exemple, le fait de ne pas observer de signal SHG peut être dû à une ou plusieurs des causes
suivantes :

— il n’y a tout simplement pas de collagène dans la zone observée,

— l’organisation du collagène est localement centrosymétrique, avec des dipôles orientés
antiparallèlement les uns par rapport aux autres,

— les dipôles ne sont pas orientés le long de la polarisation incidente, et donc pas excités.

Par ailleurs, la direction d’émission du signal est la plupart du temps essentiellement vers
l’avant et dépend aussi de l’organisation des dipôles dans le volume d’excitation.

Nous discutons ci-dessous des différentes méthodes permettant d’interpréter correctement
les images SHG et d’en tirer le maximum d’informations [131]. Ces méthodes s’appliquent
essentiellement aux deux derniers points listés ci-dessus. En ce qui concerne le premier point, il
faut utiliser un mode de contraste supplémentaire, comme par exemple la fluorescence excitée
à deux photons, pour sonder la densité de collagène dans l’échantillon. Cette méthode sera
utilisée et décrite en détail au chapitre 4.

III.2.a. Diagrammes d’émission et direction de collecte du signal

Pour une collecte du signal vers l’avant (F-SHG) ou vers l’arrière (B-SHG), nous avons
montré au chapitre précédent, dans la partie II.2.c., que la longueur de cohérence est différente.
Nous observons donc des images différentes car la construction cohérente du signal se fait sur
des volumes de tailles différentes, comme illustré sur la figure 1.38a. Cela se voit bien par
exemple dans la cornée [8], ou quand on fait des mesures de rapport d’intensité SHG collectée

vers l’avant ou vers l’arrière
I2!F
I2!
B

[132]. La figure 1.38b illustre ces effets dans la cellulose et

dans la peau.
Le diagramme d’émission d’intensité SHG dépend de l’orientation des fibrilles [108], et des

inhomogénéités de l’échantillon [133, 134]. 21 Il donne donc des informations sur l’organisation
dans le volume d’excitation de manière similaire aux diagrammes d’émission de fluorescence,
qui renseignent sur l’orientation d’un fluorophore [135].

Il y a deux façons d’extraire des informations sur la structure dans le volume d’excitation
à partir de la directionnalité de l’émission :

Rapport des intensités F-SHG/B-SHG La méthode la plus facile (et la plus employée)

consiste à mesurer le rapport des intensités mesurées en F-SHG et en B-SHG
I2!F
I2!
B

[132,

136–139]. Des simulations numériques permettent de prédire ce rapport en fonction des
propriétés du milieu (distribution et taille des fibrilles, profondeur d’imagerie, ...) et de
le comparer aux valeurs mesurées, mais le résultat reste ambigu.

21. La théorie de quasi phase-matching permet par exemple de prédire la direction d’émission d’un échantillon
en fonction de sa périodicité. D’autres calculs se basent sur un placement aléatoire de diffuseurs de taille donnée.
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Figure 1.38 – Effets de la cohérence du signal SHG : comparaison d’images en transmission et en
épidétection. (a) La phase du signal, et donc sa longueur de cohérence est différente pour une émission
SHG vers l’avant (F-SHG) ou vers l’arrière (B-SHG). (b) Images B-SHG (en haut) et F-SHG (en bas)
d’échantillons biologiques. À gauche, cellulose ; à droite, peau. Barre d’échelle 20 �m. Tiré de [132].

Enregistrement des diagrammes d’émission On peut aussi mesurer directement les dia-
grammes d’émission. La mesure est faite avec un diaphragme déplacé sur l’ouverture
numérique de détection ou avec une caméra. Par exemple, on peut retrouver la dimen-
sion des sarcomères dans le muscle [140], en comparant ces mesures avec des simulations
numériques dans différentes configurations pour déterminer celle qui a induit le signal.

III.2.b. Analyse des images SHG

Les striations micrométriques vues sur certaines images ne sont pas dues à une différence
de densité de collagène mais à la cohérence du signal et à la présence de dipôles antipa-
rallèles distribués de façon aléatoire, à plus ou moins grande échelle, comme représenté sur
la figure 1.39.

Figure 1.39 – Dans certains tissus conjonctifs, les fibrilles peuvent être organisées antiparallèlement,
avec deux polarités différentes : ici pointant vers nous (en vert) ou dans l’autre sens (en rouge). Le
faisceau d’excitation est représenté en bleu. Le rapport de polarités f et la distribution des fibrilles
dans le volume d’excitation, dont la forme est donnée en pointillés, nous donne l’intensité du signal
SHG. Tiré de [89].

En effet, dans les tissus conjonctifs, le collagène fibrillaire est la plupart du temps organisé
avec des fibrilles antiparallèles, comme sur la figure 1.39. Des mesures piézoélectriques l’ont
par exemple montré dans le fascia [89], et cela peut aussi se voir à petite échelle en microscopie
électronique ou AFM. C’est aussi vrai dans le tendon, où les fibrilles sont plus grosses (100 à
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300 nm). Il y a donc une variabilité de la distribution de polarité des fibrilles dans le volume
d’excitation, donc de l’intensité du signal SHG collecté.

Les striations étant dans la direction des fibrilles, on peut par exemple extraire l’orientation
macroscopique des fibrilles à partir de l’analyse des textures observées sur les images. On
retrouve les techniques d’analyse d’images communément utilisées :

Segmentation de l’image puis reconnaissance de motifs Par exemple, on peut mesurer
des ondulations des fibres de collagène dans la peau pour détecter des chélöıdes (ex-
croissance de la peau au niveau de cicatrices) [141].

FFT et algorithmes basés sur la FFT Différents algorithmes, et en particulier la FFT, per-
mettent par exemple de repérer des chélöıdes [142], ou le vieillissement de la peau [143].
On peut aussi utiliser des algorithmes tel que la transformée de Hough, ou d’autres trans-
formées couplées à une FFT, dans la cornée pour repérer différentes orientations [144].

Analyse d’orientations par morphologie mathématique Un algorithme d’analyse
d’orientations par ouverture linéaire a été développé en collaboration avec le Centre de
Morphologie Mathématiques des Mines ParisTech pour retrouver l’orientation de fibrilles
de collagène observées dans la peau et sur des coupes minces de col utérin [16]. Il est
basé sur la recherche d’un élément structurant, une droite ici, représentant une fibrille
dans une direction donnée sur l’image. En faisant tourner cet élément structurant, on
peut retrouver l’orientation des fibrilles de l’image.

Ces techniques d’analyse d’image semblent informatives essentiellement pour une détection
vers l’avant, car il y a moins de textures visibles en B-SHG, la longueur de cohérence étant
moins importante dans cette direction de collecte. On obtient des résultats parfois discutables 22

car les textures observées sont très différentes si l’on compare des images collectées vers l’avant
ou vers l’arrière (cela est bien visible sur la figure 1.38).

III.2.c. Orientation des dipôles par rapport à la polarisation incidente

À densité égale dans le volume d’excitation, et pour des dipôles orientés dans le même
sens, le signal SHG est plus important si les dipôles sont alignés avec la polarisation incidente
~E.

Pour une polarisation incidente circulaire dans le plan de l’image, l’intensité SHG collectée
sera donc en première approximation proportionnelle à cos2 , avec  l’angle des dipôles par
rapport au plan de l’image.

Pour des triples hélices ou des fibrilles, les liaisons peptidiques sont à peu près alignées les
unes avec les autres, dans un cône autour de la direction principale des molécules. L’intensité
SHG collectée donne donc aussi l’angle  des triples hélices ou des fibrilles par rapport au
plan de l’image, avec la même évolution en cos2 . Nous présenterons le calcul analytique plus
tard, au chapitre 2, partie I.2.

De plus, la microscopie résolue en polarisation, où le faisceau incident a une polarisation
linéaire tournante, permet d’obtenir de l’information sur l’orientation des dipôles. Nous en
discuterons au prochain chapitre (chapitre 2), et nous discuterons au chapitre 4 de l’utilité de
cette méthode pour observer des phases cristal liquide de collagène.

22. Notamment pour l’étude de motifs sur les images obtenues en B-SHG, où les artefacts liés à la cohérence
du signal ne donnent pas l’orientation du collagène.
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III.2.d. Information de phase : SHG interférométrique

Enfin, la phase du signal contient des informations sur l’échantillon observé.

Un moyen d’obtenir des images SHG sans balayage : holographie numérique La
phase du signal peut permettre de s’affranchir du système de balayage nécessaire à la micro-
scopie SHG. Différents groupes ont aussi mis en place un montage d’holographie numérique
pour pouvoir enregistrer des images SHG sans système de balayage [145, 146]. Cette technique
permet d’obtenir à la fois l’intensité et la phase du signal, mais se limite à des échantillons
minces [145].

SHG interférométrique (I-SHG) Cette technique a d’abord été mise en place dans des
cristaux [147, 148], puis améliorée pour l’étude de la SHG du collagène et d’autres biopolymères
par le groupe de François Légaré [149, 150].

Pour obtenir la phase du signal SHG, d’intensité Iech, ayant traversé un échantillon, on
le fait interférer avec un autre faisceau SHG de phase connue, d’intensité Iref , qui est créé
par un cristal de référence. L’information est pertinente dans des échantillons fins uniquement.
Dans des échantillons épais, la phase est modifiée par le déphasage trop important dû à la
propagation dans l’échantillon.

Pour une phase de référence 'ref , l’intensité totale vaut

I('ref) = Iref + Iech + 2
√
IrefIech cos('ech � 'ref) (1.28)

L’information de la phase peut être extraite à l’aide de deux images : une avec une phase
de référence 'ref , et une avec une référence déphasée de � (phase 'ref + �). La différence
d’intensité entre ces deux images donne

I('ref)� I('ref + �) = 4
√
IrefIech cos('ech � 'ref) (1.29)

On peut interpoler plus précisément la phase du signal venant de l’échantillon 'ech en faisant
une série de mesures avec différentes phases de référence.

Au final, on obtient une image de la phase relative du signal SHG de l’échantillon en chaque
point de l’image.

Le tracé de l’histogramme de la phase en chaque pixel de l’image permet d’obtenir des
informations sur l’échantillon :

— S’il y a deux pics séparés de �, des dipôles antiparallèles sont présents dans l’échantillon.
En effet, pour un volume d’excitation avec des dipôles dans un sens le signal SHG aura
une certaine phase, et pour un volume d’excitation contenant des dipôles dans le sens
opposé le signal SHG sera déphasé de � par rapport au signal précédent, comme repré-
senté sur la figure 1.40. Cela se voit par exemple dans la myosine, où les histogrammes
de la phase mesurée en chaque point de l’image montrent deux pics séparés de � [149].

— Si les fibrilles de collagène observées sont suffisamment petites, on peut obtenir des
informations sur la distribution de polarité f dans le volume d’excitation en regardant la
largeur des pics de phase [150].

Au final, cette technique nous permet d’obtenir la polarité des dipôles observés, dans des
échantillons minces, en donnant à la fois

— la distribution de polarités dans le volume d’excitation,

50



CHAPITRE 1. POURQUOI ET COMMENT OBSERVER LE COLLAGÈNE ?

déphasage 
de π

excitation signal SHG

Figure 1.40 – Mesure de la polarité des dipôles en I-SHG : deux volumes d’excitation avec des dipôles
alignés dans un sens ou dans l’autre donnent des signaux SHG déphasés de �.

— la direction dans laquelle pointent la majorité de ces dipôles.

Comme nous le verrons au chapitre 5, cette technique peut être corrélée à des mesures de dif-
férence circulaire (CD-SHG), pour obtenir une information complète sur la polarité des fibrilles
de collagène dans le volume d’excitation. Nous avons appliqué cette méthode à l’observation
de la structure fine de la cornée.

Conclusion La microscopie multiphoton, et en particulier la microscopie SHG, présente des
avantages par rapport aux autres méthodes d’observation présentées dans la partie I.4 : nous
avons fait une revue de ceux-ci dans la partie II.1.f..

Nous avons vu de plus que, même si sa résolution est limitée, on peut obtenir des infor-
mations à des échelles plus petites en exploitant différents modes de contraste, détaillés dans
la partie III.2. Tous ces modes de contraste utilisent uniquement l’intensité I du signal SHG
observé, sauf les mesures interférométriques qui permettent d’obtenir en plus la phase du signal
SHG, mais sont limitées à des échantillons minces.

Nous allons maintenant nous intéresser en particulier à la microscopie SHG résolue en
polarisation (P-SHG), qui permet d’obtenir des informations sur l’organisation 3D des dipôles
dans le volume d’excitation. Sur le principe donné dans la partie III.2.c., nous sondons l’or-
ganisation dans ce volume avec une polarisation linéaire tournante, ce qui permet d’obtenir
de nouveaux paramètres quantitatifs liés à cette organisation. Cette technique est présentée
au chapitre 2 et appliquée au chapitre 3 et au chapitre 4. Nous présenterons dans le dernier
chapitre, chapitre 5, une variante de cette technique qui utilise une excitation en polarisation
circulaire.

Bien sûr, les autres méthodes d’observation présentées dans la première partie de ce chapitre
sont complémentaires de la microscopie SHG. Elles permettent par exemple de valider un
modèle théorique liant intensité du signal SHG et taille des fibrilles de collagène (corrélation
SHG/microscopie électronique [130]), ou liant le ratio d’intensité SHG collecté vers l’avant ou
vers l’arrière à l’épaisseur des fibrilles (corrélation SHG/AFM [138]). La microscopie SHG peut
réciproquement valider des mesures d’orientation en microscopie de Mueller sur des coupes
histologiques [151].
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Chapitre 2

Microscopie SHG résolue en
polarisation (P-SHG)

J’ouvre les yeux, et je vois la mer. Ce n’est pas la mer
d’émeraude que je voyais autrefois, dans les lagons, ni l’eau
noire devant l’estuaire de la rivière du Tamarin. C’est la
mer comme je ne l’avais jamais vue encore, libre, sauvage,
d’un bleu qui donne le vertige, la mer qui soulève la coque
du navire, lentement, vague après vague, tachée d’écume,
parcourue d’étincelles.

J. M. G. Le Clézio, Le chercheur d’or
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II.2 Détection . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

II.3 Contrôle de la polarisation . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69

III Traitement des données . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
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IV.2 Erreur systématique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78

L’imagerie SHG peut être résolue en polarisation pour exploiter l’aspect tensoriel des proces-
sus SHG. L’utilisation de la polarisation a été proposée par Roth et Freund en 1979 [152], mais
sans dispositif de microscopie, puis mise en place par Stoller et coll. [153] dans un microscope
multiphoton. Ce chapitre montre l’intérêt de la microscopie SHG résolue en polarisation : pour
le collagène, cette technique permet de déduire des informations sur l’organisation des liaisons
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peptidiques, de l’échelle moléculaire (structure des triples hélices) à l’échelle macroscopique
(distribution des fibrilles ou des triples hélices dans le volume d’excitation).

Nous poserons d’abord, dans la première partie, le formalisme utilisé par la suite pour la
microscopie SHG résolue en polarisation (P-SHG), en donnant un aperçu de notre méthode
de mesure, des symétries considérées et du calcul du tenseur �(2) décrivant le contenu du
volume d’excitation. Au final, trois paramètres quantitatifs pertinents sont extraits pour décrire
l’organisation 3D dans le volume d’excitation. Ces trois paramètres sont reliés à la structure
moléculaire du collagène, son orientation moyenne et à son désordre dans ce volume : l’intensité
SHG moyenne Imean, un rapport d’anisotropie � de la distribution d’intensité et l’orientation
' moyenne des fibrilles ou des triples hélices dans le plan de l’image.

Nous décrirons ensuite, dans la deuxième partie, le montage expérimental utilisé pour
effectuer toutes les mesures résolues en polarisation présentées dans ce manuscrit. Nous pré-
senterons dans la partie suivante le principe de l’analyse des images obtenues, pour en extraire
les trois paramètres qui nous intéressent.

Enfin, nous présentons dans la dernière partie de ce chapitre une étude théorique et ex-
périmentale de la précision et de la fiabilité de la mesure sur notre montage. Elle permet de
valider les résultats des mesures P-SHG présentés dans les trois chapitres suivants.
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I Utilisation de la polarisation

Nous présentons ici le principe des mesures résolues en polarisation, que nous comparons
avec ce qui est présenté dans la littérature. Il est ensuite nécessaire de développer le forma-
lisme de ces mesures dans le cas particulier du collagène, en prenant en compte les symétries
pertinentes pour le simplifier.

Nous calculons finalement le tenseur �(2) pour une distribution modèle du collagène dans
le volume d’excitation, à partir duquel on extrait ensuite les trois paramètres quantitatifs qui
seront mesurés, Imean, � et '.

I.1 Principe et formalisme

I.1.a. Principe de la mesure et formalisme

Nous considérerons ici des échantillons contenant du collagène, mais cela pourrait être
n’importe quelle molécule de symétrie cylindrique générant de la SHG. Nous choisissons la
fibrille comme brique élémentaire : cela pourrait très bien être la triple hélice, puisque qu’elle
possède le même tenseur symétriquement parlant, comme nous l’avons vu au chapitre 1, par-
tie III.1.

OBJ

SHG

Excitation

0°

45°

90°

135°

180°

225°

270°

315°

Intensité.SHG.(u..arb.)

X

Z
Y

(a) (b)

Figure 2.1 – Principe des mesures résolues en polarisation : P-SHG. (a) Excitation avec une polari-
sation linéaire à différents angles �. (b) Allure du diagramme d’intensité I2!(�) pour le collagène.

L’échantillon est excité avec un champ incident linéaire dont l’orientation � dans le plan de
l’image (c’est-à-dire le plan focal) change, comme représenté sur la figure 2.1. La polarisation
du signal émis peut être analysée ou non : ici nous prenons le parti de faire des mesures les plus
simples possibles et nous mesurons donc l’intensité SHG totale I2!(�) pour chaque orientation
�.

Le diagramme angulaire de l’intensité I2!(�) est tracé en fonction de l’orientation de la
polarisation incidente �, comme sur la figure 2.1. Dans le cas du collagène, c’est un noeud
papillon 1, qui peut être décrit à l’aide de trois paramètres quantitatifs :

l’orientation moyenne des fibrilles dans le plan de l’image ' celle-ci est donnée par la
double flèche noire sur le diagramme d’intensité, comme on peut le démontrer à partir
de la forme du tenseur SHG (voir plus loin, à l’équation 2.21). Par contre, on ne connâıt
pas la polarité moyenne des fibrilles.

1. ou un papillon, une cacahuète, ...
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l’intensité moyenne Imean qui, comme nous l’avons vu dans la partie III.2.c., dépend de
la densité de collagène, de la distribution d’orientation et des polarités des fibrilles,
notamment par rapport au plan de l’image  .

l’anisotropie de la distribution que l’on peut quantifier par un paramètre

� =

√
I2!(')
I2!('+ �

2
)
=

√
Ik
I? (2.1)

Nous allons montrer que ce paramètre dépend de l’alignement des dipôles les uns par
rapport aux autres, dans chaque fibrille (structure moléculaire) et entre fibrilles (structure
macroscopique).

I.1.b. Autres formalismes présentés dans la littérature

Les mesures peuvent être faites de manière plus complexe, pour obtenir plus d’informa-
tions avec certes plus de contraintes, ou avec un formalisme légèrement différent. Parmi les
protocoles présentés par d’autres groupes, voici les deux méthodes les plus répandues :

PIPO (Polarization-In Polarization-Out) On peut faire des mesures en contrôlant à la fois
polarisation incidente et polarisation du signal détecté. On excite en général avec une
polarisation linéaire tournante et on analyse le signal détecté avec un polariseur tour-
nant. Pour une excitation avec des polarisations linéaires, on obtient donc une ’image’
d’intensité en fonction des deux angles [128]. On peut, à l’aide d’un ajustement, en
extraire une anisotropie R et une asymétrie de la distribution A.

Mesure avec des polarisations de différentes ellipticités On peut observer l’échantillon
à l’aide de polarisations incidentes de différentes ellipticités en tournant une lame �

4
. Cela

permet d’obtenir le signe relatif des deux valeurs des composantes du tenseur, dans le
cas d’une symétrie de Kleinman [154]. Ces mesures avec des polarisations incidentes de
différentes ellipticités permettent en fait d’obtenir toutes les composantes complexes du
tenseur �(2). Pour retrouver ces composantes, les résultats des mesures d’intensité sont
comparés à des sets de résultats prédits à partir d’un tenseur donné �(2)

test , modifié à l’aide
d’un algorithme jusqu’à obtenir une correspondance entre les résultats expérimentaux et
le calcul à partir du tenseur �(2)

test [155].

Nous avons fait le choix d’un protocole simple, sans analyse et avec des polarisations incidentes
linéaires, car celui-ci est plus rapide que la méthode PIPO 2 présentée ci-dessus et plus robuste
en cas d’observation d’un milieu épais diffusant ou en focalisant fortement le faisceau incident.

I.2 Calcul analytique de l’intensité SHG

Le calcul analytique de l’intensité SHG se fait en général pour des milieux achiraux, dans
le cadre de la symétrie de Kleinman, et en considérant un faisceau non focalisé. 3 C’est donc
un calcul en ondes planes, en 2D dans le plan de l’image.

Ici, nous présentons un calcul analytique prenant en compte les composantes chirales (en
vert) du tenseur, en gardant pour le moment l’hypothèse d’un faisceau incident non focalisé.
Ce calcul a été utilisé dans une série de publications mais jamais explicité. Nous étudierons

2. Ceci n’est pas un jeu de mots.
3. Ce qui est une grosse approximation, comme nous le verrons plus tard.
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ensuite, au chapitre suivant (chapitre 3), les effet de la focalisation sur ces résultats, ce qui a
peu été rapporté dans la littérature.

I.2.a. Hypothèses, milieu considéré et paramètres

x

y

z

Z

Xψ
ϕ

Y

x

y z

(a) (b)

Figure 2.2 – Orientation des fibrilles (angles  , '). (a) On sonde l’orientation moyenne des fibrilles
dans le volume d’excitation. (b) Angles  , ' permettant de repérer cette orientation.

Considérons un milieu homogène avec des fibrilles alignées les unes avec les autres, pré-
sentant donc pas ou peu de désordre. L’orientation moyenne de ces fibrilles dans le volume
d’excitation et les angles permettant de la repérer sont donnés sur la figure 2.2.

Le tenseur �(2) décrivant ces fibrilles, en prenant en compte leur chiralité, a les compo-
santes suivantes dans le repère (xyz) des fibrilles, comme décrit au chapitre précédent (à
la partie III.1) :

�(2)
xxx

�(2)
xyy = �(2)

xzz

�(2)
yxy = �(2)

zxz = �(2)
yyx = �(2)

zzx

�(2)
yzx = �(2)

yxz = ��(2)
zyx = ��(2)

zxy (2.2)

où x est la direction des fibrilles. En présence de désordre, ce tenseur se moyenne sur plusieurs
orientations, ce qui mène à une diminution globale de la valeur de ses composantes puisqu’on
se rapproche alors d’une distribution centrosymétrique.

Les composantes du tenseur sont triées par couleur, chaque couleur correspondant à une
valeur donnée. Les composantes chirales sont en vert. Les rapports entre les différentes valeurs
des composantes de ce tenseur sont définis tels que

� = �
(2)
xxx

�
(2)
xyy

� = �
(2)
xxx

�
(2)
yxy


 = �
(2)
xxx

�
(2)
yzx

(2.3)

Dans les conditions de symétrie de Kleinman, le tenseur se simplifie de la façon suivante :

les termes rouges et bleus sont égaux, soit � = � = � = �
(2)
xxx

�
(2)
xyy

, et les termes chiraux s’annulent

donc 
 n’a pas de sens, puisqu’il tend vers l’infini. Ces différentes composantes sont explicitées
au chapitre 1, partie III.1.
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Au final, il suffit de faire un changement de repère du tenseur �(2) décrivant les fibrilles,
comme souvent en optique non-linéaire [22], pour calculer le signal SHG émis par le milieu.
Nous passons du repère des fibrilles (xyz) au repère du laboratoire (XY Z) à l’aide de la
matrice de changement de repère T décrite dans l’encart 2.1. Le tenseur �(2)

XY Z reliant la
polarisabilité P 2!

X;Y;Z (et donc l’intensité I2!) au champ incident E!X;Y;Z est calculé comme suit
(voir la partie III.1)

�
(2)
IJK =

∑
i ;j;k

TI;iTJ;jTK;k�
(2)
i jk (2.4)

où I, J et K (resp. i , j , k) correspondent à X, Y ou Z (resp. x , y ou z).

Dans ce cas, les 27 valeurs utiles pour la SHG du tenseur �(2) dans le repère du laboratoire
(XY Z) sont

�
(2)
XXX = (�(2)

xxx cos
2 + �(2)

xyy sin
2 + 2�(2)

yxy sin
2 ) cos 

�
(2)
XY Y = �(2)

xyy cos 

�
(2)
XXY = �

(2)
XY X = ��(2)

yzx cos sin 

�
(2)
Y Y Y = 0

�
(2)
Y XX = 2�(2)

yzx cos sin 

�
(2)
Y Y X = �

(2)
Y XY = �(2)

yxy cos 

�
(2)
XXZ = �

(2)
XZX = [(�(2)

xxx � �(2)
xyy) cos

2 + �(2)
yxy(sin

2 � cos2 )] sin 

�
(2)
ZXX = [(�(2)

xxx � 2�(2)
xyy) cos

2 + �(2)
yxy sin

2 ] sin 

�
(2)
Y Y Z = �

(2)
Y ZY = �(2)

yxy sin 

�
(2)
ZY Y = �(2)

xyy sin 

�
(2)
XY Z = �

(2)
XZY = ��(2)

yzx sin
2 

�
(2)
Y XZ = �

(2)
Y ZX = �(2)

yzx(cos
2 � sin2 )

�
(2)
ZXY = �

(2)
ZY X = ��(2)

yzx cos
2 

�
(2)
ZXZ = �

(2)
ZZX = [(�(2)

xxx � �(2)
xyy) sin

2 + �(2)
yxy(cos

2 � sin2 )] cos 

�
(2)
XZZ = (�(2)

xyy cos
2 + �(2)

xxx sin
2 � 2�(2)

yxy sin
2 ) cos 

�
(2)
ZY Z = �

(2)
ZZY = ��(2)

yzx cos sin 

�
(2)
Y ZZ = 2�(2)

yzx cos sin 

�
(2)
ZZZ = (�(2)

xxx sin
2 + �(2)

xyy cos
2 + 2�(2)

yxy cos
2 ) sin (2.5)

Nous pouvons remarquer que, si les conditions de Kleinman s’appliquent aux fibrilles, c’est-à-
dire au tenseur dans (xyz), elles sont aussi valables dans le repère (XY Z).

I.2.b. Calcul de l’intensité SHG en fonction de la polarisation incidente

Champ incident ~E! Nous effectuons ici un calcul analytique en ondes planes sans prendre
la focalisation en compte : la polarisation incidente ~E! est donc dans le plan de l’image (XY ).
Ses composantes dans le repère du laboratoire (XY Z) sont
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Encart 2.1 – Changement de repère

La relation entre un vecteur ~Vd dans le repère d’un
dipôle (xyz) et le même vecteur ~Vlab dans le repère
du laboratoire (XY Z) peut être décrite par la matrice
d’Euler T telle que

~Vlab = T ~Vd (2.6)

avec, dans le cas d’une symétrie cylindrique (on peut
alors fixer � à 0°),

T ('; ; �) =

cos' cos � sin' cos' sin 

sin' cos cos' sin' sin 

� sin 0 cos 


(2.7)

Le repère (XY Z) est défini avec l’axe Z pointant vers
le bas, car il représente l’axe de propagation de la lu-
mière dans le microscope.

Z

X

ϕ

ψ

z

x

y

θ

Y

Angles d’Euler

— si c’est une polarisation circulaire droite ou gauche 4

E!X =
E0p
2
; E!Y = �i E0p

2
et E!Z = 0 (2.8)

— si c’est une polarisation linéaire (mesures P-SHG), avec un angle � par rapport à l’axe
X

E!X = E0 cos(�); E
!
Y = E0 sin(�) et E

!
Z = 0 (2.9)

La matrice de changement de repère T ('; ; �), donnée dans l’encart 2.1, se simplifie en
fixant � = 0° puisque cet angle n’est pas pertinent dans le cas d’une symétrie cylindrique, et
en posant ' = 0° (les fibrilles sont donc orientées selon l’axe X). Dans ce cas, la matrice T
devient

T =

 cos 0 sin 

0 1 0

� sin 0 cos 

 (2.10)

— Pour une polarisation linéaire, nous retrouvons la bonne orientation ' des fibrilles par
rapport au plan de l’image en remplaçant � par � � ' : le champ incident s’écrit alors
E!X = E0 cos(� � '), E!Y = E0 sin(� � ') et E!Z = 0.

— Pour une polarisation circulaire, l’orientation des fibrilles dans le plan (XY ) n’importe
pas.

Intensité SHG La focalisation est négligée donc le signal SHG est détecté dans le même
plan (XY ). L’intensité totale détectée est alors

I2! = jP 2!
X j2 + jP 2!

Y j2 (2.11)

4. Voir [156] pour la convention utilisée en optique.
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Composantes du tenseur �(2) dans le repère du laboratoire Pour relier le signal SHG
détecté dans le plan de l’image (XY ) au champ incident ~E!, qui est dans le même plan,
nous avons besoin de seulement 8 composantes du tenseur �(2) dans le repère (XY Z) du
laboratoire. Ces 8 composantes sont les 8 premières composantes listées à l’équation 2.5.

�
(2)
XXX = (�(2)

xxx cos
2 + �(2)

xyy sin
2 + 2�(2)

yxy sin
2 ) cos 

�
(2)
XY Y = �(2)

xyy cos 

�
(2)
XXY = �

(2)
XY X = ��(2)

yzx cos sin 

�
(2)
Y Y Y = 0

�
(2)
Y XX = 2�(2)

yzx cos sin 

�
(2)
Y Y X = �

(2)
Y XY = �(2)

yxy cos (2.12)

Toutes les composantes utiles de ce tenseur contiennent le terme cos . En première
approximation, quelle que soit la polarisation incidente,

I2! / (I!)2 cos2 (2.13)

avec I! = E2
0 l’intensité incidente. C’est ce que nous avons observé empiriquement dans la

première partie de ce chapitre.
De plus, la chiralité du collagène n’a aucun effet sur le tenseur final si  = 0°, c’est-à-dire

pour des fibrilles dans le plan de l’image, car toutes les composantes chirales sont multipliées
par sin . Nous expliquerons cela plus en détails dans le dernier chapitre (chapitre 5).

La polarisation induite à 2! P 2!
X;Y s’écrit donc :

P 2!
X = �

(2)
XXX(E

!
X)

2 + �
(2)
XY Y (E

!
Y )

2 + 2�
(2)
XXY E

!
XE

!
Y

P 2!
Y = �

(2)
Y XX(E

!
X)

2 + 2�
(2)
Y Y XE

!
XE

!
Y (2.14)

Excitation avec une polarisation linéaire tournante (mesures P-SHG)

P 2!
X = E2

0(�
(2)
XXX cos

2(� � ') + �(2)
XY Y sin

2(� � ') + 2�
(2)
XXY cos(� � ') sin(� � '))

P 2!
Y = E2

0(�
(2)
Y XX cos

2(� � ') + 2�
(2)
Y Y X cos(� � ') sin(� � ')) (2.15)

L’intensité I2!(�) pour une polarisation incidente à l’angle � s’écrit alors

I2!(�) = (I!)2 cos2( )
� [A( ) cos(4(� � ')) + B( ) cos(2(� � ')) + C( )

+D( ) sin(4(� � ')) + E( ) sin(2(� � '))] (2.16)

où les paramètres A( ), B( ), C( ), D( ) et E( ), dépendent uniquement du tenseur
dans le référentiel du laboratoire (XY Z), c’est à dire d’après l’équation 2.12 du tenseur d’une
fibrille dans le repère (xyz) et de l’angle hors-plan  .

Les composantesD( ) et E( ) n’apparaissent que si on considère la chiralité du collagène.
Elles traduisent un ’déphasage angulaire’ de l’intensité I2!(�) par rapport à l’angle � de la
polarisation incidente : une intensité I2!(� + �

4
) apparâıt pour une excitation à l’angle � car

le milieu fait ’tourner’ la polarisation.
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� =

√
I2!(')
I2!('+ �

2
)
=

√
A( ) + B( ) + C( )

A( )� B( ) + C( ) (2.17)

est le paramètre décrivant l’anisotropie du diagramme d’intensité. La chiralité ne modifie pas
la définition de ce rapport.

Excitation avec une polarisation circulaire droite (�) ou gauche (+). Il faut exciter
l’échantillon en polarisation circulaire pour pouvoir détecter toutes les fibrilles, quelle que soit
leur orientation ', ou pour des mesures de CD-SHG (chapitre 5).

P 2!
X =

E2
0

2
(�

(2)
XXX � �(2)

XY Y � 2�
(2)
XXY i)

P 2!
Y =

E2
0

2
(�

(2)
Y XX � 2�

(2)
Y Y X i) (2.18)

soit, en fonction des composantes du tenseur dans le repère des fibrilles (xyz),

P 2!
X =

E2
0

2
cos [(�(2)

xxx � �(2)
xyy) cos

2 + 2�(2)
yxy sin

2 � 2i�(2)
yxz sin ]

P 2!
Y =

E2
0

2
cos [2�(2)

yzx sin � 2i�(2)
yxy ] (2.19)

Si toutes les composantes tensorielles sont en phase, y compris les composantes chirales (en
vert), l’intensité SHG sera la même pour une excitation avec une polarisation circulaire droite
ou gauche :

I2! =
(I!)2
4

cos 2fj(�(2)
xxx � �(2)

xyy) cos
2 + 2�(2)

yxy sin
2 j2 + 4j�(2)

yxy j2 + 8j�(2)
yxz j2 sin2 g

(2.20)
Ceci montre qu’en première approximation I2! / (I!)2 cos2 fonctionne bien. Cette approxi-
mation a été vérifiée par ajustement des courbes analytiques exactes par cette fonction, pour
une polarisation incidente circulaire 5 [157]. Sinon, nous observons une différence d’intensité
en sin due à la chiralité dont nous discuterons au chapitre 5 (différence circulaire).

I.3 Mesures P-SHG : paramètres extraits

Pour les mesures qui ne nécessitent pas d’utiliser les propriétés de chiralité du collagène, en
particulier les mesures de P-SHG décrites ici, nous nous plaçons dans la symétrie de Kleinman
pour simplifier.

Nous avons vu que, dans ce cas, l’intensité du signal SHG I2!(�) était une somme de
cosinus, d’où un digramme en noeud papillon comme représenté sur la figure 2.1b :

I2!(�) = (I!)2 cos2( )� [A( ) cos(4(� � ')) + B( ) cos(2(� � ')) + C( )] (2.21)

Les paramètres A( ), B( ), C( ), et l’orientation ' décrivent le diagramme d’intensité
I2!(�), et nous donnent des informations sur l’organisation des dipôles dans le volume d’ex-
citation.

Ces paramètres peuvent être extraits avec différentes méthodes :

5. sans prendre en compte les composantes chirales
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Ajustement itératif C’est la méthode la plus simple à mettre en place de prime abord mais
aussi la plus lente. De plus, il est difficile de trouver des conditions initiales pertinentes et
un intervalle possible pour les paramètres à déterminer. En effet, en cas de biréfringence 6,
les paramètres A( ) et B( ) peuvent changer de signe en profondeur dans l’échantillon,
alors que dans d’autres échantillons ils resteront de même signe, donc il n’y aura pas
besoin de sonder une plage aussi grande pour les déterminer 7 [8, 125, 158].

LLS L’ajustement itératif ci-dessus étant non-linéaire, on peut se placer dans la base des
fonctions trigonométriques pour effectuer un ajustement itératif linéaire, plus rapide et
plus fiable [159].

FFT La méthode la plus rapide et la plus fiable, choisie par d’autres groupes et au laboratoire,
est la transformée de Fourier. Il faut par contre que I2!(�) soit mesurée sur une plage
d’angles � de 180° au moins. L’angle ' est extrait à l’aide des deux harmoniques (on
verra plus tard pourquoi c’est plus judicieux) [160].

Dans tous les cas, nous utilisons comme critère de qualité pour l’extraction de ces paramètres la
comparaison du diagramme I2!(�) expérimental avec la courbe obtenue à partir des paramètres
extraits : nous utilisons pour cela la méthode des moindre carrés et nous calculons un r 2

(l’intérêt de ce critère et son calcul sont expliqués plus tard, dans la partie III).

L’orientation des fibrilles dans le plan de l’image ' est obtenue directement. L’intensité
SHG moyenne et l’anisotropie de la distribution sont ensuite obtenues à partir des paramètres
A( ), B( ) et C( ).

