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Introduction

Ce travail de these a été effectué sous la direction de Chiara Stringari et d’Emmanuel Beau-
repaire au sein du laboratoire d’Optique et Biosciences (LOB), dans I’équipe “Microscopies
avancées et physiologie des tissus” qui développe des méthodes d’imagerie quantitative des
tissus en évolution, en particulier par microscopie multiphotonique.

Ce travail porte sur 'imagerie de biocristaux et de tissus biologiques myélinisés par génération
de troisieme harmonique (THG). Cette technique d’imagerie non-linéaire cohérente permet
notamment de visualiser les interfaces, les hétérogénéités et les structures biréfringentes avec
une résolution submicrométrique. Le contraste THG s’avere particulierement intéressant pour
I'imagerie des tissus myélinisés non marqués grace a sa grande sensibilité aux interfaces entre
des milieux lipidiques et aqueux. Cependant, bien que quelques preuves de principe aient été
présentées dans la littérature, ces études restent préliminaires et qualitatives, notamment en ce
qui concerne ’analyse du contraste THG.

Le but de ce travail a été de caractériser la réponse THG résolue en polarisation sur les axones
myélinisés pour évaluer sa capacité a sonder la microstructure de la gaine de myéline. Cette
étude s’inscrit dans la continuité d’un travail effectué au LOB et publié en 2013 par Zimmer-
ley et al., qui avait montré l'intérét du contraste THG polarimétrique (PTHG) pour sonder
I’ordre moléculaire d’assemblées lipidiques multilamellaires. Pour comprendre plus précisément
les contrastes THG et PTHG qui émergent des axones myélinisés de tissus normaux ou patho-
logiques, nous avons cherché a caractériser le contraste THG polarimétrique analytiquement,
numériquement et expérimentalement. Nous avons également développé un systeme d’imagerie
THG polarimétrique rapide adapté a I'imagerie d’échantillons in vivo et une méthode d’analyse
de ces signaux par transformée de Fourier. Enfin, nous avons exploré les réponses THG et THG
polarimétriques observées in vivo sur le poisson-zebre entre deux et cing jours, et ez vivo sur la
souris en collaboration avec 1’équipe de Bruno Stankoff & I'Institut du Cerveau et de la Moelle
épiniere (ICM), spécialisée dans les mécanismes de réparation et dégradation de la myéline dans
les pathologies comme la sclérose en plaques.

Dans ce manuscrit, nous abordons des domaines complémentaires qui concernent les aspects
fondamentaux de la THG polarimétrique, les aspects technologiques expérimentaux et les ap-
plications biologiques. Nous laissons le lecteur guider sa lecture selon ses centres d’intérét : le
chapitre I introduit le sujet avec une breve description des tissus myélinisés et du contraste
THG. Le chapitre II présente une description théorique et expérimentale du contraste THG
polarimétrique, le chapitre III décrit la mise en place de la microscopie P-THG rapide et ses
applications, et enfin le chapitre IV présente un travail systématique de caractérisation des
contrastes THG et PTHG émergeant de fibres myélinisées.

Chapitre 1 :

Ce premier chapitre fait une breve introduction a la biologie des axones myélinisés et a la
pathologie de la sclérose en plaques, qui serviront de toile de fond au manuscrit. Les deux par-
ties suivantes passent en revue les techniques d’imagerie des tissus myélinisés et les techniques
d’imagerie multiphotoniques appliquées a I'imagerie des tissus myélinisés. Enfin, une derniére
partie introduit les aspects fondamentaux du mécanisme de contraste THG auxquels nous fe-
rons référence dans les chapitres suivants.
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Chapitre 2 :

Le second chapitre s’intéresse au mécanisme de contraste THG résolu en polarisation généré
sur des milieux anisotropes, qui permet en principe de sonder les propriétés d’organisation
submicrométrique de ces structures. Le contraste THG repose en effet sur les propriétés d’ani-
sotropie linéaires (indice optique n) et non-linéaires (réponse THG) des échantillons & 1’échelle
du volume focal du laser d’excitation. Nous proposons un formalisme qui permet d’unifier les
descriptions rapportées dans la littérature pour décrire les signaux générés dans le volume et
sur les interfaces de matériaux anisotropes. Nous présentons ensuite des résultats expérimen-
taux et numériques qui rapportent la présence d’artefacts induits par les différences d’indices
linéaires sur la réponse PTHG lorsque le faisceau se propage sur des interfaces paralleles a
I’axe de propagation. Nous rediscutons enfin la capacité a détecter 'ordre moléculaire a partir
du signal PTHG issu d’interfaces verticales pour la détermination de ’ordre moléculaire et de
I'orientation cristalline. Ces résultats profitent a la caractérisation de la réponse PTHG sur la
myéline qui est abordée dans le chapitre 4, mais également a la caractérisation de biominéraux,
comme les otolithes brievement abordés dans le chapitre 3.

Chapitre 3 :

Le chapitre 3 décrit la mise en place d’'un systeme de microscopie PTHG rapide qui a pour
objectif d’élargir le champ d’applications de la microscopie PTHG - jusqu’ici restreint a des
échantillons immobiles ou faiblement dynamiques - a 'imagerie in vivo d’échantillons mobiles.
Nous décrivons dans un premier temps la mise en place du systeme de commutation rapide de
la polarisation basé sur 'installation d’un modulateur électro-optique, puis le développement
d’une nouvelle méthode d’analyse des signaux PTHG par transformée de Fourier (FT-PTHG).
Enfin, nous présentons des preuves de principes d’applications biologiques qui tirent profit de
cette implémen-tation, comme la caractérisation de la désorganisation de 'ordre moléculaire
dans des structures lipidiques soumises a un échauffement, et la détection in situ du caractere
biréfringent de biocristaux.

Chapitre 4 :

Le dernier chapitre aborde I'imagerie THG de la myéline a différentes échelles, depuis le tissu
jusqu’a la fibre individuelle. Nous avons cherché a décrire les caractéristiques du contraste
THG émergeant de tissus myélinisés a partir de I'imagerie de tissus fixés du CNS de souris.
Nous avons ensuite caractérisé I’évolution des contrastes THG et PTHG in vivo sur les axones
myélinisés de la moelle épiniere de poisson-zébre entre 2 et 5 jours, puis nous avons ensuite
cherché a comprendre 1'origine physique du signal THG sur la myéline avec des expériences et
des simulations numérique sur des structures cylindriques modeles. Enfin, nous présentons une
application a I'imagerie THG de tissus vivants de cervelet de souris.
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Chapitre 1. Techniques d’imagerie des tissus myélinisés

L’évolution spécifique du systéme nerveux des vertébrés vers un réseau neuronal interconnecté
complexe et performant est indissociable de I'apparition et de I'augmentation progressive du
volume relatif de matiere blanche. Le volume de matiére blanche atteint ainsi jusqu’a 40 %
du volume global d’un cerveau humain [1]. La matiére blanche est essentiellement composée de
denses faisceaux d’axones entourés d’'une membrane lipidique multilamellaire appelée gaine de
myéline. Cette structure cellulaire joue un role essentiel dans le fonctionnement des systémes
nerveux centraux et périphériques en réalisant plusieurs fonctions. Elle assure, d’'une part, un
support fonctionnel indispensable pour une communication neuronale rapide, fiable et
efficace en accélérant la propagation des influx nerveux tout en minimisant 'apport en énergie
nécessaire pour leur transmission grace a la conduction saltatoire. D’autre part, la myéline est
impliquée dans l'interaction entre les cellules gliales et 1’axone (unité axone-glie), cruciale pour
le maintien de la santé axonale, en subvenant aux besoins nutritionnels et métaboliques de
I’axone et a la régulation de son homéostasie ionique. Par ailleurs, elle joue un role clé dans
la plasticité des fonctions du systéme nerveux a travers la modulation de ses caractéristiques
structurelles en fonction des signaux neuronaux transmis par ’axone selon ’expérience du su-
jet.

Compte tenu de 'importance capitale de la myéline dans le systéme nerveux, sa dégradation
- et plus largement la présence de perturbations dans I'unité gliale-axone - sont a l’origine de
manifestations neurologiques graves. En ’absence de remyélinisation, la démyélinisation induit
des défauts de transmission des influx nerveux, et peut conduire a terme a une neurodégé-
nérescence du systéme nerveux (mort des neurones) associée & une perte fonctionnelle et
a 'apparition de déficits neurologiques moteurs, cognitifs et sensoriels handicapants
comme dans la pathologie de la sclérose en plaques.

Il existe un certain nombre de techniques d’imagerie capables de décrire la structure des
fibres myélinisées du systeme nerveux a diverses échelles, depuis I'architecture globale de
la matiere blanche jusqu’a l'ultrastructure de la gaine de myéline. Certaines de ces techniques
sont également utilisées pour diagnostiquer des changements pathologiques comme la dé-
myélinisation ou la remyélinisation de domaines du systéme nerveux qui interviennent pendant
la progression de maladies neurodégénératives, et pour évaluer D’efficacité de traitements
remyélinisants ou anti-inflammatoires. Cependant, il existe peu de techniques adaptées a
I'imagerie des fibres individuelles sur des tissus épais dont I'invasivité soit suffisamment limitée
pour qu’il soit possible d’observer des aspects dynamiques de démyélinisation ou de remyélini-
sation sur des tissus vivants.

Entre 'imagerie par résonance magnétique (IRM) - qui permet d’observer in vivo des
organes entiers mais avec une faible résolution spatiale - et la microscopie électronique -
adaptée pour l'observation de I'ultrastructure de la myéline mais fortement invasive, la micro-
scopie multiphoton se positionne comme une technique adaptée pour visualiser in vivo
des axones myélinisés individuels tout en préservant I'intégrité des tissus méme épais. Face
a la difficulté et au manque de fiabilité du marquage de la myéline, la microscopie par géné-
ration de troisiéme harmonique (THG), qui est un contraste multiphotonique basé sur les
propriétés optiques d’échantillons non marqués, se présente comme une technique prometteuse
pour l'observation de tissus vivants intacts du systeme nerveux grace a sa forte sensibilité
sur la myéline.

Comme cette étude exploratoire entame un nouveau cycle de travail sur 'imagerie de la myé-
line en contraste multiphoton au sein du laboratoire, nous proposons dans une premiere partie
de fournir une description de la myéline dans le systéme nerveux, élargie aux propriétés



1.1 La my¢line dans le systeme nerveux central

structurelles et fonctionnelles des axones myélinisés, et aux changements pathologiques et phy-
siologiques qui affectent le systeme nerveux de sujets atteints de sclérose en plaques (SEP).
Une seconde partie propose une revue des principales techniques d’imagerie de la myéline
actuellement utilisées en recherche, depuis les méthodes d’imagerie par résonance magnétique et
de microscopie électronique, jusqu’aux techniques d’imagerie optique, avant d’introduire dans
une troisiéme partie les principes et les applications des différentes modalités multiphoto-
niques. Apres avoir positionné la microscopie par génération de troisieme harmonique
(THG) par rapport aux autres techniques multiphotons, la derniére partie a pour objectif de
présenter brievement son mécanisme de contraste, ses applications principales en biologie et les
récents développements polarimétriques dont elle a fait ’objet.

1.1 La myéline dans le systéme nerveux central

Dans cette premiere partie, nous rappelons quelques éléments généraux sur l'architecture du
systeme nerveux, les propriétés structurelles et fonctionnelles des axones myélinisés et les ca-
ractéristiques pathologiques de la sclérose en plaques.

1.1.1 Architecture du systeme nerveux

Le systeme nerveux est constitué de plusieurs centaines de milliards de neurones répartis dans
deux structures spécifiques :

- le systéme nerveux central (CNS, de I'anglais Central Nervous System) qui englobe la
moelle épiniere et le cerveau (ce dernier compte a lui seul environ 86 milliards de neurones [2]).
- le systéme nerveux périphérique (PNS, Peripheral Nervous System) qui comprend ’en-
semble des nerfs et des ganglions situés a I'extérieur du CNS.

La structure du CNS est constituée de deux substances, une premiere connue sous le nom de
substance blanche (SB), qui doit sa couleur blanchétre a sa forte densité en axones myélinisés, et
la seconde - appelée substance grise (SG) - qui parait plus sombre a cause de sa faible teneur en
myéline. La substance blanche est en effet constituée majoritairement de faisceaux d’axones
myélinisés (46 % d’axones et 24 % de myéline dans le cerveau humain), de cellules gliales
(17 %) parmi lesquelles des astrocytes, oligodendrocytes et des cellules microgliales, et de vais-
seaux sanguins et fluides des tissus (13 %). Elle est présente principalement dans le corps
calleux, les nerfs optiques, le cervelet, le striatum, et dans les colonnes ventrales et dorsales de
la moelle épiniere. La substance grise (SG) comporte les mémes structures cellulaires que la
matiere blanche mais dans des proportions différentes, auxquelles il faut rajouter la présence
additionnelle des corps cellulaires des neurones et leur arborescence dendritique. La
matiere grise est présente majoritairement dans le cortex, le tronc cérébral, le cervelet et les
colonnes grises de la moelle épiniere.

La figure 1.1 illustre de maniere schématique les principales structures cellulaires présentes dans
le systeme nerveux central. La fonction des cellules gliales est d’assurer le développement cor-
rect des neurones et les fonctionnalités des neurones matures. La microglie et les macrophages
assurent la surveillance immunitaire du CNS, les astrocytes - dont les extrémités sont en
contact avec les axones - protegent la myéline et les axones, tandis que les oligodendrocytes
myélinisants (Oligos : quelques, dendron : arbre, kutos : cellule) - décrits pour la premiere fois
par Rio-Hortega dans les années 1920 - forment les gaines de myéline. Le role des vaisseaux
sanguins qui vascularisent 1’ensemble du systeme nerveux central est d’apporter la majorité
des nutriments et des ions utilisés. Les axones myélinisés seront décrits extensivement dans la
sous-partie suivante.
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FIGURE 1.1 — Vue d’ensemble des interactions entre les cellules gliales, les neurones et les
vaisseaux sanguins. Adapté de [3].

1.1.2 Structure et fonctions des axones myélinisés

La myéline est un enroulement de membrane lipidique présente autour des axones du CNS et
du PNS des vertébrés. Nous allons ici décrire I'unité structurelle des axones myélinisés, puis
les fonctions multiples de la gaine de myéline, notamment son role dans l'isolation de
I’axone avec le milieu environnant essentielle pour la conduction saltatoire des influx nerveux, sa
fonction de support métabolique et de maintien de I’axone au sein de I'unité axone-gliale, et les
processus de myélinisation intrinseque et de myélinisation adaptative nécessaire a la plasticité
neuronale. Nous nous limiterons ici a la description des caractéristiques des axones du CNS.

a) L’unité structurelle des axones myélinisés

Dans ce paragraphe, nous allons rappeler les principales structures des axones myélinisés, en
particulier le segment axonal initial, la gaine de myéline, les nceuds de Ranvier et ’axone, en
nous appuyant sur le schéma de la figure 1.2.

Propagation saltatoire des potentiels d’action
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FIGURE 1.2 — Structure de I'axone myélinisé. Adapté de [4].
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- La gaine de myéline

Découverte par Virchow en 1854 [5], la gaine de myéline est une structure multilamellaire
riche en lipides générée par des cellules myélinisantes appelées oligodendrocytes (dans le
CNS). Elle est enroulée autour de I’axone sur lequel elle s’étend sous forme de segments appelés
internceuds.

La myéline possede une composition unique, riche en lipides (70 % en masse seche) et en pro-
téines (30 %) [6]. Elle compte plus de 700 groupements lipidiques différents [7], parmi lesquels
des acides gras saturés, des phospholipides qui forment la structure biomembranaire, du
cholestérol qui joue un role dans I'assemblage et 'intégrité de la myéline et des lipides impli-
qués dans des mécanismes de signalisation. Parmi les protéines qui la composent, les principales
sont la protéine basique de la myéline (MBP) essentielle & la compaction entre les membranes
cytoplasmiques adjacentes, la protéine protéolipidique (PLP) qui joue un role dans I'apposition
des bicouches via des interactions électrostatiques, et la glycoprotéine myéline-oligodendrocyte
(MOG) qui assure I'intégrité structurelle de la gaine de myéline. Malgré une large conservation,
la composition de la myéline présente de légeres variations entre les especes mammiferes.

La microscopie électronique a donné acces a I'ultrastructure moléculaire de la gaine de myéline
compacte, constituée d'un assemblage périodique de bicouches lipidiques (d’environ 4.5 nm
d’épaisseur) et de deux couches protéiques adjacentes a la bicouche, I'une entre les surfaces
cytoplasmiques (ligne dense principale d’épaisseur 3 nm), et 'autre entre les surfaces extracel-
lulaires (ligne intrapériode d’épaisseur 3 nm), ce qui conduit & un motif de 15 nm d’épaisseur
8].

On peut enfin noter que méme si l'ultrastructure de la myéline possede une forte capacité a
se maintenir malgré des défauts dans ses lipides ou protéines, elle reste particulierement vul-
nérable aux attaques répétées du systeme immunitaire dont elle est la cible dans les maladies
auto-immunes et qui conduisent a sa destruction.

- Les noeuds de Ranvier

Les noeuds de Ranvier correspondent a des interruptions périodiques de la gaine de myé-
line le long de I'axone sur de courtes portions de 0.8 — 1.1 gm. Comme nous le verrons plus
tard, ces domaines présentent une forte concentration en canaux sodiques (Nav) sensibles au
voltage qui jouent un role primordial dans la conduction saltatoire des influx nerveux.

- Axone

Le cytosquelette axonal est constitué de filaments d’actine, de microtubules et de neu-
rofilaments. Les filaments d’actine s’organisent en faisceaux paralleles a ’axe de I'axone et
lui conferent ses propriétés d’élasticité et de stabilité. Les neurofilaments et les microtubules
sont orientés paralellement a ’axe de ’axone, leur diametre est respectivement de 9 — 10 nm et
23 — 26 nm [9] et ils mesurent environ 100 pm de long. Les neurofilaments - caractérisés par
une structure semi-rigide - servent essentiellement a la croissance radiale de 1’axone pendant le
développement, le maintien du calibre de I’axone et la propagation des influx nerveux [10]. Les
microtubules servent de matrice au transport axonal [11].

Le cytoplasme contenu dans ’axone - appelé axoplasme - contient des organelles membra-
neuses. Parmi elles, les mitochondries sont orientées parallelement a ’axone, leur diametre
est compris entre 0.1 et 0.3 um et mesurent jusqu’a 10 um de long. Elles occupent une fraction
constante de 1.5 % du volume des axones de plus de 0.7 um.
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Les axones du CNS présentent une grande dispersion de calibres entre 0.1 pm et jusqu’a 10 pm
[4]. Les faisceaux du corps calleux, du nerf optique et de la moelle épiniére contiennent ma-
joritairement des axones de petit diametre. Cette diversité de diametres a été attribuée a la
quantité d’informations véhiculée par I'axone [12]. Il existe également une variabilité du dia-
metre axonal sur la longueur de ’axone, notamment au niveau des nceuds de Ranvier ou le
diameétre axonal rétrécit [12].

b) Transmission rapide des influx neuronaux via la conduction nerveuse saltatoire

La capacité des axones myélinisés a conduire les influx nerveux avec une vitesse 100 fois supé-
rieure a celle des axones non myélinisés [13] rend compte de 'aptitude de la myéline a accélérer
la transmission des potentiels d’action. En effet, la gaine de myéline tire ses propriétés d’iso-
lant de sa structure, de sa composition et de son épaisseur, et confére ainsi aux internceuds
une grande résistance associée a une faible conductance en confinant les canaux potassiques
aux juxtaparanodes et les canaux sodiques au niveau des noeuds de Ranvier qui sont les do-
maines ou l'axone est en contact avec le milieu environnant. Par conséquent, la transmission
de I'impulsion électrique est accélérée en sautant de nceuds en nceuds, ce qui correspond a une
conduction nerveuse saltatoire.

Il a été rapporté que la vitesse de conduction des axones myélinisés augmente proportion-
nellement avec le diametre axonal du fait de la diminution de la résistance axiale et d’une
augmentation du courant ionique a 'intérieur de 'axone. Il a également été montré que ce gain
de vitesse de conduction n’est significatif que pour les fibres de diameétres supérieurs a 0.2 pum.
De plus, la capacité de conduction des potentiels d’action a haute fréquence dépend également
du diametre des axones.

Par ailleurs, la présence de la myéline limite les pertes de courant dans 1’axone, rendant la
conduction plus efficace avec de faibles besoins en énergie.

c) Support métabolique et maintien de ’axone via la gaine de myéline

Les oligodendrocytes myélinisants régulent non seulement la myélinisation mais ils fournissent
également un soutien métabolique aux neurones isolés du milieu extracellulaire riche en
nutriments [14]. Ce couplage métabolique entre les oligodendrocytes et ’axone s’effectue via la
gaine de myéline qui délivre des substrats métaboliques (lactate, pyruvate) a travers les canaux
cytoplasmiques. Lorsque les oligodendrocytes détectent une activité axonale, ils réagissent en
fournissant des substrats métaboliques aux axones actifs et en forte demande énergétique.

La gaine de myéline assure également le maintien de 1’axone situé a une grande distance du
corps cellulaire via des canaux myéliniques riches en cytoplasme - conservés apres la compaction
de la myéline - et via les boucles paranodales. Ces derniers assurent le transport de molécules
et d’organelles nécessaire a I’axone [15].

d) Formation et plasticité de la gaine de myéline

La formation des gaines de myéline (myélinisation) présente deux aspects : une myélinisation
développementale - qui permet d’accélérer la transmission des influx nerveux et de maintenir
la santé des axones - et une seconde qualifiée d’adaptative qui assure la plasticité neuronale en
lien avec I'expérience. Nous allons décrire ces deux aspects dans les paragraphes suivants.
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- Myélinisation initiale

Temporalité de la myélinisation

Chez les humains, le processus de myélinisation débute au cinquieme mois du développement
feetal, présente un pic pendant la premieére année, et se poursuit pendant ’enfance jusqu’a I'age
adulte [16]. La myélinisation survient plus ou moins tard apreés que les axones ont établi une
connexion avec leur cible. Elle progresse suivant un schéma chronologique et topographique fixe,
depuis les régions qui controlent des fonctions simples du systéme nerveux (ex : nerf optique)
vers des domaines associés a des tdches plus complexes (ex : cortex frontal) [17], depuis une
région proximale vers une région distale et depuis une région centrale vers les poles. On peut
noter que les axones avec les diametres les plus larges sont souvent les premiers a étre myélinisés.