I.3.a. Intensité SHG moyenne

Imean = (I!)2 cos2( )C( ) (2.22)

Dépendance avec l’angle hors-plan  L’intensité moyenne permet d’avoir des informa-
tions sur l’angle hors-plan des fibrilles, puisqu’elle dépend en première approximation de cos2 ,
comme nous l’avons montré précédemment.

Effet du désordre S’il y a du désordre, l’intensité moyenne diminue. Le paramètre C( ),
donnant l’intensité moyenne, est relié aux composantes du tenseur �(2) qui diminuent. En
effet, les dipôles sont alors orientés de façon plus désorganisée, et l’on se rapproche d’une
symétrie centrosymétrique qui annule l’intensité du signal SHG obtenu.

I.3.b. Paramètre d’anisotropie

Nous avons vu que ce paramètre peut être défini tel que

� =

√
I2!(')
I2!('+ �

2
)
=

√
Ik
I? =

√
A( ) + B( ) + C( )

A( )� B( ) + C( ) (2.23)

6. Comme dans le tendon par exemple.
7. Dans les tissus observés, nous choisissons comme conditions initiales ' = �

4 , A( ) = �2, B( ) = 2 et
C( ) = 2. Nous fixons C( ) > 0 car ce paramètre donne une intensité.
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D’après l’équation 2.15 et l’équation 2.21,

A( ) =
1

8
[(�

(2)
XXX � �(2)

XY Y )
2 � 4(�

(2)
XY Y )

2] (2.24)

B( ) =
1

2
[(�

(2)
XXX)

2 � (�
(2)
XY Y )

2] (2.25)

C( ) =
3

8
(�

(2)
XXX)

2 +
7

8
(�

(2)
XY Y )

2 +
1

4
�
(2)
XXX�

(2)
XY Y (2.26)

d’où

� =
�
(2)
XXX

�
(2)
XY Y

(2.27)

Ce paramètre permet de sonder la structure moléculaire des fibrilles, et leur organisation tridi-
mensionnelle dans le volume d’excitation.

Structure moléculaire Pour  = 0° (fibrilles dans le plan de l’image (XY )), dans un milieu
où toutes les fibrilles sont alignées les unes avec les autres, nous pouvons montrer à partir de
l’équation 2.12 que

� =
�
(2)
xxx

�
(2)
xyy

= ��b (2.28)

Dans ce cas ��b décrit la structure moléculaire des fibrilles, puisqu’il est directement lié à
l’organisation des dipôles dans la fibrille et qu’il correspond aux deux valeurs des composantes
du tenseur �(2) dans le repère de la fibrille (xyz). Ce lien entre structure moléculaire et ��b
est expliqué dans l’annexe B dans le cas particulier d’un modèle simple de la fibrille.

Un grand nombre de mesures de ce paramètre ont été faites et leur variabilité est impor-
tante. Notre groupe a mesuré dans le tendon bien tendu, à plat, ��b = 1:36 [125], et la même
valeur dans la cornée [8]. Pour des triples hélices de collagène, on obtient le même ordre de
grandeur :

— une mesure HRS pour une triple hélice de collagène I et un peptide modèle donne un
ordre de grandeur de ce paramètre entre 1 et 2 ou entre 5 et 10 [12].

— des calculs quantiques donnent des valeurs entre 1.3 et 1.8 pour différents peptides
modèles [127].

Dépendance avec l’angle hors-plan  D’après l’équation 2.12,

� = ��b cos
2( ) + 3 sin2( ) (2.29)

Ce paramètre � tend vers 3 - quand les fibrilles sont perpendiculaires au plan de l’image -
pour des raisons de symétrie cylindrique. Cette valeur, obtenue dans le cas d’un calcul en
ondes planes, n’a pas de sens physique puisque dans le cas de fibrilles perpendiculaires au plan
( = 90°) l’intensité moyenne Imean est nulle, empêchant toute mesure résolue en polarisation.

Si la symétrie de Kleinman ne s’applique pas, c’est-à-dire que les composantes chirales du tenseur sont
prises en compte, les paramètres � et � définis dans la partie I.2.a. ont une évolution similaire :

� = �tr cos
2( ) + sin2( ) + 2

�tr

�tr
sin2( ) (2.30)

� = �tr cos
2( ) + 2 sin2( ) +

�tr

�tr
sin2( ) (2.31)


 =
1

sin( )
[
tr cos

2( ) +

tr

�tr
sin2( ) + 2


tr

�tr
sin2( )] (2.32)
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Le paramètre 
, qui décrit l’influence de la chiralité, évolue en 1
sin( ) : les effets de la chiralité sont plus

importants quand sin( ) augmente.

Effet du désordre Le paramètre � augmente s’il y a du désordre dans le milieu. En effet,
les deux composantes �(2)

XXX et �(2)
XY Y ne sont pas sensibles au même degré au désordre et leur

rapport augmente. Le calcul a été fait pour une distribution angulaire gaussienne dans la thèse
d’Ivan Gusachenko [15]. Pour les mêmes raisons de symétrie que précédemment, si le désordre
garde une symétrie cylindrique, � tend vers 3 pour un milieu très désordonné.

Signe de � Nous pouvons donner un signe à ce paramètre si on le considère comme le
rapport des deux composantes du tenseur �(2) [154]. Pour j�j > 1 (B( ) > 0), ce signe
dépend du signe de A( ) :

— si A( ) > 0, � < 0

— si A( ) < 0, � > 0

Dans la cornée, nos mesures ne sont pas très claires quant au signe de �. Les valeurs données
dans [153, 154, 161] sont négatives dans la cornée. Dans le tendon, nous mesurons � positif,
ce qui semble cohérent avec les résultats de [162] et les résultats de [154] obtenus pour la
sclère. Ces résultats sont à considérer avec précaution, la détermination du signe de � étant
beaucoup plus fiable en excitant avec des polarisations de différentes ellipticités.

I.3.c. Problème de l’interdépendance de B( ) et '

La détermination de ' n’est en fait possible que modulo �
2

, et dépend de la valeur de �.
En effet, si ' est décalé de �

2
, le diagramme d’intensité SHG restera le même en faisant les

permutations suivantes

'  ! '+
�

2

B(')  ! �B('+
�

2
)

�  ! 1

�
(2.33)

En pratique, � peut être mesuré de façon non ambigüe pour des fibrilles alignées dans une
direction connue, comme par exemple dans un tendon orienté dans une direction prédéfinie
(l’axe X par exemple) [125, 154]. On en déduit ainsi si � > 1 ou � < 1 pour lever l’ambigüıté
dans les mesures ultérieures.

Pour des mesures dans le collagène de type I, � > 1 d’après les différents résultats de la
littérature. Mais, par contre, pour la myosine, � < 1 8 [126].

II Dispositif expérimental

Le microscope utilisé a été conçu au LOB par Emmanuel Beaurepaire. Son schéma de prin-
cipe est représenté sur la figure 2.3. Il est piloté par un programme Labview. Une modification

8. Dans tous les cas, dans un régime non focalisé (calcul analytique en ondes planes), j�j tend vers 3 avec
l’augmentation de l’angle hors-plan  et du désordre si on garde les mêmes conditions de symétrie.
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du microscope et de son programme, permettant le contrôle de la polarisation, a été mise en
place par Ivan Gusachenko, Gaël Latour et Marie-Claire Schanne-Klein.

La configuration utilisée pour toute la suite permet une imagerie multimodale SHG/2PEF.
Les signaux SHG sont collectés vers l’avant (transmission, F-SHG) ou en épidétection vers
l’arrière (B-SHG). L’image est réalisée pixel par pixel en balayant le volume d’excitation dans
l’échantillon. La focalisation se fait avec un objectif à forte ouverture numérique pour que le
volume d’excitation soit le plus petit possible.

laseréTi:Sa
700-1000énm

balayage
xy

Contrôleédeé
laépuissance

Contrôleéde
laépolarisation

OBJ

échantillon

filtres

filtres

condenseur

F-SHG

B-SHG

Transmission

Epidétection

Excitation

balayage
z

x

y

2PEF

PMT

PMT

PMT

Electroniqueé
dzaquisition

télescope

Figure 2.3 – Le schéma du microscope.

II.1 Excitation

II.1.a. Source

Laser L’échantillon est excité avec un laser femtoseconde titane-saphir T i : Saph (Mai-Tai,
Spectra-Physics) accordable entre 690 et 1040 nm. Il délivre des impulsions d’environ 100 fs,
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avec un taux de répétition de 80 MHz. La puissance moyenne en sortie de laser est autour de
2.5 W aux longueurs d’onde utilisées (730 nm et 860 nm). La polarisation en sortie de laser
est linéaire.

Contrôle de la puissance La puissance est contrôlée avec une lame demi-onde (�
2

) tour-
nante et un prisme de Glan. Le prisme de Glan est orienté de façon à réfléchir totalement une
polarisation parallèle à l’un de ses axes neutres, et à laisser passer complètement la polarisa-
tion orthogonale. En faisant tourner la polarisation incidente à l’aide de la lame d’onde �

2
, on

module donc la puissance transmise (transmission entre 0% et quasiment 100%).

De plus, la polarisation reste toujours linéaire après le prisme, dans la même direction.

Shutter Un obturateur mécanique (shutter) permet de couper le faisceau entre deux acqui-
sitions, pour éviter le photoblanchiment et les photodommages sur l’échantillon.

II.1.b. Balayage

Le volume d’excitation est balayé dans l’échantillon en deux temps, comme expliqué au cha-
pitre 1, partie II.1.c..

1. Deux miroirs galvanométriques (GSI Lumonics) permettent de déplacer le volume d’ex-
citation dans le plan de l’image (XY ). En changeant l’angle de ces miroirs par rapport
au faisceau laser incident, celui-ci entre avec un angle différent en pupille arrière de l’ob-
jectif, ce qui déplace la position du point focal dans le plan (XY ). On peut ainsi faire
des images 2D avec ce système.

2. L’objectif peut être déplacé selon l’axe Z à l’aide d’un moteur pas-à-pas (PI Instruments,
M126DG) pour faire des images à différentes profondeurs. Il permet de se déplacer avec
des pas de 0.2 �m.

Il est possible de faire des mosäıques en bougeant le porte-échantillon en (XY ).

II.1.c. Focalisation

Télescope Un télescope permet d’augmenter le diamètre du faisceau pour couvrir toute
la pupille arrière de l’objectif, ce qui est important pour que l’ouverture numérique (ON) de
focalisation soit la plus importante possible (résolution maximale).

C’est un système afocal qui conjugue le plan des miroirs galvanométriques au plan de la
pupille arrière 9, composé de deux lentilles de focales 50 mm et 350 mm (grandissement 7).

La couverture est adaptée aux objectifs de pupille arrière de diamètre le plus grand. On
perd de la puissance d’excitation quand le faisceau incident est plus grand que la pupille arrière
de l’objectif, mais ceci n’est pas un problème car la réserve de puissance est suffisamment
importante.

Objectif Pour la microscopie multiphoton, d’après ce qui a été expliqué au chapitre précédent
(partie II.1), il nous faut un objectif avec

— une forte ouverture numérique, pour avoir suffisamment de puissance dans le volume
d’excitation.

9. Logique, le faisceau passe au même point dans les deux cas.
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— une transmission dans le proche infrarouge (jusqu’à 1000 nm environ pour de la SHG)
mais aussi dans le visible si on fait de l’épidétection, notamment pour des mesures in
vivo.

— un milieu d’immersion, qui permet une adaptation d’indice entre l’objectif et l’échantillon
pour pouvoir aller plus en profondeur dans l’échantillon. Le plus simple est d’utiliser de
l’eau pour les tissus biologiques.

— un grandissement modéré, permettant d’optimiser le champ de vue et d’améliorer la
détection en milieu diffusant.

Nous présentons ici, dans le tableau 2.1, les caractéristiques des trois objectifs utilisés, à
la longueur d’onde 860 nm (la plus utilisée) :

— ON, l’ouverture numérique

— Pf oc , la puissance maximale que l’on peut obtenir sous l’objectif. 10 Ces puissances ont
varié au cours de ma thèse, le faisceau étant maintenant en partie atténué après l’ajout
de composants sur le montage.

— FOV, le champ de vue

— wxy , la résolution latérale (dans le plan de l’image)

— wz , la résolution axiale

— d , la distance de travail (qui est la focale de l’objectif)

Les trois objectifs présentés sont à immersion à eau.

Objectif ON Pf oc (mW) FOV (�m2) wxy (nm) wz (nm) d (mm)

20x
XLUMPlanFl, Olympus

0.95 � 570 486x486 400 1600 2

40x
LD C-Apochromat,
Zeiss

1.1 � 175 230x230 360 1200 0.62

60x
UPlanApo, Olympus

1.2 � 75 154x154 330 850 0.28

Table 2.1 – Caractéristiques des objectifs utilisés.

II.2 Détection

II.2.a. Voies de détection

Le système possède plusieurs voies de détection, dans deux directions : soit en transmission
(à travers l’échantillon), soit en épidétection (vers l’arrière).

Les signaux sont détectables en transmission si l’échantillon n’est pas épais et pas trop
diffusant. Cette configuration est intéressante en SHG car le signal en transmission est souvent
plus important (comme discuté dans le chapitre 1 : partie II.2.c.).

Pour des échantillons diffusants et épais ou une imagerie in vivo, seuls les signaux émis
vers l’arrière sont détectables (épidétection).

10. Quand le diamètre du faisceau d’excitation est optimisé pour les objectifs de pupille arrière la plus grande.

67



CHAPITRE 2. MICROSCOPIE SHG RÉSOLUE EN POLARISATION (P-SHG)

Transmission - F-SHG Un condenseur (U-AAC, Olympus) est placé au plus près de l’échan-
tillon pour récolter un maximum de signal. Il est possible d’analyser la polarisation sur cette
voie à l’aide d’un cube séparateur.

Épidétection - B-SHG Un miroir dichröıque passe-haut (695DCXRU, Chroma) est placé
au dessus de la pupille arrière de l’objectif, pour renvoyer les longueurs d’onde plus petites
que celle du laser vers les détecteurs (toutes les longueurs d’ondes en dessous de 695 nm
sont réfléchies). Sur cette voie, il est possible de détecter à la fois de la SHG et de la 2PEF.
Un second miroir dichröıque passe-haut (FF458-Di01, Semrock) permet de séparer ces deux
faisceaux : il laisse passer les longueurs d’ondes au dessus de 458 nm, donc le signal de
fluorescence à deux photons (vers 500 nm), et réfléchit la SHG (qui est à 430 nm pour une
excitation à 860 nm).

Les détecteur en épidétection sont les seuls détecteurs disponibles pour de l’imagerie in
vivo.

II.2.b. Détecteurs

Le plan focal de l’objectif est conjugué avec chaque détecteur pour collecter un maximum
de lumière.

Les détecteurs utilisés sont des tubes photomultiplicateurs (PMT), sensibles sur une bande
de 300 à 550 nm (P25PC, Electron Tubes). Ils peuvent donc détecter à la fois la SHG et la
2PEF.

Ils sont utilisés en mode de comptage de photons et fonctionnent à une fréquence de 100
MHz, supérieure au taux de répétition du laser, afin de détecter chaque photon. Pour rester
dans le domaine du comptage de photons, l’occurrence doit être typiquement inférieure à un
photon pour 5 impulsions laser, sinon il y a une saturation du comptage.

Pourquoi des compteurs de photons ? Les phénomènes de SHG et 2PEF sont des phé-
nomènes rares puisqu’il faut deux photons au même endroit au même moment. On détecte
donc peu de signal. Mais à quel point ?

On excite avec un laser impulsionnel, de puissance moyenne � 1 mW et avec des impulsions
de � 100 fs et un taux de répétition � 100 MHz.

Pendant une impulsion, la puissance crête est donc � 100 W, soit une intensité de
5:1010W:cm�2 au niveau du volume d’excitation (� 0:2�m2 dans le plan (XY )).

Cela correspond à N � 22:1028 photons.s�1:cm�2.

2PEF Le flux de photons émis pendant une impulsion laser vaut F = 1
2
�F�2PEFN

2 avec
N l’intensité incidente en photons.s�1:cm�2. Pour une molécule, on a habituellement
�F�2PEF � 10GM = 10�49cm4:s , donc F � 1:108 photons.s�1 en crête pendant une
impulsion. Soit < F >= 1000 photons.s�1 en flux moyen. En pratique, il y a environ
1000 molécules dans le volume d’excitation (solution de 1�M et volume de 1 �m3),
donc on détecte 1:106 photons.s�1 en moyenne. Cela fait � 10 photons par pixel en
intégrant sur 10 �s.

SHG dans le collagène On peut montrer que �(2)
ef f � 2:10�13m:V �1 en polarisation cir-

culaire pour des fibrilles de collagène [130, 157, 161]. On a alors FSHG � 4:1013

photons.s�1 pendant une impulsion laser, soit un flux moyen de < FSHG >� 4:106
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photons.s�1. Cela fait � 40 photons par pixel en intégrant sur 10 �s. Cette approxi-
mation est valable pour un signal détecté en transmission. En épidétection, on détecte
environ 50 fois moins de photons 11, soit quelques photons par pixel. En pratique, il y a
souvent de la rétrodiffusion qui augmente le signal obtenu en épidétection.

II.2.c. Filtres

Des filtres sont placés devant chaque détecteur pour bloquer le signal résiduel du laser
(excitation) : ce sont des filtres passe-bas (FF01-680SP, FF01-720SP, Semrock) qui coupent
les longueurs d’ondes au dessus de 680 ou 720 nm. 12

Puis des filtres spécifiques à chaque canal sont placés devant les détecteurs pour sélection-
ner le signal voulu (SHG ou 2PEF) :

SHG Filtre interférentiel passe-bande (FF01-427/10, Semrock) pour filtrer le signal SHG à
430 nm (excitation à 860 nm). Toutes les autres longueurs d’onde sont coupées.

2PEF Filtre coloré passe-haut (GG455, Schott) pour bloquer le signal en dessous de 455 nm.
On bloque donc la SHG.

II.2.d. Acquisition des images et contrôle du système

L’électronique d’acquisition intègre le nombre de photons détectés pour chaque pixel sur
une durée typique de 10 �s, soit à une fréquence d’acquisition de 100 kHz par pixel. 13 Cette
fréquence est un bon compromis entre le rapport signal à bruit et la rapidité d’acquisition des
images. Nous pouvons toutefois monter jusqu’à 400 kHz pour suivre des processus rapides ou
descendre à 1 kHz si le signal est particulièrement faible.

Tout le système est contrôlé par un programme LabView développé au LOB. Tous les
éléments du montage présentés ici sont synchronisés sur ce programme, et l’on peut contrôler
jusqu’à quatre voies de détection (deux en transmission et deux en épidétection).

II.3 Contrôle de la polarisation

La polarisation à la sortie du prisme de Glan est linéaire (orientée selon l’axe X), mais
elle est ensuite modifiée à cause des miroirs galvanométriques, et des miroirs dichröıques,
sur le chemin du faisceau incident. Au final, on obtient une polarisation d’ellipticité 10-20%
et d’orientation légèrement différente. Il faut donc corriger cette polarisation pour obtenir la
polarisation voulue (linéaire ou circulaire) en pupille arrière de l’objectif 14.

Nous utilisons deux (ou trois) lames d’ondes achromatiques motorisées pour corriger la
polarisation (MRAC2 40070707M, Fichou, France), en fonction de la polarisation souhaitée,
comme schématisé sur la figure 2.4. Un module contenant une lame quart d’onde puis une
demi-onde est placé en pupille arrière de l’objectif. Un second module avec une lame quart
d’onde peut se placer avant le premier module, pour passer de deux à trois lames.

La qualité de la polarisation est contrôlée et les lames d’ondes sont repositionnées après
chaque réalignement du montage expérimental. J’ai automatisé cette procédure sous LabView
au début de ma thèse, et caractérisé finement toutes les polarisations utilisées.

11. à cause de la longueur de cohérence, d’environ 100 nm. Dans la cornée, le signal épidétecté est plus
important.

12. Le laser étant réglé à 730 ou 860 nm, c’est bon dans les deux cas.
13. De plus, le signal est multiplié par 14 pour limiter l’impact du bruit électronique.
14. Ce ’détail’ aura une importance par la suite.
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(a) Polarisation linéaire : deux
lames

-45°

45°

(b) Polarisation circulaire : trois lames

Figure 2.4 – Contrôle de la polarisation.

II.3.a. Analyse de la polarisation

La polarisation est contrôlée en pupille arrière de l’objectif en deux temps :

1. son ellipticité est d’abord mesurée avec un analyseur tournant motorisé (analyseur visible-
IR LPVIS100, Thorlabs, positionné sur un moteur tournant PRM1Z8, Thorlabs).

2. dans le cas d’une polarisation linéaire, sa direction est mesurée en utilisant le signal de
fluorescence de fluorescéine et un cube analyseur devant les détecteurs en transmission.

Pour la première étape, nous mesurons l’intensité transmise pour différentes positions �
de l’analyseur :

P (�) = (Pmax � Pmin) cos2(�� �0

�
) + Pmin (2.34)

Avec un ajustement itératif, nous obtenons l’ellipticité, définie telle que � =
√

Pmin

Pmax
. L’ellip-

ticité est égale à 0 pour une polarisation linéaire parfaite, et égale à 1 pour une polarisation
parfaitement circulaire (voir figure 2.5). � est donné ici en %, avec une précision de 1 ou 2%.

Ce contrôle a été fait pour un faisceau incident centré. Nous avons mesuré 8% à 860 nm
et 19% à 730 nm en pupille arrière de l’objectif, avec un décalage de quelques degrés entre les
deux orientations. Après correction pour obtenir une polarisation linéaire, nous obtenons une
polarisation d’ellipticité minimale (< 4%) au centre du champ de vue. Nous avons montré que
les variations d’ellipticité et d’orientation étaient assez faibles sur la zone centrale du champ
de vue utilisée, pour une polarisation linéaire :
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0°

45°

90°

135°

180°

225°

270°

315°

Intensité (UA)

Figure 2.5 – Analyse de la polarisation (intensité en fonction de l’angle de l’analyseur) et définition
de l’ellipticité.

— l’ellipticité peut monter jusqu’à 10% sur les bords du champ de vue utilisé (quart du
champ de vue total)

— l’orientation change de 2° maximum.

La polarisation circulaire est plus sensible à ces problèmes. En pratique, nous nous limiterons
au maximum au centre du champ de vue. Une caractérisation complète du champ de vue est
en cours pour permettre d’acquérir de plus grandes images (travail de Guillaume Ducourthial).

II.3.b. Polarisation linéaire (figure 2.4a)

Il suffit d’utiliser une lame quart d’onde �
4

et une lame demi-onde �
2

. La lame �
4

permet de
corriger l’ellipticité pour obtenir une polarisation linéaire, d’ellipticité minimale (<4%). Nous
réglons sa position avec l’analyseur tournant (étape 1 : mesures d’ellipticité). La lame �

2
permet

ensuite de faire tourner cette polarisation linéaire dans le plan (XY ). Il faut connâıtre ses axes
neutres pour connâıtre l’angle � de cette polarisation par rapport à l’axe X (même méthode
qu’à l’étape 2 : vérification de la direction de la polarisation).

II.3.c. Polarisation quasi-circulaire

Nous pouvons aussi utiliser cette configuration avec deux lames d’ondes pour obtenir une
polarisation elliptique se rapprochant d’une polarisation circulaire. Nous ne corrigeons ici que
l’ellipticité de la polarisation, en essayant de la maximiser.

Nous obtenons des ellipticités de l’ordre de 75%. Cela suffit pour s’affranchir de la dépen-
dance en orientation de la SHG et pouvoir observer toutes les fibrilles dans un échantillon,
quelle que soit leur orientation dans le plan de l’image.

II.3.d. Polarisation circulaire (figure 2.4b)

Pour certaines mesures, comme les mesures de différence circulaire présentées au chapitre 5,
il faut une polarisation circulaire parfaite.

Pour cela, nous utilisons les trois lames d’ondes :

— la première �
4

permet d’obtenir une polarisation linéaire avec la même méthode qu’au-
paravant (étape 1)

— la seconde �
4

permet d’obtenir une polarisation circulaire à partir de cette polarisation
linéaire, en plaçant ses axes neutres à 45°de la direction de cette polarisation. En fonction
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Encart 2.2 – ”Binning”

Il est possible de sommer le signal de pixels voisins pour gagner en précision : somme des
pixels en carrés de n � n pixels pour avoir environ n2 fois plus de signal. La résolution de
l’image des paramètres P-SHG ' et � ainsi obtenus est alors divisée artificiellement par n.

de la position de ses axes neutres, cette polarisation est une polarisation circulaire droite
ou gauche. La position de cette lame est optimisée.

— la troisième lame, �
2

, permet d’affiner l’ellipticité de la polarisation sortante, en optimisant
la position de ses axes neutres. 15 Elle change le sens de rotation de la polarisation
circulaire.

Au final, nous obtenons une polarisation circulaire droite d’ellipticité 96% et une polarisation
circulaire gauche d’ellipticité 96% au centre du champ de vue.

III Traitement des données

À partir du calcul du diagramme d’intensité (effectué à la partie I.3), nous savons que
l’intensité I2!(�) s’écrit comme une somme de cosinus dans un milieu non chiral :

I2!(�) = (I!)2 cos2( )� [A( ) cos(4(� � ')) + B( ) cos(2(� � ')) + C( )] (2.35)

Les paramètres A( ), B( ), C( ), et l’orientation ' nous donnent des informations sur le
diagramme d’intensité I2!(�), et donc l’organisation des dipôles dans le volume d’excitation.

Pour plus de simplicité, nous noterons

I2!(�) = A( ) cos(4(� � ')) + B( ) cos(2(� � ')) + C( ) (2.36)

Un programme Matlab permet d’extraire les paramètres A( ), B( ), C( ) et ', avec
un critère de qualité r 2, en chaque point des images résolues en polarisation, où sur des
zones ”binnées”(voir l’encart 2.2). Il a été d’abord mis en place par Ivan Gusachenko et Gaël
Latour, puis modifié par moi-même pour intégrer l’obtention par FFT des paramètres P-SHG.
Guillaume Ducourthial a ensuite optimisé la vitesse des calculs. C’est la méthode d’analyse
présentée ci-dessous.

III.1 Extraction des paramètres

Ces paramètres sont extraits en chaque point de l’image à l’aide d’une transformée de
Fourier rapide (FFT). Comme nous effectuons une transformée de Fourier discrète, il faut
que I2!(�) soit mesurée sur une plage d’angles � de 180° ou 360° pour pouvoir extraire les
amplitudes des deux harmoniques aux fréquences angulaires 1

�
et 2

�
.

La transformée de Fourier est calculée avec une fonction complexe,

FFT = a0 + [a1 exp(i�) + a2 exp(2i�) + a3 exp(3i�) + :::+ an exp(ni�)] + cc: (2.37)

15. Nous la laissons aussi ici pour des raisons pratiques.
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où les coefficients an sont complexes, pour pouvoir prendre en compte le décalage angulaire
'.

an =j an j exp(i'n)$ 'n = arg(an) (2.38)

Nous mesurons les valeurs des coefficients a0 (constante), a2 (harmonique à la fréquence
angulaire 1

�
) et a4 (harmonique à la fréquence angulaire 2

�
).

III.1.a. Paramètres A( ), B( ), C( ).
Les paramètres A( ), B( ) et C( ) sont donc extraits de la façon suivante :

AFFT ( ) = �2 j a4 j
BFFT ( ) = 2 j a2 j
CFFT ( ) = j a0 j (2.39)

Nous pouvons utiliser ces formules car les signes des trois paramètres sont connus

— C( ) est positif par définition : ce paramètre correspond à l’intensité moyenne Imean.

— B( ) est positif, car on a fixé � > 1.

— A( ) est négatif pour � > 0 (ceci est spécifique au tendon et peut-être à la cornée,
comme nous l’avons vu au chapitre précédent, dans la partie I.3).

À partir de ces paramètres, nous pouvons calculer

�FFT =

√
AFFT ( ) + BFFT ( ) + CFFT ( )
AFFT ( )� BFFT ( ) + CFFT ( ) (2.40)

et Imean;FFT = CFFT ( ) = (I!)2 cos2( )C( ) (2.41)

III.1.b. Orientation '

L’angle ' est extrait à l’aide des deux harmoniques aux fréquences angulaires 1
�

et 2
�

,
c’est-à-dire des valeurs de a2 et a4, pour plus de précision [163].

'FFT;1 =
'2

2
=

1

2

=(a2)
<(a2) 2 [0; �[

'FFT;2 =
'4

4
=

1

4

=(a4)
<(a4) 2 [0;

�

2
[ (2.42)

Nous recalons ces deux angles, puis nous effectuons une moyenne pondérée de ces deux angles
pour en tirer une valeur de '

'FFT = �'FFT;1 + (1� �)'FFT;2 (2.43)

avec � = ja2j
2

ja2j2+4ja4j2
.

Au final ' 2 [0; �[. En effet, les mesures résolues en polarisation permettent de connâıtre
l’orientation des fibrilles (ou des triples hélices) de collagène dans le plan de l’image (XY )

mais pas leur polarité 16.

16. Mais comment connâıtre la polarité ? Voir le dernier chapitre !
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III.2 Critère de qualité

Pour s’assurer de la pertinence du traitement des données, il faut éliminer les pixels qui
génèrent de mauvais résultats :

— Nous éliminons les pixels saturés, car la saturation de la courbe I2!(�) fausse le calcul
de la FFT. 17

— Nous éliminons aussi les pixels en dessous d’une intensité minimum, pour lesquels le bruit
prédomine dans le signal. Nous gardons uniquement les pixels avec plus d’un photon
détecté pendant le temps d’intégration.

Sur les pixels restants, un critère de qualité des résultats de la FFT est calculé en comparant
la courbe expérimentale I2!(�) avec la courbe I2!FFT (�) obtenue à partir des valeurs des
paramètres obtenues avec la FFT.

I2!FFT (�) = AFFT ( ) cos(4(� � 'FFT )) + BFFT ( ) cos(2(� � 'FFT )) + CFFT ( ) (2.44)

Ces deux courbes sont comparées par la méthode des moindres carrés, dont nous tirons le
paramètre r 2.

r 2 = max(0; 1�
∑

�(I2!(�)� I2!FFT (�))2∑
�(I2!(�)� Imean)2

) (2.45)

Si r 2 = 1, la courbe obtenue avec les paramètres FFT correspond parfaitement à la courbe
expérimentale : les paramètres déterminés sont justes. Si r 2 est plus faible, la cohérence entre
les résultats de la FFT et la courbe expérimentale est moins bonne. Ici, la plupart du temps,
nous considérons qu’un paramètre r 2 > 0:7 correspond à des résultats fiables.

Ce paramètre permet la comparaison directe de la courbe d’intensité obtenue avec les pa-
ramètres FFT avec la courbe expérimentale. Ainsi, tous les paramètres sont pris en compte,
même la détermination de l’angle ', et il est possible de repérer d’éventuels problèmes expé-
rimentaux...

Comparaison avec un autre paramètre D’autres paramètres sont utilisables pour contrô-
ler la qualité des mesures, par exemple le rapport S entre l’intensité sur les harmoniques 0, 2,
4 (celles apparaissant dans le diagramme d’intensité) et l’intensité totale [160].

S =
j a0 j2 +4 j a2 j2 +4 j a4 j2
j a0 j2 +4

∑
n>1 j an j2

(2.46)

Ce rapport peut être très bon (c’est-à-dire proche de 1), c’est-à-dire que l’intensité s’écrit bien
comme une somme de cosinus avec les trois harmoniques prévues, même si les paramètres trou-
vés sont mauvais : décalage de l’angle ', paramètres A( ), B( ) ou C( ) mal déterminés...
Notre paramètre est donc plus fiable.

IV Précision de la mesure

Nous avons extrait des images résolues en polarisation trois paramètres pour chaque pixel :
l’anisotropie �, l’intensité moyenne Imean et l’orientation des fibrilles de collagène dans le plan

17. Empiriquement, les compteurs de photons saturent si on détecte plus d’un photon toutes les 5 impulsions
laser, soit plus de 1:6:107 photons:s�1. Pour un temps d’intégration de 10 �s, cela fait environ 160 photons
par pixel.
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de l’image '. Le critère de qualité r 2 permet d’éliminer les pixels donnant des résultats peu
fiables.

Nous pouvons maintenant légitimement nous demander quelle est la précision de la mesure
de ces paramètres, quand les résultats sont considérés comme fiables par l’algorithme. Nous
savons en effet que l’étude des paramètres ', Imean et � donne des informations sur la direction
moyenne des fibrilles dans le volume d’excitation, leur désordre, et leur structure moléculaire
(partie I.3). Il faut donc pouvoir détecter et quantifier des changements de ces paramètres, en
éliminant les effets de bruit dus à la précision de mesure.

Les mesures P-SHG sont réalisées avec P angles régulièrement espacés entre 0 et 2� et N
mesures par angle, ce qui fait au total Q = NP mesures. Le nombre de photons détectés est
fixé par le paramètre Imean :

I(�) = Imean[1 + �1 cos (2� � 2�0) + �2 cos (4� � 4�0)] (2.47)

Le nombre moyen de photons par mesure est donc Imean. Nous nous intéresserons plutôt au
nombre de photons moyen total : < Ntot >= PNImean.

IV.1 Variance des paramètres obtenus

Nous nous intéressons ici à la variance des paramètres ' et �, en fonction du nombre de
photons moyen total < Ntot >.

Le rapport � vaut, par définition,

� =

√
1 + �1 + �2

1� �1 + �2

(2.48)

La variance de � est donc liée à celles de �1 et �2. Nous pouvons déterminer les variances de
�1, �2 (donc celle de �) et ' théoriquement, et mesurer celles de � et ' expérimentalement,
pour au final comparer résultats théoriques et expérimentaux.

IV.1.a. Précision attendue théoriquement : variances minimum

Une publication récente de Réfrégier et coll. [163] calcule les variances minimales des
paramètres �1, �2 et ' pour ce type de mesure, en fonction de la statistique du bruit, en
utilisant la théorie de l’information. Ces variances minimales dépendent des paramètres Imean,
P et N.

Nous noterons (�f )2 la variance du paramètre f .

Calcul de la variance de � La variance de � est directement reliée à celles de �1 et �2 :
d’après l’équation 2.48

(��)2 = (
@�

@�1

��1)
2 + (

@�

@�2

��2)
2 (2.49)

avec
@�

@�2

=

1
�
� �

2(1� �1 + �2)

et
@�

@�1

=

1
�
+ �

2(1� �1 + �2)
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Bruit gaussien de moyenne nulle et de variance �2 D’après les calculs présentés
dans [163], nous obtenons pour ce type de bruit

(�')2 >
�2

2I2meanPN(�2
1 + 4�2

2)
(2.50)

et (��1)
2 = (��2)

2
>

2�2

I2meanPN
donc (��)2 >

�2

PNI2mean(1� �1 + �2)2
[
1

�2
+ �2] (2.51)

Soit en fonction du nombre de photons total < Ntot >= PNImean :

(�')2 >
PN�2

2 < Ntot >2 (�2
1 + 4�2

2)
(2.52)

(��1)
2 = (��2)

2
>

2PN�2

< Ntot >2

(��)2 >
PN�2

< Ntot >2 (1� �1 + �2)2
[
1

�2
+ �2] (2.53)

Bruit de photons (distribution de Poisson) Sur notre montage expérimental, nous ob-
servons a priori un bruit de grenaille dû aux compteurs de photons. D’après le théorème de
la limite centrale, pour un grand nombre de photons détectés n, la distribution de Poisson
décrivant ce bruit de photons tend vers une distribution gaussienne d’écart-type � =

p
n.

Pour chacune des PN mesures, la variance de la distribution est donc égale au nombre de
photons moyens pour cette mesure : �2Poisson = Imean. Nous pouvons donc écrire, pour un
bruit de photons :

(�')2 >
1

2ImeanPN(�2
1 + 4�2

2)
(2.54)

(��1)
2 = (��2)

2
>

2

ImeanPN
(��)2 >

1

ImeanPN(1� �1 + �2)2
[
1

�2
+ �2] (2.55)

Nous remarquons que ces variances minimales sont inversement proportionnelles au nombre
moyen de photons total < Ntot >= PNImean :

(�')2 >
1

2 < Ntot > (�2
1 + 4�2

2)
(2.56)

(��1)
2 = (��2)

2
>

2

< Ntot >

(��)2 >
1

< Ntot > (1� �1 + �2)2
[
1

�2
+ �2] (2.57)

Les facteurs sont facilement obtenus expérimentalement pour un échantillon de collagène
typique : on choisit �1 = 0:19 et �2 = �0:27 pour obtenir � = 1:3. Dans ce cas, nous
pourrons comparer la courbe théorique obtenue aux résultats de mesure du bruit.
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IV.1.b. Mesure expérimentale

Nous voulons mesurer le bruit en fonction du nombre total de photons collectés < Ntot >,
pour comparer cette mesure aux valeurs théoriques.

Méthode Pour cela, nous enregistrons une série de 100 images P-SHG d’une même zone d’un
échantillon modèle, prises les unes à la suite des autres, à la même intensité d’excitation. Les
images sont enregistrées avec P=18 angles régulièrement espacés entre 20° et 360°. L’intensité
moyenne d’excitation Iexc pour chaque image est d’environ 3 mW ce qui correspond à 4 photons
par image par pixel en moyenne 18.

Nous avons choisi le tendon car c’est un milieu homogène, donc � et ' sont constants
sur une grande zone, c’est-à-dire sur le champ de vue d’une image au moins. 19 Il faut éviter
à tout prix les mouvements de l’échantillon : nous fixons le tendon sur une lame de verre, et
les mesures sont effectuées la nuit, pendant deux heures. Aucun dommage de l’échantillon n’a
été observé.

Uniquement les mesures avec r 2 > 0:5 sont gardées (ce qui est le cas partout ici). 20

Calcul du bruit Pour obtenir une image à une intensité moyenne nI donnée, où I est
l’intensité moyenne d’une seule image, nous sommons n images sur les 100 que comporte
la série. Nous avons au final 100

n
images reconstituées à l’intensité nI. 21 Nous effectuons

évidemment le même protocole pour différentes intensités.

Nous obtenons ainsi un écart-type et une moyenne des deux paramètres � et ' pour chaque
pixel à différents nombres de photons moyens < Ntot >.Une correction avec le coefficient de
Student sur l’écart-type est nécessaire pour les cas où le nombre de mesures est trop faible,
typiquement aux grandes intensités où le nombre de sommes possibles est faible.

Pour limiter la variation de < Ntot >, les pixels sont triés par intensité, puis nous traçons
la moyenne des valeurs obtenues pour les pixels à une intensité donnée, avec son écart-type. 22

Ce sont les écart-types, tracés sur la figure 2.6, qui donnent la précision de la mesure. Les
valeurs mesurées sur le montage sont cohérentes avec les calculs théoriques, confirmant le fait
que le bruit de la mesure dépend essentiellement du nombre de photons détectés et qu’aucun
autre effet n’est à prendre en considération.

Pour les mesures faites habituellement sur le montage, nous détectons entre 200000 et
300000 photons en binnant sur 10x10 pixels, en transmission, 23

�' = 1°

�� = 0:01 (2.58)

18. Un filtre neutre est placé en transmission pour obtenir le même niveau de signal vers l’avant et vers
l’arrière.

19. Il est donc possible de binner les pixels sur une grande zone de l’échantillon.
20. Une condition plus stricte sur ce critère de qualité (r2 > 0:9) donne les mêmes résultats.
21. Nous n’utilisons pas de somme ”glissante”pour augmenter le nombre de mesures, pour éviter une redon-

dance créant de fausses informations.
22. On peut aussi tracer les moyennes des valeurs obtenues pour les pixels d’une image en fonction de

l’intensité moyenne de cette image. Les courbes sont sensiblement les mêmes.
23. < Ntot >= nbinPNImean avec P = 36, N = 1, Imean � 60 à 80 en transmission aux puissances

d’excitation habituelles et nbin � 100 le nombre de pixels binnés. Donc < Ntot >� 200000 à 300000 à pour
une détection en transmission.
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Figure 2.6 – Précision de la mesure P-SHG en fonction du nombre de photons détectés : écart-type
des paramètres ' et �. La courbe théorique pour un bruit de Poisson (—) est comparée aux courbes
expérimentales (détection en transmission, analyse avec un ajustement — ou une FFT —). Fenêtre
en bleu : nombre de photons détectés habituellement. On obtient les mêmes résultats en épidétection
(B-SHG).

Si moins de photons sont détectés, par exemple 2 fois moins, ces écarts-types sont sensiblement
les mêmes.

Nous connaissons donc la précision de la mesure des paramètres P-SHG sur notre montage
expérimental. La précision des mesures ne dépend ni de la direction de collecte du signal, ni
de la méthode d’analyse. Ces mesures de précision ont été publiées dans l’annexe de [164].

IV.2 Erreur systématique

La détermination des paramètres ' et � présente une erreur systématique, due à la caracté-
risation de la polarisation incidente ou au bruit. Il faut donc ajouter cette erreur à l’incertitude
obtenue sur nos mesures.

IV.2.a. Paramètre '

L’erreur systématique sur l’orientation ' apparâıt lors de la caractérisation de la polarisation
incidente, décrite à la partie II.3.b. pour une polarisation linéaire, et est due à la fois

— à l’erreur de positionnement du cube analyseur sur les voies de détection

— à l’erreur de détermination de la position de la lame demi-onde pour obtenir une po-
larisation selon l’axe X (erreur d’ajustement de la courbe). Cette erreur est d’environ
1°.

Le signe de cette erreur systématique n’est pas connu.
Nous obtenons donc au final une erreur systématique �'syst � �1°, limitée par rapport

aux variances typiques observées.

IV.2.b. Paramètre �

L’erreur systématique sur l’anisotropie � est due à la présence d’un bruit constant sur
le nombre de photons détectés. Ce bruit est probablement relié au bruit de grenaille des
photomultiplicateurs, et à la lumière résiduelle (bruit de fond).

Ce bruit Ibruit = bImean est très faible par rapport à l’intensité moyenne Imean que l’on
peut obtenir, il correspond à environ 0.3 photons/pixel pour un temps d’intégration 10 �s,
pour des intensités de 10 à 50 photons/pixel. Le facteur b est donc compris entre 1 et 5%.
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CHAPITRE 2. MICROSCOPIE SHG RÉSOLUE EN POLARISATION (P-SHG)

En présence de ce bruit Ibruit , le rapport d’anisotropie obtenu est alors

�bruit =

√
1 + b + �1 + �2

1 + b � �1 + �2

(2.59)

Nous pouvons donc déduire l’expression de �bruit à l’aide d’un développement limité : nous
obtenons au final

�bruit = �� b�1

(1 + �1 + �2)(1� �1 + �2)
(2.60)

Pour les valeurs �1 = 0:19 et �2 = �0:27 choisies,

�bruit = �� 0:38b (2.61)

donc l’erreur systématique est ��syst = �0:38b : � est systématiquement sous-estimé en
présence de bruit . Pour un bruit tel que b = 3%, cela correspond à ��syst = �0:01.

L’erreur systématique dépend donc ici uniquement de la proportion de bruit dans le signal
d’intensité. Cette erreur ne peut donc être diminuée en binnant, mais reste limitée par rapport
à la variance observée.

Conclusion Nous avons donc vu comment les mesures P-SHG permettent d’obtenir des
informations sur le contenu du volume d’excitation, notamment sur la structure moléculaire
du collagène, son désordre et l’orientation 3D moyenne ('; ) des fibrilles dans ce volume, à
l’aide de trois paramètres quantitatifs :

— l’intensité moyenne Imean, déjà mesurée précédemment,

— le rapport d’anisotropie �,

— et l’orientation des fibrilles dans le plan de l’image '.

Tous les projets de ma thèse sont basés sur l’utilisation de la polarisation comme mode de
contraste en microscopie SHG, et en particulier à partir des informations obtenues en P-SHG
(c’est-à-dire avec une excitation en polarisation linéaire). Dans les deux prochains chapitres,
nous verrons

— Comment les paramètres du montage expérimental, en particulier les paramètres géo-
métriques tels que la direction de collecte ou la focalisation, influent sur les résultats
P-SHG obtenus en régime de forte focalisation (chapitre 3). Une fois ces paramètres
connus, les mesures P-SHG sont fiables.

— Comment cette technique permet de sonder l’organisation du collagène dans des sys-
tèmes modèles, mis au point au LCMCP, formant des phases cristal liquide ressemblant
à l’organisation observée dans les tissus (chapitre 4).

Nous présenterons dans le dernier chapitre (chapitre 5) une autre technique résolue en
polarisation, les mesures de différence circulaire (CD-SHG), utilisant cette fois des polarisations
incidentes circulaires. Cette technique tire parti de la chiralité du collagène pour déterminer sa
polarité dans le volume d’excitation.
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Chapitre 3

Rôle des paramètres géométriques en
P-SHG

Qui veut faire de grandes choses doit penser profondément
aux détails.

Paul Valéry
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Nous nous intéresserons dans ce chapitre aux différents paramètres pouvant influer sur les
mesures P-SHG.

Dans la première partie, nous montrerons d’abord la variabilité des résultats de mesures
P-SHG présentés dans la littérature. Nous identifions ensuite les paramètres pouvant influer sur
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ces mesures, tels que les propriétés optiques du tissu observé et les paramètres géométriques
du montage expérimental (focalisation et direction de collecte du signal).

Les effets des propriétés optiques des tissus sur le signal SHG détecté ont été étudié en
partie par Ivan Gusachenko lors de sa thèse [15]. Nous nous intéresserons dans cette étude à
l’effet des paramètres géométriques du montage sur les mesures P-SHG.

Pour cela, une approche analytique est présentée dans la deuxième partie. Des simulations
numériques sur des systèmes modèles (troisième partie), validées par des mesures expérimen-
tales (dernière partie), permettent ensuite de comprendre plus finement les effets de ces para-
mètres géométriques sur les mesures P-SHG et de les comparer aux autres facteurs pouvant
influer sur ces mesures.

Les principaux résultats de ce chapitre ont été publiés dans [164].

82



CHAPITRE 3. RÔLE DES PARAMÈTRES GÉOMÉTRIQUES EN P-SHG

I Paramètres influant sur les mesures P-SHG

Nous nous intéressons ici aux trois paramètres quantitatifs déterminés à partir du dia-
gramme d’intensité obtenu en P-SHG : l’intensité moyenne Imean, le paramètre d’anisotropie

� =
√

Ik
I?

et l’orientation moyenne ' des fibrilles dans le plan de l’image.

I.1 Variabilité des résultats dans la littérature

Les résultats des mesures P-SHG présentés dans la littérature sont très variables. On reporte
des valeurs de � comprises entre 1 et 2.6 pour des fibrilles de collagène de type I dans différents
tissus bien organisés et composés de fibrilles alignées les unes avec les autres (essentiellement
le tendon), pour des mesures en transmission (F-SHG), détaillées dans le tableau 3.1. Par
contre, la détermination de l’orientation moyenne ' des fibrilles dans le plan de l’image (XY )

semble robuste.

Nous avons aussi observé une variabilité des résultats de nos mesures P-SHG. Ivan Gu-
sachenko a montré lors de sa thèse [15] que les propriétés optiques des tissus influent sur la
détermination du paramètre d’anisotropie � et sur l’intensité moyenne Imean détectée dans
l’échantillon. Gaël Latour et coll. [8] ont aussi montré que l’anisotropie � mesurée dépend de
la direction de collecte, en donnant des mesures dans la cornée aux résultats différents pour
une collecte en transmission ou en épidétection.

Ces différents paramètres liés aux conditions expérimentales influent donc sur les mesures
P-SHG. Celles-ci dépendent à la fois des propriétés optiques de l’échantillon observé et de
la configuration géométrique du montage expérimental. Il faut étudier en détail l’effet de ces
paramètres sur la mesure pour pouvoir les prendre en compte.

I.2 Étapes de la construction du signal SHG
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Figure 3.1 – Différentes étapes de la contruction du signal SHG : la modification de paramètres à
l’une de ces étapes peut changer les résultats des mesures P-SHG.

Les mesures P-SHG dépendent des différentes étapes de la construction du signal SHG,
présentées sur la figure 3.1, c’est-à-dire de la configuration du champ électrique incident au
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Publication Type de tissus ob-
servé

Conditions ex-
périmentales (si
connues)

Valeur de � me-
surée

Lien et coll.
(2013) [165]

Tendon (queue de rat)
avec adaptation d’in-
dice dans un mélange
PBS/glycérol

Excitation à 890 nm,
objectif 40x (0.8). col-
lecte sur une ON 0.9,
avec analyse de la po-
larisation.

1.65

Gusachenko et
coll. (2012) [125]

Tendon étiré (queue de
rat)

Excitation à 860 nm,
objectif 20x (0.95). col-
lecte avec analyse de la
polarisation.

1.36�0.01

Latour et coll.
(2012) [8]

Cornée humaine ex vivo Excitation à 860 nm,
objectif 60x (1.2). col-
lecte sans analyse de la
polarisation.

1.2-1.3 (vers
l’arrière), 1.4-1.5
(vers l’avant)

Gusachenko et
coll. (2010) [11]

Tendon étiré (queue de
rat)

Excitation à 860 nm,
objectif 20x (0.95). col-
lecte avec analyse de la
polarisation.

1.4�0.03

Nadiarnykh et
coll. (2009) [166]

Tendon de queue de
souris (avec adaptation
d’indice dans un mé-
lange PBS/glycérol)

Excitation à 890 nm,
objectif 40x (0.8). col-
lecte sur une ON 0.9,
avec analyse de la po-
larisation.

1.5

Tiaho et coll.
(2007) [126]

Tendon (xénopus
adulte)

Excitation à 940 nm,
objectif 20x (0.7) ou
60x (0.9). collecte sur
une ON entre 0.5 et
1.4, sans analyse de la
polarisation. La condi-
tion de Kleinman est
vérifiée.

1.44

Williams et coll.
(2005) [139]

Tendon (queue de rat) Excitation à 780 nm,
objectif 20x (0.75).

2.6�0.2

Stoller et coll.
(2002, 2003)
[153, 161]

Tendon (queue de rat) Excitation à 800 nm,
avec une ON d’environ
0.4. collecte sans ana-
lyse de la polarisation.

1.4-1.5

Freund et coll.
(1986) [162]

Tendon (queue de rat) 1.8

Roth et coll.
(1979) [152]

Tendon étiré (queue de
rat)

Pas de microscope, fo-
calisation très modérée.
collecte avec analyse de
la polarisation.

entre 1 et 1.4

Table 3.1 – Différentes valeurs de � mesurées pour une collecte vers l’avant (en transmission), avec
ou sans analyse de la polarisation émise.
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niveau du volume d’excitation, de la construction cohérente du signal dans ce volume, et de
la propagation du signal SHG généré jusqu’à l’endroit où il est collecté.

Ainsi, les paramètres � et Imean peuvent être modifiés à l’une de ces trois étapes, par des
effets dûs à la forte focalisation ou aux propriétés optiques des tissus observés, et que l’on
décrit ci-dessous :

Modification de l’excitation La polarisation du faisceau incident peut être modifiée par le
tissu dans lequel elle se propage, à cause de la biréfringence et de la diatténuation
essentiellement [11]. Elle peut aussi être modifiée dans le cas d’une forte focalisation
du faisceau incident, nécessaire pour obtenir suffisamment de puissance dans le volume
d’excitation mais qui introduit des composantes axiales de la polarisation. De plus, l’in-
terface entre le milieu d’immersion et l’échantillon, puis la dispersion dans l’échantillon,
peuvent étaler et déformer le volume d’excitation et modifier l’intensité du signal SHG.

Construction du signal SHG La longueur de cohérence est différente pour une collecte vers
l’avant (F-SHG) ou vers l’arrière (B-SHG) donc la construction du signal peut se faire
différemment en fonction de la direction de collecte. D’autre part, les inhomogénéités
de l’échantillon à l’échelle du volume d’excitation donnent des résultats très variables en
fonction de leur position dans ce volume. Cela a été remarqué pour des fibrilles isolées,
par exemple [17].

Propagation du signal SHG émis Dans un tissu biréfringent par exemple, les diagrammes
d’émission depuis le volume d’excitation sont modifiés [11]. De même, le cross-talk entre
les deux composantes de la polarisation émise, liée à une anisotropie de la diffusion par
exemple, peut modifier ces diagrammes d’émission. Ici nous n’analysons pas la polarisa-
tion du signal émis, ni la distribution spatiale de l’émission SHG, donc nous ne prenons
pas ces effets en compte. Nous négligeons les autres effets du tissu sur cette polarisation.

Les différents effets cités ci-dessus, modifiant la construction du signal à l’une des trois
étapes principales présentées, vont être étudiés en détails dans les parties suivantes.

I.3 Effet des propriétés optiques des tissus

Les propriétés optiques du tissu imagé affectent bien sûr les mesures P-SHG puisqu’elles
peuvent modifier la polarisation incidente et la polarisation du signal SHG émis. De plus, plus
l’image se fait en profondeur, plus l’influence du tissu se fera sentir puisque la propagation
dans le tissu se fera sur une distance plus longue. L’effet de ces propriétés optiques des tissus
sur les mesures P-SHG a été étudié par Ivan Gusachenko pendant sa thèse [15].

La plupart de ces propriétés optiques ne modifient pas la forme de la courbe de l’intensité
SHG détectée en fonction de l’angle de la polarisation linéaire incidente, pour des mesures
P-SHG. Dans tous les cas,

I2!(�) = A cos(4�) + B cos(2�) + C (3.1)

dans les conditions de Kleinman, pour le cas particulier ' = 0° (fibrilles orientées selon l’axe X).
Remarquons que ici, Imean = C. D’après les équations 2.21 à 2.27 et les notations dans [15],

A =
K

2
[(
�� 1

2
)2 � 1]

B = 2K(
�� 1

2
)(
�+ 1

2
)

C =
K

2
[(
�� 1

2
)2 + 1] +K(

�+ 1

2
)2
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avec K un facteur de proportionnalité prenant en compte tous les paramètres explicités au cha-
pitre 2, partie I.3, et � l’anisotropie.

Seuls les paramètres A, B et C seront modifiés si la polarisation du signal incident ou émis
change, en fonction de la profondeur de l’image. Cela veut dire que seuls les paramètres � et
Imean seront modifiés [11].

La biréfringence d’un tissu, la diatténuation entre deux composantes orthogonales de la
polarisation incidente et la dispersion influent le plus sur les mesures P-SHG.

Nous nous intéresserons par la suite aux propriétés optiques de deux tissus : le tendon, qui
est essentiellement très biréfringent et dispersif ; et la cornée, que nous pouvons considérer
comme non biréfringente et un peu dispersive pour la propagation du faisceau incident.

I.3.a. Biréfringence

La biréfringence déphase les deux composantes perpendiculaires de la polarisation incidente
de �� = 2��n

�
Z ; avec Z la distance parcourue dans l’échantillon et �n = ne � no sa

biréfringence, comme décrit dans l’encart 1.3. Pour un échantillon avec son axe optique selon X
(tendon orienté dans cette direction par exemple), les composantes de la polarisation incidente
selon les axes X et Y vont donc se déphaser. Ainsi,

— Pour les mesures de P-SHG, une polarisation linéaire devient elliptique quand la profon-
deur d’imagerie dans l’échantillon augmente.

— Une polarisation circulaire se dégrade aussi assez vite, ce qui rend difficile les mesures
de différence circulaire dans de tels tissus (voir le chapitre 5).

Dans le tendon, �n = 0:007. Pour une excitation à �=860 nm, les deux composantes
du champ au carré seront déphasées de �� = 2� pour Z=60 �m. Cela veut dire qu’une
polarisation linéaire à 45° des axes X et Y devient circulaire après une propagation sur 30 �m
et inversement.
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Figure 3.2 – Modification de l’intensité SHG I(�) mesurée en profondeur dans le tendon, en fonction
de l’angle � de la polarisation incidente, le tendon étant orienté selon l’axe � = 0. Courbe verte :
� = 0 ; courbe bleue : � = �

4 ; courbe rouge : � = �
2 . On observe ici l’effet de la biréfringence

sur ce paramètre, en particulier pour une polarisation incidente à 45° des axes optiques. L’intensité
SHG moyenne oscillera donc avec la même période. La surface du tendon est à la profondeur z0
(pointillés). Le tendon a été légèrement étiré pour aligner les fibrilles de collagène. Extrait de [11].

Pour une excitation en onde plane avec une polarisation incidente linéaire modifiée par la
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biréfringence à la profondeur Z [11]

Abiref = A+K
�

4
(1� cos(��))

Bbiref = B
Cbiref = C �K�

4
(1� cos(��)) (3.2)

La détermination de � n’est pas impactée par ce phénomène car A+C reste constant. L’inten-
sité moyenne mesurée Imean, égale à C oscille en fonction de la profondeur d’imagerie Z, avec
une période 60 �m, comme on peut le deviner à partir des courbes présentées sur la figure 3.2.

D’autre part, les diagrammes d’émission du signal SHG seront modifiés, c’est pourquoi la
biréfringence est prise en compte dans nos simulations numériques.

I.3.b. Diatténuation

La diffusion et l’absorption du tissu dépendent de la direction de la polarisation. Ainsi, les
deux composantes orthogonales de la polarisation incidente (selon X et Y ) seront atténuées
en intensité avec des longueurs caractéristiques différentes : le pour l’onde extraordinaire, selon
X, et lo pour l’onde ordinaire. C’est ce que nous pouvons observer sur la figure 3.2 (courbes
verte et rouge). Nous noterons �l la différence de ces longueurs caractéristiques : 1

�l
= 1

le
� 1

lo

Figure 3.3 – Modification du paramètre d’anisotropie � mesuré en profondeur dans le tendon. Nous
observons ici l’effet de la diatténuation sur ce paramètre (courbe verte). Celle-ci est facilement corrigée
si la diatténuation du tissu est connue (courbe noire). La surface du tendon est à la profondeur z0
(pointillés). Le tendon a été légèrement étiré pour aligner les fibrilles de collagène. Extrait de [11].

On montre, pour une excitation en onde plane avec une polarisation incidente linéaire
modifiée par la diatténuation à la profondeur Z, que [11]

�diat $ �e
Z
�l (3.3)

� décrôıt alors exponentiellement avec la différence des longueurs caractéristiques. 1 La dé-
croissance exponentielle de � en fonction de la profondeur se voit très bien dans le tendon,
comme montré sur la figure 3.3.

La détermination des coefficients A, B et C est un peu plus compliquée. Il est possible
de montrer que l’intensité moyenne Imean décrôıt exponentiellement avec plusieurs longueurs
caractéristiques dépendant de le et lo .

1. On peut généraliser ce profil à toute forme de diatténuation de la polarisation incidente. Si l’intensité
de la polarisation selon X décrôıt telle que IX(Z) = fX(Z)IX(0), et IY (Z) = fY (Z)IY (0) pour la polarisation
selon Y , �(Z) = fX(Z)

fY (Z)
�(0).
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I.3.c. Dispersion et mauvaise adaptation d’indice

L’interface entre le milieu d’immersion et l’échantillon, puis la dispersion, modifient la
propagation du faisceau incident dans l’échantillon et étalent le volume d’excitation. La zone
sondée en un pixel sera donc plus importante, ce qui veut dire que

— l’intensité SHG générée sera plus faible,

— la détermination des autres paramètres P-SHG se fera sur un volume plus grand et
déformé.

I.3.d. Hétérogénéité de l’échantillon

Si l’échantillon observé est inhomogène, l’effet de ses propriétés optiques est difficile à
prédire puisqu’on ne sait pas dans quelle partie du tissu s’est propagé le signal. Les résultats
obtenus seront très variables en fonction de l’emplacement de la mesure.

Le groupe de V. Barzda s’intéresse par exemple au signal SHG venant de fibrilles isolées.
Il a montré récemment que les mesures de P-SHG sur ce type d’échantillon dépendaient de la
taille des fibrilles et des paramètres géométriques du montage expérimental [17].

D’autre part, des mesures préliminaires (en F-SHG) sur des fibrilles isolées, c’est-à-dire un
échantillon très inhomogène, effectuées au début de ma thèse, présentent une grande variabilité
de résultats. Nous trouvons en effet des valeurs d’anisotropie comprises entre 1.4 et 1.6 pour
des mesures en transmission, en prenant le signal venant de fibrilles entières.

Pour pouvoir modéliser de manière simple les milieux imagés, nous nous limitons donc à la
correction des propriétés optiques dans des milieux homogènes. Il est aussi possible de dévelop-
per des techniques d’optique adaptative pour corriger la déformation du volume d’excitation
en profondeur, permettant des mesures fiables même dans des tissus plus complexes [100].

I.4 Effets des paramètres géométriques du microscope

I.4.a. Différences F-SHG/B-SHG

La construction du signal se fait sur un volume différent en transmission (F-SHG) et en
épidétection (B-SHG), car la longueur de cohérence n’est pas la même dans les deux cas. Les
images B-SHG et F-SHG sont donc très différentes, comme nous en avons discuté au chapitre 2.

Malgré tout, les mesures P-SHG sont possibles pour ces deux voies de collecte, 2 et se
font avec un bon critère de qualité dans les deux cas, comme nous pouvons l’observer sur
la figure 3.4a.

Pour des tissus où la rétrodiffusion est limitée comme par exemple la cornée, les signaux
B-SHG et F-SHG sont bien séparés et les mesures effectuées sur les deux voies de collecte sont
effectivement comparables. Nous observons alors que l’orientation ' mesurée est la même dans
les deux cas, mais qu’il y a une différence d’anisotropie entre les mesures vers l’avant et vers
l’arrière [8]. Ces résultats sont présentés sur la figure 3.4b.

Les paramètres Imean et � dépendent donc de la direction de collecte du signal SHG.

2. Dans le cas d’échantillons minces ou peu diffusants, la mesure en transmission est possible. Mais la plupart
du temps, pour des échantillons biologiques épais et des mesures in vivo, seule la mesure en épidétection est
accessible.
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Figure 3.4 – Images P-SHG dans la cornée. (a) Les paramètres ' et � peuvent être extraits vers
l’avant (F-SHG) ou vers l’arrière (B-SHG), même si les deux images sont différentes. Dans les deux
cas, les trois paramètres peuvent être extraits du diagramme d’intensité. Ici, ' et � avec le critère
de qualité de la mesure. (b) L’orientation des fibrilles dans le plan de l’image ' est représentée par
des flèches noires superposées à l’image en intensité : mesure F-SHG, A et B-SHG, B. Anisotropie
� mesurée : mesure F-SHG, C et B-SHG, D. L’échelle de couleurs est identique sur les images C
et D. On retrouve les mêmes valeurs pour l’orientation dans le plan de l’image ' mais la valeur
d’anisotropie � mesurée est différente vers l’avant et vers l’arrière. Tiré de [8].

I.4.b. Effet de la focalisation

Les mêmes simulations numériques du groupe de V. Barzda ont montré que le résultat de
la mesure de � dépend des ouvertures numériques (ON) d’excitation et de collecte [17].

La variabilité des résultats des mesures P-SHG présentées dans la partie I.1, toutes effec-
tuées dans la même direction de collecte et pour une bonne partie dans le même tissu (le
tendon), tend à valider l’effet de la focalisation et des propriétés des tissus observés sur la
mesure de ces paramètres.

Nous nous sommes donc penchés sur les effets de la focalisation et de la direction de collecte
du signal sur la détermination des paramètres P-SHG, et notamment du rapport d’anisotropie
�. Nous nous intéressons en particulier à ce paramètre car il peut donner un grand nombre
d’informations sur l’organisation dans le volume d’excitation sondé : structure moléculaire des
fibrilles de collagène, désordre et orientation hors-plan  de ces fibrilles 3.

Nous avons d’abord mis en place une approche qualitative expliquant ces effets (partie II),
puis validé celle-ci par des simulations numériques (partie III). Des mesures expérimentales ont
ensuite été effectuées (partie IV) pour valider ces résultats numériques, mais aussi comparer
les effets des paramètres géométriques du montage expérimental aux effets des propriétés des
tissus biologiques habituellement observés, pour une imagerie en profondeur.

II Approche qualitative

Nous nous plaçons dans les mêmes conditions qu’au chapitre 2 : nous considérons un tissu
homogène, ne présentant pas de désordre, et composé de fibrilles alignées dans le volume

3. C’est-à-dire leur distribution tridimensionnelle en combinant cette information avec l’orientation ' dans
le plan de l’image.
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d’excitation. Nous ne considérons pas ici tous les phénomènes dûs aux propriétés du tissu, tels
que la biréfringence, la dispersion, ou une mauvaise adaptation d’indices.

II.1 Champ au niveau du plan focal (et dans le volume d’excitation)

II.1.a. Apparition d’une composante axiale de la polarisation

Considérons une onde incidente plane, présentant une polarisation linéaire ~Einc , selon l’axe
X par exemple, en pupille arrière de l’objectif. Le fait de focaliser ensuite très fortement le
faisceau incident va donner une onde quasi sphérique. La polarisation suit la direction des
plans d’onde, donc la polarisation linéaire incidente est penchée par rapport au plan de l’image
(XY ) et une composante axiale selon Z apparâıt, comme le montre la figure 3.5.

Figure 3.5 – Apparition d’une composante axiale de la polarisation. Quelle est sa distribution dans
le volume d’excitation ?

Il faut calculer la distribution d’intensité de cette composante axiale au niveau du volume
d’excitation pour prédire son effet sur la génération de signal SHG.

II.1.b. Faisceau gaussien : polarisation dans le volume d’excitation

Pour cela, nous modélisons le faisceau focalisé par un faisceau gaussien de col très petit
et de zone de Rayleigh très fine [167]. Le champ ~Ef oc au niveau du plan focal résulte de
l’interférence de la lumière venant des différents points en sortie d’objectif, dont 5 points
particuliers (1-5) sont représentés sur la figure 3.6.

Sur ce front d’onde en sortie d’objectif, à la distance ~r du point focal, le champ au niveau
du point p s’écrit dans le repère (XY Z)

Ae�i!t

 cos(�)

sin(�) sin(�)

sin(�) cos(�)

 (3.4)

Donc, en un point du plan focal de coordonnées (�X;�Y ), le champ vaut ~Ef oc avec

EX =

∫
�;�

Ae i(krp�!t) cos(�)d�d�

EZ =

∫
�;�

Ae i(krp�!t) sin(�) cos(�)d�d� (3.5)
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Figure 3.6 – Allure du champ au niveau du volume d’excitation pour un faisceau gaussien : calcul du
champ en faisant interférer les rayons venant de différents points du front d’onde sphérique loin du
plan focal. Adapté de [167].

avec rp � r + �X sin(�) + �Y sin(�). Nous ne discuterons pas de la composante EY ici. 4

EX =

∫ �0

�=��0

∫ �0

�=��0

Ae i(kr�!t) exp[k�X sin(�)] exp[k�Y sin(�)] cos(�)d�d�

EZ =

∫ �0

�=��0

∫ �0

�=��0

Ae i(kr�!t) exp[k�X sin(�)] exp[k�Y sin(�)] sin(�) cos(�)d�d�

soit

EX = 4Ae i(kr�!t)
∫ �0

�=0

cos[k�X sin(�)] cos(�)d�

∫ �0

�=0

cos[k�Y sin(�)]d�

EZ = 4iAe i(kr�!t)
∫ �0

�=0

sin[k�X sin(�)] sin(�)d�

∫ �0

�=0

cos[k�Y sin(�)] cos(�)d�

Dans le volume d’excitation, au niveau du plan de l’image, la composante EX a donc une
distribution symétrique par rapport aux axes X et Y .

La composante axiale EZ est quant à elle déphasée de ��
2

par rapport à EX , et a une
distribution antisymétrique autour d’un des deux axes, Y ici.

II.2 Polarisation induite et paramètre d’anisotropie �

Dans la mesure où nous avons démontré l’existence d’un champ selon Z, d’autres com-
posantes du tenseur dans (XY Z) doivent être prises en compte pour calculer la réponse
SHG. Au final les 27 composantes du tenseur décrivant le phénomène de SHG, donné au cha-
pitre 2, équation 2.5, doivent être considérées.

Il est évidemment compliqué de comprendre ce qui se passe dans un cas très général.
Pour simplifier les calculs, nous nous plaçons donc dans les conditions de Kleinman. Dans ces
conditions, �(2)

xyy = �
(2)
yxy et les composantes chirales du tenseur s’annulent (�(2)

yzx). De plus,
nous étudierons deux cas particuliers :

— fibrilles alignées dans le plan de l’image (XY ), selon l’axe X :  = 0. Dans ce cas, quel
sera l’effet de la focalisation sur le paramètre d’anisotropie � mesuré en P-SHG ?

— fibrilles alignées perpendiculaires à ce plan (XY ), selon l’axe Z :  = �
2

. Si la focalisation
est négligée, nous nous attendons à ne détecter aucune intensité. En fait, nous observons

4. Celle-ci est négligeable devant EZ , elle-même très petite devant EX dans le cadre de l’approximation
paraxiale.
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expérimentalement du signal SHG dans le cas d’une forte focalisation (environ 20-30%
du signal obtenu pour  = 0).

Nous déterminons le rapport d’anisotropie � à partir de la définition � =
√

I2!(')
I2!('+ �

2
)
=

√
Ik
I?

,

donnée dans la partie I.3 du chapitre précédent (chapitre 2).

II.2.a. Fibrilles dans le plan (XY )

 = 0, donc sin = 0, ce qui élimine un grand nombre des composantes du tenseur �(2)

dans le repère (XY Z). Les composantes non nulles du tenseur sont donc

�
(2)
XXX = �(2)

xxx

�
(2)
XY Y = �

(2)
Y Y X = �

(2)
Y XY = �(2)

xyy = �(2)
yxy

�
(2)
ZXZ = �

(2)
ZZX = �

(2)
XZZ = �(2)

xyy = �(2)
yxy

Excitation selon X (Ik) Le champ électrique incident dans le volume d’excitation ~Ef oc a
une composante selon X et une composante selon Z.

Dans ce cas, la polarisation induite s’écrit

P 2!
X = �

(2)
XXX(E

!
X)

2 + �
(2)
XZZ(E

!
Z)

2

P 2!
Y = 0

P 2!
Z = 2�

(2)
ZZXE

!
XE

!
Z (3.6)

Excitation selon Y (I?) Le champ électrique incident dans le volume d’excitation ~Ef oc a
une composante selon Y et une composante selon Z.

Dans ce cas, la polarisation induite s’écrit

P 2!
X = �

(2)
XY Y (E

!
Y )

2 + �
(2)
XZZ(E

!
Z)

2

P 2!
Y = 0

P 2!
Z = 0 (3.7)

Effet de la focalisation sur l’anisotropie La composante P 2!
X est légèrement modifiée

par �(2)
XZZ(E

!
Z)

2, à la fois pour des excitations parallèle et perpendiculaire aux fibrilles. Nous
pouvons donc raisonnablement supposer que cela modifiera peu �.

Par contre, pour une excitation parallèle aux fibrilles, donnant une intensité Ik, une com-
posante axiale de la polarisation P 2!

Z apparâıt. Celle-ci rayonne donc aux grandes ouvertures
numériques et est déphasée de ��

2
(�
2

vers l’avant et ��
2

vers l’arrière) par rapport aux autres
composantes de la polarisation induite, car elle dépend de E!Z qui est asymétrique par rapport
aux directions de collecte.

Vers l’avant, l’intensité totale est donc plus importante : � est surestimé, surtout aux
grandes ouvertures numériques de collecte. Nous remarquons l’effet inverse vers l’arrière, tou-
jours aux grandes ouvertures numériques de collecte. Plus la focalisation est forte, plus ces
effets sont importants.
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II.2.b. Fibrilles orientées selon Z

 = �
2

, donc cos = 0, ce qui élimine un grand nombre des composantes du tenseur �(2)

dans le repère (XY Z). Les composantes non nulles du tenseur sont alors

�
(2)
XXZ = �

(2)
XZX = �

(2)
ZXX = �(2)

xyy = �(2)
yxy

�
(2)
Y Y Z = �

(2)
Y ZY = �

(2)
ZY Y = �(2)

xyy = �(2)
yxy

�
(2)
ZZZ = �(2)

xxx

Excitation selon X (Ik) Le champ électrique incident dans le volume d’excitation ~Ef oc a
une composante selon X et une composante selon Z.

Dans ce cas la polarisation induite s’écrit

P 2!
X = 2�

(2)
XZXE

!
XE

!
Z

P 2!
Y = 0

P 2!
Z = �

(2)
ZXX(E

!
X)

2 (3.8)

Excitation selon Y (I?) Le champ électrique incident dans le volume d’excitation ~Ef oc a
une composante selon Y et une composante selon Z.

Dans ce cas, la polarisation induite s’écrit

P 2!
X = 0

P 2!
Y = 2�

(2)
Y ZY E

!
Y E

!
Z

P 2!
Z = �

(2)
ZY Y (E

!
Y )

2 (3.9)

Effet de la focalisation sur l’anisotropie Comme �(2)
ZXX = �

(2)
XZX = �

(2)
ZY Y = �

(2)
Y ZY

dans ces conditions, les intensités pour une excitation selon X ou Y sont égales et � = 1.
L’ouverture numérique d’excitation n’a ici pas d’importance, tant qu’on détecte tout le signal
émis.

Effet de la focalisation sur l’intensité SHG moyenne Les polarisations induites sont non
nulles, et on verra plus loin que Imean( = �

2
) � 0:25Imean( = 0).

Ces deux exemples démontrent donc qualitativement que les paramètres géométriques du
microscope peuvent modifier les mesures P-SHG. Cependant, seules des simulations numé-
riques permettent une analyse complète de ces effets.