Processus de myélinisation

Dans le CNS, les oligodendrocytes se développent a partir des cellules précurseurs des oli-
godendrocytes (OPCs) aussi appelées cellules progéniteurs des oligodendrocytes. Les OPCs
sont des cellules multipotentes qui - une fois activés - proliferent et sont recrutés par les axones
non-myélinisés. Apres un processus de maturation des cellules précurseurs des oligodendrocytes,
les oligodendrocytes matures se connectent aux axones via un premier enroulement d’une
extension d’aspect plat et triangulaire. Le recouvrement de la membrane de myéline procede
ensuite par la progression active du bord de la bicouche membranaire intérieure en contact avec
I’axone sous la membrane déposée précédemment. Dans le méme temps, les bords latéraux des
bicouches s’étendent latéralement jusqu’a atteindre leur dimension internodale finale en glis-
sant les unes sur les autres. Les bords latéraux des couches de myéline présentent des boucles
membranaires riches en cytoplasme en contact avec la surface axonale qui s’étendent jusqu’au
neeud de Ranvier ou elles forment les boucles paranodales.

La compaction des plis cytoplasmiques des bicouches lipidiques débute des les premiers enrou-
lements et progresse depuis les couches les plus externes vers l'intérieur. Elle est réalisée grace
a la protéine de base de la myéline (MBP) qui agit comme une « colle » électrostatique entre
les bicouches de lipides chargées négativement et les groupes d’acides aminés chargés positi-
vement pour chasser le cytoplasme. Une fois que la protéine MBP est liée aux deux surfaces
cytoplasmiques adjacentes de la bicouches de myéline, elle polymérise en un réseau fibreux qui
fournit la force et qui est a la base de cette compaction membranaire unidirectionnelle.

Régulation de la myélinisation

La régulation du nombre d’axones myélinisés, de I’épaisseur et de I’étendue de la myéline formée
par les oligodendrocytes le long de I'axone influence considérablement la vitesse de conduction
et la synchronisation des potentiels d’action entre les axones.

La corrélation entre la dimension des fibres et la présence d’une gaine de myéline autour de
ces axones a été mise en évidence par une étude conduite sur des oligodendrocytes mis en
culture avec des fibres de polystyrene de diametres différents mimant des axones, qui montre
que seules les fibres de plus de 0.4 pm sont myélinisées [18]. Dans le CNS, les oligodendrocytes
sont incapables de myéliniser les axones de diametres inférieurs a 0.2 um a cause de leurs rayons
de courbure trop élevés, tandis que la grande majorité des axones avec un calibre supérieur a
0.8 um sont myélinisés. En revanche, les axones entre 0.2 et 0.8 ym de diametre présentent une
grande disparité de myélinisation qui peut étre imputée a des facteurs de répulsion électrosta-
tique ou a des molécules qui controlent la myélinisation.

Le nombre d’enroulements formés par les oligodendrocytes dépend a la fois du calibre et des
besoins de I'axone. Plus son diameétre est important, plus sa gaine de myéline est épaisse. Des
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é¢tudes théoriques ont démontré que le rapport entre le diametre axonal seul et le diametre de
I’axone myélinisé - appelée g-ratio - qui maximise la vitesse de propagation des influx nerveux
est compris entre 0.6 — 0.7 [19].

Similairement, la longueur des internceuds est corrélée avec le diametre des axones et varie selon
les régions du CNS. Des expériences de myélinisation sur des microfibres de différents diametres
par différentes populations d’oligodendrocytes mettent en évidence une auto-régulation de la
longueur des internceuds, spécifique aux différentes populations d’oligodendrocytes [20]. Typi-
quement, la longueur des internceuds se situe dans 'intervalle [150 — 200 pm] [21].

Remyélinisation

Le CNS humain possede une faible capacité de régénération des axones, cependant il dispose
tout au long de I'existence d’une capacité importante a les remyéliniser dans le cas ou les gaines
de myéline sont endommagées. Cette faculté repose sur la présence permanente dans les tissus
du CNS d’OPCs qui ont la capacité de se diviser et de se différencier en oligodendrocytes ma-
tures jusqu’au stade adulte. Les gaines de myéline formées présentent des propriétés légerement
différentes des gaines formées a des stades précoces avec un plus grand nombre d’internceuds
de plus courte longueur.

- Myélinisation adaptative

Bien que la plupart des gaines de myéline formées par les oligodendrocytes autour des axones
répondent a des criteres d’optimisation de la vitesse de transmission - comme au niveau du nerf
optique, de la moelle épiniere, etc - d’autres se forment ou voient leur propriétés structurelles
(longueur, épaisseur) modifiées de maniere plastique en fonction de l'activité des neurones afin
de soutenir la fonction d’un réseau neuronal plus étendu. C’est le cas notamment des axones
du cortex cérébral. Soumis a une activité neuronale spécifique, ces derniers remodelent leur
gaines de myéline pour privilégier une synchronisation des temps d’arrivée des potentiels
d’action au niveau des terminaux présynaptiques et pour moduler leur fréquence de maniere
appropriée aux besoins spécifiques des différents circuits. De cette facon, I'expérience pendant
le développement et dans la vie adulte régule ’étendue de la formation des gaines de myéline
de maniére dynamique [22]. Contrairement & la myélinisation intrinseque, cette myélinisation
adaptative présente une grande variabilité entre les individus.

1.1.3 Un cas de maladie neurodégénérative : la sclérose en plaques
(SEP)

La sclérose en plaques est la maladie neurologique chronique la plus répandue parmi les
groupes d’age jeunes et intermédiaires de la population devant d’autres pathologies telles que
le syndrome de Guillain-Barré, la neuromyélite optique, I'’encéphalomyélite aigué disséminée
etc. Elle affecte environ 1.1 million d’individus & travers le monde dont 2/3 de femmes. Dé-
crite pour la premiere fois en 1880 par Charcot, cette maladie autoimmune chronique comporte
deux composantes évolutives, d’une part une composante inflammatoire avec des attaques
immunitaires répétées sur le CNS, et d’autre part une composante neurodégénérative ca-
ractérisée par la mort de neurones au sein de lésions focales dans la matiere blanche du CNS,
consécutive a la dégradation de leur gaine de myéline. Des études récentes ont mis en évidence
la présence additionnelle de 1ésions dans la matiere grise et I'existence d’une inflammation et
d’une neurodégénérescence diffuses dans 'intégralité du CNS. La forte altération de la capacité
de transmission des messages nerveux - induite par la dégénérescence des axones du CNS -
conduit a I'apparition de divers types de handicaps neurologiques ponctuels ou permanents.
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a) Pathologie de la myéline

- Infiltration de cellules inflammatoires dans le CNS

Le processus d’inflammation - décrit sur la figure 1.3 - est considéré comme le moteur ini-
tial de la maladie. Il correspond initialement a une activation du systeme immunitaire dans
le compartiment périphérique, c’est-a-dire en dehors du systeme nerveux, avec la présence de
lymphocytes T et B et des cellules plasmatiques. Suite a la reconnaissance anormale d’une cible
localisée sur la myéline des axones du CNS, les cellules immunitaires activées franchissent la
frontiere entre le sang et le cerveau - communément appelée barriere hématoencéphalique - nor-
malement inaccessible au systéme immunitaire. Ces infiltrats inflammatoires diffus et présents
dans 'espace périvasculaire vont induire une premiere démyélinisation périveineuse.

La réponse immunologique est ensuite amplifiée a I'intérieur du systeme nerveux central a tra-
vers la libération de médiateurs comme les cytokines par les cellules T activées. Ces médiateurs
induisent une activation diffuse des cellules microgliales qui deviennent toxiques pour la gaine
de myéline. Ce processus conduit & la destruction de la myéline (démyélinisation) sous la forme
de 1ésions qui sera décrite plus en détail dans les paragraphes suivants.

L’inflammation agit également de maniere indirecte par des infiltrations d’inflammation dans
les méninges et les espaces intravasculaires qui produisent des facteurs solubles a I'origine d’une
démyélinisation indirecte par 'activation de la microglie qui s’accompagne de stress oxydatif et
de dommages mitochondrial et aboutissent a une hypoxie virtuelle.

Lymphoid tissue CNS

FIGURE 1.3 — Schéma de la réponse immunitaire dans les 1ésions associées a la sclérose en
plaques. Adapté de [23].
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- Démyélinisation et neurodégénérescence dans le CNS

Dans la sclérose en plaques, le processus d’inflammation est relayé par un processus de démyélini-
sation puis de neurodégénérescence au sein de lésions dans le CNS mais qui agissent aussi de
maniere diffuse dans la matiere blanche d’apparence normale du CNS. L’évolution des lésions
est retracée dans le paragraphe suivant.

Stades d’évolution des lésions

Les lésions induites suivent une séquence évolutive qui s’étend sur plusieurs mois voire plusieurs
années depuis le stade préphagocitaire initial jusqu’au stade final des lésions démyélinisées
inactives, avec la possibilité d’étre remyélinisées (plaques « shadow »). Dans les paragraphes
suivants, nous allons récapituler les spécificités des différents stades d’évolution des lésions,
illustrés sur la figure 1.4.

E Oligodendrocyte Microglie activée Macrophages B - Myéline (débris) Région démyélinisée

F1GURE 1.4 — Description schématique de 1’évolution des lésions focales dans la sclérose en
plaques. Adapté de [24].

Les lésions apparaissent dans le CNS sous un état « préphagocitaire » qui est associé a une
activation des cellules microgliales présentes dans la lésion mais ou le processus de phagocytose
des gaines de my¢éline n’a pas encore eu lieu. Les oligodendrocytes sont encore présents en grand
nombre dans la lésion.

A ce stade initial succede un stade - ou la lésion est appelée « démyélinisante active clas-
sique » ou « démyélinisante inflammatoire focale » - caractérisé par une infiltration
de macrophages. Les cellules microgliales activées et les macrophages attaquent les gaines de
myéline présentes dans la 1ésion. Ces cellules phagocitaires présentent une distribution spatiale
caractéristique avec une majorité de macrophages contenant des produits de dégradation de
myéline au centre de la lésion, et la plupart des cellules microgliales activées situées a la pé-
riphérie de la lésion. Les macrophages et la microglie expriment un fort stress oxydatif qui
diminue dans les stades plus tardifs de la lésion active, aprés que les macrophages ont ramassé
les débris de myéline [25]. Il a également été rapporté que cette infiltration de macrophages
s’accompagne d’une infiltration de quelques lymphocytes B [26] et cellules plasmatiques. Bien
que les lésions démyélinisantes actives conservent une densité d’oligodendrocytes quasi-normale
avec une légere diminution du nombre d’'OPC [27], le degré de dommage et de destruction
axonales est extrémement variable d'un sujet a l'autre.