III Simulations numériques

Les simulations numériques ont été faites dans les conditions données au chapitre 2, en
considérant un tissu modélisé comme un milieu homogène, ne présentant aucun désordre
et composés de fibrilles alignées les unes avec les autres dans le volume d’excitation. Il est
possible de faire des simulations numériques prenant en compte les interfaces dans des milieux
hétérogènes, mais cela est en dehors du cadre de notre étude.
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Ces simulations numériques permettent de prendre en compte une partie des propriétés
optiques du tissu qui peuvent influencer sur la propagation : biréfringence, dispersion ou milieu
d’immersion d’indice différent [15].

Dans un premier temps, nous négligerons les effets de la propagation optique dans le
tissu et nous considèrerons que les fibrilles sont dans le plan de l’image [164], pour pouvoir
comprendre les effets de la focalisation sur la mesure P-SHG.

Nous nous intéresserons ensuite à des fibrilles faisant un angle  par rapport au plan de
l’image et nous calculerons les paramètres � et Imean en fonction de cet angle, en prenant la
focalisation en compte puisque le calcul analytique ne suffit pas à expliquer l’évolution de ces
paramètres.

III.1 Principe du calcul
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Figure 3.7 – Étapes du calcul, schématisées ici dans le cas d’une collecte en transmission (F-SHG).
Pour une collecte vers l’arrière (B-SHG), il suffit de remplacer � par � + �. Plus de détails sur le
calcul dans [15].

Les étapes du calcul, représentées sur la figure 3.7, sont les suivantes :

1. Le point de départ du calcul est le champ incident en pupille arrière de l’objectif ~Einc ,
que l’on transforme en une onde sphérique convergeant au niveau du plan focal.

2. Pour une position donnée de l’objectif, c’est-à-dire une profondeur donnée dans le tissu,
la propagation de cette onde sphérique est calculée, d’abord dans le milieu d’immer-
sion, puis dans le tissu, jusqu’au niveau du plan focal. De l’objectif à l’interface milieu
d’immersion/tissu, la propagation est décrite simplement avec une représentation en
ondes planes. Les conditions aux limites sont utilisées pour obtenir le champ dans le
tissu juste après l’interface. Le champ focal ~Ef oc est ensuite calculé avec une méthode
similaire, mais avec des opérateurs de propagations différents pour les ondes ordinaire
et extraordinaire, pour pouvoir tenir compte de l’anisotropie du tissu [168].
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3. La polarisation non linéaire peut ensuite être calculée à partir de ce champ incident.

4. La radiation de cette polarisation est calculée avec la méthode de Clemmow [169, 170].
On obtient un diagramme d’intensité I
 pour une excitation avec une polarisation don-
née, avec 
 = (�;	) la direction de collecte. Pour ne pas compliquer le calcul, on
suppose que la collecte se fait dans le tissu, en corrigeant son ouverture numérique.

5. On calcule l’intensité totale collectée I à une ouverture numérique donnée en intégrant
I
 sur tout l’angle solide de collecte.

Le détail de ces différentes étapes est donné dans la thèse d’Ivan Gusachenko, qui a mis en
place ces simulations numériques pour étudier les effets des propriétés optiques des tissus [15].

Ici, nous calculons � et Imean en fonction des différents paramètres géométriques du mi-
croscope.

Nous utiliserons comme à la partie précédente les notations k, resp. ?, pour une excitation
~Einc en pupille arrière de l’objectif avec une polarisation linéaire parallèle, resp. orthogonale, à la
direction des fibrilles (donc selon X, resp. selon Y ). En effet, pour n’importe quelle polarisation
en pupille arrière de l’objectif ~Einc , le champ focalisé peut être décomposé en une combinaison
linéaire de ~Ef oc;k et ~Ef oc;?.

— Pour une polarisation linéaire en pupille arrière orientée selon un angle � par rapport à
l’axe X,

~Ef oc(�) = ~Ef oc;k cos(�) + ~Ef oc;? sin(�) (3.10)

— Pour une polarisation circulaire droite ou gauche,

~Ef oc(�) = ~Ef oc;k � i ~Ef oc;? (3.11)

III.2 Calcul du champ focalisé

Pour simplifier, nous supposons que le milieu d’immersion est de même indice optique
que le tissu dans lequel est focalisé le faisceau incident, et que celui-ci ne présente pas de
biréfringence ni de dispersion.

Nous présentons ici le calcul pour une polarisation incidente linéaire k (selon X), qui donne
un champ ~Ef oc;k au niveau du volume d’excitation. La figure 3.8 montre les trois composantes
EX;k, EY;k et EZ;k de ce champ :

~Ef oc;k = EX;k ~X + EY;k~Y + EZ;k ~Z

avec ~X, ~Y et ~Z les vecteurs unitaires selon les axes X, Y et Z. Leurs modules et leurs phases
sont représentés dans les plans (XY ) et (XZ) (sauf pour EY;k pour lequel un plan parallèle
est utilisé).

La phase de la composante principale, EX;k, est fixée à zéro sur tout le volume d’excitation,
afin de pouvoir comparer les phases des différentes composantes du champ.

Le champ focalisé a donc bien les mêmes caractéristiques que celles intuitées à la partie II.1 :
une composante axiale EZ;k apparâıt. Cette composante est déphasée de ��

2
par rapport à la

composante principale EX;k et a une distribution antisymétrique autour du plan (Y Z).
Elle est non négligeable pour une forte focalisation, puisque pour une ON de 1.2, jEZ;kj =

0:3jEX;kj. C’est donc une correction à l’ordre 1.
La composante EY;k est par contre négligeable (jEY;kj = 0:05jEX;kj), mais sera quand

même prise en compte dans les calculs. Elle sera considérée comme une correction à l’ordre 2.
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Figure 3.8 – Champ ~Ef oc;k au niveau du volume d’excitation, pour une focalisation avec une ON
1.2. Les pointillés donnent la position de chaque plan d’observation. Le module de chacune des
composantes est représenté par l’intensité de la couleur et normalisé à 1, le facteur multiplicatif
étant indiqué en gras. La phase est codée à l’aide d’une échelle de couleur, et est comparée à la
phase de EX;k fixée à 0 sur tout le volume.

III.3 Polarisation non linéaire induite

La polarisation induite dépendra donc de toutes les combinaisons de deux des composantes
de ~Ef oc;k et ~Ef oc;?, que nous pouvons trier par ordre de grandeur :

EX;k = EY;? ordre 0

EZ;k = EZ;? ordre 1

EY;k = EX;? ordre 2 (3.12)

Nous pouvons trier ces 21 combinaisons en fonction de leur ordre de correction

3 termes d’ordre 0 EX;kEY;?; E2
X;k; E

2
Y;?

4 termes d’ordre 1 EZ;kEX;k; EZ;kEY;?; EZ;?EX;k; EZ;?EY;?

7 termes d’ordre 2 EZ;kEZ;?; E2
Z;k; E

2
Z;?; EX;kEY;k; EX;?EY;?; EX;kEX;?; EY;kEY;?

4 termes d’ordre 3 EZ;kEY;k; EZ;kEX;?; EZ;?EY;k; EZ;?EX;?

3 termes d’ordre 4 EX;?EY;k; E2
Y;k; E

2
X;? (3.13)

Le calcul à l’ordre 0 correspond aux calculs analytiques en ondes planes faits précédemment,
sans prendre la focalisation en compte (polarisation et détection dans le plan de l’image).
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Il suffit ensuite de calculer les différentes composantes de la polarisation induite aux diffé-
rents ordres, en prenant en compte les termes utiles correspondants

P 2!
I =

∑
J;K

∑
orientation=k;?

�
(2)
IJKEJ;orientationEK;orientation (3.14)

Pour comprendre les effets dus à la focalisation au premier ordre, nous étudions essentiel-
lement la contribution des termes croisés du champ focalisé à l’ordre 1 dans P 2!

Z et aux ordres
1 et 2 dans P 2!

X et P 2!
Y .

III.4 Effets de la focalisation en P-SHG : milieu modèle.

Comme précédemment, nous nous intéressons ici à un tissu modèle non dispersif, non
biréfringent, de même indice que le milieu d’immersion et contenant des fibrilles alignées les
unes avec les autres selon la direction X, comme représenté sur la figure 3.7. Nous nous plaçons
de plus dans les conditions de Kleinman.

III.4.a. Radiation dans une direction donnée

Le champ émis dans une direction donnée par les paramètres (�;	) peut se calculer, dans
un milieu biréfringent, à partir des radiations ordinaire (o) et extraordinaire (e) :

1. La polarisation induite est intégrée dans tout le volume d’excitation,

2. Puis les facteurs de Clemmow sont utilisés pour calculer les deux radiations ordinaire et
extraordinaire, en champ lointain [15].

3. Enfin, l’intensité I(�;	) en un point en champ lointain est obtenue.

En pratique, nous effectuons d’abord les étapes 1 et 2 sur les différents termes présents
dans la polarisation induite, et nous additionnons ensuite ces termes intégrés, pour pouvoir
calculer facilement les résultats à différents ordres de correction.

III.4.b. Diagrammes d’émission vers l’avant (F-SHG) et vers l’arrière (B-SHG)

Dans ce cas, pour une excitation avec une polarisation linéaire à l’angle � par rapport à
l’axe X (en pupille arrière de l’objectif), la polarisation induite s’écrit

P 2!
X / (�E2

X;k + E
2
Y;k + E

2
Z;k) cos

2 �

+(�E2
X;? + E2

Y;? + E2
Z;?) sin

2 �

+2(�EX;kEX;? + EY;kEY;? + EZ;?EZ;k) cos � sin �

P 2!
Y / 2EZ;kEY;k cos

2 � + 2EX;?EY;? sin
2 �

+2(EX;kEY;? + EY;kEX;?) cos � sin �

P 2!
Z / 2EX;kEZ;k cos

2 � + 2EX;?EZ;? sin
2 �

+2(EX;kEZ;? + EZ;kEX;?) cos � sin � (3.15)

avec �f ib le paramètre d’anisotropie intrinsèque à une fibrille de collagène, défini dans la par-
tie I.3.

Les termes en rouge sont les termes présents dans le calcul analytique négligeant la foca-
lisation (onde plane), présenté dans la partie I.2 (termes croisés du champ focal à l’ordre 0).
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Les termes en bleu sont les corrections au premier ordre de la focalisation, dont nous avons
discuté dans la partie II.2.a. (termes croisés du champ focal à l’ordre 1 dans P 2!

Z et à l’ordre
2 dans P 2!

X et P 2!
Y ). 5 Les termes d’ordres supérieurs sont en noir.

Il faut observer plus finement les diagrammes d’émission de ces termes correctifs, donnés
sur la figure 3.9, pour comprendre comment ces nouveaux termes modifient le signal SHG
induit.

— Les termes EX;kEZ;k et EX;kEZ;? ont une distribution antisymétrique dans le volume
d’excitation (figure 3.9b1 et b2). Leur distribution spatiale en intensité est donc symé-
trique mais leur phase passe de �

2
à ��

2
d’un côté à l’autre du plan de symétrie. En

champ lointain, le diagramme d’émission a alors une symétrie similaire. De plus, ces
termes étant orientés dans la direction axiale (dans P 2!

Z ), ils présentent un déphasage
de � entre l’émission en transmission (F-SHG) et l’émission épidétectée (B-SHG) (fi-
gure 3.9d1 et d2).

— Les termes E2
Z;k et E2

Z;? ont une distribution symétrique dans le volume d’excitation
(figure 3.9a2 et a3). En champ lointain, le diagramme d’émission a une symétrie similaire
(figure 3.9c2 et c3). Il n’y a pas de déphasage entre les signaux collectés en F-SHG et
B-SHG car ici ces termes sont dans P 2!

X . Les deux diagrammes d’émission sont donc en
phase avec le diagramme de EX;k.

Tous ces termes correctifs (au premier ordre) donnent un signal SHG irradiant aux grands
angles, avec quasiment pas d’intensité aux petites ON de collecte. Ils influent donc sur le
paramètre d’anisotropie et les mesures P-SHG uniquement aux grandes ON de collecte.

Influence de ces termes sur l’intensité calculée et l’anisotropie � Nous pouvons esti-
mer l’effet de ces termes additionnels sur la valeur mesurée de � en regardant la distribution

spatiale du rapport d’intensité
√

Ik

I?
en champ lointain sur l’ON de collecte, représenté sur

la figure 3.10a. En effet, � =
√

Ik
I?

, où Ik (resp. I?) est obtenu par intégration de Ik(�;	)

(resp. I?(�;	)) sur l’angle solide correspondant à la collecte.

Pour simplifier, nous nous intéressons aux termes correspondants à une excitation selon
X (� = 0) ou Y (� = �

2
). Les termes E2

X;k, E
2
Z;k et EX;kEZ;k apparaissent pour une excita-

tion parallèle aux fibrilles, selon X, donc contribuent à Ik. Les termes E2
Y;?(= E2

X;k) et E2
Z;?

apparaissent pour une excitation selon Y , donc contribuent à I?.

— Dans le calcul analytique, seuls les termes en rouge apparaissent. On a alors � = �f ib.

— Le terme EX;kEZ;k contribue à la composante axiale de la polarisation induite : il est
donc positif pour une collecte en transmission, et négatif en épidétection. Ce terme
augmente donc Ik par rapport à I?, c’est-à-dire augmente �, en F-SHG. En épidétection
(B-SHG), ce même terme diminue Ik par rapport à I? à cause du déphasage de � de
son diagramme d’émission par rapport aux autres contributions. � est alors sous-estimé.

— L’effet des termes E2
Z;k et E2

Z;? sur le rapport
√

Ik

I?
est plus difficile à prendre en compte,

mais moins important.

Au final, nous nous attendons à surestimer l’anisotropie en F-SHG et à la sous-estimer en
B-SHG. Ces effets ont lieu aux grandes ON de collecte, puisque les termes correctifs irradient
aux grands angles. Ils sont plus importants si la focalisation est plus importante, car ils sont

5. Le terme EZ;?EZ;k est en fait négligeable car le recouvrement spatial entre EZ;k et EZ;? est très faible.
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Figure 3.9 – (a,b) Distribution dans le volume d’excitation et (c,d) diagrammes d’émission corres-
pondants des différentes composantes de la polarisation induite ~P 2! : (a,c) selon X et (b,d) selon
Z. Les termes dans le calcul en ondes planes sont E2

X;k = E2
Y;? = EX;kEY;? (a1,c1). Les termes

résultants d’une correction au premier ordre prenant la focalisation en compte sont E2
Z;k (a2,c2),

E2
Z;? (a3,c3), EX;kEZ;k (b1,d1) et EX;kEZ;? (b2,d2). Distribution de la polarisation induite dans le

volume d’excitation : le module est représenté par l’intensité de la couleur et normalisé à 1 (facteur
multiplicatif indiqué en bas à droite), et la phase est codée sur la même échelle de couleur que
précédemment. Diagrammes d’émission en intensité : le cercle noir en trait plein correspond à une
ON de collecte 1.2. Calcul pour une ON d’excitation 1.2, en champ lointain.
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dus à l’apparition d’une composante axiale de la polarisation incidente au niveau du volume
d’excitation.

L’orientation dans le plan de l’image ' mesurée est inchangée ici. En effet, nous sommes
ici dans les conditions de Kleinman, loin des résonances. Toutes les composantes du tenseur
�(2) sont donc réelles, ce qui veut dire que �, qui est le rapport entre deux de ces composantes,
est réel. Il n’y a donc aucun déphasage d’un terme par rapport à l’autre dans l’intensité I(�),
et ' n’est pas modifié.

III.4.c. Paramètre d’anisotropie mesuré �

Nous calculons finalement le paramètre d’anisotropie obtenu pour différentes ouvertures
numériques d’excitation, et une collecte en transmission ou en épidétection avec différentes
ouvertures numériques.
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Figure 3.10 – Paramètre d’anisotropie mesuré en fonction de différents paramètres géométriques :
ONs d’excitation et de collecte, direction de collecte. (a) Distribution spatiale du rapport d’intensité√

Ik
I?

sur l’ouverture numérique de collecte, en transmission (F-SHG) et en épidétection (B-SHG).
Cercle noir en trait plein : ON de collecte 1.2 ; cercle noir en pointillés : ON de collecte 0.8. Calcul pour
une ON d’excitation 1.2. (b) Paramètre d’anisotropie � mesuré en fonction de l’ON de collecte, de
la direction de collecte et de l’ON d’excitation. En traits pleins, mesure en transmission (F-SHG) ; en
traits pointillés, mesure en épidétection (B-SHG). Valeur intrinsèque mesurée avec des ondes planes :
�f ib =1.36. Les valeurs de � pour une ON de collecte 0.8 ou 1.2 sont indiquées par respectivement
le trait en pointillés noir et le trait plein noir.

L’évolution de � en fonction de ces paramètres, donnée sur la figure 3.10, correspond bien
à ce qui est attendu d’après les diagrammes d’émission des corrections au premier ordre :

— Ce paramètre est modifié pour de fortes focalisations, puisque c’est la composante axiale
de la polarisation incidente qui change le signal SHG induit.

— Ce phénomène est visible aux grandes ouvertures numériques de collecte, car une com-
posante axiale de la polarisation induite, irradiant aux grands angles, apparâıt.

— Ce paramètre est surestimé en transmission et sous-estimé en épidétection, à cause du
déphasage de la composante axiale de la polarisation incidente.
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III.5 Cas de fibrilles hors du plan de l’image

Dans le cas où les fibrilles composant le milieu homogène ne sont plus dans le plan de
l’image, mais font un angle  avec ce plan, de nouvelles composantes du tenseur doivent être
prises en compte. Nous nous plaçons par ailleurs dans la symétrie de Kleinman, comme dans
la partie précédente. Le tenseur donné à l’équation 2.5 a alors 14 composantes non nulles 6.

Le principe du calcul est exactement le même que précédemment. La polarisation induite,
et donc l’intensité du signal SHG collecté, dépend aussi maintenant de l’angle  . Nous ne
donnerons pas l’expression de ses différentes composantes car elle devient assez lourde.

La figure 3.11 donne l’évolution des deux paramètres P-SHG, Imean et �, en fonction de cet
angle hors-plan  et la compare aux résultats analytiques présentés dans la partie I.3. Les simu-
lations numériques prenant la forte focalisation en compte permettent d’expliquer l’évolution
de ces paramètres en fonction de  , ce qui n’est pas possible avec le calcul analytique.
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Figure 3.11 – Evolution de l’intensité SHG moyenne Imean normalisée et de l’anisotropie mesurée
� en fonction de l’angle hors-plan des fibrilles  : calcul analytique en ondes planes et simulations
numériques pour une ON d’excitation 1.2 (F-SHG et B-SHG). Nous prenons �f ib = 1:36.

En effet, l’intensité SHG moyenne Imean n’est plus nulle pour des fibrilles complètement
perpendiculaires au plan de l’image, car le champ incident dans le volume d’excitation possède
une composante axiale dans ce cas le long des fibrilles. Le calcul de l’anisotropie est alors
possible dans ce cas. Celle-ci vaut � = 1.

Au final, la focalisation diminue le contraste de la courbe Imean( ). De plus, pour des
angles  entre 0 et �

2
, l’anisotropie est modifiée de différentes manières par la focalisation :

— Comme nous l’avons vu à la partie précédente, pour des fibrilles dans le plan de l’image
( = 0), � est surestimé ou sous-estimé par rapport à sa valeur attendue en fonction
des paramètres géométriques de la mesure.

— Pour des fibrilles perpendiculaires à ce plan ( = �
2

), l’anisotropie mesurée sera toujours
égale à 1.

— Pour des positions intermédiaires, à cause des composantes du tenseur n’apparaissant
que pour des angles entre 0 et �

2
, � augmente puis diminue.

Le contraste de la courbe �( ) est donc plus faible que dans le cas analytique.

6. Il y a 12 composantes chirales nulles ici et la composante Y Y Y , toujours nulle.
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IV Résultats expérimentaux

Ces simulations numériques ont été comparées à des mesures expérimentales dans des
tissus modèles contenant du collagène de type I : le tendon et la cornée.

Nous nous plaçons dans un cas similaire à celui de la partie III.4 : nous considérons un
milieu homogène, avec des fibrilles alignées dans le plan de l’image, dans les conditions de
Kleinman. C’est pourquoi nous avons choisi ces tissus qui contiennent des fibrilles alignées les
unes avec les autres dans le plan de l’image, et qui sont homogènes à l’échelle du volume
d’excitation. Évidemment, ces deux tissus présentent tout de même de la dispersion, et de la
biréfringence pour le tendon, dont on tiendra compte dans les simulations numériques.

Cette vérification expérimentale nous permet donc d’estimer les effets des paramètres géo-
métriques (focalisation et direction de collecte) et ceux des propriétés optiques des tissus sur
les mesures P-SHG, dans des tissus observés régulièrement et des conditions expérimentales
habituelles.

L’anisotropie � a été mesurée à différentes profondeurs dans ces tissus, pour différentes
ouvertures numériques d’excitation, à la fois en transmission (F-SHG) et en épidétection (B-
SHG). Ces mesures ont été comparées à la valeur attendue donnée par des simulations numé-
riques prenant en compte les propriétés optiques de ces deux tissus.

IV.1 Tissus modèles : tendon et cornée

Les deux tissus choisis, la cornée et le tendon, ont une structure suffisamment simple pour
les utiliser comme échantillons modèles. Leur structure a été décrite de façon détaillée dans
la partie I.2.d. du chapitre 1, et est rappelée sur la figure 3.12.

OBJECTIF

(a) Tendon.

OBJECTIF

(b) Cornée.

Figure 3.12 – Structure des tissus modèles utilisés : tendon et cornée. Si la focalisation se fait à
l’intérieur d’une lamelle, la cornée peut être considérée comme un tissu homogène et composé de
fibrilles alignées dans le plan de l’image, comme le tendon. La taille des fibrilles n’est pas à l’échelle
sur les schémas, il y a un grand nombre de fibrilles dans le volume d’excitation.

IV.1.a. Tendon

Le tendon est homogène et est composé de fibres de collagène alignées les unes avec les
autres. Il est donc très biréfringent.

Conditions expérimentales Les tendons utilisés ont été extraits de queues de rat Sprague-
Dawley (femelles d’environ 300g), gardées congelées jusqu’à dissection. Ils ont ensuite été
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conservés à 4� dans une solution contenant 50% de glycérol et 50 % de PBS (Phosphate
Buffer Saline).

Le tendon est très diffusant. La solution glycérol/PBS permet une adaptation d’indice
qui évite le mélange entre signal B-SHG et signal F-SHG rétrodiffusé, plus important. Pour
cela, il faut laisser le tendon au moins une nuit dans la solution de PBS/glycérol avant de
l’observer. [171]

Des billes de latex fluorescentes (diamètre 1 �m, L1030, Sigma-Aldrich) ont été déposées
à la surface de l’échantillon pour pouvoir retrouver la même zone d’imagerie avec les différents
objectifs utilisés. Nous pouvons les observer avec le signal 2PEF, qu’on détecte en même temps
que le signal SHG.

De plus, nous étirons le tendon avant imagerie pour éliminer les ondulations caractéristiques
de ce tissu et s’assurer que les fibrilles de collagène sont bien alignées les unes par rapport
aux autres, sans désordre. Nous le plaçons ensuite entre deux lamelles de microscope, dans la
même solution PBS/glycérol, pour l’imager.

IV.1.b. Cornée

La cornée possède une organisation en contreplaqué, composée de lamelles dans lesquelles
les fibrilles sont alignées les unes avec les autres. À l’intérieur d’une lamelle, si celle-ci est suffi-
samment épaisse, le contenu du volume d’excitation est donc homogène. Les fibrilles sont dans
le plan de l’image. Nous n’observons pas de biréfringence car le faisceau d’excitation traverse
un grand nombre de lamelles d’orientations différentes pour observer le tissu en profondeur,
ce qui modifie peu sa polarisation. De plus, il n’y a pas besoin de faire d’adaptation d’indice
puisque la cornée est par nature transparente.

Conditions expérimentales Les cornées observées sont des cornées humaines impropres à
la transplantation à cause d’une faible densité de cellules endothéliales. Elles ont été obte-
nues à la Banque Française des Yeux (BFY), puis ont été fixées dans une solution à 4% de
paraformaldhyde (PFA) et conservées à 4� dans une solution de PFA à 1%.

Leurs surfaces ont été marquées comme pour le tendon avec les mêmes billes fluorescentes.
Les cornées ont ensuite été placées entre deux lamelles de microscope pour imagerie.

Les images ont été faites côté postérieur de la cornée (près de l’endothélium) car les lamelles
y sont le plus épaisses, avec une épaisseur de 2 à 3 �m. Dans ce cas, le volume d’excitation
peut être contenu dans une lamelle.

IV.2 Modélisation des tissus

Il faut déterminer les propriétés optiques de ces deux tissus pour pouvoir calculer le signal
SHG émis et les paramètres P-SHG à différentes profondeurs dans l’échantillon.

Les paramètres utilisés pour les simulations numériques ont été extraits de la littérature
(pour le collagène et la composition des tissus) et de la base de donnée refractiveindex.info [110]
(pour l’eau et le glycérol).

Le milieu d’immersion est ici de l’eau.
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Eau Glycérol

430 nm 1.341 1.4792

860 nm 1.328 1.4654

Dispersion (%) 1 1

Table 3.2 – Indices de réfraction et dispersion de l’eau et du glycérol.

IV.2.a. Indices de réfraction et dispersion

Nous utilisons la loi des mélanges de Gladstone et Dale pour déterminer les indices de
réfraction de nos deux tissus modèles. Cette loi dit que l’indice de réfraction n est la moyenne
pondérée des indices ni des différents composants i avec leur fraction volumique fi .

n =
∑
i

fini (3.16)

avec
∑

i fi = 1. Il suffit donc de connâıtre les composants du tissu et leurs fractions volumiques
pour connâıtre son indice optique.

Nous nous intéressons ici à la dispersion entre l’onde incidente, à la fréquence !, et l’onde
SHG à 2!. Nous quantifions donc la dispersion avec le paramètre

d =
n2! � n!
n2!

(3.17)

donné en %.
Tous les indices de réfraction donnés ici sont les indices aux longueurs d’onde 430 nm (2!)

et 860 nm (!) 7.

Tendon Le tendon est composée de fibrilles de collagène, immergées dans la solution d’adap-
tation d’indice composée de 50% de PBS (indice de l’eau) et de 50% de glycérol.

Nous déterminons la proportion de collagène, liée à la taille des fibrilles et à la compacité,
à partir des images de coupes de tendon en microscopie électronique (voir la figure 1.19a) [80,
173]. Nous trouvons 70-80% de fibrilles de collagène en volume.

L’indice du collagène et sa dispersion ont été mesurés dans la sclère, qui a une composition
similaire au tendon [174]. Nous obtenons un indice 1.474/ à 589nm et une dispersion de 3%
entre 430 nm et 860 nm. La mesure est cohérente avec celle faite dans la cornée à 587.6 nm
(indice 1.47 [47], 1.41 [172]).

Nous connaissons la dispersion de l’eau et du glycérol, ainsi que leurs indices optiques,
donnés dans le tableau 3.2 [110].

L’indice du tendon vaut donc 1.44 à 860 nm et 1.48 à 430 nm, soit une dispersion de
3%.

Cornée Dans la partie postérieure du stroma, l’indice de réfraction mesuré est 1.375 à 589
nm [175].

La cornée est composée de fibrilles de collagène et d’un milieu extrafibrillaire composé
essentiellement d’eau. Il faut connâıtre la proportion de collagène pour en déduire la dispersion

7. Sachant que dans la plupart des articles cités, la mesure a été faite au réfractomètre sur une raie
caractéristique... sans préciser la longueur d’onde utilisée ou en utilisant des indices cryptiques pour la retrouver !
Un exemple parlant : [172].
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du milieu : dans la littérature des fractions volumiques de 20 à 25% de fibrilles de collagène
sont données, cohérentes avec la loi de Gladstone et Dale et les indices connus des fibrilles de
collagène et du milieu extrafibrillaire [47, 172].

L’indice de la cornée vaut donc 1.365 à 860 nm et 1.386 à 430 nm, soit une dispersion
de 1.5%.

IV.2.b. Biréfringence

La biréfringence est définie par �n! = n!e � n!o , avec n!e l’indice extraordinaire et n!o
l’indice ordinaire pour le faisceau d’excitation, comme décrit dans l’encart 1.3.

Dans le tendon, �n = 0:007 [11]. Dans la cornée, nous n’observons pas de biréfringence,
car les lamelles sont toutes dans des directions orthogonales.

IV.2.c. Paramètre d’anisotropie intrinsèque

Le paramètre d’anisotropie mesuré sans focalisation est �f ib = 1:36 (valeur mesurée dans
le tendon étiré et dans la cornée) [8, 15]. Nous utilisons cette valeur pour la cornée.

Dans le tendon, l’adaptation d’indice induit un gonflement [171], et nous considérons que
ce gonflement entrâıne l’apparition de désordre d’orientations dans l’échantillon. Les simula-
tions numériques ont donc été effectuées avec une valeur intrinsèque �f ib = 1:5, légèrement
plus grande pour prendre en compte l’augmentation de � avec le désordre (voir la partie I.3
du chapitre 2 et [11]).

IV.3 Paramètres expérimentaux et analyse des images

IV.3.a. Protocole de mesure

Les mesures expérimentales ont été effectuées sur le montage décrit au chapitre 2, partie II.

Nous changeons l’ouverture numérique (ON) d’excitation (c’est-à-dire la focalisation) en
changeant l’objectif. Nous utilisons ici les trois objectifs décrits dans le tableau 2.1, tous à
immersion à eau. La taille du volume d’excitation change donc avec l’ON choisie.

Toutes les images P-SHG ont été acquises avec 36 angles d’excitation régulièrement espacés
entre 0°et 360°. Les images ont été prises sur la même zone carréeXY centrée dans l’échantillon
(72 �m � 72 �m, soit � 200�200 pixels), avec la même taille pixel et le même temps
d’intégration par pixel, à différentes profondeurs Z dans l’échantillon (pas 1 ou 5 �m) et avec
les trois objectifs.

Les mesures en transmission (F-SHG) se font avec une ouverture numérique de collecte
d’environ 1.3 (condenseur rapproché le plus possible de l’échantillon). En épidétection (B-
SHG), l’ON de collecte correspond à l’ON d’excitation.

IV.3.b. Analyse des images

La zone imagée est divisée en 100 sous-zones carrées (7.2 �m � 7.2 �m, soit un binning
sur � 20�20 pixels). Les paramètres P-SHG ' et � ont été extraits pour chacune de ces
sous-zones, à chaque profondeur. Toutes les mesures avec trop peu d’intensité, saturées, ou
déterminées avec un mauvais critère de qualité r 2 ont été éliminées.

Dans le tendon, la valeur moyenne du rapport d’anisotropie � est calculée à chaque pro-
fondeur, en ne gardant que les valeurs avec un critère de qualité r 2 supérieur à 0.95.
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Dans la cornée, nous utilisons ce critère de qualité pour discriminer les pixels avec un
volume d’excitation dans une lamelle et ceux recouvrant partiellement deux lamelles. En effet,
il a été montré que, si le volume d’excitation recouvre deux lamelles et contient alors des
fibrilles dans deux directions perpendiculaires, le rapport d’anisotropie mesuré diminue, ainsi
que la qualité de sa détermination (voir la figure 7 de [8]). Nous gardons donc les valeurs de
� déterminées avec un critère de qualité r 2 > 0:99 (F-SHG) ou r 2 > 0:95 (B-SHG), et nous
calculons la valeur moyenne de ces résultats sur toute la profondeur d’imagerie.

IV.4 Résultats

La comparaison des résultats expérimentaux et des résultats des simulations numériques
dans les mêmes conditions est présentée sur la figure 3.13 pour le paramètre d’anisotropie �.
Comme prévu, la détermination de l’orientation ' dans le plan de l’image n’est pas impactée
par la forte focalisation, ni par les propriétés optiques du tissu pour une imagerie en profondeur.

F-SHG

B -SHG

Tendon Cornée
OaN

ObN

OcN

OdN

0.95 1.1 1.2

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1.0

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

30 40 50 60 70 80 90 100
1.0

1.1

1.2

1.3

1.4

30 40 50 60 70 80 90 100
1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

P
ar

am
èt

re

d
xa

n
is

o
tr

o
p

ie
ρ

Simulationssnumériques

Mesuressexpérimentales

Simulationssnumériques

Mesuressexpérimentales

ONsdxexcitations:

Profondeurs:ssssssssssssssOµmN

Profondeurs:ssssssssssssssOµmN

Profondeurs:ssssssssssssssOµmN

Profondeurs:ssssssssssssssOµmN

P
ar

am
èt

re

d
xa

n
is

o
tr

o
p

ie
ρ

P
ar

am
èt

re

d
xa

n
is

o
tr

o
p

ie
ρ

P
ar

am
èt

re

d
xa

n
is

o
tr

o
p

ie
ρ

P
ar

am
èt

re

d
xa

n
is

o
tr

o
p

ie
ρ

Figure 3.13 – Comparaison des résultats expérimentaux et des simulations numériques pour nos deux
tissus modèles, le tendon (a,b) et la cornée (c,d). La valeur intrinsèque de � choisie est donnée par
la ligne grise. La profondeur dans le tissu Z est donnée dans tous les cas par le déplacement de
l’objectif dZobj : Z = dZobj

ntissu
neau

. dZobj = 0 �m correspond à la surface de l’échantillon. (a,c)
résultat des simulations numériques, (b,d) valeur expérimentale moyenne du paramètre d’anisotropie
� à différentes profondeurs dans l’échantillon, pour chacun des trois objectifs et une détection en
transmission (F-SHG) ou en épidétection (B-SHG).
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IV.4.a. Tendon

Dans le tendon, la valeur du rapport d’anisotropie � donnée par les simulations numériques
à chaque profondeur est représentée sur la figure 3.13a, et comparée à la valeur moyenne
mesurée, représentée sur la figure 3.13b. La qualité de la détermination expérimentale de �
est r 2 � 0:98, sauf pour le premier point, proche de la surface. Nous observons, en accord
avec les résultats des simulations numériques, que l’anisotropie mesurée est bien surestimée
en transmission, et sous-estimée en épidétection. L’ON d’excitation ne semble pas avoir un
effet prépondérant ici. Les résultats numériques et expérimentaux sont cohérents, sauf pour la
courbe mesurée avec l’objectif 20x (ON 0.95), qui présente un décalage. Ceci est probablement
dû au fait que le volume d’excitation est plus grand dans ce cas, et donc la mesure est plus
sensible au désordre, ce qui peut surestimer la valeur de � mesurée.

IV.4.b. Cornée

Dans la cornée, les valeurs numériques et expérimentales de � sont représentées sur les
figures 3.13c et d respectivement. Nous observons les mêmes résultats qualitatifs que pour le
tendon : � est surestimé en transmission, sous-estimé en épidétection, et l’ON d’excitation a
peu d’effets.

Les courbes expérimentales diffèrent néanmoins des courbes simulées, puisque la cornée
n’est pas un milieu homogène à proprement parler, contrairement au milieu considéré pour les
simulations numériques. Comme nous pouvons l’observer sur la figure 3.13, entre deux lamelles,
le volume d’excitation contient des fibrilles dans deux directions perpendiculaires : � est sous-
estimé et déterminé avec un facteur de qualité r 2 moins bon, comme expliqué à la partie
précédente. 8 Il est donc plus judicieux de comparer les valeurs moyennes de � uniquement
dans les lamelles (milieu homogène), sur toute la profondeur d’imagerie, c’est-à-dire en ne
gardant que les valeurs mesurées avec un très bon facteur de qualité r 2. Dans ce cas, nous
obtenons des résultats expérimentaux et numériques cohérents, donnés dans le tableau 3.3.

Objectif F-SHG B-SHG
(ON d’excitation) Simulations

numériques
Mesures expé-
rimentales

Simulations
numériques

mesures expé-
rimentales

20x (0.95) 1.45 1.45 � 0.09 1.29 1.22 � 0.03

40x (1.1) 1.46 1.5 � 0.07 1.29 1.27 � 0.04

60x (1.2) 1.46 1.47 � 0.05 1.28 1.25 � 0.08

Table 3.3 – Comparaison des résultats numériques et expérimentaux dans la cornée. Ces valeurs de
� sont obtenues par moyennage des valeurs sur toute la profondeur d’imagerie (de 30 �m à 100 �m
de profondeur), avec un r2 suffisamment grand pour les valeurs expérimentales (mesures dans une
lamelle).

8. La courbe mesurée avec l’objectif 20x (ON 0.95) est plus lissée, à cause du volume d’excitation plus
important.
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IV.5 Conclusion

IV.5.a. Effet de la focalisation

Tous nos résultats expérimentaux sont cohérents avec les résultats des simulations numé-
riques prenant la focalisation en compte.

Cela confirme que la détermination de l’anisotropie � est surtout affectée par la forte foca-
lisation du faisceau d’excitation. Nous observons bien des effets opposés pour une détection en
transmission ou en épidétection, dûs à la phase opposée des termes correctifs de la polarisation
non linéaire pour une détection vers l’avant ou vers l’arrière. En pratique, dans des conditions
expérimentales usuelles, � est donc surestimé pour une mesure en transmission, et sous-estimé
pour une mesure en épidétection. Ces effets sont plus importants pour des ouvertures numé-
riques d’excitation et de collecte plus grandes selon nos simulations numériques, mais nous ne
l’avons pas observé expérimentalement. Ceci peut être attribué aux effets de dispersion et aux
aberrations, dûs aux propriétés optiques des tissus biologiques, qui déforment le volume d’ex-
citation de façon plus importante aux fortes ouvertures numériques. La distribution spatiale
de l’excitation en profondeur dans ces tissus est alors bien différente de celle représentée sur
la figure 3.8, calculée sans prendre en compte la différence d’indice du milieu d’immersion et
du tissu ni les aberrations dues à la propagation dans le tissu.

IV.5.b. Effet des propriétés optiques des tissus

Les résultats dans le tendon montrent que la valeur mesurée de � est aussi affectée par
les propriétés optiques de ce tissu, même en régime de forte focalisation. Ainsi, nous voyons
bien sur les courbes �(Z), données sur les figures 3.13a et b, l’effet de la biréfringence sur la
détermination de �. Les valeurs expérimentales et numériques oscillent avec une période de �
30 �m, correspondant à la biréfringence rapportée dans le tendon, dont nous avons discuté
dans la partie I.3.

Conclusion Les mesures de l’anisotropie � et de l’intensité SHG moyenne Imean dépendent
essentiellement des propriétés optiques des tissus pour une imagerie en profondeur et de la
géométrie du montage expérimental. La mesure de l’orientation des fibrilles dans le plan de
l’image, ', n’est pas impactée.

La validité des mesures P-SHG doit donc être systématiquement questionnée, notamment
si les paramètres géométriques varient ou si on observe un tissu aux propriétés optiques particu-
lières. Ceci est crucial pour des mesures dans des tissus in vivo où seul le signal SHG détecté en
épidétection (B-SHG) est disponible. Cette étude nous permet de déterminer comment obtenir
des mesures P-SHG reproductibles. Il faut notamment toujours utiliser les mêmes conditions
expérimentales. Dans ce cas, si l’anisotropie a été mesurée sur un montage expérimental de
référence et dans un système modèle, pour des fibrilles alignées dans le plan de l’image, comme
c’est le cas ici pour le collagène, le paramètre � donne des informations fiables sur la distribu-
tion 3D dans le volume d’excitation (désordre et orientation moyenne par rapport au plan de
l’image), si celle-ci est homogène.
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Il est possible, dans un second temps, de prendre en compte l’hétérogénéité du milieu
observé dans le volume d’excitation, en mettant en place des simulations numériques permettre
de décrire des hétérogénéités simples, telles que des interfaces.
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Chapitre 4

Étude d’échantillons modèles de
collagène

La Nature, trésor inépuisable des couleurs et des sons, des
formes et des rythmes, modèle inégalé de développement
total et de variation perpétuelle, la Nature est la suprême
ressource !

Olivier Messiaen
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I.2 Synthèse de matrices organisées de collagène in vitro . . . . . . 114

II Imagerie SHG de ces échantillons organisés . . . . . . . . . . . 118

II.1 Protocole expérimental et microcellules observées . . . . . . . . 118

II.2 Informations obtenues en SHG . . . . . . . . . . . . . . . . . . 120

II.3 Conservation de l’organisation en contreplaqué après fibrillogenèse123
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Dans ce chapitre, nous nous intéressons à des échantillons modèles biomimétiques à base
de collagène de type I. Tous les travaux qui y sont présentés ont été effectués en collaboration
avec Gervaise Mosser, François Portier et Aurélien Tidu, de l’équipe ”Matériaux et biologie”du
LCMCP. Nous nous intéressons ici à la synthèse de tels échantillons dans le but de reproduire
in vitro des tissus tels que la cornée ou l’os. L’observation par microscopie SHG de l’orga-
nisation de ces échantillons permet en effet de guider la synthèse de matrices reproduisant
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l’organisation 3D très spécifique de tissus tels que la cornée. De plus, ces échantillons sont de
bons modèles pour tester l’intérêt des mesures P-SHG, calibrer nos mesures et comprendre
plus fondamentalement les phénomènes observés.

Pour synthétiser des organisations de collagène biomimétiques, il est nécessaire d’être ca-
pable d’organiser et de densifier de façon fiable le collagène. Les gels de collagène habituelle-
ment utilisés sont en effet très peu denses et désordonnés en comparaison des tissus.

Nous présentons dans la première partie une méthode pour organiser le collagène tirant
parti du fait que les triples hélices de collagène s’auto-organisent en solution dense. Cette
auto-organisation du collagène dépend des conditions physico-chimiques.

Il a déjà été montré que la microscopie SHG est un bon moyen d’observer l’organisation
tridimensionnelle de ce type de structures [157]. La deuxième partie rappelle les informations
obtenues et les mesures possibles avec cette technique.

La microscopie P-SHG apporte ici une résolution en polarisation qui pourrait nous donner
des informations complémentaires sur l’organisation 3D de l’échantillon dans le volume d’exci-
tation. La troisième partie présente des calculs analytiques, des simulations numériques et des
mesures expérimentales P-SHG effectuées dans des échantillons présentant une organisation en
contreplaqué. Nous montrerons qu’il est alors possible de caractériser de façon exhaustive les
transitions de phases entre les différentes organisations observées, en étant assuré de repérer
toutes ces transitions. Les principaux résultats de cette partie ont été publiés dans [176].

Enfin, dans la dernière partie de ce chapitre, nous présentons des échantillons modèles
composés d’un mélange collagène/gélatine. En effet, le collagène est difficile à stériliser sans le
dénaturer, et cher à produire. Il peut être judicieux d’en remplacer une partie par de la gélatine.
Nous montrons que nous arrivons à garder une auto-organisation dans ces échantillons malgré
la présence de gélatine.
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I Synthèse contrôlée d’échantillons organisés de colla-
gène

Dans les tissus, le collagène est très dense (concentration autour de 100 mg/mL 1) et
organisé de manière spécifique à chaque type de tissu. Le problème est que la plupart des gels de
collagène utilisés dans la littérature pour reproduire ou mimer ces tissus ont une concentration
entre 5 mg/mL et 10 mg/mL [19], car les solutions à des concentrations supérieures sont
difficiles à manipuler. Ces gels lâches subissent une réorganisation, notamment une rétraction,
quand ils sont ensemencés de cellules. De plus, ils sont au final peu organisés en 3D, et il
faut utiliser différentes techniques pouvant altérer la molécule de collagène pour induire une
organisation [177]. Ainsi, les techniques de freeze casting [178, 179] et d’electrospinning [180]
peuvent dénaturer le collagène [181, 182] ou empêcher la fibrillogenèse. On peut aussi effectuer
un alignement mécanique ou une extrusion, qui sont des techniques plus douces, pour créer
des structures simples [183–185], ou appliquer un champ magnétique [186].

Ces techniques ne permettent cependant pas de reproduire certaines organisations com-
plexes. Il faut donc un moyen pour obtenir des solutions de collagène de concentration similaire
à celles observées dans les tissus, avec une organisation contrôlée.

Nous présentons ici une technique de synthèse de matrices organisées de collagène, déve-
loppée par Gervaise Mosser au LCMCP, qui permet, en particulier, de tester le lien entre les
conditions physico-chimiques de synthèse et l’organisation observée.

Puisque nous nous intéressons ici au collagène de type I, nous partons de collagène purifié
à partir de tendon de queue de rat, que nous solubilisons et ensuite purifions dans une solution
d’acide acétique à 500 mM (pH=2.5). Nous obtenons alors une solution de 2-3 mg/mL de
collagène sous forme de triples hélices dans l’acide acétique. Il suffit de dialyser cette solution
contre une autre solution pour obtenir du collagène dans d’autres conditions physico-chimiques.

I.1 Lien entre conditions physico-chimiques et organisation du colla-
gène

I.1.a. Test de différentes conditions physico-chimiques : microcellules

La méthode développée par Gervaise Mosser permet de concentrer et d’auto-organiser le
collagène, tout en apportant la possibilité d’observer l’organisation du collagène sur une gamme
de concentrations [63].

Celle-ci consiste à injecter continument du collagène, pendant quelques jours 2, dans une
microcellule composée de deux lamelles de verre de 5 cm sur 2 cm et séparées d’environ 0.3
mm, représentée sur la figure 4.1. L’espace entre les lamelles va donc se remplir de collagène.
L’équilibre entre l’injection continue de collagène et l’évaporation aux interfaces air-liquide,
des deux côtés, permet de densifier la solution au fil du temps et de créer un gradient de
concentration du centre aux interfaces. Nous obtenons au final des concentrations de collagène
de quelques centaines de mg/mL près des interfaces. L’organisation du collagène est alors
directement observable en microscopie en lumière polarisée ou en microscopie SHG.

1. Cette concentration peut être mesurée en dosant la quantité d’hydroxyproline, ou elle peut être déduite
de la comparaison avec des échantillons modèles.

2. La durée d’injection est contrôlée et est habituellement de 4 jours pour obtenir une organisation en
contreplaqué, et de 5 à 10 jours dans la condition menant à des phases cholestériques.
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injection de collagène

évaporation

évaporation

Figure 4.1 – Microcellule composée de deux lamelles de verre et permettant la concentration du colla-
gène. Les gradients de concentrations sont représentés par les flèches noires. Taille de la microcellule :
environ 2 cm sur 0.7 cm, avec une épaisseur d’environ 0.3 mm.

Ainsi, nous pouvons étudier l’organisation du collagène dans différentes conditions physico-
chimiques (en choisissant la solution dans laquelle on prépare le collagène), et à différentes
concentrations (grâce au gradient de concentration et en contrôlant le temps d’injection). Nous
pouvons donc déterminer de cette manière les conditions optimales nécessaires à l’obtention
d’une organisation donnée.

I.1.b. Organisations observées en solution dense

Il a été montré que l’organisation du collagène de type I dans les solutions à l’intérieur des
microcellules dépend de différents paramètres, comme le type d’acide utilisé (force et nature
de l’acide et force ionique de la solution), sa concentration, ainsi que la concentration de
collagène [63, 187–189].

Dans les conditions physico-chimiques choisies, à haute concentration de collagène, nous
retrouvons les organisations suivantes (décrites plus en détail dans l’encart 4.1) :

— une organisation de type contreplaqué, similaire à celle observée dans la cornée, dans
une solution d’acide acétique à 10 mM et d’acide chlorhydrique à 0.3 mM (pH=3.2),

— une organisation cholestérique, similaire à ce qu’on peut voir dans l’os compact, dans
une solution d’acide acétique à 500 mM (pH=2.5),

— pour des concentrations de collagène plus faibles, nous retrouvons un liquide isotrope.

Il y a donc des transitions de phases à des concentrations de collagène données, que nous
pouvons analyser [63, 64].

I.2 Synthèse de matrices organisées de collagène in vitro

Une fois déterminées les conditions optimales d’obtention d’une organisation donnée de
collagène, nous pouvons nous en rapprocher plus simplement en concentrant le collagène par
centrifugation filtration dans le bon solvant. 3 Nous obtenons alors une solution organisée de
triples hélices de collagène, qu’il est relativement aisé de faire fibriller in situ à l’aide de vapeur
d’ammoniac. Au final, nous obtenons une matrice de collagène mise en forme, potentiellement
organisée dans des conditions permettant d’atteindre le but défini, et qui peut être colonisée
par des cellules pour former à terme un tissu.

3. Avec cette méthode, nous savons exactement dans quelles conditions physico-chimiques nous sommes,
quelle que soit la concentration de collagène.
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Encart 4.1 – Organisation cristal liquide

Un cristal liquide combine les propriétés d’un solide cristallin et celles d’un liquide. On
parle de phase mésomorphe. Les molécules le composant sont organisées les unes par
rapport aux autres, avec un certain désordre à courte portée. La plupart du temps, c’est
l’anisotropie de ces molécules qui, se répercutant sur les forces entre molécules, crée un
ordre à grande portée.
Les triples hélices de collagène forment des structures lyotropes, c’est-à-dire qui dépendent
de la concentration de collagène et du solvant utilisé. Nous parlerons ici essentiellement
de trois types d’organisations du collagène :

— Une organisation nématique en contreplaqué. Les triples hélices s’organisent
en couches. Dans chaque couche, toutes les molécules sont alignées, mais
il n’y a pas d’ordre de position (Structure nématique). Deux couches su-
perposées ont deux directions différentes. Nous parlerons ici de contrepla-
qués avec des couches orthogonales les unes par rapport aux autres. La
direction perpendiculaire aux couches est l’axe directeur du contreplaqué.

— Une organisation cholestérique, où la direction des triples hélices change
continument en tournant autour d’un axe directeur (Structure chirale nématique).

— La phase isotrope, qui correspond à un liquide classique désordonné.

Pour des matériaux composés de collagène fibrillé, on parle plutôt d’organisation stabilisée
de type cristal liquide puisque les fibrilles sont fixes les unes par rapport aux autres (plus
de désordre dynamique à courte portée).
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Le principe de la synthèse in vitro est donc complètement différent de la synthèse in vivo,
présentée au premier chapitre (partie I.3.a.). La comparaison de ces deux synthèses est donnée
sur la figure 4.2.

En pratique, il est difficile de relier les conditions physico-chimiques de synthèse des matrices
de collagène à leurs propriétés. Par exemple, nous pouvons contrôler empiriquement la forme,
la résistance à la traction ou la transparence de matrices ressemblant à la cornée, mais les
phénomènes observés ne sont pas compris théoriquement [190].

I.2.a. Protocole de fibrillogenèse in vitro

Le mécanisme de la fibrillogenèse in vivo est donnée au premier chapitre, partie I.3.b..

In vitro, nous partons généralement de collagène de type I extrait de tendon de queue
de rat et purifié dans l’acide acétique 500 mM (pH=2.5). Le collagène est alors sous forme
de triples hélices. Pour induire une fibrillogenèse, nous ajoutons de la soude, ou plaçons la
solution sous vapeur d’ammoniac, tous les deux basiques, pour augmenter le pH jusqu’à 7-7.5.
La fibrillogenèse peut avoir lieu à des pH plus faibles (6-6.5) mais sera plus lente [16].

Le résultat obtenu dépend ensuite de la concentration de collagène en solution. Par exemple,
pour obtenir des fibrilles isolées, c’est-à-dire réaliser une fibrillogenèse en milieu peu dense,
nous partons d’une solution acide de collagène à environ 1 mg/mL. Une vérification de la
formation effective de fibrilles peut être effectuée par microscopie électronique ou microscopie
SHG [16, 191].

Ici, pour éviter la dilution due à l’ajout de soude, nous faisons fibriller in situ la solution
dense (plusieurs centaines de mg/mL) organisée de triples hélices de collagène en la plaçant
sous vapeur d’ammoniac. Nous obtenons une matrice de collagène fibrillé bien organisée, pré-
sentant la même organisation que la solution de triples hélices initiale. Cette organisation après
fibrillogenèse a été vérifiée par microscopie SHG sur des coupes semi-fines ou des microcellules
entières, comme nous le verrons dans la suite de ce chapitre (partie II.3) [192].

I.2.b. Ajout de cellules

Il est ensuite possible de cultiver des cellules adéquates (kératocytes pour la cornée, fi-
broblastes pour la peau...) sur ces matrices. Cependant, ces cellules ont du mal à migrer à
l’intérieur de la matrice déjà formée.

Les méthodes usuelles présentées dans la littérature, comme par exemple les méthodes
de bioprinting présentées dans [193] ou celle développée chez 3DFAB à Lyon, contournent
ce problème puisque les cellules sont ajoutées avant la fibrillogenèse. Nous formons donc une
matrice de collagène désordonnée, mais les cellules peuvent migrer facilement à l’intérieur de
la solution initiale et sont bien positionnées une fois la matrice fibrillée. Ces cellules peuvent
ensuite réorganiser la matrice de l’intérieur. Par contre, la réorganisation de la matrice par ces
cellules est lente (elle prend quelques semaines) et forme le plus souvent des tissus ressemblant
à de la peau, avec une structure désordonnée.
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Conclusion La méthode présentée ci-dessus permet de créer in vitro des échantillons biomi-
métiques ayant des structures proches de celle de la cornée (contreplaqué nématique) ou de
l’os (cholestérique).

Chaînes α

Triple hélice

assemblage en

triples hélices

sortie de la cellule (vésicules)

et clivage des propeptides

assemblage en fibrilles

organisation des fibrilles entre les cellules

IN VIVO IN VITRO

solution de collagène

en milieu acide

concentration

organisation 

des triples hélices

Triple hélice

fibrillogenèse

pH ↗

- cofibrillogenèse

- interactions avec les cellules

- nature et concentration 

de l'acide

- concentration de collagène

Contrôle de la structure

Figure 4.2 – Comparaison de la synthèse du collagène in vivo et de sa reproduction in vitro.

Même si nous connaissons en partie l’organisation de ces échantillons modèles, il faut la
caractériser précisément, et en particulier être capable de repérer de façon fiable des transitions
de phases et des structures caractéristiques. Nous saurons ainsi dans quelles conditions physico-
chimiques nous placer pour obtenir l’organisation souhaitée. Pour cela, nous nous intéressons
donc au test de différentes conditions physico-chimiques en observant des solutions de triples
hélices de collagène dans les microcellules (étape décrite dans la partie I.1).
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II Imagerie SHG de ces échantillons organisés

Les techniques habituellement utilisées pour observer ce type d’échantillons sont la micro-
scopie électronique et la microscopie en lumière polarisée.

La microscopie électronique permet d’observer ce type de structure à l’échelle molécu-
laire, sur des sections 2D ultrafines d’échantillons. L’observation n’est, par contre, pas directe,
puisqu’il faut fixer les solutions denses observées, devant éventuellement être préalablement
fibrillées 4, placer l’échantillon dans une résine, puis en faire des coupes fines. De plus, puisqu’il
faut faire un compromis entre champ de vue et résolution, il est difficile d’avoir une vision
claire de l’organisation à grande échelle.

La microscopie polarisée, en mesurant la biréfringence de l’échantillon, permet de repérer
des structures cristal liquide directement dans la microcellule. On a un grand champ de vue
(quasiment toute la microcelulle), mais on visualise toute l’épaisseur de celle-ci à la fois, donc
sans résolution 3D.

L’intérêt de la microscopie SHG est de combiner un champ de vue raisonnable (optique),
avec une résolution 3D, sans aucun marquage ou aucune modification de l’échantillon. Nous
verrons plus tard que les mesures SHG résolues en polarisation (P-SHG) nous donnent encore
plus d’informations sur l’organisation 3D dans le volume d’excitation. De plus, la détection
multimodale des signaux SHG et 2PEF sur notre système (décrit sur la figure 2.3) permet
d’utiliser le signal de fluorescence endogène du collagène pour mesurer sa concentration.

Nous nous intéressons ici en particulier à des solutions denses de collagène présentant des
organisations en contreplaqué nématique ou cholestérique, décrites à la partie précédente.

II.1 Protocole expérimental et microcellules observées

Les mesures expérimentales ont été effectuées sur le montage décrit au chapitre 2, partie II.
Des images SHG et P-SHG ont été prises dans un grand nombre de microcellules différentes,

avec les deux conditions physico-chimiques choisies :

— dans une solution d’acide acétique à 10 mM et d’acide chlorhydrique à 0.3 mM (pH=3.2)
menant à une organisation de type contreplaqué nématique (10 microcellules observées),

— ou dans une solution d’acide acétique à 500 mM (pH=2.5) menant à une organisation
cholestérique (3 microcellules).

Le détail des microcellules observées est donné au fil du chapitre, dans les tableaux 4.1 et 4.2.
Les microcellules sont observées telles quelles sous l’objectif de microscope (60x, ON 1.2).

Elles sont retournées pour placer la lamelle la plus large directement sous l’objectif et éviter un
mélange entre le milieu d’immersion (de l’eau ici) et la solution de collagène. Nous pouvons
donc visualiser les interfaces solution-air sans problème. Les images ont été prises sur des zones
XY de même taille (77 �m � 77 �m, avec 480�480 pixels), avec la même taille pixel et le
même temps d’intégration par pixel de 10 �s, à différentes profondeurs Z dans l’échantillon
(pas 1 �m) pour les images SHG en 3D. Toutes les images P-SHG ont été acquises avec 36
angles d’excitation régulièrement espacés entre 0° et 360°. Les mesures se font en transmission
(F-SHG) avec une ouverture numérique de collecte 1.3 (condenseur rapproché le plus possible
de l’échantillon). La puissance au niveau de la microcellule se situe entre 4 et 10 mW. Dans
ces conditions, nous n’avons observé aucune perturbation de l’organisation de la microcellule
pendant la durée d’imagerie (une ou deux heures).

4. Dans les deux cas, la formation de liaisons covalentes peut modifier la structure locale du collagène.
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Les mesures sont reproductibles dans toutes les microcellules observées dans ces condi-
tions. Seules les images venant de microcellules présentant des problèmes expérimentaux bien
identifiés ont été retirées :

— La solution de collagène a séché dans la microcellule, car le temps d’injection était trop
long.

— Le collagène ne s’organise pas en phase cristal liquide, car la solution n’est pas assez
dense.

— L’organisation cristal liquide a été perturbée par un choc ou une chute de la microcellule. 5

Mesure de la concentration de collagène La concentration de collagène a été mesu-
rée en utilisant son signal endogène de fluorescence excitée à deux photons (2PEF), décrit
au chapitre 1, partie I.4.c. [157]. Nous excitons pour cela l’échantillon avec une puissance plus
importante en augmentant le temps d’intégration par pixel (20 �s) et en accumulant quatre
mesures consécutives, car le signal de fluorescence endogène du collagène est assez faible.

Une calibration à l’aide de solutions de collagène dosées en hydroxyproline permet de relier
l’intensité du signal 2PEF à la concentration de collagène. Elle est donnée sur la figure 4.3 et a
été effectuée dans les mêmes conditions d’observation que celles choisies pour les microcellules.
En particulier, les concentrations de collagène observées ont été choisies pour correspondre à
celles attendues dans les microcellules.
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Figure 4.3 – Calibration de la concentration de collagène en fonction du signal 2PEF détecté. Le signal
2PEF est détecté en épidétection. Les échantillons à forte concentration de collagène (supérieure à
300 mg/mL) diffusent énormément la lumière et sont quasiment opaques, rendant la calibration
difficile. Nous mesurons le signal 2PEF à la surface de l’échantillon, pour nous affranchir des effets
de la diffusion dans les échantillons très opaques. Le point manifestement aberrant n’a pas été retenu
pour l’ajustement.

Les mesures 2PEF pour des concentrations élevées de collagène (supérieures à 300 mg/mL)
n’ont pas été retenues car les échantillons étaient opaques et diffusaient énormément la lumière.

5. Des mesures plus ou moins drastiques ont été prises pour éviter ces drames, mais cela arrive malheureu-
sement.
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Cette calibration n’est donc pas très fiable, puisqu’elle a été faite pour des concentrations plus
faibles que celles observées en pratique. Au final, la concentration est comprise entre 2-3 et
1000 mg/mL dans la microcellule, et est homogène sur chaque champ de vue.

II.2 Informations obtenues en SHG

II.2.a. Imagerie 3D in situ : exemple de l’organisation en contreplaqué.
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Figure 4.4 – Observation 3D de échantillons auto-organisés de collagène en microscopie SHG :
organisation en contreplaqué. (a) Microcellule 1. La microcellule est placée telle quelle, retournée,
sous l’objectif. Des images 2D sont prises à différentes profondeurs Z (plan bleu). Nous pouvons
alors reconstruire une coupe orthogonale au plan de l’image (plan rouge). (b) Microcellule 3. Nous
observons des franges d’intensité, fonction de l’angle des triples hélices par rapport au plan de l’image.
L’organisation en contreplaqué, modélisée à droite, est orientée avec son axe directeur (flèche orange)
à peu près perpendiculaire aux interfaces (donc dans le plan de l’image, en gris sur la modélisation).
Cette représentation 3D du contreplaqué a été réalisée par B. Binet, du Centre Polymedia de l’École
Polytechnique. Barres d’échelle 10 �m sur toutes les images. La concentration de collagène a été
mesurée par 2PEF et est homogène sur chaque champ de vue.

La microscopie SHG permet une imagerie 3D de la microcellule, comme nous pouvons le
voir sur la figure 4.4a. En prenant des images à différentes profondeurs Z dans la microcellule,
nous pouvons soit observer l’organisation sur une image 2D (plan bleu), soit reconstruire des
coupes orthogonales (plan rouge) et donc obtenir une reconstruction 3D de l’intérieur de la
microcellule.

Les zones non organisées ne présentent aucun signal SHG tandis que les zones organisées
présentent des signaux à intensité variable. Des mosäıques d’images SHG montrent que la
solution de collagène dans la microcellule est organisée sur des distances caractéristiques très
importantes : tout le long des interfaces, sur une largeur de 1 à 2 mm et une épaisseur de
quelques dizaines de �m (toutes les épaisseurs mesurées sont données dans le tableau 4.1),
au fond de la microcellule (là où les concentrations de collagène sont les plus importantes),
comme représenté sur la figure 4.5.
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Microcellule Temps
d’injection
(jours)

Épaisseur de la zone
organisée (�m) (7 mi-
crocellules)

Concentration de
transition iso-
trope/contreplaqué
(mg/mL) (4 microcel-
lules)

1 7 28 � 4

2 4 38 � 5

3 4 37 � 3

4 4 16

5 5 17

6 4 11 26�8

7 5 �30 16�5

8 4

9 4 93�8

10 4 125

moyenne 25 � 10

Table 4.1 – Microcellules observées en SHG, à partir d’une solution d’acide acétique 10 mM et d’acide
chlorhydrique 0.3 mM menant à une phase en contreplaqué. Les solutions des microcellules 6, 7 et
9, 10 proviennent de deux lots différents.
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10-40 µm

(a) (b)

Figure 4.5 – Zone organisée (en orange) dans une microcellule. (a) La microcellule est retournée pour
l’imagerie SHG : le fond de la microcellule est en haut. (b) Vue de dessus, plan d’imagerie (XY ).

Dans chacune des microcellules avec une solution d’acide acétique à 10 mM et d’acide
chlorhydrique à 0.3 mM observées, listées dans le tableau 4.1, les zones organisées présentent
des franges d’intensité, comme cela est présenté sur la figure 4.4b.

Comme nous l’avons vu au chapitre 1, pour une excitation avec une polarisation circulaire,
l’intensité SHG en chaque point de l’image est reliée à

— la concentration de collagène dans le volume d’excitation,

— l’alignement des triples hélices les unes par rapport aux autres, relié au désordre d’orien-
tations dans le volume d’excitation,

— l’orientation moyenne des triples hélices dans le volume d’excitation par rapport au plan
de l’image : si celles-ci sont dans le plan de l’image, l’intensité SHG est maximale, et si
elles sont perpendiculaires à ce plan, l’intensité SHG est beaucoup plus faible.

La concentration de collagène, mesurée par 2PEF, est homogène sur le champ de vue, et
les triples hélices sont a priori alignées les unes avec les autres, dans le même sens. Ces franges
d’intensité montrent donc que les triples hélices s’organisent en couches, dans lesquelles les
triples hélices sont alternativement proche du plan ou hors du plan de l’image. Nous repérons
ainsi l’organisation en contreplaqué, sa période et son orientation globale. Ces couches sont
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plus ou moins dans le plan (XZ), c’est-à-dire parallèles à l’interface solution-air sur les côtés
de la microcellule. L’axe directeur du contreplaqué est donc à peu près selon l’axe Y . Nous
pouvons mesurer la période du contreplaqué, qui est de quelques �m.

Nous repérons aussi les concentrations de transitions de phases. La transition entre une
organisation isotrope et une organisation en contreplaqué est attendue pour une concentration
de collagène de 45 mg/mL, d’après des mesures réalisées précédemment dans des conditions
similaires menant à la même phase en contreplaqué [157, 187]. Les mesures faites au cours de
ma thèse semblent valider ce résultat mais présentent une forte dispersion entre les solutions
de collagène provenant de différents lots, comme on peut le voir dans le tableau 4.1.

Il est possible de vérifier ces résultats en observant en microscopie en lumière polarisée
un grand nombre de solutions de collagène préparées par centrifugation filtration à différentes
concentrations, dans les mêmes conditions physico-chimiques. Cette méthode est plus longue
à mettre en place. On obtient une transition de phase pour une concentration de collagène
entre 32 et 35 mg/mL.

Au final, le signal de fluorescence endogène nous permet essentiellement de vérifier l’ho-
mogénéité de la concentration de collagène sur le champ de vue.

II.2.b. Différentes structures discernables

Nous pouvons aussi comparer les images SHG obtenues pour les deux conditions physico-
chimiques différentes, présentées à la figure 4.6 :

— solution d’acide acétique à 10 mM et d’acide chlorhydrique à 0.3 mM (pH=3.2) menant à
une organisation de type contreplaqué nématique (10 microcellules, listées précédemment
dans le tableau 4.1).

— solution d’acide acétique à 500 mM (pH=2.5) menant à une organisation cholestérique
(3 microcellules).
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Figure 4.6 – La microscopie SHG permet de discerner une organisation en contreplaqué (a) (micro-
cellule 2), similaire à celle observée dans la cornée, d’une organisation cholestérique, similaire à celle
observée dans l’os (b). Images avec la même échelle d’intensité, et la même barre d’échelle 10 �m.
L’axe directeur des organisations modélisées à gauche est représenté par la double flèche orange. Les
profils d’intensité ont été pris le long de cet axe.
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Comparaison des images obtenues Dans les deux cas, nous observons des franges d’inten-
sité, et toujours une concentration de collagène (mesurée par 2PEF) homogène sur le champ
de vue. L’orientation des triples hélices tourne donc dans les deux cas par rapport au plan de
l’image : l’axe directeur de l’organisation cristal liquide est à peu près dans le plan de l’image.

Les profils sont différents pour les deux organisations, comme nous pouvons le voir sur
la figure 4.6 et dans [157] :

(a) pour la condition menant à une phase en contreplaqué, nous observons des pics de type
lorentzien régulièrement espacés, sans annulation d’intensité entre deux pics. La forme de
ces pics est probablement reliée à la transition brutale entre deux couches d’orientations
différentes. 6

(b) pour la condition menant à une phase cholestérique, nous observons une variation sinu-
söıdale de l’intensité. L’angle hors-plan change alors graduellement, ce qui traduit une
rotation des triples hélices autour de l’axe directeur, avec une demi-période correspon-
dant à la période du sinus.

Nous décrirons la phase en contreplaqué de manière plus exhaustive par la suite. En effet,
dans la suite de ce chapitre, des mesures P-SHG et des modélisations de cette organisation sont
effectuées. De plus, nous avons vérifié que cette organisation est conservée après fibrillogenèse.

Organisation cholestérique Les images dans cette condition montrent que l’axe directeur
semble être dans le plan de l’image, et que les triples hélices tournent continument autour
de celui-ci : nous observons bien un cholestérique [157]. Sur un grand champ de vue, nous
observons un grand nombre de domaines organisés ressemblant à celui présenté figure 4.6b.
Nous pouvons déterminer, comme pour l’organisation en contreplaqué, les concentrations de
transition de phase (en corrélant ces images avec la 2PEF), autour de 80 mg/mL ici [157, 187],
et la période des organisations observées, qui est de quelques microns.

Le fait que les lignes de maximum d’intensité ne soient pas homogènes mais en pointillés,
alors que la concentration de collagène est homogène, peut être expliqué par deux hypothèses :

— soit une double rotation des triples hélices de collagène : une rotation autour de l’axe
directeur, et une rotation dans une direction perpendiculaire à cet axe.

— soit des zones dans une couche de triples hélices alignées où celles-ci sont tête-bêche,
annulant le signal SHG.

Nous pourrions vérifier cela en effectuant une étude plus approfondie des défauts, tel que
celui observé en haut de la figure 4.6b. Celle-ci est en cours. De plus, des mesures de CD
(chapitre 5) pourraient nous aider à confirmer l’une de ces deux hypothèses.

II.3 Conservation de l’organisation en contreplaqué après fibrilloge-
nèse

Nous avons vérifié que l’organisation en contreplaqué est conservée après fibrillogenèse in
situ de la microcellule observée. Pour cela, nous avons observé des coupes semi-fines de micro-
cellules dans les conditions physico-chimiques menant à une phase en contreplaqué (solution

6. Nous ne comprenons pas encore pourquoi ces pics ont cette forme particulière. Des simulations numé-
riques pourraient nous donner plus d’indications.
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d’acide acétique 10 mM et d’acide chlorhydrique 0.3 mM). Pour obtenir ces coupes, une mi-
crocellule est fibrillée in situ sous vapeur d’ammoniac, puis elle est inclue dans une résine pour
pouvoir être coupée transversalement à l’aide d’un microtome.
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Figure 4.7 – Coupes histologiques dans une microcellule fibrillée (conditions menant à une organisation
en contreplaqué) observées en SHG. (a) et (b) Images d’intensité SHG dans deux coupes différentes.
Barre d’échelle 10 �m. L’axe directeur du contreplaqué est représenté par la double flèche orange.
(c) Profil d’intensité pris le long de l’axe directeur sur l’image (b).

Les images d’intensité SHG prises dans ces coupes sont données sur la figure 4.7. Nous
observons, comme précédemment, des franges d’intensité. La direction des fibrilles tourne donc
probablement par rapport au plan de l’image. Les coupes observées ici doivent donc être à peu
près dans le plan (Y Z). La double flèche orange représente la direction approximative de l’axe
directeur (axe Y ).

Le profil d’intensité, donné sur la figure 4.7c, pris perpendiculairement aux franges, le long
de l’axe directeur, présente deux niveaux d’intensité visibles, représentés en rouge et bleu sur
la figure. Ces deux niveaux d’intensité correspondent à deux angles différents par rapport au
plan de l’image : quand l’intensité est plus importante, les fibrilles sont plus proches du plan
de l’image. Cela montre bien qu’il y a a priori deux directions possibles pour les fibrilles de
collagène.

Cette conservation de l’organisation après fibrillogenèse est cohérente avec les prédictions
théoriques et les observations précédentes [189, 192].

II.4 Limites des mesures SHG

Nous avons vu que les mesures SHG permettent de repérer des organisations de type cristal
liquide.

En fait, l’orientation de ces organisations dans la microcellule n’est pas bien déterminée
par ces mesures. L’intensité SHG Imean ne suffit pas à déterminer les orientations des triples
hélices par rapport au plan de l’image.

En effet, nous pouvons voir sur les images 3D (sur la figure 4.4a, à droite) que l’axe
directeur peut être légèrement tourné par rapport à l’axe Y , et donc ne pas se situer dans le
plan de l’image (XY ). De plus, pour l’organisation en contreplaqué, nous ne connaissons pas
l’orientation exacte des triples hélices dans les différentes lamelles : celles-ci ne sont en effet
pas nécessairement dans le plan de l’image ou perpendiculaires à celui-ci, mais peuvent avoir
des orientations intermédiaires.

Nous définissons donc (�; �) les angles décrivant l’orientation de la structure cristal liquide
en contreplaqué dans le repère du laboratoire (XY Z), représentée sur la figure 4.8b : �
décrit l’angle de l’axe directeur par rapport au plan de l’image (XY ), et � donne l’orientation
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des couches autour de cet axe. Nous n’avons besoin que d’un seul angle, �, pour décrire
l’orientation des couches autour de l’axe directeur puisque nous supposons que deux couches
successives sont orthogonales. 7

Nous supposons que l’axe directeur du contreplaqué est dans le plan (XZ), les angles '
sont donc centrés autour de 90°. � est fixé à 0° quand une des couches est orientée selon l’axe
Y . Quand � = � = 0° (cas le plus simple), l’axe directeur est donc l’axe X, et les couches
sont dans les directions Y et Z.

β

plan de l'image

α

XY

Z

Z

Xψ
ϕ

Y

x

y z

(a) (b)

Figure 4.8 – L’orientation moyenne des triples hélices dans le volume d’excitation ('; ) et l’orien-
tation du cristal liquide contreplaqué (�; �) sont reliées. (a) Orientation moyenne ('; ) des triples
hélices dans le volume d’excitation. (b) Orientation (�; �) du contreplaqué. La représentation 3D du
cristal liquide a été réalisée par B. Binet, du Centre Polymedia de l’École Polytechnique.

Nous allons montrer dans la partie suivante que les mesures résolues en polarisation per-
mettent d’accéder aux paramètres (�; �) décrivant l’orientation de la structure cristal liquide.

III Mesures P-SHG dans des échantillons présentant une
structure en contreplaqué

Nous nous intéressons ici à la condition 10 mM d’acide acétique et 0.3 mM d’acide chlor-
hydrique, menant à des phases nématique en contreplaqué ressemblant à la structure de la
cornée, c’est-à-dire des couches contenant des triples hélices alignées les unes avec les autres,
deux couches successives étant considérées comme orthogonales.