Cette derniére catégorie de lésions évolue parfois vers des lésions actives chroniques (ou
active en expansion lente) caractérisées par un centre démyélinisé entouré d’un bord actif qui
connalt une expansion lente et graduelle. Ce bord actif contient un nombre variable de dé-
bris de myéline et de produits de dégradation de la myéline dans les phagocytes et cellules
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microgliales activées présentes. Les macrophages sont tres rares voire absents, tandis que des
infiltrats de cellules T sont fréquemment présents mais dispersés et localisés en région péri-
vasculaire. Il a été rapporté que les Iésions actives présentent également une augmentation du
nombre d’oligodendrocytes prémyélinisants et myélinisants malgré ’absence ou la rareté des
régions remyélinisantes.

Les lésions démyélinisées inactives chroniques caractérisent le stade final de 1’évolution
des lésions incluant I’absence de réaction immunitaire et de phagocytose de la my¢éline a 1'inté-
rieur et sur le bord de la lésion. Elles se distinguent des états de lésions plus précoces par leurs
contours nets caractéristiques liés a la rareté des résidus de gaines de myéline. Dans ces lésions
inactives, la réduction axonale peut atteindre jusqu’a 80 % [28] et I’espace entre les axones dé-
myélinisés est rempli par une cicatrice fibrillaire dense. En outre, le nombre d’oligodendrocytes
matures, de cellules microgliales et d’OPCs est considérablement réduit.

Les plaques « shadow » - décrites pour la premiere fois par Marburg en 1906 [29] - sont
des régions remyélinisées dans des lésions aussi bien anciennes que récentes [30] qui s’étendent
sur l'intégralité des lésions ou parfois seulement sur quelques points focaux a l'intérieur ou
sur le bord des lésions. En lumiere blanche, ces domaines ont un aspect « ombré » (d’ou leur
nom), distinct du contraste provenant des régions myélinisées a cause de la plus grande finesse
des gaines de myéline formées au cours du processus de remyélinisation en comparaison des
gaines issues de la myélinisation initiale [31]. Elles font également apparaitre des bords claire-
ment délimités comme c’est le cas pour les lésions inactives, et qui les différencient des lésions
préphagocitaires au contraste ombré. Comme le mécanisme de remyélinisation repose sur la
myélinisation des fibres par des oligodendrocytes récemment différenciés, le degré de remyéli-
nisation des lésions dépend de la présence d’OPCs dans le tissu ainsi que de leur potentiel a
se différencier en oligodendrocytes matures myélinisants. Il dépend également de la présence
et de la fonctionnalité des axones mais aussi de la fréquence des cycles de démyélinisation/
remyélinisation ayant déja eu lieu.

Lésions dans la matiére grise

La matiere grise subit également une démyélinisation importante dans le cerveau antérieur, le
cervelet et la moelle épiniere avec des caractéristiques distinctes de celles des lésions qui af-
fectent la matiere blanche. Il a notamment été rapporté ’absence de cellules T et B mais une
activation importante de la microglie. Il semble que la proximité de la matiere grise avec le
fluide cérébrospinal, son exposition aux antigenes des méninges et la plus grande perméabilité
vasculaire prédisposent la matiere grise au développement de lésions.

La démyélinisation de la surface du cortex présente un aspect spécifique de la slérose en plaques
avec la présence de bandes démyélinisées étendues depuis la surface extérieure du cortex jus-
qu’aux couches profondes. Par ailleurs, il a été rapporté que la démyélinisation du cortex affecte
jusqu’a 60 % de l'aire corticale totale [32].

Neurodégénérescence diffuse dans la matiére blanche d’apparence normale

De maniere partiellement indépendante de la neurodégénérescence focale au sein de lésions,
une perte axonale survient de maniere diffuse dans I'ensemble du CNS [33]. Elle s’accompagne
d’une diminution des boutons présynaptiques, des structures postsynaptiques et des substrats
de connectivité neuronale, et est associée a la présence d’infiltrats de lymphocytes T et a une
activation diffuse de la microglie. Des données obtenues par IRM ont mis en évidence une
atrophie globale de la matiere blanche et de la matiere grise qui ne peut pas étre expliquée
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exclusivement par la présence des lésions focales présentées précédemment. Ces résultats sou-
tiennent la présence d’une neurodégénérescence diffuse a 1’échelle du CNS; ce qui fait considérer
la sclérose en plaque comme une pathologie du cerveau entier.

b) Formes de la sclérose en plaques, caractéristiques cliniques et pathologiques

La maladie se présente sous trois formes différentes - rémittente (RRMS), progressive-
primaire (PPMS) et progressive-secondaire (SPMS) - liées a des pathologies plus ou moins
identifiées.

Au début de la maladie, environ 80 % des malades sont atteints par la forme rémittente ca-
ractérisée par une série de poussées-rémissions marquée par ’apparition et la disparition rapide
de symptomes. Les symptomes sont spécifiques de la région affectée par la démyélinisation :
un premier symptome fréquent est associé & un trouble de la vision (névrite optique) lorsque
le nerf optique est touché, mais des symptomes moteurs peuvent également apparaitre lorsque
le cortex est atteint ou des symptomes sensoriels avec une sensation d’engourdissement ou de
décharge électrique dans un membre ou dans le dos lorsque le cortex sensoriel est affecté. La
grande majorité des lésions sont des lésions démyélinisantes actives classiques de la matiere
blanche. La démyélinisation du cortex sous la pie-mere est également un des premiers événe-
ments de la SEP ([34], [35]). On peut noter que la remyélinisation se produit naturellement au
cours des stades précoces de la sclérose en plaques.

Apres une durée allant de 10 a 15 ans, cette premiere forme rémittente est généralement suivie
par une forme progressive-secondaire marquée par l'apparition de handicaps irréversibles.
Une minorité de patients - environ 15 % - développent une forme progressive sans rémission des
I’apparition de la maladie, appelée forme progressive-primaire. Dans les phases progressives,
la maladie se manifeste par des troubles moteurs permanents associés a une perte du controle
des mouvements, et par des troubles cognitifs marqués par des déficiences dans la perception
sensorielle, la mémoire et la parole. La permanence des troubles s’explique par 1’évolution de
certaines lésions démyélinisantes actives classiques vers des 1ésions chroniques démyélinisantes
actives (15 — 20 % des lésions [36]) et démyélinisées inactives. Ces lésions se situent majori-
tairement au niveau de la matiere blanche des nerfs optiques, des ventricules et du subcortex,
les pédoncles cérébelleux, le tronc cérébral, de la moelle épiniére et des couches corticales. La
remyélinisation a fréquemment échoué dans ces 1ésions pendant ces phases progressives.

c) Origine et traitements

L’origine de la sclérose en plaques n’est pas clairement identifiée mais la combinaison de certains
éléments semblent favoriser son apparition, notamment des facteurs environnementaux, une
susceptibilité génétique, des affections par des virus spécifiques, de faibles niveaux en vitamine
D, une obésité infantile, etc. La méconnaissance de 1’étiologie précise de la maladie freine encore
le développement d’un traitement curatif.

Les thérapies actuelles visent a supprimer la réponse auto-immune inflammatoire contre les
gaines de myéline du CNS pour ralentir la progression de la maladie. Cependant, 'efficacité
de ces traitements anti-inflammatoires est limitée dans la phase progressive de la maladie -
dominée par la composante démyélinisante. Les recherches actuelles visent - d'une part - a
améliorer les traitements anti-inflammatoires avec de nouveaux agents immunomodulateurs et
- d’autre part - a promouvoir la remyélinisation des tissus du CNS par le biais de traitements
pharmacologiques favorisant le processus régénératif endogene ([37], [38], [39]) ou par la greffe
de cellules neurales souches dans les lésions focales ([40],[41]).
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1.2 Techniques d’imagerie de la myéline

L’observation de la myéline est indispensable pour comprendre le développement du systeme
nerveux et détecter d’éventuels changements pathologiques et/ou réparations apparus pendant
la progression de maladies neurodégénératives. Les techniques d’imagerie comptent notamment
I'imagerie par résonance magnétique (IRM), la tomographie par émission de positrons (PET),
la microscopie optique et la microscopie électronique (TEM).
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F1GURE 1.5 — Techniques d’imagerie des tissus myélinisés classées en fonction de leurs propriétés
de résolution spatiale et de profondeur d’imagerie.

Comme on peut le voir sur la figure 1.5, elles se distinguent les unes des autres en offrant
des compromis différents au paradigme opposant résolution versus profondeur d’imagerie,
qui se traduit par le fait qu'un gain de résolution spatiale est associé a une diminution de la
profondeur d’imagerie maximale atteignable, impliquant davantage d’invasivité sur les tissus.
L’imagerie par résonance magnétique et ses dérivés sont ainsi adéquats pour observer la matiere
blanche dans des organes entiers, mais leur résolution - limitée a plusieurs centaines de microns
ou au millimetre - est insuffisante pour visualiser des axones myélinisés individuels. A 'opposé,
la microscopie électronique est adaptée pour décrire la microstructure des axones myélinisés
grace a sa résolution atomique, mais requiert des tissus traités de quelques dizaines de nano-
metres d’épaisseur. De maniere intéressante, la microscopie optique se positionne comme un
outil intermédiaire entre les deux techniques précédentes, avec une résolution micrométrique
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idéale pour l'observation de structures cellulaires et subcellulaires, associée a un caractere fai-
blement invasif propice a l'observation de processus dynamiques jusqu’a plusieurs centaines
de microns de profondeur dans des tissus vivants. Parmi les techniques d’imagerie optique, la
microscopie multiphoton - qui sera notre technique de prédilection dans les chapitres suivants
- présente une capacité unique a combiner plusieurs modalités de contraste pour accéder a des
informations complémentaires [42]. On peut ajouter que les récents développements - concer-
nant la microscopie de fluorescence excitée a trois photons (3PEF) et I'imagerie grand volume
en contraste électronique et en contraste de fluorescence - sont venus remettre en question les
limitations intrinseques de ces techniques en terme de profondeur d’imagerie, en proposant des
reconstructions d’organes entiers a forte résolution.

Dans cette partie, nous proposons une présentation des principales techniques d’imagerie de la
myéline actuellement utilisées en clinique et en recherche et de leurs applications, depuis les
méthodes adaptées a I'imagerie d’organes entiers, jusqu’aux plus fortement résolues au caractere
invasif.

1.2.1 Techniques d’imagerie non-invasives du systéme nerveux
a) Imagerie par résonance magnétique (IRM)

Développée dans les années 70, 'imagerie par résonance magnétique est la technique d’imagerie
de référence pour visualiser in vivo ’anatomie du cerveau avec une résolution spatiale submilli-
métrique (jusqu'a 0.2 mm). Elle repose sur ['utilisation d’un premier champ magnétique B, | 2
intense et homogéne pour induire une magnétisation selon ’axe z des moments magnétiques de
spin des noyaux d’hydrogene présents dans les molécules d’eau. L’axe des moments dipolaires
est ensuite écarté de l'axe z grace a des ondes radios électromagnétiques qui oscillent a la fré-
quence de Larmor [43]. Lorsque le champ oscillant est interrompu, les moments magnétiques
reviennent a l'équilibre en se réalignant suivant 'axe z avec des dynamiques qui dépendent
de la nature du tissu. Un premier parametre généralement mesuré caractérise le temps de re-
laxation de la magnétisation longitudinale (T1), c’est-a-~dire le temps nécessaire aux moments
magnétiques pour se réaligner suivant I’axe longitudinal z. Un second parametre classiquement
déterminé correspond au temps de relaxation transversal (T2) qui mesure la disparition de
I’aimantation transversale.