III.1 Analyse théorique et numérique

Les angles ('; ) donnant l’orientation 3D des triples hélices sont obtenus à partir des
angles (�; �) décrivant l’orientation de la structure cristal liquide à l’aide d’un simple change-
ment de repère, représenté sur la figure 4.8 :

— Dans la couche avec des triples hélices faisant un angle � avec l’axe Y et orthogonales
à l’axe directeur

' = arctan(sin� tan�)

 = arctan(
cos� sin�√

sin2 � sin2 � + cos2 �
) (4.1)

7. Pour un cholestérique, seul l’angle � de l’axe directeur par rapport au plan de l’image est pertinent,
puisque la rotation des triples hélices autour de cet axe est continue.

125



CHAPITRE 4. ÉTUDE D’ÉCHANTILLONS MODÈLES DE COLLAGÈNE

— Dans la couche successive, où les triples hélices font un angle � + �
2

avec l’axe Y (et
toujours orthogonales à l’axe directeur)

' = � arctan(
sin�

tan�
)

 = arctan(
cos� cos�√

sin2 � cos2 � + sin2 �
) (4.2)

Nous pouvons donc étudier les angles ' et  attendus pour une organisation de type cristal
liquide donnée.

Les paramètres P-SHG mesurés Imean, � et ' peuvent être reliés aux angles ('; ) par
les relations analytiques données au chapitre 2, partie I.3 pour un régime en ondes planes
(équation 2.22 pour l’intensité Imean et équation 2.29 pour l’anisotropie �), et par les simu-
lations numériques du chapitre précédent (chapitre 3, partie III) pour une forte focalisation.
La figure 4.9 rappelle l’évolution de Imean et � en fonction de l’angle hors-plan  d’après les
calculs analytiques et pour une détection en transmission ou en épidétection en cas de forte
focalisation.
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Figure 4.9 – Évolution de l’intensité SHG moyenne Imean normalisée et de l’anisotropie � en fonction
de l’angle hors-plan des triples hélices  : calcul analytique en ondes planes et simulations numériques
pour une ON d’excitation 1.2 (F-SHG et B-SHG). �tr = 1:36 est la valeur de � mesurée en ondes
planes pour des triples hélices dans le plan de l’image.

Il faut bien noter que nous ne mesurons en fait que j j (courbes Imean( ) et �( ) sy-
métriques), et que nous n’avons pas d’information sur la polarité des triples hélices dans le
volume d’excitation.

D’après les courbes présentées sur la figure 4.9, la forte focalisation induit ici surtout une
baisse de contraste pour les courbes Imean( ) et �( ). Nous nous concentrerons donc par la
suite sur les résultats analytiques, en notant que les contrastes sont diminués en cas de forte
focalisation. Les résultats analytiques des images P-SHG attendues en fonction de l’orientation
de la structure cristal liquide sont donnés sur la figure 4.10.

Nous remarquons malgré tout que la courbe �( ) est très peu contrastée, notamment
pour des mesures en F-SHG, et que l’intensité semble être un meilleur paramètre pour mesurer
l’angle hors-plan  .

Différents cas sont présentés sur la figure 4.10 :

Figure 4.10a et b Si le cristal liquide est effectivement orienté avec son axe directeur ortho-
gonal aux interfaces air-solution de la microcellule, donc dans le plan de l’image (XY )

(et ici selon l’axe X comme cela a été défini sur la figure 4.8b) les triples hélices des
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Figure 4.10 – Lien entre les trois paramètres P-SHG mesurés Imean, � et ' et l’orientation du cristal
liquide (�; �). Nous nous intéressons à différentes orientations du cristal liquide (a) � = 0°, � = 0°,
(b) � = 0°, � = 20°, (c) � = 20°, � = 0° et (d) � 6= 0°, � 6= 0° avec un cas général (d1)
� = 20°, � = 20° et un cas particulier (d2) � = 20°, � = 45°. Pour les trois premières orientations,
projections des orientations dans le plan de l’image (XY ), en gris, et dans le plan orthogonal (XZ).
Pour les deux dernières, les projections des orientations dans deux couches successives ne se font pas
dans le même plan et ne peuvent pas être représentées. Pour toutes ces orientations, nous donnons
les angles ('; ), puis les paramètres P-SHG attendus, obtenus à partir des calculs analytiques. La
comparaison de deux orientations 3D avec le même angle � (a et b, ou c et d) montre que les trois
paramètres P-SHG sont moins contrastés quand � 6= 0°. Les représentations 3D du cristal liquide et
leurs projections ont été réalisées par B. Binet, du Centre Polymedia de l’École Polytechnique.

différentes couches sont orientées dans le plan (Y Z), et selon les axes Y et Z dans le
cas le plus simple (� = 0°).

Leur projection dans le plan de l’image (XY ) a donc toujours la même orientation
' = 90°. Dans ce cas, les mesures P-SHG n’apportent pas plus d’information sur l’or-
ganisation du contreplaqué observé que les mesures SHG.

Nous remarquons par contre, que dans le cas le plus simple � = � = 0° (figure 4.10a) :

— L’intensité SHG moyenne Imean présente des franges et vaut soit 0 (triples hélices
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selon l’axe Z, donc perpendiculaires au plan de l’image), soit 1 dans la couche
suivante (triples hélices selon l’axe Y , donc dans le plan de l’image).

— D’une manière similaire, le paramètre d’anisotropie � est minimum (� = �tr =

1:36) quand les triples hélices sont selon Y , donc dans le plan de l’image, et
maximum (� = 3) pour les triples hélices de la couche suivante, selon Z.

Si � = 0° et � 6= 0° (figure 4.10b), nous observons le même type d’images mais avec
moins de contraste : Imean varie entre 0.12 et 0.88 (contraste 0.76) d’une couche à
l’autre pour � = 20°, et � varie entre 1.55 et 2.81 (contraste 0.29). 8 Dans le cas
particulier � = 45°, non représenté ici, le contraste de Imean et � tombe à zéro, puisque
toutes les triples hélices ont le même angle hors-plan.

Figure 4.10c et d Par contre, si l’axe directeur de l’organisation en contreplaqué n’est pas
dans le plan de l’image (XY ), comme nous pouvons le voir sur les images SHG en pro-
fondeur dans la microcellule (figure 4.4), les triples hélices des différentes couches sortent
du plan (Y Z). Leurs projections dans le plan de l’image auront donc des orientations '
différentes : angle ' inférieur à 90° dans une couche et supérieur à 90° dans la suivante.

Le contraste des paramètres Imean et � varie, comme dans le cas précédent, avec l’angle
� : il diminue quand � augmente, pour tomber à zéro quand � = 45°. Le contraste du
paramètre ' diminue aussi quand l’angle � augmente, mais reste non nul.

Ici, les mesures P-SHG, en particulier la mesure de cet angle ', peuvent apporter une
information précieuse sur l’organisation du contreplaqué. Ceci est vrai dans le cas par-
ticulier représenté figure 4.10d2, où le contraste en intensité Imean et le contraste de �
sont totalement perdus (même angle hors-plan j j pour toutes les triples hélices). Même
en dehors de ce cas, notamment en cas de forte focalisation (contrastes de Imean et �
diminués), il est plus fiable de repérer ce type de structure avec des mesures P-SHG.

Pour l’organisation en contreplaqué observée ici, l’orientation attendue à partir des images
3D de microcellules, données sur la figure 4.4, est plutôt celle représentée sur les figures 4.10c
ou d. Les mesures P-SHG sont donc pertinentes pour le repérage de ce type d’organisations
caractéristiques. Elles peuvent bien entendu être utilisées pour repérer d’autres types d’orga-
nisations, telle que l’organisation cholestérique présentée précédemment.

III.2 Mesures expérimentales

Il est nécessaire de valider expérimentalement ces considérations analytiques.

Les dix microcellules dans les conditions physico-chimiques menant à une organisation en
contreplaqué (solution d’acide acétique 10 mM et d’acide chlorhydrique 0.3 mM, pH=3.2),
listées dans le tableau 4.1, ont été observées en P-SHG. Les images expérimentales, pour deux
microcellules différentes parmi celles-ci, sont présentées sur les figures 4.11a et b. Un zoom de
la zone encadrée en jaune est présenté sur la figure 4.11c, et les profils de chaque paramètre
P-SHG dans une direction perpendiculaire aux franges d’intensité (ligne jaune) sont donnés
sur la figure 4.11.

8. Une étude du contraste des images pourrait probablement nous donner plus d’informations sur l’orien-
tation 3D du contreplaqué.
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Figure 4.11 – Mesures P-SHG dans des microcellules présentant une organisation en contreplaqué.
(a) et (b) Images P-SHG dans deux microcellules différentes : microcellule 8 (a), et microcellule 2
(b). La concentration de collagène a été mesurée par 2PEF et est homogène sur chaque champ de
vue. Barre d’échelle 10 �m. (c) Zoom pris dans le carré jaune dans b. Même barre d’échelle. (d)
Profils transverses des trois paramètres P-SHG mesurés, le long des lignes jaunes dans c. (e) Valeur
absolue de l’angle hors-plan  , déduite qualitativement des mesures de Imean et �. L’alternance
observée entre deux orientations montre que la direction des triples hélices tournent effectivement
autour de l’axe directeur.

III.2.a. Observation d’une structure en contreplaqué bien organisée

Au premier coup d’oeil, les résultats expérimentaux correspondent à ce qui est attendu
des calculs analytiques. Le même comportement est observé dans toutes les microcellules de
mêmes conditions physico-chimiques :

— L’orientation dans le plan de l’image ', donnée sur les figures 4.11a3, b3 et c3, varie
périodiquement.

— Des variations cohérentes sont observées sur les trois images et sur les profils des dif-
férents paramètres. En particulier, les paramètres � et Imean, dépendant tous deux de
l’angle hors-plan  , évoluent avec la même période et sont corrélés : quand l’intensité est
maximale, l’anisotropie est minimale (triple hélices à peu près dans le plan de l’image)
et inversement (triple hélices hors du plan de l’image).

De plus, nous avons utilisé les profils de Imean et de � (figure 4.11d) pour essayer d’extraire
l’évolution de la valeur absolue de l’angle hors-plan  . Pour cela, nous avons ajusté les courbes
Imean( ) et �( ) simulées dans le cas d’une forte focalisation, pour obtenir deux courbes de
calibration :  (�), dont la détermination est ambigüe (deux valeurs possibles pour la même
valeur de �), et  (Imean), qui permet de lever cette ambigüıté. Le profil de j j obtenu est
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présenté sur la figure 4.11e. C’est bien sûr une détermination qualitative, car les conditions
expérimentales ne sont pas complètement connues : il peut y avoir des inhomogénéités ou du
désordre dans l’échantillon, modifiant l’intensité du faisceau incident et l’alignement supposé
des triples hélices dans le volume d’excitation. Malgré tout, l’angle hors-plan oscille bien entre
deux valeurs, ce qui montre bien que l’orientation des triples hélices par rapport au plan de
l’image change périodiquement, et donc qu’elle tourne a priori autour de l’axe directeur.

III.2.b. Comparaison des résultats expérimentaux et analytiques

En pratique, comme nous l’avons déjà remarqué dans la partie II.2, les franges d’intensité
observées sur les images ne sont pas aussi régulières et abruptes que les franges observées sur
les images obtenues d’après le calcul analytique. Les profils expérimentaux d’intensité Imean,
comme celui présenté à la figure 4.11d, montrent plutôt une série de pics lorentziens, et une
variation d’intensité moins abrupte que l’alternance crénelée de franges claires et sombres
présentée dans la figure 4.10.

Ceci peut être expliqué par le fait que nous effectuons le calcul analytique et les simulations
numériques en considérant un milieu homogène avec des triples hélices alignées pointant dans
la même direction, et en faisant ensuite varier cette direction pour obtenir les résultats attendus
pour différentes orientations des triples hélices.

L’organisation cristal liquide observée, elle, n’est pas homogène, mais composée de couches
contenant des triples hélices dans des orientations différentes. Il serait bien trop complexe
de mettre en place des simulations numériques prenant en compte cette organisation réelle
inhomogène, avec des frontières entre les différentes couches. Des simulations numériques
plus simple, permettant de comprendre les paramètres mesurés au niveau de l’interface entre
deux domaines, peuvent par contre être mises en place. Nous pouvons dans un premier temps
anticiper comment cette organisation en couches peut perturber les mesures P-SHG, comme
nous l’avons fait au chapitre précédent (chapitre 3, partie I.3) :

— Le champ d’excitation peut être modifié pendant sa propagation dans la structure cristal
liquide. Sa phase, sa polarisation et son intensité au niveau du volume d’excitation ne
seront pas celles simulées pour un milieu homogène.

— À la frontière entre deux couches, le volume d’excitation (taille caractéristique � 1 �m)
peut contenir des triples hélices avec des orientations différentes.

— Cette frontière n’est pas forcément verticale, mais peut être penchée par rapport au plan
(Y Z) perpendiculaire au plan de l’image si � 6= 0° (cas le plus probable).

— De plus, il faut prendre en compte les régions à la frontière entre deux couches, qui
peuvent ne pas être abruptes mais correspondre à un continuum d’orientations 3D des
triples hélices.

Tout cela donne donc des transitions lissées sur quelques microns, entre deux domaines
contenant des triples hélices alignées. Quand le volume d’excitation est dans une des zones de
transitions, à la frontière entre deux couches, l’assemblée de triples hélices qu’il contient peut
être considérée comme désordonnée. Comme nous l’avons vu précédemment (chapitre 2, par-
tie I.3), ce désordre diminue l’intensité SHG mesurée et augmente l’anisotropie, ce qui pourrait
expliquer les plateaux observés sur les images et sur les profils de la figure 4.11.

En pratique, la forme lorentzienne des pics d’intensité et leur asymétrie ne sont pas com-
prises. Des simulations numériques prenant en compte les transitions abruptes entre deux
couches successives sont nécessaires pour comprendre leur effet sur les mesures P-SHG.
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En prenant en compte ces zones désordonnées, contenant plusieurs orientations 3D des
triples hélices, nous attendons des calculs analytiques que, pour un contreplaqué avec son axe
directeur hors du plan de l’image (� 6= 0°) :

— Quand l’intensité est maximale (et donc quand � est minimal), les triples hélices sont à
peu près dans le plan de l’image, et elles sont toujours perpendiculaires à l’axe directeur :
les triples hélices sont donc alignées selon l’axe Y . Nous mesurons alors une orientation
dans le plan de l’image ' = 90°, et une orientation hors-plan  = 0°.

— L’orientation dans le plan de l’image ' a ensuite des valeurs inférieures ou supérieures
à 90°en fonction de la couche observée. Dans ce cas, l’angle hors-plan  est non nul.

C’est effectivement ce que nous observons sur les profils de la figure 4.11d. Les lignes grises
pointillées y montrent bien les passages dans le plan de l’image. Nous remarquons que les
variations de cet angle ' semblent moins contrastées que celles observées à partir des calculs
analytiques, probablement parce que l’angle de l’axe directeur du cristal liquide par rapport au
plan de l’image est moins important que l’angle � = 20° fixé pour la modélisation, ou parce
que les zones désordonnées (frontières) peuvent atténuer sa variation.

Conclusion En prenant en compte tous ces effets, le motif observé sur nos mesures expéri-
mentales peut bien être attribué à une organisation en contreplaqué légèrement penchée, avec
son axe directeur hors du plan de l’image, comme nous le supposions d’après nos observations
en SHG en polarisation circulaire et les calculs analytiques (cas c et d de la figure 4.10).

De plus, les mesures en P-SHG permettent de révéler des organisations que l’on n’aurait
pas détectées autrement, comme prédit dans le cas d2 de la figure 4.10. Par exemple, sur les
images de la figure 4.11a, l’intensité moyenne Imean et l’anisotropie � ne présentent pas assez
de contraste pour pouvoir observer les franges d’intensité spécifiques à une organisation en
contreplaqué. Des images SHG en polarisation circulaire ne suffisent donc pas à repérer cette
organisation, puisqu’elles ne permettent d’obtenir que Imean. Par contre, l’orientation dans
le plan de l’image ', mesurée par P-SHG, varie avec un contraste suffisant (figure 4.11a3).
Nous sommes ici dans le cas particulier d2 de la figure 4.10, où les mesures P-SHG sont
nécessaires pour observer une telle organisation. Dans ce cas, la microscopie SHG usuelle
aurait raté certaines organisations particulières, comme ce contreplaqué. C’est d’autant plus
vrai en régime très focalisé, dans lequel les paramètres Imean et � perdent leur contraste à
cause du mélange de polarisation.

Les mesures P-SHG permettent de mettre en évidence de façon claire différentes phases, et
donc de repérer à coup sûr les zones de transition de phase, dans les microcellules observées.
Elles peuvent être utilisées de façon systématique pour caractériser les conditions physico-
chimiques menant à des organisations intéressantes. Ces résultats ont été publiés dans [176].

Pour mieux comprendre l’évolution des paramètres à l’interface entre deux domaines, des
simulations numériques sont nécessaires.

IV Mélanges collagène/gélatine

La solution initiale de collagène purifié dans l’acide acétique est difficile à stériliser sans
l’altérer, puisque le collagène se dégrade rapidement en gélatine par chauffage. Pour fabriquer
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Encart 4.2 – Collagène ou gélatine ?

Collagène Le collagène en solution acide est sous forme de triples hélices.

Gélatine La gélatine se forme par dénaturation de la protéine de collagène. Les triples
hélices sont en partie ou totalement débobinées et les châınes � sont plus ou moins
hydrolysées. Cette transformation est induite thermiquement et irréversible. On perd
le signal SHG car les liaisons peptidiques ne sont plus bien alignées les unes par
rapport aux autres. En pratique, la gélatine commerciale est obtenue par chauffage de
tissus contenant du collagène. Celle-ci peut être formée de châınes � plus ou moins
longues, selon le degré d’hydrolyse, dont les acides aminés ont pu être modifiés.

Collagène dénaturé On peut parler de collagène dénaturé quand les châınes � ne sont
pas modifiées, et on observe seulement un débobinage des triples hélices.

des matériaux biomimétiques, il pourrait donc être intéressant de remplacer une partie de
cette solution par de la gélatine, moins onéreuse et facile à stériliser car plus robuste à des
changements de température, puisqu’elle est déjà dénaturée. Les caractéristiques de la gélatine
ont été discutées au chapitre 1, partie I.3.c., et sont rappelées dans l’encart 4.2. Celle-ci est
aussi intéressante pour plusieurs raisons pratiques :

— La gélatine, déjà dénaturée, est un déchet et très peu chère à produire. 9

— Elle est déjà utilisée dans le domaine biomédical.

— Enfin, l’étude de mélange collagène/gélatine peut être un moyen de vérifier si une dé-
naturation partielle du collagène lors de sa stérilisation modifie la façon dont celui-ci
s’organise.

C’est pourquoi nous nous intéressons aux comportements de mélanges collagène/gélatine
dans les mêmes conditions physico-chimiques que précédemment. A-t-on une organisation simi-
laire, et jusqu’à quelle proportion de gélatine ? Le mélange reste-t-il homogène ou l’organisation
du collagène a-t-elle lieu uniquement dans les zones où la gélatine est absente ?

Nous nous plaçons dans la même condition physico-chimique qu’à la partie précédente
(solution d’acide acétique à 10 mM et d’acide chlorhydrique à 0.3 mM), avec les mêmes
paramètres pour tous les échantillons observés. Des microcellules composées d’un mélange
collagène/gélatine à différentes proportions (entre 0 et 95% de gélatine) mais contenant tou-
jours la même quantité totale de protéines ont été observées à l’aide de mesures P-SHG, avec
les mêmes paramètres d’observation que dans la partie précédente. Le nombre respectif de
ces microcellules et des rapports collagène/gélatine est donnée dans le tableau 4.2. D’autres
microcellules dans des conditions particulières (gélatine marquée ou microcellule fibrillée) ont
été observées pour les conditions 15% ou 85% gélatine.

La gélatine utilisée est de la gélatine commerciale de type A, extraite de tissus peu réticulés
tel que la peau jeune et pré-traités dans un bain d’acide (Sigma, gélatine issue de peau de porc,
type A, indice de Bloom 300). Cela permet d’obtenir une gélatine ayant la même composition
en acides aminés que le collagène. De plus, nous choisissons une gélatine possédant les châınes
� les plus longues possibles (haut indice de Bloom), afin qu’elle ressemble le plus possible à
du collagène dénaturé.

9. 1000 fois moins chère que le collagène !
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Proportion
de gélatine

Nombre de mi-
crocellules obser-
vées

Organisation observée

0% 10

contreplaqué

5% 11
10% 1
15% 5 (+2)
20% 1
25% 3

50% 3

domaines organisés localement
75% 3
85% 5 (+2)
95% 4

Total 46 (+4)

Table 4.2 – Microcellules contenant différentes proportions collagène/gélatine observées en P-SHG.
Condition : solution d’acide acétique 10 mM et d’acide chlorhydrique 0.3 mM menant à une phase
en contreplaqué. En bleu, microcellules contenant de la gélatine marquée.

IV.1 Organisation de tels mélanges

La figure 4.12 présente les mesures P-SHG effectuées dans une partie de ces microcellules :
nous y retrouvons l’orientation des triples hélices dans le plan de l’image ', le paramètre
permettant de repérer l’organisation en contreplaqué en toutes circonstances, et l’intensité
SHG moyenne Imean, pour chacune des proportions de gélatine préparées. Ces résultats sont
reproductibles dans différentes microcellules préparées dans les mêmes conditions.

Comme précédemment, nous détectons à la fois le signal SHG, permettant de discriminer
collagène/gélatine et de connâıtre l’orientation 3D des triples hélices, et le signal 2PEF, per-
mettant de vérifier que la concentration en protéines est homogène dans la microcellule. En
effet, nous avons montré dans le chapitre 1, partie I.4.c., que le collagène et la gélatine en
solution acide possèdent le même signal de fluorescence endogène.

Nous observons que, tant que le collagène reste majoritaire (plus de 75%, soit moins de
25% de gélatine), l’organisation en contreplaqué reste présente : l’orientation dans le plan de
l’image ' oscille entre deux valeurs autour de 90°, et on peut observer des franges d’intensité
pour certaines des images. Cette organisation en contreplaqué a les mêmes caractéristiques
que celle observée avec une solution de collagène pure concentrée dans les mêmes conditions
physico-chimiques.

Quand la proportion de collagène est trop faible, l’organisation en contreplaqué est perdue.
L’intensité SHG Imean semble montrer que le mélange n’est pas homogène. En effet, nous
distinguons des zones claires, correspondant au signal SHG venant du collagène, de zones
sombres, sans signal SHG, donc correspondant vraisemblablement à des domaines enrichis en
gélatine. Les petits domaines plus riches en collagène semblent organisés, car nous observons
un ordre à longue portée, avec des molécules orientées à peu près dans la même direction
(orientation dans le plan de l’image ').

Nous pouvons essayer de distinguer les zones organisées en contreplaqué (faible proportion
de gélatine) des zones démixées (forte proportion de gélatine), et donc d’obtenir la proportion
de gélatine dans le mélange, en mesurant le contraste de l’image. En effet, s’il n’y a que de la
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Figure 4.12 – Organisation d’un mélange collagène/gélatine dans des conditions physico-chimiques
menant à une organisation en contreplaqué. Mesures P-SHG dans des microcellules contenant diffé-
rentes proportions de collagène et de gélatine (concentration totale de protéines constante) : orien-
tation dans le plan de l’image ' et intensité moyenne Imean. Barre d’échelle 10 �m. L’échelle en
niveaux de gris sur les images en intensité est non linéaire.
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gélatine dans le volume d’excitation, il n’y a pas du tout de signal SHG. Par contre, si ce volume
contient du collagène avec des triples hélices perpendiculaires au plan de l’image, en régime
de forte focalisation, l’intensité SHG est plus faible mais non nulle. Une phase organisée en
contreplaqué contenant peu de gélatine présentera un contraste en intensité moins important
qu’une phase contenant une forte proportion de gélatine ségrégée : des franges d’intensité dues
à une structure en contreplaqué seront donc moins contrastées que des variations d’intensité
dues à une ségrégation de phase collagène/gélatine. C’est bien ce que nous observons en
comparant le contraste (écart-type ici) d’intensité SHG pour des microcellules organisées en
contreplaqué, contenant entre 0% et 15% de gélatine, et pour des microcellules non organisées
contenant entre 85% et 95% de gélatine.

Ce contraste a été mesuré sur une image présentant l’organisation attendue provenant de
chaque série d’images prises dans les microcellules à ces conditions (même champ de vue et
même taille pixel) et est donné sur la figure 4.13a. Il est quantifié par l’écart-type en intensité de
l’image, et normalisé par rapport à l’intensité moyenne de l’image. Les histogrammes de deux
images typiques pour une microcellule contenant uniquement du collagène (en rouge) et une
microcellule contenant 85% de gélatine (en bleu), données sur la figure 4.13b, ne présentent
qu’un seul pic, permettant le calcul d’un écart-type.
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Figure 4.13 – (a) Écart-types d’intensité SHG pour des images de microcellules contenant des mé-
langes collagène/gélatine avec entre 0% et 15% de gélatine, donc organisées (19 images, gauche) et
entre 85% et 95% de gélatine, donc très ségrégées et non organisées (9 images, droite). (b) Histo-
grammes d’intensité SHG typiques pour ces images. En haut, dans une microcellule contenant 85%
de gélatine, en bas, dans une microcellule contenant uniquement du collagène. Les intensités sont
normalisées par rapport à l’intensité moyenne sur l’image.

Ceci confirme que les microcellules contenant moins de 15% de gélatine sont organisées
en contreplaqué, et que celles contenant plus de 85% de gélatine ne le sont pas, les variations
d’intensité étant liées à une ségrégation de la gélatine.

Conservation de la structure après fibrillogenèse La fibrillogenèse est possible in situ
dans les microcellules contenant un mélange collagène/gélatine, avec le même protocole que
celui décrit dans la partie II.3 et n’induit a priori pas de changement d’organisation. Nous avons
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observé en microscopie SHG des microcellules contenant 15% et 85% de gélatine fibrillée in
situ : un exemple des images observées est donné sur la figure 4.14.

Z

Y

X

Y

1
5

%
 g

él
at

in
e

8
5

%
 g

é
la

ti
n

e

Figure 4.14 – Microcellules fibrillées contenant un mélange collagène/gélatine (15% ou 85% de
gélatine) observées en SHG : coupe dans le plan de l’image (XY ) (en bleu) et coupe transversale
(Y Z) (en rouge). Barre d’échelle 10 �m.

Dans les deux cas, un signal SHG montrant la présence de collagène organisé est observé. La
microcellule contenant le mélange à 85% de gélatine présente la même organisation que celle
observée en solution, avant fibrillogenèse. Par contre, le signal observé dans la microcellule
contenant 15% de gélatine ne semble pas montrer d’organisation en contreplaqué, ce qui
est étonnant d’après les résultats de la partie II.3 en absence de gélatine. Une étude plus
systématique devra être faite pour vérifier que l’organisation souhaitée est conservée après
fibrillogenèse. 10

IV.2 Ségrégation de phases du mélange collagène/gélatine

Nous avons étudié plus en détails cette ségrégation de phases, observée jusqu’ici unique-
ment pour des grandes proportions de gélatine. En particulier nous nous demandons, pour des
faibles proportions de gélatine, si l’organisation en contreplaqué observée est due au fait que le
collagène est complètement séparé de la gélatine. Sinon, comment la gélatine est-elle répartie
dans la phase en contreplaqué ?

IV.2.a. Marquage de la gélatine

Pour cela, nous avons d’abord observé en microscopie SHG des microcellules contenant un
mélange collagène/gélatine, toujours dans une solution de 10 mM d’acide acétique et 0.3 mM
d’acide chlorhydrique, où la gélatine a été marquée avec de la fluorescéine. Deux microcellules
ont été préparées : une avec un mélange contenant 85% de gélatine, l’autre avec un mélange
contenant 15% de gélatine. La figure 4.15 donne un exemple d’images observées dans ces
microcellules.

10. De plus, s’il y a déjà une ségrégation de phase collagène/gélatine, la fibrillogenèse risque de l’amplifier
et de perturber l’organisation initiale.
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(a) 15% gélatine (b) 85% gélatine

Figure 4.15 – Images 2PEF/SHG dans des microcellules contenant de la gélatine marquée. En rouge,
signal 2PEF ; en vert, signal SHG venant du collagène. Barre d’échelle 10 �m.

Nous détectons à la fois le signal SHG venant du collagène (en vert sur les images de
la figure 4.15), et le signal 2PEF venant du marquage de la gélatine et de la fluorescence
endogène du collagène (en rouge sur les images de la figure 4.15). La discrimination entre
signal de fluorescence venant du marquage de la gélatine par de la fluorescéine, émettant vers
500-550 nm [107], et le signal de fluorescence endogène du collagène, autour de 500 nm, est
assez difficile puisque ces deux signaux émettent à des longueurs d’onde proches.

Nous remarquons toutefois que le mélange semble en partie ségrégé, puisque nous observons

— dans le mélange 15% gélatine (figure 4.15a), des zones organisées semblant contenir
peu de gélatine (présentant de la SHG) et des zones semblant contenir de la gélatine
uniquement (pas du tout de SHG). L’organisation en contreplaqué observée normalement
n’est toutefois pas bien visible à cette condition : la présence de gélatine influe sur
l’organisation du collagène ou la microcellule a été observée quand l’organisation ne
s’était pas encore formée.

— dans le mélange 85% gélatine (figure 4.15b), une ségrégation entre zones présentant de
la SHG (collagène) et zones fluorescentes (gélatine).

Le marquage de la gélatine ne donne pas suffisamment d’informations en microscopie SHG,
probablement à cause du mauvais contraste en fluorescence et parce que la résolution optique
n’est pas suffisante pour observer une ségrégation de phase.

Nous avons donc utilisé deux autres techniques, la microscopie électronique et la DSC,
permettant d’évaluer la ségrégation du mélange. Ces deux techniques ne se font malheureuse-
ment pas sur échantillon intact. Il faut en particulier dans les deux cas faire fibriller le mélange
collagène/gélatine obtenu pour pouvoir l’observer, et ceci peut induire ou accentuer une sé-
grégation de phase. Ces mesures ont été réalisées par François Portier dans le cadre de sa
thèse.

IV.2.b. Microscopie électronique

L’image en microscopie électronique d’une coupe dans une matrice collagène fi-
brillé/gélatine avec 5% de gélatine, donnée sur la figure 4.16, présente des zones amorphes,
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Figure 4.16 – Matrice collagène fibrillé/gélatine (5% gélatine) observée en TEM.

comme celle entourée en noir, piégées dans l’organisation en contreplaqué du collagène fibrillé.
Ces zones amorphes sont susceptibles d’être de la gélatine.

Le mélange ne semble donc pas être homogène, même pour de faibles quantités de gélatine.
Nous observons des zones riches en collagène, organisées en contreplaqué, et des zones riches
en gélatine qui semblent se répartir dans les défauts du contreplaqué.

IV.2.c. Mesures par calorimétrie différentielle à balayage (DSC)

La DSC permet de déterminer la température des transitions de phase dans un milieu,
par des mesures d’enthalpie. Pour cela, il faut maintenir à la même température l’échantillon
à étudier et une référence, et mesurer leurs échanges d’énergie en appliquant une rampe de
températures. Le diagramme DSC représente l’enthalpie en fonction de la température : s’il y
a une transition de phase, on observe un saut d’enthalpie à la température correspondante.

Nous pouvons donc mesurer ici, dans des mélanges fibrillés collagène/gélatine :

— La température de dénaturation du collagène en gélatine, ici autour de 40-50� (colla-
gène fibrillé),

— La température de transition pelotes/triples hélices partielles dans la gélatine (li-
quide/gel), ou température de dénaturation de la gélatine, vers 30-35�,

et avoir une idée, qualitative, de leurs enthalpies respectives. 11

Nous utilisons des mélanges fibrillés collagène/gélatine pour que les deux températures
(dénaturation et transition pelotes/hélices) soient différentes. Le collagène fibrillé se dénature
en effet à des températures plus importantes (40-50�) que des triples hélices en solution
(37�). L’allure du diagramme DSC va alors dépendre des interactions entre les triples hélices
de collagène et la gélatine, et de celles induites par la fibrillogenèse.

— Si la gélatine s’insère entre les triples hélices de collagène (donc dans les fibrilles), sa
température de transition liquide/gel sera plus haute, voire égale à la température de
dénaturation du collagène. Sur le diagramme DSC, le pic de la gélatine sera donc décalé
vers celui du collagène, et élargi. Le pic du collagène n’est pas modifié.

11. En effet, la présence d’eau dans le mélange modifie les enthalpies de transition de phase. Il faut donc
bien contrôler la part d’eau présente pour effectuer des mesures quantitatives.
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— S’il y a ségrégation de phases et que collagène et gélatine sont séparés, les deux pics
restent présents aux températures attendues. En effet, les températures de dénaturation
sont alors indépendantes de la proportion collagène/gélatine du mélange. Elles peuvent
tout de même être modifiées aux interfaces entre les deux phases.

dénaturation de 
la gélatine

dénaturation du 
collagène fibrillé

pourcentage de gélatine

Figure 4.17 – Diagrammes DSC pour différents mélanges collagène/gélatine. En bleu, diagramme du
collagène fibrillé seul (m0%), avec le pic correspondant à sa dénaturation. En noir, diagramme de la
gélatine seule (m100%), avec le pic correspondant à la transition pelotes/hélices.

La figure 4.17 représente les diagrammes DSC pour différents mélanges collagène/gélatine.
Nous remarquons que, en augmentant la proportion de gélatine dans le mélange, les deux pics
de transitions sont légèrement décalés.

— La température de transition pelote/hélice de la gélatine diminue.

— La température de dénaturation du collagène augmente. Pour de fortes proportions de
gélatine, on observe même deux pics de transition : l’un des deux correspondrait à du
collagène entouré d’autres molécules de collagène, l’autre à du collagène à l’interface
collagène/gélatine.

Il est probable que les décalages de ces températures de transition soient donc dus à la pré-
sence d’interfaces collagène/gélatine plus ou moins importantes. En fonction de la proportion
de gélatine présente, le système passe d’une phase gélatine dispersée dans une phase continue
de collagène à une phase continue de gélatine contenant une phase dispersée de collagène.
L’étude des diagrammes DSC de mélanges collagène/gélatine peut nous donner des informa-
tions sur la ségrégation de phase entre les deux composés, et notamment à quelle proportion
de gélatine le passage d’une phase dispersée à une phase continue s’effectue.

L’auto-organisation du collagène observée dans des mélanges collagène/gélatine semble
donc possible grâce à une ségrégation de phase. La proportion de gélatine dans le mélange
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final n’est en effet pas homogène. Dans les zones organisées, il y a probablement une proportion
de gélatine plus faible que dans le mélange injecté.

Au final, nous obtenons des échantillons avec, pour de faibles proportions de gélatine
(inférieures à 20%), des zones organisées avec du collagène organisé en contreplaqué et de la
gélatine insérée dans les défauts de ce contreplaqué. L’inclusion de gélatine en faible quantité
permettrait donc d’obtenir des matrices poreuses en conditions physiologiques, la gélatine étant
soluble dans l’eau à 37�. Nous pourrions de plus, en modifiant la quantité de gélatine, ajuster
la porosité de la matrice obtenue. Ceci aurait pour avantage de faciliter l’insertion de cellules
au sein de cette matrice, tout en conservant une organisation spécifique.

Conclusion La méthode développée par le groupe de Gervaise Mosser au LCMCP permet
donc d’obtenir des matrices organisées de collagène, avec une organisation contrôlée par les
conditions physico-chimiques de départ. En particulier, nous pouvons reproduire une structure
proche de celle de la cornée à l’aide de cette technique. La microscopie SHG, et en particulier
les mesures P-SHG, permettent de repérer de manière fiable ces organisations spécifiques.
Nous pouvons ainsi tester les conditions physico-chimiques de départ menant à l’organisation
souhaitée, en repérant les transitions de phase entre organisations à différentes concentrations
de collagène. Il suffit ensuite de préparer une solution de collagène dans les bonnes conditions
et de la faire fibriller pour obtenir une matrice de collagène fibrillé avec une organisation
spécifique, comme par exemple celle de la cornée.

Pour le moment, l’ajout de cellules dans une telle matrice est difficile, car celles-ci ne
pénètrent pas en profondeur dans l’échantillon. L’ajout de gélatine, plus facile à stériliser,
pourrait permettre d’ajuster la porosité de la matrice de collagène fibrillé afin de faciliter la
migration des cellules au sein du matériau. En effet, la gélatine étant soluble dans l’eau à 37�,
elle pourrait rendre la matrice plus ”poreuse” en conditions physiologiques.

Nous avons ici peu discuté des organisations de type cholestériques observées, mais l’étude
de ces organisations est aussi intéressante puisqu’elles sont similaires à la structure du collagène
observée dans les ostéons, structures de base des os compacts. Un repérage des défauts, couplé
à des mesures P-SHG et CD-SHG, devrait permettre de comprendre la structure observée dans
les microcellules imagées.

L’observation en microscopie SHG peut être bien sûr adaptée à d’autres échantillons pré-
sentant des organisations similaires, comme des organisations à partir de cellulose ou d’autres
biopolymères [192].
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Chapitre 5

Chiralité du collagène et différence
circulaire (CD-SHG)

Le monde marche ! Pourquoi ne tournerait-il pas ?

Arthur Rimbaud, Une saison en enfer
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Des mesures de différence circulaire en SHG ont été effectuées au laboratoire il y a quelques
années pour étudier des molécules chirales déposées sur une surface [7]. C’est pourquoi nous
nous intéressons ici à la chiralité du collagène et à ses effets sur les signaux SHG.

Dans la première partie de ce chapitre, nous présentons la chiralité du collagène, puis le
principe de l’imagerie SHG en différence circulaire (CD-SHG), et montrons que cela permet de
tirer parti de cette chiralité pour mesurer la polarité hors-plan des fibrilles de collagène dans
le volume d’excitation.

Le premier groupe a avoir mesuré une CD-SHG est le groupe de Campagnola et coll., qui
a mesuré des différences circulaires de quelques % dans la peau [194]. Aucune interprétation
du signal observé n’est alors donnée. Kauranen, Chu et coll. ont publié ensuite des mesures
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de CD-SHG dans le ligament ou dans l’amidon, avec des contrastes de 100%, en donnant une
interprétation assez ambigüe de leurs résultats [195, 196].

Nous allons donc présenter en détail tous les calculs analytiques et les simulations numé-
riques associées, pour comprendre l’origine de la différence circulaire et de quels paramètres
elle dépend.

Dans la deuxième partie, nous utilisons cette méthode, en complément des mesures P-SHG,
pour obtenir des informations sur la structure de la cornée à l’échelle micrométrique.

Enfin, pour avoir une information complète sur la polarité des fibrilles (hors-plan et dans
le plan de l’image), une imagerie corrélative CD-SHG / I-SHG (SHG interférométrique) a été
mise en place sur des coupes fines de cornée en collaboration avec l’équipe de François Légaré
à l’EMT-INRS (Montréal). Elle sera présenté dans la troisième partie.
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Encart 5.1 – Chiralité

Un objet est dit chiral s’il n’est pas superposable à son image dans un mi-
roir. Dans ce cas il ne présente aucune symétrie intrinsèque. Nos mains, par
exemple, sont chirales (c’est d’ailleurs de là que vient ce mot). Une molécule chi-
rale peut alors exister sous deux formes, images l’une de l’autre dans un miroir.

Dans la nature, il n’existe souvent qu’une des deux formes d’une molécule chirale. Ainsi,
tous les acides aminés naturels ont la même symétrie, comme tous les glucides, et aussi
le collagène. C’est pourquoi on parle de l’homochiralité de la vie.

I Imagerie SHG en différence circulaire (CD-SHG) : prin-
cipe et informations obtenues

I.1 Chiralité du collagène

Comme nous l’avons vu au chapitre 1 puis tout au long de cette thèse, le collagène est
une triple hélice, composée de trois châınes � d’acides aminés qui sont des molécules chirales
(voir l’encart 5.1).

hélice α

Figure 5.1 – Une châıne � d’acides aminés, organisée en hélice gauche, est une molécule chirale.
Seule la forme en hélice gauche est présente dans la nature.

Chaque châıne � est une hélice gauche, comme représenté sur la figure 5.1. Par construc-
tion [197], la triple hélice de collagène est elle aussi chirale, avec une super-hélicité droite. Une
fibrille de collagène aura ensuite un léger twist de chiralité gauche.

Cette chiralité va donner des propriétés optiques particulières au collagène, qui peuvent
être exploitées pour obtenir de l’information sur sa distribution 3D.

De plus, nous nous attendons à ce que les organisations de type cristal liquide du collagène,
comme celles décrites au chapitre 4, aient une chiralité à l’échelle micrométrique dépendant
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de la chiralité des molécules de collagène.

I.1.a. Tenseur �(2) décrivant la SHG du collagène

Pour tenir compte de la chiralité du collagène dans sa réponse optique, et donc pour la
génération de signal SHG, il faut garder l’information temporelle du signal incident, c’est-
à-dire sortir du cadre des conditions de Kleinman (qui impliquent une réponse instantanée
du milieu) [6, 20, 198]. En effet, seule l’information temporelle permet de discriminer une
polarisation circulaire droite d’une polarisation circulaire gauche (par leur sens de rotation).

Pour le tenseur donné à l’équation 2.2, cela revient à

— se rappeler qu’il est possible d’avoir des composantes complexes. Pour simplifier, on
considérera que les composantes achirales du tenseur sont toutes réelles (pas d’absorp-
tion).

— prendre en compte les termes chiraux, en vert

— et lever l’égalité �(2)
yxy = �

(2)
xyy

Il faut donc considérer les trois paramètres � = �
(2)
xxx

�
(2)
xyy

, � = �
(2)
xxx

�
(2)
yxy

et 
 = �
(2)
xxx

�
(2)
yzx

, qui sont les rapports

entre les différentes valeurs des composantes de ce tenseur, à la place du rapport d’anisotropie
� utilisé précédemment.

Le collagène étant homochiral, 
 a ici un signe fixe. 1

I.1.b. Origine des effets chiroptiques en SHG

Pour comprendre l’origine des effets chiroptiques du collagène, deux modèles prédominent
et donnent plus finement les caractéristiques des composantes chirales du tenseur. Ces modèles
ont été adaptés au calcul du signal SHG dans le cas d’une observation de molécules chirales,
et en particulier pour des mesures de CD-SHG sur une surface [6]. Un schéma de principe est
donné pour chacun de ces modèles sur la figure 5.2.

Modèle de Kuhn La chiralité vient d’une distribution non colinéaire et non coplanaire, donc
chirale, de dipôles achiraux couplés. Dans ce cas, les effets chiroptiques en SHG sont dûs
à des effets dipolaires électriques uniquement et les composantes chirales du tenseur SHG
sont en phase par rapport aux composantes achirales, elles aussi dipolaires électriques.
Elles sont donc réelles si on considère pour simplifier que les composantes achirales sont
réelles.

Modèle de Kauzmann La chiralité vient d’une oscillation hélicöıdale (donc chirale) des élec-
trons. Dans ce cas, des effets dipolaires magnétiques apparaissent, et les composantes
chirales du tenseur SHG sont déphasées de �

2
par rapport aux composantes achirales,

dipolaires électriques. Elles sont donc imaginaires si on considère que les composantes
achirales sont réelles.

En pratique, dans le cas du collagène, des expériences ont montré que les effets chiroptiques
du collagène viennent à la fois d’effets dipolaires électriques (modèle de Kuhn) et dipolaires
magnétiques (modèle de Kauzmann) [7].

1. Pour deux molécules chirales symétriques l’une de l’autre, chacune aurait un 
 de même valeur absolue
et de signe opposé.
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(a) (b)

Figure 5.2 – Les effets chiroptiques du collagène peuvent être expliqués à la fois par la distribution
chirale de dipôles achiraux, et par le fait que des dipôles électriques et magnétiques soient excités.
(a) Modèle de Kuhn : deux électrons oscillent dans deux directions non colinéaires et non coplanaires
avec un certain couplage �. C’est une chiralité due à la distribution chirale des dipôles. La chiralité
change si � et l’angle � changent de signe. (b) Modèle de Kauzmann : deux électrons oscillent chacun
dans deux hélices imbriquées (système de conjugaison � twisté par exemple). C’est une chiralité due
à l’excitation électrique et magnétique des mêmes dipôles. La chiralité change si les deux hélices
changent de sens de rotation.

I.2 Différence circulaire

La chiralité du collagène va induire une différence de signal SHG émis pour une polarisa-
tion incidente circulaire droite ou gauche, comme nous l’avons relevé dans le calcul du cha-
pitre 2, partie I.2.b.

I.2.a. Définition et origine

Nous pouvons mesurer une différence circulaire (CD), qui est en fait une différence d’in-
tensité normalisée :

CD2! = 2
(I2!+ � I2!� )

I2!+ + I2!�
(5.1)

avec I2!� , resp. I2!+ , l’intensité SHG pour une excitation avec une polarisation circulaire droite
(�), resp. gauche (+),

~Einc;� =
E0p
2
( ~X � i ~Y )e i(kZ�!t) (5.2)

dans la convention usuelle en optique, c’est-à-dire en définissant le sens de rotation pour un
observateur regardant la source [156].

Par définition, cette différence circulaire est dans l’intervalle [-2,2]. Toutes les images CD-
SHG seront donc représentées avec cette échelle par la suite.

Nous observons une différence circulaire sur le collagène quand les fibrilles (ou les triples
hélices) dans le volume d’excitation sont hors du plan de l’image. Ceci sera démontré plus
loin par des calculs analytiques, mais nous pouvons aussi l’expliquer de façon qualitative, en
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supposant que le pas de l’hélice formée par les dipôles non-linéaires 2 modifie la polarisation
circulaire incidente en fonction de son sens de rotation, même si la période caractéristique de
l’hélice et celle de l’onde incidente ne sont pas à la même échelle.

Ainsi, nous pouvons comprendre qu’une hélice dans le plan de l’image, c’est-à-dire dans le
plan de la polarisation incidente, n’induira aucune différence circulaire. Par contre, une hélice
perpendiculaire au plan de l’image, c’est-à-dire dans la direction de propagation de la lumière,
va modifier grandement la polarisation incidente. Nous pouvons aussi supposer qu’on observera
un changement du signe de la différence circulaire en fonction de la direction où pointent les
dipôles non-linéaires sur l’hélice (vers le haut ou vers le bas) : dans un cas, l’hélice vue par la
polarisation tourne dans un sens, dans l’autre elle tourne dans l’autre sens.

I.2.b. Montage expérimental et mise en place des mesures

Z

Xψ
ϕ

ψ>0

ψ<0

ψ=0

+
-

(a) (b)

Y

x

y z

Figure 5.3 – Principe de la mesure de la différence circulaire (CD) et polarité hors-plan du collagène.
(a) Montage expérimental. (b) Polarité des fibrilles par rapport au plan de l’image (XY ) et angle  .

Le montage utilisé pour les mesures de différence circulaire est le même que celui décrit
au chapitre 2, partie II, avec les modification suivantes

— Trois lames d’ondes, deux �
4

et une �
2

, comme décrit au chapitre 2 partie II.3, sont
utilisées pour corriger l’ellipticité de la polarisation incidente et avoir une polarisation
circulaire de bonne qualité (ellipticité � > 95%).

— Nous utilisons uniquement des coupes fines, qui permettent d’obtenir des images à la
fois en transmission (F-SHG) et en épidétection (B-SHG) sans dégrader la polarisation
incidente. En effet, la dégradation de la polarisation circulaire pour une imagerie en
profondeur dans les tissus est trop importante.

— Le programme du microscope a été modifié pour permettre l’acquisition de ces images.

En pratique, nous enregistrons d’abord I2!� (polarisation circulaire droite), puis I2!+ (po-
larisation circulaire gauche). Il faut évidemment ne pas ab̂ımer l’échantillon et s’assurer que
l’ordre de mesure choisi n’affecte pas les résultats.

I.3 Calcul analytique

Comme dans les chapitres précédents, nous considérons un tissu homogène, ne présentant
ni dispersion, ni biréfringence, composé de fibrilles alignées les unes par rapport aux autres

2. Ici, les liaisons peptidiques de la châıne � d’acides aminés, en hélice gauche.
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dans le volume d’excitation, et faisant un angle  par rapport au plan de l’image (l’orientation
de  est représentée sur la figure 5.3b).

Reprenons le calcul analytique en ondes planes, négligeant la focalisation, présenté au cha-
pitre 2, partie I.2.b., en partant de l’expression de la polarisation induite (équation 2.19) pour
une polarisation incidente circulaire droite (�) ou gauche (+).

P 2!
X;� =

E2
0

2
cos [(�(2)

xxx � �(2)
xyy) cos

2 + 2�(2)
yxy sin

2 � 2i�(2)
yxz sin ]

P 2!
Y;� =

E2
0

2
cos [2�(2)

yzx sin � 2i�(2)
yxy ] (5.3)

Nous avons vu lors de ce calcul que, si les composantes chirales du tenseur (en vert) ont
la même phase que les composantes achirales, c’est-à-dire sont réelles si nous considérons
pour simplifier que les composantes achirales sont réelles, aucune différence circulaire n’est
observée. Nous supposons donc que ces composantes chirales ont une partie imaginaire. Les
autres composantes du tenseur restent réelles.

Sachant que I2! = jP 2!
X j2 + jP 2!

Y j2, on écrit :

I2! = <[P 2!
X ]2 + =[P 2!

X ]2 + <[P 2!
Y ]2 + =[P 2!

Y ]2 (5.4)

Pour une excitation avec une polarisation circulaire droite (�) ou gauche (+) :

I2!� = cos2  (I!)2

4
[((�

(2)
xxx � �(2)

xyy) cos
2 + 2�

(2)
yxy sin

2 � 2=[�(2)
yxz ] sin )

2

+4<[�(2)
yxz ]

2 sin2 

+4(=[�(2)
yzx ] sin � �(2)

yxy)
2

+4<[�(2)
yzx ]

2 sin2 ] (5.5)

Ainsi,

1

cos2 (I!)2 (I
2!
� � I2!+ ) = �2[((�(2)

xxx � �(2)
xyy) cos

2 + 2�
(2)
yxy sin

2 ]=[�(2)
yxz ] sin 

�4=[�(2)
yzx ]�

(2)
yxy sin (5.6)

ou encore

1

cos2 (I!)2 (I
2!
� �I2!+ ) = =[�(2)

yzx ] sin f�2((�(2)
xxx��(2)

xyy�2�(2)
yxy) cos

2 �8�(2)
yxyg (5.7)

Il y a donc deux conditions pour observer une différence circulaire :

— les composantes chirales du tenseur �(2) doivent être non nulles et être déphasées par
rapport aux composantes achirales

— les fibrilles dans le volume d’excitation doivent être hors du plan de l’image, pour avoir
sin 6= 0.

La polarité hors-plan des fibrilles est donnée par le signe de  , donc par le signe de la
différence circulaire mesurée. En effet, le collagène est homochiral donc le signe de =[�(2)

yzx ]

est fixe. Nous pouvons utiliser les valeurs suivantes pour les composantes du tenseur, données
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dans [195, 199] et dont la détermination est expliquée dans la partie suivante :

� =
�
(2)
xxx

�
(2)
xyy

= 1:59

� =
�
(2)
xxx

�
(2)
yxy

= 2:08


 =
�
(2)
xxx

�
(2)
yzx

= 8:48� 11:52i (5.8)

Ainsi, nous nous attendons à observer

— un CD positif quand sin est positif, soit  2 [0; �], c’est-à-dire pour des fibrilles
pointant vers le haut

— et un CD négatif quand  2 [�; 2�], pour des fibrilles pointant vers le bas.

I.4 Simulations numériques

I.4.a. Détermination des valeurs des composantes du tenseur

Les valeurs des rapports �, � et 
 pour le collagène ont été mesurées par Kauranen et coll.
en régime peu focalisé : les valeurs de � et � ont été mesurées expérimentalement [199], et
la valeur de 
 a été déduite à partir de la comparaison de mesures de CD et des résultats de
simulations numériques [195]. Nous utiliserons ici ces valeurs, données à la partie précédente,
pour toutes nos simulations numériques.

Un autre moyen d’obtenir ces composantes tensorielles est de faire continument varier
l’ellipticité de la polarisation. Cela permet d’obtenir plus d’informations qu’en mesurant sim-
plement la différence circulaire ou qu’avec des mesures en polarisation linéaire [155]. À notre
connaissance, cela n’a par contre pas été appliqué au collagène.

I.4.b. Effet des paramètres géométriques

Nous considérons toujours le même tissu modèle. De la même manière qu’au chapitre pré-
cédent, le calcul prenant en compte la forte focalisation du faisceau incident et les paramètres
géométriques du montage expérimental a été effectué, mais cette fois en considérant aussi les
composantes chirales du tenseur.

Les courbes présentées sur la figure 5.4 donnent le CD en fonction de l’angle hors-plan des
fibrilles  d’après les formules analytiques (équation 5.3), et d’après des simulations numériques
dans le cas d’une forte focalisation (ON 1.2). Les paramètres géométriques n’induisent ici pas
de différences notables.

Kauranen et coll. ont obtenu des valeurs du même ordre de grandeur en faisant des simu-
lations numériques du CD obtenu dans des fibrilles de collagène isolées (focalisation avec une
ON 0.8) [200].

I.4.c. Effet des propriétés optiques des tissus

La biréfringence (et les autres propriétés d’un tissu) ont des effets drastiques sur la polari-
sation et donc sur la différence circulaire mesurée.

Par exemple, le CD simulé en profondeur dans le tendon, présentant une forte biréfringence,
oscille avec une période de 120 �m, comme le montrent les courbes de la figure 5.5.
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Figure 5.4 – Évolution de la différence circulaire en fonction de l’angle hors-plan des fibrilles  :
calcul analytique en ondes planes et simulations numériques pour une ON d’excitation 1.2 (F-SHG
et B-SHG). On prend � = 1:59, � = 2:08 et 
 = 8:48� 11:52i .
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Figure 5.5 – Évolution de la différence circulaire en fonction de la profondeur Z dans le tendon,
biréfringent, et pour différentes orientations des fibrilles  > 0 : simulations numériques pour une ON
d’excitation 1.2 (F-SHG), en modélisant ce tissu avec les paramètres donnés au chapitre 3, partie IV.2.
Nous avons pris � = 1:59, � = 2:08 et 
 = 8:48�11:52i . La profondeur dans le tissu Z est donnée
par le déplacement de l’objectif dZobj : Z = dZobj

ntissu
neau

. dZobj = 0 �m correspond à la surface de
l’échantillon.

I.5 État de l’art et validation expérimentale

Le groupe de Campagnola et coll. a été le premier à présenter des mesures de différence
circulaire dans des tissus biologiques : le tendon et la peau [194]. Aucune explication analy-
tique ou numérique n’est donnée. Les mesures de CD rapportées sont très faibles (� 5%),
probablement parce que les échantillons observés contiennent essentiellement des fibrilles dans
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le plan de l’image. On observe toutefois des différences de structuration, modifiant la chiralité,
entre une peau normale et une peau atteinte d’ostéogenèse imparfaite.

Le groupe de Chu et coll., en collaboration avc celui de Kauranen et coll., a ensuite présenté
des mesures de CD d’environ �1 dans des ligaments, en proposant plusieurs origines possibles
du contraste observé [195]. Dans la publication associée, il est aussi montré que le signal de
CD est nul dans le cas d’un matériau achiral, du LiNbO3. Cependant, aucune expression
analytique du CD (du type de celle donnée à l’équation 5.7) n’est donnée et les simulations
numériques ne sont pas détaillées. De même, le lien entre différence circulaire mesurée et
polarité hors-plan des fibrilles de collagène est évoqué, mais l’origine du signal de CD semble
mal comprise. Ce groupe a aussi fait des mesures de CD dans l’amidon, mais l’interprétation
des résultats est peu claire [196].

Il est donc nécessaire de tester les mesures de différence circulaire dans plusieurs échantillons
modèles bien connus, afin de comprendre et interpréter le signal observé dans les différents cas.
Nous avons ici mesuré le CD dans le tendon, l’amidon et un cristal de LiIO3 judicieusement
coupé.

I.5.a. Tendon

Nous avons d’abord tenté de mesurer le CD à différentes profondeurs dans le tendon :
un exemple d’image obtenue proche de la surface et un profil en profondeur sont donnés sur
la figure 5.6. Le tendon observé est préparé dans les mêmes conditions qu’au chapitre 3, par-
tie IV.1.a.. Il est ensuite étiré sur un petit capillaire (quelques centaines de nm de diamètre)
pour pouvoir observer des zones où les fibrilles le composant sont hors du plan de l’image.

Les images ont été prises en transmission (F-SHG) avec un objectif 25x (ON 1.05), en
sur-échantillonnant (taille pixel �100 nm, plus petit que la dimension transversale du volume
d’excitation), avec un temps d’intégration suffisamment long (20 �s). Le sur-échantillonnage
permet de moyenner l’intensité SHG détectée en binant sur des pixels voisins, ce qui permet
en général d’obtenir un signal CD plus précis. De plus, nous enregistrons quatre images à la
suite que l’on moyenne pour gagner encore en précision.
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Figure 5.6 – Mesure de la différence circulaire en fonction de la profondeur Z dans le tendon préparé
tel que présenté au chapitre 3, partie IV.1.a.. (a) Nous observons bien du CD dans le tendon (ici
proche de la surface). Barre d’échelle 10 �m. (b) Mesure de la différence circulaire dans la zone
jaune en fonction de la profondeur Z. La profondeur dans le tissu Z est donnée par le déplacement
de l’objectif dZobj : Z = dZobj

ntissu
neau

. La flèche noire indique la surface de l’échantillon.
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Les valeurs de CD mesurées sont assez faibles, probablement parce que l’angle hors-plan
des fibrilles est assez faible. Sur l’image de la figure 5.6a, nous observons des zones de polarité
différentes (signe du CD différent), correspondant probablement à des fibres orientées dans
des directions opposées. Ces variations de polarité sont cohérentes avec les résultats de Rivard
et coll. obtenus par I-SHG [150]. Le profil donné sur la figure 5.6b montre que la valeur de
CD mesurée dépend de la profondeur, comme ce qui est prédit par les simulations numériques
présentées sur la figure 5.5.

I.5.b. Amidon

Nous avons ensuite effectué des mesures dans l’amidon, pour vérifier les résultats expéri-
mentaux présentés dans [196].

L’amidon de blé ou de mäıs est composé de granules d’environ 10 �m de diamètre. Le signal
SHG dans l’amidon vient des molécules d’amylopectine, bien alignées les unes avec les autres
dans la direction radiale, pointant toujours vers la surface de la granule (voir la figure 5.7).
Nous observons plutôt de l’amidon hydraté, mieux organisé.

Amylopectine,
double héliceZ

X, Y

Figure 5.7 – Structure 3D d’une granule d’amidon et signe du CD attendu. Tiré de [196].

L’image SHG se fait dans le plan XY . Nous nous attendons donc à observer un CD positif
en haut d’une granule, puis s’annulant en passant le plan central de la granule pour enfin
devenir négatif en bas de la granule (ou inversement).

Les mesures de CD rapportées dans [196] et celles effectuées sur notre montage expérimen-
tal, pour des granules d’amidon en solution dans de l’eau, ne donnent pas du tout ces résultats.
En effet, comme le montre la figure 5.8 (image dans le plan (XY )) et les images présentées
dans [196], le signe du CD change sur l’image, alors qu’il est censé rester le même dans un
même plan. Ceci est probablement dû à l’interface sphérique, qui modifie drastiquement la
polarisation circulaire incidente et déforme le volume d’excitation.

De plus, le changement de signe du CD en profondeur n’est pas toujours visible sur les
profils présentés dans [196] et sur nos images.

La publication de Chu et coll. donne donc a priori une mauvaise interprétation de l’évolution
du signe du CD mesuré à différents endroits dans l’amidon. Les effets d’interface étant trop
importants, il faudrait refaire ce type de mesures avec une adaptation d’indice entre la solution
(ici de l’eau) et les granules d’amidon hydratées.
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0

-2

2

Figure 5.8 – Image en CD-SHG dans des granules d’amidon hydratées, en solution dans l’eau. L’image
est dans le plan (XY). Barre d’échelle 10 �m.

I.5.c. Cristal avec une symétrie similaire au collagène

D’autres mesures ont été effectuées dans un cristal de LiIO3, de symétrie C6 donc avec le
même tenseur �(2) que le collagène, et un axe de symétrie hors du plan de l’image. D’après
la littérature, ce cristal présente peu ou pas d’absorption, donc les composantes (achirales et
chirales) du tenseur sont peut-être toutes réelles [201].

Z

X, Y

Z

X, Y
θ=41°

FACE A

FACE B

FACE B

FACE A

Figure 5.9 – Coupe du cristal de LiIO3 et CD attendu dans les deux positions choisis du cristal.

Le cristal choisi a été coupé de manière à ce que l’orientation de son axe principal soit
(� = 41°; ' = 0°), et il fait 500 �m d’épaisseur. On a donc  = �49°. Il suffit d’effectuer une
mesure avec le cristal dans un sens (axe pointant vers le haut), puis une mesure dans l’autre
sens (axe pointant vers le bas), comme représenté sur la figure 5.9, pour montrer que le signe
du CD dépend du signe de  .

Par contre, ce cristal est très biréfringent, avec �n = �0:06 à 860 nm pour la coupe
obtenue : cela correspond à un changement de la polarisation sur quelques microns... Il faut
donc faire des mesures à différentes profondeurs Z pour prendre en compte la modification du
CD avec la profondeur.

Les courbes de CD obtenues en fonction de la profondeur, pour le cristal dans un sens ou
dans l’autre, sont données sur la figure 5.10. La surface du cristal est repérée en mesurant aussi
l’intensité du signal SHG : au pied de la courbe, nous sommes à la surface du cristal [161? ].

Les valeurs de CD obtenues sont effectivement très faibles, et présentent un biais, puisque
nous mesurons un CD d’environ 0.05 au dessus de la surface du cristal. Malgré tout, nous
mesurons un CD supérieur à 0.05 (donc positif) pour le cristal dans un sens, et un CD inférieur
à 0.05 (don négatif) pour le cristal dans l’autre sens.
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Figure 5.10 – Courbe de CD (en violet) et d’intensité SHG moyenne (en noir) en fonction de la
profondeur Z dans le cristal de LiIO3. A gauche, face A vers le haut ; à droite, face B vers le haut.
La surface du cristal est donnée par le pied de la courbe d’intensité (flèches).

Conclusion Les tests de CD-SHG sur systèmes modèles ne sont donc pas totalement
concluants, car les systèmes modèles choisis sont au final suffisamment complexes pour mo-
difier le signal SHG par rapport à ce que nous attendons, à cause de leurs propriétés optiques
pour le tendon et le cristal, ou de leur inhomogénéité pour l’amidon. Les mesures dans le
cristal LiIO3 valident malgré tout le fait que les mesures de CD-SHG nous donnent la pola-
rité des fibrilles de collagène hors du plan de l’image, et donc du signe de  dans le volume
d’excitation : nous obtenons un CD positif pour  positif, et un CD négatif pour  négatif.

Finalement, l’échantillon biologique le plus simple auquel nous pouvons avoir accès pour le
moment est une coupe transverse de cornée, dont la structure est relativement bien connue.

II Détermination fine de la structure de la cornée

Il reste un grand nombre de questions ouvertes sur la structure de la cornée, décrite au cha-
pitre 1, partie I.2.d. et rappelée sur la figure 5.11 :

— Deux lamelles superposées sont-elles parfaitement orthogonales ?

— L’orientation des fibrilles dans une lamelle est-elle constante ? Les fibrilles tournent-elles
légèrement dans une lamelle ?

— Si oui, comment définir la frontière entre deux lamelles superposées ?

— Quelle est la polarité des fibrilles dans les lamelles ? Dans quel sens s’effectue la rotation
entre deux lamelles successives ? Cela correspond-t-il à la chiralité attendue de par la
structure des molécules de collagène ?

Une combinaison des mesures P-SHG en profondeur dans la cornée (configuration repré-
sentée sur la figure 5.12a) et de mesures CD-SHG sur des coupes fines transversales (coupe
représentée sur la figure 5.12c) permet d’avoir des informations complémentaires sur cette
structure.

Les mesures en P-SHG permettent en effet d’obtenir l’orientation des fibrilles ' dans le
plan de l’image XY (figure 5.12b), à différentes profondeurs dans la cornée, ce qui permet
d’étudier les trois premières questions.

153
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stroma lamelles fibrilles de collagène

Figure 5.11 – Rappel de la structure de la cornée : organisation en contreplaqué, composée de lamelles
contenant des fibrilles alignées les unes avec les autres. Deux lamelles successives sont orthogonales.
Les fibrilles ont un diamètre de 30 nm et sont organisées de façon quasi cristalline dans les lamelles.
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Figure 5.12 – Observations complémentaires de la cornée en P-SHG et en CD-SHG : configuration
expérimentale et informations obtenues (a,b) pour des mesures P-SHG, et (c,d) pour des mesures
en différence circulaire (CD-SHG). (a) Imagerie en face sur cornée intacte : coupes optiques longi-
tudinales dans le plan XY , en bleu, à différentes profondeurs Z. (b) Les mesures P-SHG permettent
d’obtenir l’orientation ' dans le plan de l’image (flèches rouges) à différentes profondeurs Z. (c) Ima-
gerie sur coupes transversales : mesures CD-SHG sur coupes fines de cornée, comme celle présentée
en rouge, placées dans le plan XY du microscope. (d) Les mesures CD-SHG permettent d’obtenir
la polarité des fibrilles par rapport au plan de l’image, et donc le sens de rotation du contreplaqué.
Vues (a) et (c) tirées de [9].

Les mesures de différence circulaire (CD-SHG) sur des coupes fines transversales per-
mettent de connâıtre la polarité des fibrilles dans les lamelles, et donc d’étudier la rotation du
contreplaqué (figure 5.12d).

II.1 Résultats des mesures P-SHG

J’ai utilisé des mesures P-SHG en fonction de la profondeur effectuées par Gaël Latour sur
des cornées humaines provenant de la Banque Française des yeux (BFY), lors de son contrat
post-doctoral au LOB. Une partie de ces résultats est présentée dans [8].

Toutes les images ont été prises côté endothélium, là où les lamelles de la cornée sont les
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plus épaisses (2 à 3 �m). Six séries d’images ont été prises sur trois cornées différentes, sur
des profondeurs de quelques dizaines de �m, avec une image tous les 0.5 �m. L’objectif utilisé
est le 60x, d’ouverture numérique 1.2, donc les champs de vue obtenus sont entre 100 et 150
�m, pour des images de 200 à 300 pixels de large. Les paramètres P-SHG sont extraits sur
des zones binées de 12 � 12 �m2, donc nous avons au total environ 300 profils en Z de ces
paramètres dans la cornée.

II.1.a. Profils d’orientation typiques
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Figure 5.13 – Mesures P-SHG en profondeur (Z) dans la cornée. Image reconstruite dans le plan
(XZ) du rapport d’anisotropie � (a) en F-SHG, (b) en B-SHG. Zone de calcul : 8.5 � 8.5 �m2,
pas en Z 0.5 �m. Barres d’échelle 20 �m. (c) Profils typiques selon Z des trois paramètres mesurés
(Imean, � et ') ainsi que de la qualité de leur détermination r2, pour une mesure en F-SHG (en noir)
ou B-SHG (en rouge). Résultats tirés de [8].

Des profils typiques obtenus pour les trois paramètres mesurés en P-SHG (l’intensité SHG
moyenne Imean, l’anisotropie � et l’orientation '), ainsi que la qualité de leur détermination
r 2, sont donnés sur la figure 5.13, tirée de [8].

Nous avons vu au chapitre 3 (dans la partie IV.3) qu’à la limite entre deux lamelles, quand
le volume d’excitation contient des fibrilles dans deux directions orthogonales, l’anisotropie
mesurée � est plus faible, et la qualité de détermination des résultats r 2 est moins bonne 3).
À chaque changement de lamelle, nous observons donc à la fois un saut d’orientation ', et
une diminution des paramètres � et r 2. Ceci peut être un critère pour séparer deux lamelles
superposées. Dans ce cas, nous remarquons que les sauts d’orientation entre deux lamelles
semblent bien être autour de 90°. Nous remarquons aussi sur la courbe '(Z) que l’orientation

3. Ce résultat est tiré de simulations numériques présentées dans [8] (figure 7).
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des fibrilles dans une lamelle (correspondant dans cette configuration à ') change avec la
profondeur, et a une variabilité d’une dizaine de degrés.

II.1.b. Paramètres décrivant la cornée

J’ai ensuite effectué une analyse systématique sur les 300 profils de ces mesures P-SHG,
sur les trois cornées imagées, afin d’en tirer des paramètres pertinents sur la structure de la
cornée.

Pour chaque série d’images, les paramètres P-SHG ont été déterminés à chaque profondeur
(donc tous les 0.5 �m) sur des zones de 12 � 12 �m2. Seuls les résultats déterminés avec un
facteur de qualité r 2 > 0:5 ont été retenus. D’après les valeurs des r 2, les résultats semblent
plus fiables en B-SHG. 4 Seuls les résultats en B-SHG sont comparés ici, ce qui correspond à
3 séries de profils sur 2 cornées (200 profils en tout).

Une analyse automatisée permet ensuite d’obtenir les paramètres qui nous semblent perti-
nents pour décrire la structure de la cornée :

— Nous pouvons extraire la valeur moyenne des sauts d’orientation �'saut entre deux
lamelles superposées et son écart-type.

— Les décalages d’orientation ' au sein d’une même lamelle peuvent être quantifiés par
leur pente �'lamelle

�Z
et l’histogramme des décalages d’orientations �'lamelle = '� <

' >lamelle sur toutes les lamelles, avec < ' >lamelle l’orientation moyenne dans une
lamelle.

Nous repérons le passage entre deux lamelles superposées par le saut d’orientation ', et nous
vérifions qu’il y a bien une diminution associée de � et r 2.

Pour une pile d’images en B-SHG dans une des deux cornées (soit une soixantaine de
profils), les histogrammes des paramètres choisis sont donnés sur la figure 5.14. Ils montrent
que les sauts d’orientation �'saut sont bien autour de 90°, avec un écart-type d’environ 15°.
Le décalage d’orientation dans une lamelle �'lamelle

�Z
peut aller jusqu’à �10°=�m mais n’a pas

de direction préférentielle (moyenne à zéro). L’écart-type des orientations dans une lamelle est
de 25°, ce qui correspond à environ 10°=�m ici, car les lamelles font de 2 à 3 �m d’épaisseur.

Le tableau 5.1 donne les résultats obtenus pour les mesures en B-SHG des trois piles
d’images, dans deux cornées différentes.

Pile d’image Saut d’orienta-
tion �'saut (°)

Décalage d’orienta-
tion dans une lamelle
�'lamelle

�Z
(°=�m)

Écart-type des orien-
tations dans une la-
melle (°)

Cornée 1, 1 89.6 � 15.7 0.22 � 11.6 27.5

Cornée 1, 2 90.9 � 18.5 -0.84 � 8.9 20.5

Cornée 2 91.3 � 13.7 -0.3 � 10.3 26.1

Moyenne 90.8 � 15.4 -0.3 � 10.3 25

Table 5.1 – Paramètres obtenus pour des mesures en B-SHG dans deux cornées différentes.

4. Ceci est logique puisque, en B-SHG, la longueur de cohérence est plus petite (voir au chapitre 1, par-
tie II.2.c.). Il y a donc moins de chances que le volume d’excitation cohérente soit étendu sur deux lamelles et
sonde deux orientations différentes, ce qui a pour effet de diminuer le r2.

156
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(a) Sauts d’orientation entre deux lamelles �'saut .

(b) Décalage d’orientation dans une lamelle �'lamelle

�Z

(°/mum).

(c) Distribution des orientations dans les lamelles '� <

' >lamelle .

Figure 5.14 – Analyse statistique des mesures P-SHG pour une pile d’images dans une cornée. Mesures
en épidétection (B-SHG), dans la cornée 2.
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II.2 Résultats en CD-SHG

II.2.a. Protocole expérimental

Des mesures CD-SHG ont été effectuées sur plusieurs coupes fines transversales provenant
de la même cornée.

Les images ont été prises en transmission (F-SHG) avec l’objectif 20x (ON 0.95), en sur-
échantillonnant (taille pixel 100 ou 200 nm, plus petite que la dimension transversale du volume
d’excitation), avec un temps d’intégration suffisamment long (20 �s). Nous nous assurons de
ne pas ab̂ımer la zone imagée en excitant avec une puissance au niveau de la coupe de quelques
mW. Le sur-échantillonnage permet de moyenner l’intensité SHG détectée en binant sur des
pixels voisins, ce qui permet en général d’obtenir un signal CD plus précis. De plus, nous
enregistrons quatre images à la suite que nous moyennons pour gagner encore en précision. Le
champ de vue est d’environ 300 � 300 �m2.

II.2.b. Résultats

Sur la plupart des coupes fines de cornée observées, nous observons un motif caractéristique
se répétant, représenté sur les images de la figure 5.15. Nous observons en effet sur les images
des figures 5.15b1 et 5.15c1 une succession de zones bruitées avec une différence circulaire mal
définie, et de zones où la différence circulaire est bien définie, et passe d’un signe négatif à
positif (couleurs bleu-blanc-rouge comme le drapeau français).

D’autre part, les profils de CD et Imean sont bien cohérents avec ce que nous attendons
des calculs analytiques et des simulations numériques. En effet, quand les fibrilles sont dans
le plan de l’image, l’intensité Imean est maximale et la différence circulaire (CD) mesurée est
nulle.