La diversité des contrastes T'1 et T2 observés sur des tissus myélinisés provient de la propriété
des atomes d’hydrogene des lipides a revenir plus rapidement a 1’équilibre que ceux des do-
maines aqueux, ce qui implique un temps relaxation T'1 plus court sur la matiére blanche que
sur la matiere grise, a I'inverse du temps T2. Les images IRM qui sont des représentations spa-
tiales des temps de relaxation présentent un hypersignal T1 au niveau des domaines de matiere
blanche et d’'un hyposignal sur les régions plus faiblement myélinisées, ainsi qu’une inversion
de ces dépendances pour le contraste T2.

Sur des sujets atteints de maladies neurodégénératives, il a été démontré que I'IRM est capable
de distinguer des lésions focales disséminées caractérisées par une perte locale de I'hyper-
signal T1 associée a l'apparition d'un hypersignal T2. Grace a sa forte sensibilité, I'IRM est
tres largement utilisée pour diagnostiquer la sclérose en plaques et pour suivre in vivo
I’évolution des lésions.
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FI1GURE 1.6 — Contraste IRM sur des tissus myélinisés. a. Alignement de la magnétisation des
protons parallelement au champ magnétique de I'appareil d’IRM. b. Rotation de la magnétisa-
tion des protons induite par les ondes électromagnétiques a la fréquence de Larmor. c. Temps
de relaxation T1 et T2 des protons dans les lipides et dans I'eau. Adapté du site web startradio-
logy.com. d. Contrastes T2 (en haut) et T1 (en bas) en imagerie IRM obtenues a plusieurs mois
d’intervalles sur un patient atteint de sclérose en plaques (les fleches indiquent la formation
d’une nouvelle lésion). Adapté de [44].

b) Imagerie par tenseur de diffusion (dIRM)

L’imagerie par tenseur de diffusion (dIRM) est une technique d’imagerie dérivée de I'IRM, in-
troduite par P. Basser en 1994 [45]. Elle repose sur une mesure de la dynamique des molécules
d’eau du tissus en s’appuyant la propriété d’anisotropie de diffusion des molécules d’eau de
la myéline. Les molécules d’eau coincées entre les bicouches de lipides de la myéline diffusent
en effet selon une direction privilégiée parallele aux fibres de matiere blanche. Pour détecter
in vivo l'orientation de la diffusion, le dIRM utilise une paire d’impulsions courtes de champ
magnétique qui sondent le déplacement des noyaux d’hydrogene entre deux instants. Les images
dIRM utilisent généralement une représentation basée sur un code couleur relatif a la direction
de la plus grande diffusivité locale.

Malgré son caractere récent, I'imagerie dIRM est déja utilisée en clinique pour cartographier
la connectivité structurelle du cerveau. Elle permet également de détecter des lésions ainsi que
des anomalies pathologiques de la myéline dans la matiére blanche d’apparence normale [46]
sur des sujets atteints de sclérose en plaques, en s’appuyant sur les modifications des propriétés
d’anisotropie de diffusion des molécules d’eau qui apparaissent sur la myéline endommagée.
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FiGURE 1.7 — Contraste dIRM sur des tissus myélinisés. a. Diffusion isotrope des molécules
d’eau (mouvement brownien). b. Diffusion anisotrope des molécules d’eau dans les faisceaux de
fibres de la matiere blanche. Adapté de [47]. c¢. Images anatomiques en contraste T1 de coupes
axiale et coronale. Cartes colorées en contraste dIRM. Adapté de [48].

c¢) Tomographie par émission de positron (PET)

L’imagerie par tomographie par émission de positrons est une technique non-invasive avec une
résolution spatiale de 1 mm utilisée pour observer la structure de I’ensemble du cerveau. A la
différence de 'TRM et des techniques associées, elle possede une grande spécificité sur la myéline
grace a l'utilisation d’un agent de contraste radioactif exogeéne. Elle permet notamment de
visualiser la substance grise, les 1ésions démyélinisées et remyélinisées. L’imagerie PET permet
également de distinguer des plaques « shadow »correspondant a des degrés de remyélinisation
distincts des 1ésions démyélinisées et de la substance blanche d’apparence normale ([49], [50],
51)).

Bien que les techniques d’'TRM, dIRM et PET soient tres efficaces pour visualiser in vivo et en
3D des anomalies de la substance blanche dans le cadre d’applications cliniques, leur résolution
spatiale - limitée a 1’échelle submillimétrique - est insuffisante pour visualiser des défauts de la
myéline sur des axones individuels, des mécanismes cellulaires et subcellulaires de myélinisation
et de remyélinisation. De plus, leur manque de sensibilité dans la matiere grise rend difficile
Iidentification de certaines lésions causées par la sclérose en plaques dans le cortex ou le cervelet.

1.2.2 Microscopie électronique par transmission (TEM)

La microscopie électronique par transmission (TEM) se distingue des techniques précédentes
par sa résolution spatiale de I'ordre de I'anstrom. Les images TEM ont permis de dévoiler pour
la premiere fois 'ultrastructure de la gaine de myéline caractérisée par une organisation
périodique avec une alternance de couches sombres (denses en électrons) associées aux protéines
et des couches claires (faibles en électrons) correspondant aux lipides.
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F1GURE 1.8 — Contraste PET sur des tissus myélinisés. a. Schéma explicatif du processus de
génération et de détection du contraste PET. Adapté du site web medicalzpress.com. b. Imagerie
PET avec marquage [11C]PIB sur un patient atteint de sclérose en plaques. Adapté de [49].

Un inconvénient de I'imagerie TEM provient du traitement classique (fixation chimique dans
une solution aqueuse, coloration, déshydratation, enrobage plastique ou dans de la paraffine)
requis pour imager les tissus qui engendre des artefacts importants, tels que des dommages sur
les structures cellulaires, comme les mitochondries et la myéline compacte, et des modifications
de ’épaisseur des tissus (réduction des espaces intercellulaires) qui compliquent 1’extraction de
mesures morphométriques a partir des images brutes (ex : g-ratio). Une technique récente de
cryopréparation combine une congélation a haute pression et un systeme de substitution de
congélation et permet de préserver la structure des échantillons dans un état proche de son état
naturel, en particulier la myéline et les régions riches en cytoplasme [52].

Par ailleurs, ces traitements fortement invasifs sur des tissus sectionnés empéchent de suivre
des processus dynamiques (myélinisation, démyélinisation) in vivo sur les tissus.

Les modalités d’imagerie présentées ci-dessus sont limitées pour 'observation in vivo de struc-
tures sub-cellulaires ou cellulaires, soit par leur faible résolution (IRM, dIRM, PET), soit par
leur caractere destructif de I’échantillon (microscopie électronique). La microscopie optique -
qui sera l’objet de la prochaine sous-partie - présente les avantages conjugués d’une résolution
latérale micrométrique et d'une absence de destruction de I’échantillon.

1.2.3 Microscopie optique linéaire

La microscopie optique est adéquate pour imager des processus dynamiques dans des structures
biologiques microscopiques avec une résolution subcellulaire. Le contraste de ces techniques
repose sur les phénomenes d’absorption, de diffusion, de réfraction ou de réflexion. Parmi les
modalités existantes, nous allons rappeler quelques techniques qui ont amené des résultats
intéressants sur la myéline : la microscopie en lumiére blanche, la microscopie confocale
par fluorescence, la microscopie confocale par réflectance spectrale (SCoRe) et la
tomographie par cohérence optique (OCT).
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FI1GURE 1.9 — Contraste TEM sur des tissus myélinisés. a. Comparaison entre les dispositifs
d’imageries optiques et électroniques. Adapté de microbiologyinfo.com. b. Imagerie TEM d’une
coupe transverse d'un axone myélinisé de moelle épiniere en culture. Adapté de [53].

a) Imagerie des coupes histologiques en lumiére blanche

La technique optique la plus utilisée pour observer des tissus myélinisés consiste a préparer des
sections histologiques avec un colorant de la myéline, puis a les observer en lumiere blanche. Le
Luzol fast blue (LFB) est le colorant classiquement utilisé pour la myéline. La densité optique
du colorant permet d’identifier les domaines de matiere blanche, de matiere grise et la présence
éventuelle de lésions démyélinisées. Cette technique est fréquemment utilisée comme référence
pour valider les contrastes obtenus par d’autres techniques d’imagerie.

FIGURE 1.10 — Corrélation entre (a) le contraste IRM T2 (b) le contraste issu de I'eau de la
myéline et (c) le marquage de la myéline avec le colorant Luzol fast blue sur des tissus de
cerveau humain. Adapté de [54].
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b) Microscopie confocale

La microscopie confocale se distingue de la microscopie classique en lumiére blanche par sa
capacité a imager en 3D le signal de fluorescence provenant de cellules en culture et de tissus
biologiques minces marqués ou colorés. Cette technique de fluorescence linéaire a « un-photon »
repose sur ’absorption d’un photon d’excitation unique par la molécule d’un fluorophore - pas-
sant ainsi de son niveau d’énergie fondamental vers un état excité - puis sur sa désexcitation
vers ’état fondamental avec émission d'un photon que 1'on vient collecter.

La lumiere incidente sur ’échantillon est monochromatique et généralement dans le domaine
visible. Elle est focalisée sur le milieu a imager grace a un objectif dont 'ouverture numérique
détermine la résolution latérale du volume focal. Comme le milieu est excité sur I’ensemble du
cone de propagation du faisceau incident, un diaphragme - placé devant le détecteur au niveau
du plan conjugué au plan focal - est utilisé pour sélectionner le signal de fluorescence provenant
exclusivement du plan focal. Les résolutions latérale et axiale de I'image sont ainsi limitées par
la diffraction, ce qui permet d’obtenir une résolution 3D micrométrique en utilisant un objectif
a forte focalisation. Pour réaliser une imagerie tridimensionnelle, ’échantillon est ensuite ba-
layé par le volume focal grace a des miroirs. La profondeur d’imagerie maximale atteinte en
microscopie confocale est généralement limitée a une centaine de microns.

Cette technique a été largement utilisée pour visualiser des cellules individuelles ou des po-
pulations de cellules d’intérét qui sont sélectionnées dans des tissus biologiques grace a une
coloration ou un marquage. Une premiere technique consiste a colorer la matiere blanche des
tissus - généralement des sections postmortem - avec des colorants exogenes (colorants lipophi-
liques DiOCy pour la coloration de la myéline). Un inconvénient de cette technique provient
de la possibilité de former des liaisons non-spécifiques, une diffusion inefficace du colorant qui
fausse I'analyse des données ou encore une destruction de la structure de la myéline.