II.2.c. Discussion

Ces mesures, et en particulier ce motif, peuvent être interprétés de deux façons différentes.
Dans les deux cas, ce motif correspond probablement à deux lamelles orthogonales.

Une première interprétation décrit les lamelles le composant de la façon suivante :

— Une lamelle est composée de fibrilles orientées à peu près dans le plan de l’image, dont
l’orientation change légèrement : elles pointent d’abord légèrement vers le bas (CD < 0,
bleu), puis dans le plan (CD = 0, blanc), puis légèrement vers le haut (CD > 0, rouge).
Ceci est cohérent avec le décalage d’orientation d’une dizaine de degrés par �m observé
dans les lamelles en P-SHG. Le signal de CD mesuré est bien défini car l’intensité SHG
est maximale.

— La deuxième lamelle est orthogonale à la première, donc les fibrilles la composant sont à
peu près perpendiculaires au plan de l’image. Il y a alors peu d’intensité SHG et le signal
de CD est donc bruité et mal défini.

Le fait que, pour la première lamelle de ce motif, le CD évolue toujours dans le même sens (de
négatif à positif), tend à nous faire penser que ces lamelles ont toujours la même direction et le
même sens. Il y aurait donc un angle de 3�

2
entre deux motifs de deux lamelles perpendiculaires

se succédant.

Ce motif peut aussi être expliqué si la direction des fibrilles dans les lamelles reste fixe. Une
première lamelle est composée de fibrilles dans le plan de l’image, donnant un CD nul (blanc).
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Figure 5.15 – Mesures CD-SHG sur une coupe fine de cornée. (a1) différence circulaire (CD) et
(a2) intensité SHG moyenne Imean sur la même coupe. Barre d’échelle 10 �m. (b-c) Motifs typiques
observés sur les coupes fines, avec un exemple de défaut visible (c), en différence circulaire (b1,c1)
et en intensité (b2,c2). Barre d’échelle 5 �m. (d) Profils de CD et de Imean tracés sur une direction
perpendiculaire aux lamelles (parallèle à la ligne jaune), à partir des images (b). Les lamelles repérées
sont délimitées sur l’image (b) et le profil par des pointillés noirs.
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Le signal de CD mesuré est bien défini car l’intensité SHG est maximale. La deuxième lamelle
est orthognale à la première, perpendiculaire au plan de l’image. Il y a alors peu d’intensité SHG
et le signal de CD est donc bruité et mal défini. Les CD positif (rouge) et négatif (bleu), bien
définis, correspondraient alors aux zones frontières entre les lamelles, dans lesquelles le volume
d’excitation contiendrait des fibrilles d’orientations différentes. Des simulations numériques
permettraient de valider cette hypothèse. Le fait que le CD évolue toujours dans le même
sens laisse alors à penser que le sens de rotation des fibrilles entre deux lamelles successives
est inversé à chaque transition. De même que dans la première interprétation, il y aurait donc
un motif de deux lamelles orthogonales avec une rotation dans un sens donné, puis un angle
de 3�

2
entre deux motifs se succédant.

Des structures de ce type, composées d’un motif de deux lamelles, qui tourne ensuite
pour former un ”contreplaqué twisté”, ont déjà été déjà observées, par exemple dans le coela-
canthe [202].

Ces images donnent donc une preuve de principe des mesures en CD-SHG, mais leur
interprétation nécessite d’autres mesures. En effet, il faut s’assurer que ce qui est observé dans
d’autres coupes transversales de cornée est cohérent avec nos premières hypothèses. Il est
probable que nous observions des motifs différents, puisque leur allure dépend de l’orientation
de la coupe dans la cornée : l’orientation des lamelles par rapport au plan de la coupe n’est pas
prédéfinie, et nous sommes peut être ici dans un cas particulier. Il est prévu de prendre d’autres
images, sur d’autres coupes transversales provenant de cornées différentes, pour obtenir une
collection plus représentative des motifs observés et de la structure de la cornée.

III Imagerie corrélative CD-SHG/I-SHG dans la cornée

III.1 Complémentarité de la SHG interférométrique (I-SHG)

Comme nous l’avons vu au premier chapitre (partie III.2.d.), la SHG interférométrique
permet d’obtenir la phase du signal SHG.

Nous obtenons ainsi des informations sur la polarité des fibrilles dans le plan de l’image.
En effet, si le volume d’excitation contient des dipôles dans un sens, le signal SHG aura une
certaine phase. Pour un volume d’excitation contenant les mêmes dipôles dans le sens opposé,
le signal sera déphasé de � par rapport au cas précédent. La mesure de la phase, et l’étude de
son histogramme sur une image, permet donc d’obtenir la polarité du collagène dans le plan
de l’image, c’est-à-dire de savoir si les fibrilles pointent dans la direction ' ou '+ � dans le
plan de l’image (voir le repère sur la figure 5.16).

Ces mesures de polarité sont donc complémentaires à celles en CD-SHG, qui donnent la
polarité hors du plan de l’image. Un rappel des informations données par chacune de ces deux
techniques est donné sur la figure 5.16. La corrélation de ces deux techniques nous donne
donc toute l’information sur la polarité des fibrilles de collagène (ou des triples hélices) dans
le volume d’excitation.

Ceci est très intéressant pour l’observation de structures complexes dans les tissus, en
particulier des structures de type cristal liquide comme celle de la cornée. En effet, la corrélation
des mesures CD-SHG avec la SHG interférométrique va permettre d’observer le sens de rotation
des fibrilles dans des lamelles successives.
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Figure 5.16 – Complémentarité des mesures CD-SHG et I-SHG. (a) Les mesures en CD-SHG per-
mettent d’obtenir la polarité du collagène hors du plan de l’image, vers le haut ou vers le bas (signe
de sin ). (b) Les mesures en I-SHG permettent d’obtenir la polarité du collagène dans le plan de
l’image : fibrilles pointant dans un sens (orientation ') ou dans l’autre (orientation ' + �) dans
le plan de l’image (signe de cos ). (c) La corrélation de ces deux mesures donne donc la polarité
complète.

III.2 Protocole de mesure et traitement des images

Des mesures corrélatives CD-SHG/I-SHG ont été effectuées sur des coupes fines transver-
sales de cornée (les mêmes que dans la partie précédente). La mise en place du protocole et
les mesures ont été faites en collaboration avec le groupe de Fraçois Légaré, et plus particu-
lièrement Stéphane Bancelin, à l’INRS, à Montréal.

Les mesures en CD-SHG ont été faites au LOB, celles en I-SHG à l’INRS. Les coupes
observées ont été entourées au marqueur et les zones imagées choisies judicieusement (présence
de défauts de structure, emplacement...) pour pouvoir les retrouver de façon certaine malgré le
repérage difficile. L’ordre des mesures n’importe pas et n’a dépendu que de conditions purement
pratiques. Dans les deux cas, une image SHG en intensité (Imean) a été prise pour permettre
le recalage.

III.2.a. CD-SHG

Les mesures CD-SHG ont été effectuées suivant le protocole décrit précédemment (par-
tie II.2). La différence circulaire a été calculée en chaque pixel de l’image, et l’image de l’in-
tensité SHG moyenne Imean est obtenue en moyennant les images prises avec une polarisation
circulaire droite ou gauche : Imean = I(+)+I(�)

2
.

La polarité hors du plan de l’image est directement reliée au signe de CD mesuré.

III.2.b. I-SHG

Le principe des mesures interférométriques est donné au premier chapitre (partie III.2.d.)
et est rappelé ici. Il est expliqué avec plus de détails dans la thèse de Maxime Rivard [167].

Les mesures sont faites en transmission (F-SHG), avec une ON d’excitation 1.15. Les
images sont prises sur un champ de vue relativement réduit par rapport au champ de vue
CD-SHG, de 100-200 �m � 100-200 �m, avec une taille pixel 500 ou 250 nm.

Pour une même zone observée, plusieurs images SHG sont enregistrées, avec différentes
phases de référence 'ref . Pour chacune de ces images, l’intensité vaut :

I('ref) = Iref + Iech + 2
√
IrefIech cos('ech � 'ref) (5.9)
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avec Iref l’intensité du faisceau de référence, et Iech l’intensité du signal venant de l’échantillon,
que l’on cherche à mesurer avec la phase 'ech.

Nous effectuons un ajustement de la courbe I('ref) pour obtenir Imean = Iech et 'ech.
Évidemment, la phase 'ech est une phase relative. Nous pouvons donc seulement comparer
cette phase en différents points de l’échantillon.

Histogrammes de phase et polarité C’est pour cela que nous traçons l’histogramme de
cette phase en chaque pixel de l’image, à partir duquel nous pouvons repérer les zones avec des
fibrilles orientées dans un sens ou dans l’autre, c’est-à-dire séparer les deux polarités présentes
dans l’image. Un histogramme typique est donné sur la figure 5.17.
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Figure 5.17 – Histogramme typique de la phase relative 'ech mesurée sur chaque pixel d’une image.
Pic vert : fibrilles dans un sens (orientation ' dans le plan de l’image par exemple). Pic orange :
fibrilles dans l’autre sens (orientation '+�). Les valeurs moyenne de ces deux pics sont séparées de
1:02�.

Les pixels avec une phase sur le premier pic, en rouge, contiennent des fibrilles dans un
sens (orientation dans le plan de l’image ' par exemple), les autres (pic vert) contiennent des
fibrilles dans le sens opposé (orientation ' + �). 5 Nous connaissons l’orientation ' car nous
sommes dans la cornée, toutes les lamelles sont parallèles les unes aux autres et seul l’angle
par rapport au plan de l’image  change (figure 5.12d).

Les deux pics de phase sont bien séparés de � à 1% près (1:01�� 0:02� en moyenne sur
toutes les images observées).

Nous recentrons l’histogramme des phases 'ech relatives de façon à avoir un pic centré
autour de ��

2
et l’autre autour de �

2
. Pour cela, nous repérons les positions des maxima de

chaque pic pour les décaler en conséquence.

Quand l’histogramme des phases est centré, la polarité dans le plan de l’image est direc-
tement reliée au signe de la phase mesurée. Cela simplifie la compréhension des images et
permet d’observer directement la polarité des fibrilles sur les images CD-SHG/I-SHG.

5. Avec des mesures en P-SHG uniquement, la même orientation ' aurait été mesurée dans les deux cas
puisque cette technique n’est pas sensible à la polarité.
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III.2.c. Recalage des images

Nous avons enregistré une image en intensité Imean sur chacun des deux microscopes
(mesure du CD et mesure en I-SHG) : nous pouvons donc recaler à partir de celles-ci les images
CD et I-SHG. Les deux images sont translatées l’une par rapport à l’autre même si la même
zone y est visible, et il peut y avoir une légère rotation (due au placement de l’échantillon).
De plus, les images n’ont pas été prises dans les mêmes conditions expérimentales, et n’ont
notamment pas la même taille pixel.

Pour cela, j’ai écrit un plugin ImageJ, permettant un recalage automatique en repérant des
zones caractéristiques sur les deux images Imean. Il fonctionne de la façon suivante :

1. La taille pixel est redimensionnée sur chaque image, par interpolation, pour obtenir deux
images à la même taille pixel.

2. Des points remarquables sont repérés sur chacune des deux images, à l’aide d’un algo-
rithme de correspondances SIFT.

3. La mesure des angles entre différents segments entre ces points permet de faire tourner
une image par rapport à l’autre. Il ne reste alors plus qu’une translation pour recaler les
images.

4. La translation est faite à partir des coordonnées des points remarquables.

5. Le bon recalage des images en intensité est contrôlé en les superposant. Il suffit en-
suite d’appliquer les mêmes transformations pour les images en CD-SHG et I-SHG pour
pouvoir les superposer.

Nous avons donc au final une image en CD-SHG de la polarité hors du plan de l’image, et
une image de la polarité dans le plan (deux directions), obtenue à partir des histogrammes de
phase.

III.3 Premiers résultats et discussion

Les premiers résultats, pour des observations sur des coupes transversales de cornée, sont
présentés sur la figure 5.18. Toutes les coupes observées proviennent ici de la même cornée,
la même que celle imagée précédemment en CD-SHG.

Le recalage des images est vérifié en superposant les images en intensité prises sur les deux
microscopes. Pour les trois images présentées ici, celui-ci est très bon.

La phase semble mal définie sur certaines zones des images, correspondant aux lamelles
contenant des fibrilles perpendiculaires au plan de l’image. L’intensité SHG est en effet plus
faible à ces endroits, menant à une mauvaise détermination du CD et de la phase. Chaque
motif bleu-blanc-rouge, correspondant soit à une lamelle dont l’orientation change un peu
autour du plan de l’image, soit à une lamelle dans le plan de l’image et aux zones frontières
avec ses voisines, présente la même polarité dans le plan de l’image, puisque nous y mesurons
la même phase en I-SHG.

Dans ce cas particulier, il est donc difficile de déterminer un sens de rotation des fibrilles
entre deux lamelles successives, puisque le CD et la phase sont mal définies pour les lamelles
perpendiculaires au plan de l’image. Il faudrait donc élargir le nombre de coupes observées, en
essayant de repérer d’autres motifs caractéristiques liés à des lamelles orientées différemment
par rapport au plan de l’image.
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Figure 5.18 – Images CD-SHG/I-SHG obtenues sur des coupes fines de cornée après recalage à l’aide
des images en intensité. Le CD est représenté avec la même échelle de couleurs que sur les figures
précédentes. La phase mesurée en I-SHG est codée en niveaux de gris : premier pic en blanc, second
pic déphasé de � en gris. Barre d’échelle 20 �m.

Ces premières images montrent que la corrélation entre images CD-SHG et I-SHG est
possible, et semble pertinente. Il est prévu de prendre d’autres images, sur d’autres coupes
transversales provenant de cornées différentes, pour obtenir une collection plus représentative
des motifs observés et de la structure de la cornée.
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Conclusion L’étude du CD-SHG et sa vérification expérimentale sur des systèmes modèles
ne sont pas terminées, mais tous les éléments permettant leur validation et leur compréhension
sont en place.

Nous sommes pour le moment sûres de l’origine du signal de CD-SHG, démontrée par les
calculs analytiques et vérifiée avec des simulations numériques. L’interprétation des mesures
dans des systèmes modèles simples est complexe. Les premières mesures sur ces systèmes
modèles tendent à confirmer les résultats analytiques, même si une validation expérimentale
plus complète, en adaptant le protocole d’imagerie pour s’affranchir des propriétés optiques
de ces échantillons, est nécessaire.

La combinaison de trois types d’imagerie SHG (P-SHG, CD-SHG et I-SHG) nous permet
d’observer la structure de la cornée. Nous avons pu voir la rotation des fibrilles de collagène à
l’intérieur d’une lamelle de cornée, à la fois en P-SHG en face dans la cornée et en CD-SHG
sur des coupes transverses, les deux techniques donnant des résultats cohérents. L’observation
de nouvelles coupes de cornée est prévue, afin d’avoir une banque d’images plus exhaustive
sur laquelle s’appuyer pour interpréter les motifs observés. Nous espérons ainsi comprendre
comment la polarité des fibrilles de collagène tourne entre deux lamelles successives.
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Conclusion

Dans cette thèse, nous nous sommes intéressés à la réponse SHG du collagène, de l’échelle
de la fibrille à l’échelle du tissu. La compréhension des phénomènes optiques sous-jacents
nécessite de s’affranchir de, ou de contrôler, tous les paramètres pouvant influer sur la réponse
SHG de l’échantillon observé. Nous avons montré en particulier que, en plus des propriétés
optiques du milieu observé, il faut tenir compte des paramètres géométriques du montage
expérimental. Nous avons discuté dans le chapitre 3 des effets de ces paramètres sur les
résultats de nos mesures. Une fois ces paramètres contrôlés, nous avons vérifié la fiabilité et
la précision de nos mesures P-SHG, sur le montage expérimental utilisé (mesures présentées
au chapitre 3).

La mise en place des mesures résolues en polarisation, nécessaires à la détermination com-
plète de la réponse SHG du collagène, nous a finalement apporté de nouveaux modes de
contraste, utiles à l’observation de l’organisation 3D de tissus et de systèmes modèles de colla-
gène. C’est la compréhension fine de la construction du signal SHG, par des calculs analytiques
et des simulations numériques comparés à des mesures expérimentales, qui nous a permis de
développer ces nouveaux modes de contraste. Les chapitres 4 et 5 présentent une preuve de
principe des applications possibles des mesures P-SHG et CD-SHG :

— Le chapitre 4 montre que les mesures P-SHG permettent, dans une distribution ordon-
née de collagène, d’obtenir l’orientation 3D moyenne des fibrilles (ou des triples hélices)
dans le volume d’excitation ('; ). Nous avons démontré que nous pouvons appliquer
cette mesure d’orientation à l’étude de systèmes auto-organisés de collagène, et que l’in-
formation obtenue nous permet de caractériser de façon systématique des organisations
spécifiques, en particulier des organisations ressemblant à celle de la cornée.

— Le chapitre 5 montre que les mesures de différence circulaire (CD-SHG) donnent la
polarité des fibrilles dans le volume d’excitation par rapport au plan de l’image. Nous
avons montré que la mesure de cette polarité peut être appliquée à l’étude de la structure
de la cornée (rotation des fibrilles d’une lamelle à l’autre), en validant nos mesures à
l’aide d’observations en P-SHG. Une corrélation entre CD-SHG et SHG interférométrique
(I-SHG) permet d’obtenir la polarité complète des fibrilles dans le volume d’excitation.

Ces deux méthodes de mesures résolues en polarisation permettent donc de visualiser la
structure 3D de différentes distributions de collagène, et en particulier la structure fine de
la cornée, comme le montrent nos résultats. Des simulations numériques prenant en compte
les interfaces dans les milieux observés, et la corrélation avec d’autres techniques d’imagerie,
comme la microscopie électronique, permettront de valider ces résultats. De plus, une colla-
boration avec des théoriciens des cristaux liquides a été initiée pour essayer de modéliser cette
structure à partir de nos mesures.

Ce travail ouvre de plus de nombreuses perspectives d’application sur des questions liées à
la structure 3D du collagène ou d’autres biopolymères.
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CONCLUSION

— Les mesures de CD devraient permettre de diagnostiquer des défauts structurels de la
cornée, liées à des pathologies connues, comme des kératocônes, ou des cicatrisations
défectueuses.

— Les mesures de CD et les mesures P-SHG devraient aussi apporter des informations sur
l’os. L’organisation du collagène dans l’os compact, autour des ostéons, est reliée aux
propriétés mécaniques macroscopiques de l’os et à son âge. Une étude systématique de
cette organisation selon ces paramètres est nécessaire pour comprendre la formation des
os et certaines pathologies liées à cette structuration. L’étude d’organisations choles-
tériques de collagène ressemblant à celles observées dans l’os pourrait de plus guider
l’ingénierie de substituts osseux.

— La caractérisations de l’organisation 3D d’autres biopolymères, comme par exemple la
cellulose dans les plantes et leur étude théorique peuvent être intéressantes. En effet, la
cellulose joue le même rôle chez les plantes que le collagène chez les mammifères, et
présente aussi des organisations de type cristal liquide.

Ces techniques sont pour le moment limitées à des échantillons minces ou à la fois trans-
parents, non dispersifs et non biréfringents, et la durée d’acquisition est longue. Des dévelop-
pements instrumentaux sont nécessaires pour contourner ces limitations. Un module électro-
optique de contrôle de la polarisation, en cours de mise en place sur le microscope par Guillaume
Durcourthial, permet d’augmenter la vitesse d’acquisition de ces mesures résolues en polari-
sation. Nous pouvons alors imager des tissus mobiles, par exemple in vivo ou lors d’essais
biomécaniques. De plus, en connaissant les propriétés optiques du tissu observé, nous pou-
vons imaginer mettre en place des mesures en profondeur dans les tissus avec par exemple
une précompensation des perturbations de la polarisation incidente en fonction de la distance
parcourue dans le tissu.

Notre compréhension fondamentale des signaux SHG de différentes distributions de col-
lagène, et la mise en place de nouveaux modes de contraste couplée à des développements
instrumentaux, permettront donc à terme de nombreuses applications, que ce soit pour le diag-
nostic de pathologies des tissus, l’étude biomécanique de tissus ou l’ingénierie de substituts
tissulaires.
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Annexe A

Simplification du tenseur de
susceptibilité du second ordre �

(2)

Nous avons vu aux chapitres 1 et 2 que les symétries considérées simplifient le tenseur
d’hyperpolarisabilité � ou de susceptibilité �(2) décrivant la réponse SHG du collagène.

Nous nous plaçons ici dans le cas d’une fibrille, de tenseur �(2) et de symétrie cylindrique
C1, en considérant éventuellement la symétrie de Kleinman. Nous obtenons bien sûr les mêmes
résultats de symétrie pour l’hyperpolarisibilité � d’une triple hélice avec la même symétrie
cylindrique.

Nous partons d’un tenseur �(2)
i jk (2!;!; !) de 27 composantes indépendantes, où i , j et

k représentent les directions x , y ou z dans le repère de la fibrille, et ! est la fréquence de
l’onde incidente.

Symétries inhérentes à la SHG Les symétries inhérentes à la SHG, données au cha-
pitre 1, partie II.2.c., permettent d’égaliser une partie des composantes de ce tenseur.

Nous pouvons en effet permuter les deux derniers indices spatiaux j et k , puisqu’ils corres-
pondent à la même fréquence ! :

�
(2)
i jk = �

(2)
ikj (A.1)

Cette permutation possible laisse donc uniquement 18 composantes indépendantes au tenseur,
et permet d’utiliser la notation contractée usuelle di j (utilisée dans [20] par exemple) :

�(2)
xxx ; �

(2)
yyy ; �(2)

zzz

�(2)
xyy ; �

(2)
xzz

�(2)
yxx ; �

(2)
yzz

�(2)
zyy ; �

(2)
zxx

�(2)
xxy = �(2)

xyx ; �
(2)
xxz = �

(2)
xzx

�(2)
yyz = �(2)

yzy ; �
(2)
yxy = �

(2)
yyx

�(2)
zyz = �(2)

zzy ; �
(2)
zxz = �

(2)
zzx

�(2)
xyz = �(2)

xzy ; �
(2)
yxz = �

(2)
yzx ; �(2)

zxy = �(2)
zyx (A.2)

Symétrie cylindrique Comme nous l’avons vu à l’équation 2.4 du chapitre 1, partie III.1, le
passage d’un repère (xyz) à un repère (x 0y 0z 0) se fait pour un tenseur d’ordre 3 de la façon
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ANNEXE A. SIMPLIFICATION DU TENSEUR DE SUSCEPTIBILITÉ DU SECOND
ORDRE �(2)

suivante
�
(2)
i 0j 0k 0 =

∑
i ;j;k

Ti 0;iTj 0;jTk 0;k�
(2)
i jk (A.3)

avec T la matrice de changement de repère, décrite dans un cas général dans l’encart 2.1, et
i , j , k (resp. i 0, j 0, k 0) n’importe lequel des indices spatiaux x , y , z (resp. x 0, y 0, z 0).

Pour une symétrie cylindrique autour de l’axe x (donnant la direction de la fibrille), nous
observons une invariance par rotation (d’un angle � quelconque) autour de l’axe de symétrie
x . Ainsi, pour tout changement de repère tel que

T (�) =

1 0 0

0 cos � � sin �

0 sin � cos �

 (A.4)

la relation suivante est vérifiée

�
(2)
i 0j 0k 0 =

∑
i ;j;k

Ti 0;iTj 0;jTk 0;k�
(2)
i jk = �

(2)
i jk (A.5)

En utilisant les cas particuliers des rotations d’angles � = n�
2

, avec n entier, nous pouvons
facilement simplifier le tenseur.

— Pour une rotation de �
2

, T =

1 0 0

0 0 �1
0 1 0

 :

�(2)
yyy = �(2)

zzz

�(2)
xyy = �(2)

xzz

�(2)
yxx = �(2)

zxx

�(2)
yzz = �(2)

zyy

�(2)
xxy = �(2)

xxz = �(2)
xyx = �(2)

xzx

�(2)
yyz = ��(2)

zzy = ��(2)
zyz = �(2)

yzy

�(2)
zxz = �(2)

yxy = �(2)
zzx = �(2)

yyx

�(2)
yxz = �(2)

yzx = ��(2)
zxy = ��(2)

zyx

�(2)
xyz = ��(2)

xzy = �(2)
xzy = 0 (A.6)

— Pour une rotation de �, T =

1 0 0

0 �1 0

0 0 �1

 :

�(2)
yyy = ��(2)

yyy = 0

�(2)
xyy = �(2)

xyy

�(2)
yxx = ��(2)

yxx = 0

�(2)
yzz = ��(2)

yzz = 0

�(2)
xxy = ��(2)

xxy = 0

�(2)
yyz = ��(2)

yyz = 0

�(2)
zxz = ��(2)

zxz = 0

�(2)
yxz = �(2)

yxz (A.7)
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ORDRE �(2)

Les composantes indépendantes non nulles du tenseur se réduisent donc à celles ci-dessous :

�(2)
xxx

�(2)
xyy = �(2)

xzz

�(2)
yxy = �(2)

yyx = �(2)
zxz = �(2)

zzx

�(2)
yxz = �(2)

yzx = ��(2)
zxy = ��(2)

zyx (A.8)

Symétrie de Kleinman Dans le cas de la symétrie de Kleinman, tous les indices i , j , k
sont intervertibles, comme nous l’avons vu au chapitre 1, partie II.2.c.. Nous obtenons donc 7
composantes non nulles du tenseur, de deux valeurs différentes.

�(2)
xxx

�(2)
xyy = �(2)

xzz = �(2)
yxy = �(2)

yyx = �(2)
zxz = �(2)

zzx (A.9)

Nous remarquons que dans ce cas les composantes chirales s’annulent.
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Annexe B

Rapport d’anisotropie �f ib mesurée
pour une fibrille

Nous nous plaçons dans le repère lié à une fibrille (xyz). Nous avons défini au chapitre 2,
dans le cas d’une symétrie de Kleiman, le rapport �f ib entre les deux valeurs des composantes

du tenseur �(2) décrivant cette fibrille : �f ib =
�
(2)
xxx

�
(2)
xyy

.

Ce paramètre décrit la structure moléculaire des fibrilles. Il est en effet relié à l’organisation
des dipôles non-linéaires permettant la réponse SHG, c’est-à-dire les liaisons peptidiques. Nous
établissons ici un modèle simple de la structure de la fibrille, déjà présenté dans [121], [126]
ou [203], qui permet d’expliquer en quoi ce rapport de composantes tensorielles est lié à
l’organisation des liaisons peptidiques.

Dans ce modèle, nous considérons que

— dans une triple hélice, chaque châıne � forme une hélice, avec toutes les hélices � de
même pas P et de même rayon R,

— les triples hélices sont toutes alignées les unes avec les autres dans la fibrille (ce qui
donne �f ib = �tr ),

— les liaisons peptidiques ont un mécanisme push/pull, et leur hyperpolarisabilité n’a donc
qu’une seule composante non nulle �bond . Les autres composantes de cette hyperpola-
risabilité sont négligeables.

La fibrille a de plus une symétrie cylindrique. Les N liaisons peptidiques de la fibrille se trouvent
toutes sur le cône d’angle �e par rapport à l’axe x donnant la direction de la fibrille, comme
représenté sur la figure B.1.

Pour des hélices � de pas P et de rayon R, tan �e =
2�R
P

.
Par construction hiérarchique du signal (présentée au chapitre 1, partie III.1), les compo-

santes du tenseur �(2) décrivant la réponse SHG de la fibrille sont liées à cette distribution en
cône d’angle �e de la façon suivante :

�(2)
xxx = N�bond cos

3 �e

�(2)
xyy =

1

2
N�bond cos �e sin

2 �e (B.1)

Nous avons pour cela sommé le signal de toutes les liaisons peptidiques en nous plaçant dans
le repère de la fibrille (changement de repère présenté à l’encart 2.1).

Nous obtenons au final

�f ib =
2

tan2 �e
(B.2)

V
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e

x

Figure B.1 – Orientation des liaisons peptidiques dans un modèle simple pour les châınes �. S’il y a
peu de désordre d’orientations (� petit), les liaisons peptidiques sont toutes sur un cône d’angle �e .
Adapté de [126].

Le rapport d’anisotropie d’une fibrille �f ib est donc lié à l’organisation des liaisons peptidiques,
ici sur un cône d’angle �e par rapport à l’axe x . Sa mesure donne de l’information sur la
structure moléculaire des fibrilles.

Nous pouvons affiner ce modèle simpliste en prenant en compte le désordre d’orientations
des liaisons peptidiques. En effet, les châınes � sont imbriquées entre elles pour former la triple
hélice, et les triples hélices peuvent être légèrement tournées les unes par rapport aux autres
dans la fibrille. Les liaisons peptidiques ne sont donc pas toutes orientées sur le cône d’angle
�e , mais leur distribution d’orientations est centrée sur ce cône, avec un désordre d’orientation
� [12, 126].

VI
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[60] P. Masson : Some histological methods. Trichrome stainings and their preliminary tech-
nique. J. Tech. Methods, 12:75–90, 1929.

[61] B. de Campos Vidal : Image analysis of tendon helical superstructure using interference
and polarized light microscopy. Micron, 34(8):423–432, 2003.

[62] J. Deguchi, H. Huang, P. Libby, E. Aikawa, P. Whittaker, J. Sylvan, et M. Aikawa :
Genetically engineered collagenase resistance promotes abdominal aortic aneurysm for-
mation in mice infused with angiotensin II. Laboratory Investigations, 89(3):315–326,
2009.

[63] G. Mosser, A. Anglo, C. Helary, Y. Bouligand, et M.-M. Giraud-Guille : Dense tissue-like
collagen matrices formed in cell-free conditions. Matrix Biology, 25(1):3–13, 2006. URL
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0945053X05001216.

XI

http://stacks.iop.org/2040-8986/12/i=8/a=084002?key=crossref.e4adc67f1044fbd79b35b0d3a1bbd6c1
http://stacks.iop.org/2040-8986/12/i=8/a=084002?key=crossref.e4adc67f1044fbd79b35b0d3a1bbd6c1
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=122149{&}tool=pmcentrez{&}rendertype=abstract
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=122149{&}tool=pmcentrez{&}rendertype=abstract
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-00337402
http://dx.doi.org/10.1002/jcb.20605
http://dx.doi.org/10.1002/jcb.20605
https://pastel.archives-ouvertes.fr/pastel-00004540
https://pastel.archives-ouvertes.fr/pastel-00004540
http://histalim.com
http://stainsfile.info
http://ihcworld.com
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0945053X05001216


BIBLIOGRAPHIE

[64] F. Gobeaux, E. Belamie, G. Mosser, P. Davidson, P. Panine, et M.-M. Giraud-Guille :
Cooperative ordering of collagen triple helices in the dense state. Langmuir, 23(11):
6411–7, 2007. URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17441743.

[65] V. S. Constantine et R. W. Mowry : The selective staining of human dermal collagen II.
the use of Picrosirius Red F3BA with polarization microscopy. Journal of Investigative
Dermatology, 50(5):419–423, 1968.

[66] L. C. U. Junqueira, G. Bignolas, et R. R. Brentani : Picrosirius staining plus polarization
microscopy, a specific method for collagen detection in tissue sections. Histochemical
Journal, 11(4):447–455, 1979.

[67] A. Nazac, S. Bancelin, B. Teig, B. Haj Ibrahim, H. Fernandez, M.-C. Schanne-Klein, et
A. De Martino : Optimization of Picrosirius red staining protocol to determine collagen
fiber orientations in vaginal and uterine cervical tissues by Mueller polarized microscopy.
Microscopy Research and Technique, 78:723–730, 2015. URL http://doi.wiley.

com/10.1002/jemt.22530.

[68] P. Calzavara-Pinton, C. Longo, M. Venturini, R. Sala, et G. Pellacani : Reflectance
confocal microscopy for in vivo skin imaging. Photochemistry and Photobiology, 84:
1421–1430, 2008.

[69] R. Richards-Kortum et E. Sevick-Muraca : Quantitative optical spectroscopy for tissue
diagnosis. Annual Review of Physical Chemistry, 47(1):555–606, 1996.

[70] D. Fujimoto, K.-Y. Akiba, et N. Nakamura : Isolation and characterization of a fluores-
cent material in bovine’s achille tendon collagen. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 76(4):1124–1129, 1977.

[71] P. F. Davison et E. J. Galbavy : Fluorescent dyes demonstrate the uniform expansion of
the growing rabbit cornea. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 26(9):1202–
1209, 1985.

[72] K. N. Krahn, C. V. C. Bouten, S. Van Tuijl, M. A. M. J. Van Zandvoort, et M. Merkx :
Fluorescently labeled collagen binding proteins allow specific visualization of collagen in
tissues and live cell culture. Analytical Biochemistry, 350(2):177–185, 2006.

[73] A. O. Brightman, B. P. Rajwa, J. E. Sturgis, M. E. McCallister, J. P. Robinson, et S. L.
Voytik-Harbin : Time-lapse confocal reflection microscopy of collagen fibrillogenesis and
extracellular matrix assembly in vitro. Biopolymers, 54(3):222–234, 2000.

[74] D. Huang, E. A. Swanson, C. P. Lin, J. S. Schuman, W. G. Stinson, W. Chang, M. R.
Hee, T. Flotte, K. Gregory, C. A. Puliafito, et J. G. Fujimoto : Optical Coherence
Tomography. Science, 254:1178–1181, 1991.

[75] C. Bouzigues : Biophotonique et applications. Ecole Polytechnique, Département de
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Titre : Imagerie quantitative du collagène par microscopie par génération de second
harmonique résolue en polarisation

Mots clefs : collagène, polarisation, microscopie non-linéaire, microscopie SHG

Résumé : Le collagène est un élément majeur de
l’architecture des organes chez les mammifères. Cette
protéine s’organise en structures tridimensionnelles
(3D) spécifiques à chaque tissu, responsables de leurs
propriétés biophysiques et biomécaniques. La micro-
scopie multiphoton, et en particulier les signaux de
génération de second harmonique (SHG), permet de
visualiser le collagène fibrillaire dans les tissus biolo-
giques. Cette thèse présente des mesures SHG réso-
lues en polarisation (P-SHG), qui permettent d’obte-
nir des paramètres quantitatifs donnant des informa-
tions plus précises sur la structure du collagène dans
les tissus, de l’échelle moléculaire à l’échelle macro-
scopique.
Nous avons d’abord étudié la sensibilité et la fiabilité
des mesures P-SHG, ce qui permet de valider cette
technique comme un outil quantitatif d’observation
de la structure du collagène dans des tissus intacts.

En collaboration avec le Laboratoire de Chimie de la
Matière Condensée de Paris (LCMCP), cette tech-
nique a ensuite été appliquée à l’étude de systèmes
modèles de collagène présentant une organisation
type cristal liquide, afin de caractériser les conditions
physico-chimiques menant à des phases proches de
celle de la cornée.
Enfin, nous présentons une imagerie SHG en diffé-
rence circulaire (CD-SHG), permettant d’avoir une
information sur la polarité des fibrilles de collagène
par rapport au plan de l’image. Ces mesures sont
complémentaires avec l’information obtenue en P-
SHG. Une première mise en place expérimentale de
cette technique est présentée, avec des mesures dans
la cornée. Nous présentons les premiers résultats
d’une imagerie corrélative CD-SHG/I-SHG, en colla-
boration avec l’INRS Montréal, donnant l’information
complète sur la polarité du collagène.

Title : Quantitative imaging of collagen with polarization-resolved second harmonic
generation microscopy

Keywords : collagen, polarization, non-linear microscopy, SHG microscopy

Abstract : Collagen is a key element of organs archi-
tecture in mammals. This protein is organized in tridi-
mensional (3D) structures specific to each tissue and
responsible for their biophysical and biomechanical
properties. Multiphoton microscopy, and in particular
second harmonic generation (SHG) signals, allows to
probe fibrillar collagen in biological tissues. This work
introduces polarization-resolved SHG measurements
(P-SHG), that allow to obtain quantitative parame-
ters giving more information about collagen structure
in tissues, from the molecular scale to the macrosco-
pic scale.
We first studied the sensitivity and the reliability
of those P-SHG measurements, confirming that this
technique is a quantitative tool to probe collagen
structure in intact tissues.

In collaboration with Laboratoire de Chimie de la Ma-
tière Condensée de Paris (LCMCP), this technique
was then applied to the study of collagen model sys-
tems with a liquid crystal like organization, in order
to find the physico-chemical conditions leading to or-
ganizations close to the one observed in cornea.
Finally, we introduce SHG circular difference (CD-
SHG). This technique allows us to probe collagen fi-
brils polarity with respect to the image plane. Those
measurements and P-SHG measurements are comple-
mentary. A preliminary experimental implementation
of this technique is introduced, with measurements in
cornea. We present the first results from CD-SHG/I-
SHG correlative imaging, in collaboration with INRS
(Montréal), giving full information about collagen po-
larity.
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