Une seconde technique plus fréquente consiste a construire des lignées d’animaux transgéniques
dans lesquels des protéines fluorescentes sont exprimées sous le controle de promoteurs pro-
téiques spécifiques par des populations cellulaires d’intérét. Par exemple, la lignée transgénique
de souris mbp-gfp a été développée pour visualiser la myéline grace a I’expression de la protéine
verte gfp par le promoteur mbp [55].

Grace au grand rendement du processus a 1 photon, cette méthode non-invasive fournit un fort
contraste sur les structures imagées et est adéquate pour des imageries in-vivo qui s’inscrivent
sur le long terme. La microscopie confocale par fluorescence a notamment eu une contribu-
tion décisive dans la compréhension de la dynamique du développement des cellules gliales qui
forment la gaine de myéline (oligodendrocytes et cellules de Schwann).
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FiGUuRE 1.11 — Contraste confocal sur des tissus myélinisés. a. Dispositif d’imagerie confocale.
b. Images en contraste 1PEF sur un poisson-zebre Tg(mbp :egfp), vues latérales et dorsales de
la moelle épiniere. Adapté de [55].
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Face au manque de stratégies de marquage in vivo des structures cellulaires (dont la myéline),
d’autres techniques sans marquage ont émergé pour s’affranchir des difficultés inhérentes a la
microscopie confocale : le SCoRe, 'OCT et les techniques d’imagerie multiphotonique que nous
allons présenter dans la partie suivante.

c) Microscopie confocale par réflectance spectrale (SCoRe)

Cette technique d’imagerie sans marquage a haute résolution - dérivée de la microscopie confo-
cale - repose sur la superposition des signaux réfléchis par 1’échantillon issus de plusieurs lasers
monochromatiques ou d'un laser supercontinuum. Son principe simple et relativement facile
a implémenter sur un systeme confocal a balayage classique équipé d’un systeme de détection
multi-spectrale la rend particulierement attractive pour I’obtention d’informations structurelles
dans des échantillons fortement réfléchissants et éventuellement en complément d’autres tech-
niques d’imagerie telles que la microscopie confocale par fluorescence ou la microscopie a deux
photons.

Schain et al. [56] ont fait la premiere démonstration en 2014 de I'imagerie in vivo en contraste
SCoRe de la structure du réseau des axones myélinisés dans les couches corticales [ et V a
travers une fenétre cranienne dans une souris anesthésiée. Les signaux de réflection importants
émanant des axones myélinisés trouvent leur origine dans les fortes propriétés de réflection de la
gaine de myéline. Ils ont également imagé la moelle épiniere et le nerf périphérique de souris et
ont identifié des caractéristiques structurelles telles que les noeuds de Ranvier et les incisions de
Schmidt-Lanterman. La profondeur d’imagerie est limitée par l'utilisation de longueurs d’onde
dans le domaine visible ; cependant I'imagerie SCoRe permet parfois d’atteindre quelques cen-
taines de microns dans les tissus et notamment d’imager les axones du cortex dans la souris.
Un aspect intéressant de cette technique repose sur 'unicité des motifs colorés de chaque fibre
myélinisée, qui facilite le tracage dans les régions denses.
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FI1GURE 1.12 — Contraste SCoRe sur des tissus myélinisés. a. Dispositif d’imagerie SCoRe équipé
de 3 sources monochromatiques et de 3 photodétecteurs permettant la détection multispectrale
simultanée des signaux réfléchis par ’échantillon. b. Images SCoRe multicouleur révelant des
structures de myéline distinctes dans la moelle-épiniere in vivo. Adapté de [56].
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d) Tomographie par contraste optique (OCT)

Le principe de la tomographie par cohérence optique repose sur le sectionnement transverse
d’un plan d’imagerie par interférence entre un faisceau réfléchi par 1’échantillon et un faisceau
de référence issu d’'une source d’excitation a faible cohérence temporelle. Ce dispositif permet
également d’amplifier le faible signal réfléchi par ’échantillon grace au phénomeéne d’interfé-
rence. Un avantage de I’OCT par rapport a la microscopie confocale est sa meilleure profondeur
de pénétration dans les milieux diffusants (jusqu’a > 300 pm sur des tissus myélinisés en confi-
guration in wvivo [57]). En revanche, sa résolution spatiale axiale est limitée par la longueur de
cohérence de la source (une dizaine de microns) et sa résolution latérale par 'ouverture numé-
rique de I'objectif (quelques microns). Plusieurs approches ont été proposées pour améliorer sa
résolution latérale jusqu’au micron avec un systeme d’optique adaptative, de combiner 'ima-
gerie par OCT avec un systéme confocal [58] ou un systéme plein champ avec CCD [59].
L’imagerie par OCT s’appuie sur la lumiere rétro-diffusée grace aux propriétés de réflection de
I’échantillon. C’est donc une technique tres efficace pour observer la rétine qui possede d’impor-
tantes applications biomédicales en ophtalmologie. L’OCT est également utilisé pour 'imagerie
de la cornée, de 'artere coronale, de ’épiderme, etc.

La premiere démonstration d’imagerie de fibres myélinisées longitudinales par OCT plein champ
(deep-OCM) a été réalisée par Ben Arous et al. en 2011 [57]. En s’appuyant sur le fort signal
endogene rétro-diffusé par la myéline, ils ont montré la capacité a imager in vivo des fibres
myélinisées individuelles dans une région corticale et sur un nerf sciatique de rat. L’imagerie
par OCT a récemment été couplée a une excitation résolue en polarisation (PS-OCT) pour
venir sonder les propriétés optiques de biréfringence du nerf sciatique de rat aprés une lésion

[60].
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FiGure 1.13 — Contraste OCT sur les tissus myélinisés. a. Dispositif d’imagerie OCT plein
champ optimisé pour I'acquisition a forte résolution et en profondeur d’images sur des tissus
biologiques diffusants (deep-OCM). b. Projection d’une pile d’images en contraste OCT sur
une tranche de cortex de rat. Adapté de [57].
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Chapitre 1. Techniques d’imagerie des tissus myélinisés

1.3 Imagerie multiphotons : principes et applications a
I’imagerie de la myéline

La microscopie non-linéaire ou multiphotons contourne les limitations inhérentes a I'ima-
gerie linéaire - en permettant notamment d’atteindre des profondeurs de pénétration plus éle-
vées - ce qui lui a valu de devenir un outil incontournable en microscopie depuis les années
2000. L’association des processus multiphotons avec un microscope a balayage - décrite pour
la premiere fois par Sheppard et al. en 1978 [61] - a été implémentée pour la premiére fois par
Denk et al. en 1990 pour la fluorescence excitée a deux photons (2PEF) [62].

La microscopie multiphotons repose sur des processus optiques nonlinéaires qui doivent leur
nom au fait que l'intensité du signal émis dépend des puissances (carré, cube, etc.) de 'inten-
sité d’excitation. Les mécanismes a l'origine du contraste multiphotons sont de deux types :
incohérents s’ils sont liés a un processus d’absorption par les fluorophores exogenes ou endo-
genes de ’échantillon - comme la fluorescence excitée a deux photons (2PEF) ou a trois photons
(3PEF) - et cohérents s’ils trouvent leur origine dans les propriétés structurelles ou chimiques
du milieu - tels que la génération de seconde harmonique (SHG), de troisieme harmonique
(THG) et de diffusion Raman cohérente (CARS, SRS).

Dans les paragraphes suivants, nous allons décrire les principes de 'excitation multiphotons et
les applications des principales techniques nonlinéaires pour l'imagerie des axones myélinisés
en neurosciences.

1.3.1 Principes de ’excitation multiphotonique
a) Réponse non-linéaire du milieu

Lorsqu’un champ électrique faible est appliqué sur un matériau diélectrique, le potentiel des
électrons polarisables qu’il contient est assimilable a un potentiel harmonique dans lequel les
électrons oscillent linéairement avec une faible amplitude. Le dipdle induit p = ¢ x AZ(t) os-
cille & une seule fréquence w qui est celle du champ électro-magnétique appliqué. La grandeur
macroscopique associée a l’ensemble des dipdles induits dans le milieu diélectrique - appelée
polarisation - s’écrit : P = egx(l)ﬁ, ou €y est la permittivité du vide et X(l) est la réponse
électrique linéaire du matériau. N

En revanche, lorsqu’ils sont soumis a un champ électromagnétique intense, le caractere an-
harmonique de leur potentiel ne peut plus étre négligé et les électrons oscillent non-linéairement
dans le potentiel avec une plus grande amplitude.

Les dipoles induits présentent maintenant une réponse non-linéaire qui se traduit a 1’échelle
macroscopique par une réponse non-linéaire de la polarisation induite avec des nouvelles com-
posantes fréquentielles :

P = P(w) + P(2w) + P(3w) + ... (1.1)
Pi(w) =3 eoxiy By (w)
Pi(2w) = 3 cox (B (w) Bi(w) (1.2)
Pi(3w) = 3 eoX a5y (w) By (w) Ey(w)
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FIGURE 1.14 — a. Puits de potentiel harmonique et anharmonique. b. Fréquences du champ
généré. Adapté de [63].
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(2) et X(S) sont les susceptibilités non-linaires d’ordre 2 et 3 respectivement.

Les nouvelles composantes fréquentielles de la polarisation sont a ’origine de champs électro-
magnétiques avec des nouvelles composantes fréquentielles. Parmi les nouvelles fré-
quences apparues, on trouve des sommes de la fréquence d’excitation, appelées harmoniques
(ex : seconde harmonique, troisieme harmonique), et des soustractions de fréquences qui sont
a la base du mécanisme de diffusion Raman stimulée par exemple.

Les états d’énergie mis en jeu par ces mécanismes sont traditionnellement représentés sur des
diagrammes de Jablonski (cf. figure 1.15). Les traits continus y représentent des états électro-
niques vibrationnels et ceux en pointillés correspondent a des états électroniques virtuels.

3° harmonique  2° harmonique Diffusion Raman Anti-
(THG) (SHG) Stokes Cohérente
(CARS)
NNy
vJ\JNJ*w e (NS

£

ATHG /\SHG /\ CARS /\EXC- (A2) /\EXC- (M)
>

N3 N2 A Longueur
d’onde

FIGURE 1.15 — Diagrammes de Jablonski des processus nonlinéaires fréquemment rencontrés
en microscopie multiphotonique : SHG, THG, 2PEF, CARS.
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Chapitre 1. Techniques d’imagerie des tissus myélinisés

b) Génération de signaux non-linéaires détectables

La probabilité d’apparition de ces processus est tres faible car ils requierent l'interaction si-
multanée de plusieurs photons arrivant en phase sur une molécule. Pour générer un signal
non-linéaire mesurable, I'intensité d’excitation doit étre trés intense, ce qui ne peut étre réalisé
qu’en appliquant une grande puissance d’excitation sur une petite surface.

- Confinement spatial de I’excitation : Utilisation d’objectifs a forte ouverture nu-
mérique

Pour focaliser fortement le faisceau d’excitation, des objectifs a grande ouverture numérique
sont généralement utilisés (typiquement NA = 0.8 — 1.2). Les résolutions latérales et axiales
des processus a N photons se déduisent des relations fournies par Denk et al. [62] :

03200 N A < (.7 0.532\ 1
Wy = { 0.\?{2@.&\/.4 N A - 0.7 w, = l 5 2] (13)
Vnnaosr VA >0 VN = v

- Confinement temporel de ’excitation : Utilisation de sources lasers femtosecondes
Un point critique provient du fait que la puissance moyenne d’excitation maximale supportée
par I’échantillon (i.e. n’entrainant pas de photodommages indésirables) ne permet pas de gé-
nérer des signaux observables. Le développement des sources lasers femtosecondes compactes
a partir des années 80-90 a considérablement profité au développement de la microscopie mul-
tiphotonique en permettant d’atteindre des puissances crétes élevées tout en conservant des
puissances moyennes modérées grace a des lasers a impulsions courtes.

En effet, alors que l'intensité d’un processus a N photons généré par une source d’excitation
continue suit la relation : (Iypg) <Iw>N, celle générée par une source a impulsions de du-

, e P N-1 N N
rée 7 avec un taux de répétition T' = 1/f s'écrit : (Iypg) (g) (I,)". 11 apparait ainsi
qu’on peut gagner plusieurs ordres de grandeurs sur I'intensité du signal généré en utilisant des
impulsions courtes avec un faible taux de répétition tout en maintenant une faible puissance
moyenne d’excitation. De cette fagon il est possible de mesurer des signaux non-linéaires sans
pour autant endommager 1’échantillon.

- L . - . . L * L]
a L ] o S . - - L] ‘- L L * . -~ : L .'
>
. T .
\ % ,
b o A /&)

o

[ ] 1 I
* . /] ) / o ®\
/i- I\ J e e\ Je% .

FIGURE 1.16 — Comparaison des distributions temporelles des photons issus (a) d'une source
laser continue et (b) d'un laser a impulsion. Adapté de [64].
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1.3 Imagerie multiphotons : principes et applications a l'imagerie de la myéline

¢) Acquisition d’images avec un systéme de balayage point par point

Ces dernieres techniques non-linéaires ont été combinées a des systémes de balayage point
par point du volume focal réalisé avec des miroirs galvanométriques ou résonnants pour générer
des images en contraste multiphotons des échantillons.

d) Avantages de la microscopie multiphotons sur la microscopie linéaire

(i) Un premier avantage provient du confinement de I’excitation multiphotonique au niveau du
volume focal ou la densité de flux de photons est suffisamment élevée pour que le processus
non-linéaire puisse se produire (cf. figure 1.17.a). La microscopie multiphotonique présente ainsi
une capacité intrinséque de sectionnement optique (absence de diaphragme) avec une
résolution spatiale micrométrique adéquate pour I'imagerie 3D.

(ii) Ensuite, la longueur d’onde d’excitation est généralement choisie dans le domaine proche
infrarouge qui coincide avec la fenétre de transparence des tissus biologiques, caractérisée par
un minimum d’absorption (cf. figure 1.17.b). De plus, comme la diffusion est limitée au
volume focal, aucun signal non-linéaire n’est généré en dehors du volume focal et il apparait
moins de photodommages dans I’échantillon. L’optimisation conjointe de ’absorption et de la
diffusion permet de conserver un bon rapport signal a bruit en profondeur, ce qui permet in
fine d’améliorer la profondeur de pénétration d’un facteur 2 environ par comparaison avec la
microscopie confocale. La microscopie non-linéaire offre ainsi la possibilité d’imager des tis-
sus épais en 3D. A titre d’exemple, il a été rapporté une profondeur de pénétration de 1 mm
dans le néocortex d'une souris vivante en limitant les photodommages [65].

(iii) Le dernier aspect avantageux de la microscopie multiphotonique provient de la possibilité
de combiner plusieurs contrastes non-linéaires lorsque les signaux générés correspondent
a des fenétres fréquentielles disjointes. Ce caractére unique de 'imagerie multiphotonique
multimodale permet d’accéder simultanément a des informations structurelles complémen-
taires.

10°3
b.

10°3 1
Collagéne

10° 4

10° o
3 Mélanine

Coefficient d’absorption (cm-)

Longueur d’onde (pm)

FI1GURE 1.17 — a. Comparaison de la localisation de ’excitation pour les processus de fluores-
cence par excitation a un et deux photons dans une solution de fluorescéine. L’excitation du
processus 1PEF est localisée sur ’ensemble du cone de propagation du faisceau incident dans
I’échantillon, tandis que l'excitation du processus 2PEF est confinée au volume focal. Adapté
de [42]. b. Spectre d’absorption des protéines typiques.
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Chapitre 1. Techniques d’imagerie des tissus myélinisés

1.3.2 Processus non-linéaires incohérents (2PEF, 3PEF)

Comme nous 'avons vu précédemment, une premiere catégorie de processus multiphotons cor-
respond a des processus non-cohérents générés par excitation a deux (2PEF) ou a trois
photons (3PEF). A la différence des processus cohérents, la molécule subit un phénomene de
relaxation vibrationnelle entre ’absorption des photons d’excitation et I’émission d’un photon.
Ce phénomene de relaxation est a l'origine du caractere aléatoire de la phase du photon émis.
A T’échelle du volume focal, ’ensemble des photons émis possedent des phases qui ne présentent
aucune relation les unes avec les autres. Par conséquent, 'intensité du signal de fluorescence
généré doit étre estimée en tenant compte de la phase des photons individuels, c¢’est-a-dire en
sommant les intensités 2PEF émises par toutes les molécules fluorescentes du volume focal, et
non les champs générés. Par le calcul, on peut montrer qu’elle est directement proportionnelle
au nombre de fluorophores de ’échantillon. Une autre particularité du signal de fluorescence
est son caractére non-directionnel (ou isotrope). Comme ces processus présentent la méme
efficacité vers 'avant ou vers l'arriere, on peut utiliser de maniere équivalente une collection en
transmission ou en épidétection sur des échantillons minces.

a) Microscopie de fluorescence excitée a deux photons (2PEF)

La microscopie de fluorescence excitée a deux photons (2PEF) est la modalité d’imagerie la
plus utilisée en microscopie multiphoton. Découverte en 1929 par Maria Goppert-Mayer [66],
elle repose sur 'absorption simultanée de deux photons. L’intensité 2PEF totale dépend
linéairement de la densité de fluorophores N et du carré de 'intensité d’excitation [, selon la
relation suivante : Ihppr o N 0(2)11% ot 0? est la section efficace d’absorption & deux photons.
Denk et al. [62] ont été les premiers & combiner le processus 2PEF avec un systéme de balayage
du volume focal pour réaliser les premieres images en contraste 2PEF sur des populations de
cellules colorées avec des colorants excitables en 2PEF. Depuis, elle a été appliquée in vivo sur
des animaux transgéniques dont certaines sous-populations de cellules expriment des protéines
fluorescentes pour visualiser des dendrites [67], les couches profondes de tissu nerveux du CNS
[68], le néocortex d'une souris vivante jusqu’a 1 mm de profondeur [65],[69].

La microscopie 2PEF permet également de visualiser des sous-types cellulaires non-marqués
grace a la fluorescence provenant de chromophores cellulaires endogenes tels que le NADH dans
son état réduit, les flavoprotéines dans leur état oxydé, etc. Combinée avec des mesures de
temps de vie de fluorescence, elle est également utilisée pour réaliser des mesures quantitatives
sur le métabolisme de sous-types cellulaires (microscopie par temps de vie de fluorescence) [70].

b) Microscopie de fluorescence excitée a trois photons (3PEF)

La microscopie de fluorescence excitée a trois photons présente la capacité d’imager des tissus
épais optiquement diffusants comme les tissus nerveux myélinisés jusqu’a des profondeurs plus
élevées que 'imagerie 2PEF. La premiere démonstration de fluorescence excitée a trois photons
a été rapporté par Maiti et al. en 1997 [71], et le premier dispositif d’imagerie 3PEF a été
présenté par I’équipe de C. Xu seulement en 2013 [72].

Bien que ces techniques d’imagerie par absorption a plusieurs photons présentent une réso-
lution submicrométrique, elles requierent dans leur grande majorité la présence de protéines
fluorescentes exogenes qui induisent la présence potentielle d’altérations des fonctions cellu-
laires, d’artefacts et de photoblanchiment. Nous allons voir maintenant comment les processus
cohérents permettent de s’affranchir des limitations propres aux contrastes 2PEF et 3PEF.
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FIGURE 1.18 — Reconstruction 3D d’images en contraste 3PEF acquise in vivo sur un cerveau
d’une souris transgénique avec un marquage RFP des neurones pyramidaux. [72]

1.3.3 Processus non-linéaires cohérents (SHG, THG, CARS, SRS)

Depuis les années 90, un intérét croissant est porté aux processus multiphotoniques cohérents
qui ne requierent ni marquage ni coloration avec des protéines fluorescentes puisqu’ils dépendent
des propriétés structurelles ou chimiques de 1’échantillon. Leur mécanisme de contraste repose
sur un phénomene de diffusion cohérente de plusieurs photons incidents en phase par une molé-
cule, avec émission simultanée d’un photon sans qu’il y ait d’absorption d’énergie par le milieu.
Compte tenu de la relation de phase qui existe entre les photons émis dans le volume focal, le
champ total mesuré est ici proportionnel a la somme des champs électriques générés. L’'inten-
sité résultante est donc proportionnelle en premiere approximation au carré du nombre de
diffuseurs dans le volume focal [73]. Plus précisément, par leur dépendance avec 'accord
de phase et avec la susceptibilité du matériau, les signaux cohérents émis sont fortement dé-
pendants de la structure submicrométrique du matériau sondé. Un domaine de recherche actuel
et sur lequel nous reviendrons plus tard consiste a venir sonder les propriétés moléculaires de
structures organisées grace a ’étude de la dépendance de la réponse nonlinéaire du milieu avec
I'orientation de polarisation d’excitation. Un dernier point a noter est que ces processus sont
principalement dirigés vers 'avant a cause de l'accord de phase, sauf s’ils sont ultérieurement
rétrodiffusés par I’échantillon.
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a) Microscopie par génération de seconde harmonique (SHG)

Le mécanisme de génération de seconde harmonique (SHG) repose sur la conversion de deux
photons d’excitation a la fréquence w en un photon a la fréquence double 2w qui im-
plique uniquement des niveaux d’énergie virtuels (processus paramétrique). L’absence de signal
dans les milieux centro-symétriques - caractérisés par un Y nul - fait de la SHG un contraste
spécifique de certaines structures fibrillaires macromoléculaires.

Depuis la premiere démonstration de la microscopie SHG par Gannaway et Sheppard en 1978,
I'imagerie SHG a montré un intérét remarquable avec une grande spécificité pour I’observation
de plusieurs structures : les filaments de myosine, les fibres de collagéne ([74], [75]), des
microtubules ([76], [77], [78]), des membranes cellulaires ([79]).

Dans le cadre de notre étude sur la myéline, on peut également citer la sensibilité du contraste
SHG aux prolongements des astrocytes [80] et aux microtubules axonaux sur des
cultures de neurones, sur des tranches de 'hippocampe et des tranches corticales de rat [81].

FI1GURE 1.19 — a. Dispositif d’acquisition SHG. b. Acquisition en contraste SHG sur des tranches
de cerveau préparées au niveau de I’hippocampe. [81].

b) Microscopie par génération de troisiéme harmonique (THG)

Le mécanisme de génération de la troisieme harmonique (THG) repose sur la recombinaison
de trois photons incidents en phase a la fréquence w en un unique photon a la fré-
quence triple 3w. Compte tenu de son caractere cohérent, le processus THG implique des
niveaux virtuels de haute énergie et ne présente donc pas de spécificité chimique lorsque la
fréquence d’excitation impliquée est loin des résonances du milieu. A la différence de la SHG, le
signal THG apparait aussi bien dans des milieux non centro-symétriques que dans des milieux
centro-symétriques grace a sa dépendance avec le cube (ordre impair) du champ électrique
incident, ce qui implique qu’il peut étre généré dans n’importe quelle structure biologique indé-
pendamment de ses propriétés de symétrie. Cependant, une propriété qui restreint la présence
du signal THG provient du déphasage de 7 - appelé déphasage de Gouy - subi par la phase
d’un faisceau gaussien fortement focalisé a la traversée du foyer. Une conséquence est que les
signaux THG générés avant et apres le plan focal interferent destructivement dans les milieux
isotropes avec une dispersion normale conduisant a ’absence de signal THG dans ces milieux
[73]. En revanche, la présence d’une interface ou d’une hétérogénéité dans le volume focal se
traduit par un signal THG, qui est majoritairement émis vers ’avant. Les propriétés du méca-
nisme de contraste THG seront décrites exhaustivement dans la derniere partie de ce chapitre
et dans le chapitre 2.
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La sensibilité du contraste THG sur les interfaces et les hétérogénéités en a fait un outil pour
observer la morphologie des tissus. La microscopie de troisieme harmonique a été développée
pour la premiere fois par Barad et al. en 1997 [82]. Elle a été utilisée pour l'imagerie de
végétaux - les cellules végétales [83], les rhizoides d’algues Chara [84]. La microscopie THG a
également été utilisée pour I'imagerie de tissus animaux comme les embryons et larves de
poisson-zebre [85], [86], les cardiomyocytes [87], les embryons de drosophile [88], Iélastine du
cartilage de souris [89], les pigments d’hémozoine [90] et la cornée humaine [91].

Une propriété notable du signal THG - mise en évidence par Débarre et al. [88] sur des graines
de plantes - consiste en son intensification en présence de corps lipidiques dans les échantillons.
Cette propriété a ensuite été utilisée pour imager des neurones myélinisés.

Elle a aussi été utilisée pour I'imagerie des neurones et de leurs extensions [92], [93]

La sensibilité du contraste THG sur la myéline des tissus du systeme nerveux du
modele murin a été mise en évidence en 2011 par Farrar et al. [94] et Witte et al. [95].

FIGURE 1.20 — Contraste THG sur des tissus myélinisés. (a). Comparaison des contrastes THG
et 2PEF dans le cerveau de souris en coupes horizontale et sagittale et sur une coupe transverse
de la moélle épiniere. Adapté de [94] (b). Approche électrophysiologique, adapté de [95] (c).
Cartographie 3D du cortex de souris, adapté de [96]

Farrar et al. [94] ont montré I’émergence d’un fort contraste THG dans la substance blanche
de tissus de cerveau (corps calleux, cervelet, cerveau postérieur) et de moélle épiniere de souris
fixés lié a la présence de myéline (cf. figure 1.20.a). Ils ont également mis en évidence une dimi-
nution du contraste THG issu de tissus normaux versus tissus hypomyélinisés de souris shiverer
d’un facteur proche de 2.5. En plus de cette caractérisation ex vivo du contraste THG, ils ont
fait la premiere démonstration d’imagerie THG in vivo du CNS sur des moelles épinieres de
souris et de poisson-zebre.

La méme année, Witte et al. ont également démontré la sensibilité du contraste THG sur des
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tissus de souris vivantes et fixés dans le cerveau. Ils notent la présence de signal THG dans
la matiere grise. En s’appuyant sur le contraste négatif des corps cellulaires neuronaux, ils ont
démontré le potentiel de la microscopie THG combinée & de ’électrophysiologie. [95]

Un autre groupe a imagé les nerfs sciatiques dans le systéeme périphérique de la souris et a
profité des larges dimensions de ces axones pour observer des caractéristiques structurelles avec
les noeuds de Ranvier, les incisions de Schmidt-Lanterman. [97]

Récemment, Redlich et al. ont réalisé une remarquable démonstration de I'imagerie THG in
vivo dans les couches corticales de souris & travers une fenétre transcranienne [96]

- Microscopie par diffusion Raman anti-Stokes cohérente (CARS) et par diffusion
Raman stimulée (SRS) :

Contrairement aux contrastes SHG et THG, les contrastes CARS et SRS présentent une pro-
priété de spécificité chimique qui résulte de 'excitation d’un état vibrationnel des
molécules endogenes. Ces deux processus non-linéaires de mélange a 4 ondes reposent sur
I'utilisation de deux sources impulsionnelles - un faisceau de pompe et un faisceau Stokes - dont
les fréquences respectives (w, et wy) sont choisies pour que la différence entre ces fréquences
(w, —w,) corresponde a la fréquence Raman d’une liaison chimique de molécules présentes
dans I’échantillon. Excitée a sa fréquence de résonance, la liaison se comporte alors comme un
oscillateur résonant dans le volume focal. Le faible contraste Raman spontané est ainsi aug-
menté d’un contraste vibrationnel additionnel a la fréquence anti-Stokes w,, = 2w, — w, pour
le CARS et w, pour le SRS. L’intensité des signaux CARS et SRS - deux processus cohérents
- augmente de maniere quadratique avec le nombre d’oscillateurs vibrationnels dans le volume
focal.

L’utilisation la plus fréquente de ces contrastes consiste a imager les lipides de maniere spéci-
fique en venant exciter la vibration carbone-hydrogene (C-H). Ils ont été appliqués efficacement
pour visualiser des bicouches lipidiques uniques [98] et des gouttelettes lipidiques dans les cel-
lules adipeuses [99].

En venant également sonder la réponse CARS issue de la vibration des liaisons C' H, présentes
en grand nombre dans les lipides de la myéline, Wang et al. [100] ont démontré pour la premiere
fois 'intérét du contraste CARS pour visualiser in vivo les gaines de myéline d’axones
de moelle épiniere de cochons-d’'Inde avec la possibilité d’identifier des caractéristiques struc-
turelles des axones myélinisées telles que le g-ratio, les noeuds de Ranvier et les incisions de
Schmidt-Lanterman. (cf. figure 1.21). Gréce a la structure multilamellaire compacte et la forte
organisation des groupes C'Hy dans les bicouches de sa membrane, ils ont également montré
que la dépendance de la réponse CARS en transmission (F-CARS) avec I'orientation de la po-
larisation d’excitation qui peut étre utilisée pour remonter a l'orientation et a l'organisation
des lipides dans la gaine de myéline. Par la suite, I'imagerie CARS a été utilisée pour imager
in vivo le nerf sciatique de souris [101], pour cartographier ex vivo et in vivo les fibres
myélinisées non marquées dans le systéme nerveux de cerveau de souris [102], [103], [104]
[105].

En combinant la microscopie CARS avec des stratégies polarimétriques diverses, la forte dé-
pendance du signal CARS issu de la gaine de myéline avec la polarisation d’excitation permet
de sonder de maniere quantitative les propiétés d’ordre et d’orientation des lipides dans
la myéline griace aux propriétés de symétrie importantes de la myéline. L’équipe de D. Coté
a récemment montré que la microscopie P-CARS in vivo pourrait révéler des changements
d’organisation moléculaire de la myéline des axones Mauthner d’embryons de poisson-
zebre, comme 'augmentation de l'ordre induite par la myélinisation embryonnaire naturelle
et par des traitements pro-remyélinisants, ainsi qu’a la diminution de l'ordre causée par des
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traitements démyélinisants [106].

a. F-CARS

Condense

Sample

Water
objective

TPEF Scanning mirrors

SyvOo-3

F1GURE 1.21 — Contraste CARS sur les tissus myélinisés. a. Dispositif d’imagerie CARS. b.
Image d’axones myélinisés en contraste CARS en transmission. Adapté de [100]

1.4 Microscopie par (Génération de Troisieme Harmo-
nique (THG)

La microscopie THG est un processus non linéaire du troisieme ordre (3w = w + w + w) uti-
lisé en microscopie multiphotonique pour sa capacité a révéler sans marquage des informations
structurelles avec une résolution latérale et axiale micrométrique. Les propriétés du mécanisme
de contraste THG permettent d'une part de visualiser des hétérogénéités dans un échantillon en
s’affranchissant du fond issu du milieu environnant, et d’autre part, de détecter les matériaux
anisotropes et d’en caractériser les propriétés optiques et I'orientation de leurs axes optiques.

Cette partie décrit le mécanisme de contraste de la génération de troisieme harmonique pour
un faisceau d’excitation gaussien focalisé en régime paraxial, puis le modele semi-analytique
utilisé habituellement pour réaliser des simulations, et enfin les conséquences de ce méca-
nisme de contraste sur les images THG réalisées sur des échantillons biologiques.

1.4.1 Meécanisme de contraste THG

De maniere générale, le contraste THG émerge en présence de variations spatiales de 1’in-
dice optique linéaire n et/ou de variations spatiales de la réponse non-linéaire y®
d’ordre 3. Cette propriété confere aux images en contraste THG quelques ressemblances avec
celles obtenues en microscopie en fond noir ou encore avec celles réalisées en microscopie a
contraste de phase ou a contraste interférentiel différentiel Nomarski (DIC) qui convertissent
une différence de phase induite par des variations de I'indice optique linéaire en une différence
d’intensité.
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Cette partie rappelle la description analytique de la réponse THG, depuis la réponse non-linéaire
d’ordre 3 du matériau a ’échelle du volume d’excitation d’un microscope THG, 'expression
d’un champ d’excitation gaussien, celle de la polarisation non-linéaire induite, puis ’expression
complete de 'intensité THG et enfin les caractéristiques du signal THG.

a) Réponse nonlinéaire d’ordre 3 du matériau

La réponse THG macroscopique trouve son origine dans les propriétés optiques du matériau a
I’échelle moléculaire, et plus spécifiquement dans la réponse électronique non-linéaire d’ordre 3
des liaisons chimiques et dans 'arrangement des molécules les unes avec les autres. Une des-
cription multi-échelle de la réponse non-linéaire de molécules organisées en réseau peut étre
obtenue avec le modele liaison-charge - décrit succintement dans les paragraphes suivants - qui
fournit une valeur prédictive de la réponse macroscopique, confirmée expérimentalement.

- Réponse non-linéaire d’ordre 3 des liaisons chimiques

Les propriétés électroniques d'un réseau cristallin dérivent de l'implication d’électrons de la
couche externe d’atomes dans les liaisons atomiques. Ces électrons - décrits comme des charges
ponctuelles localisées entre deux ions A et B - conferent a chaque liaison de la molécule une po-
larisabilité linéaire et une polarisabilité d’ordres plus élevés en présence d’un champ électrique.
La polarisabilité a la fréquence 3w est caractérisée par ’hyperpolarisabilité d’ordre 3 notée
~/(3) liaison (i gécrit comme un tenseur de dimensions 3*. La valeur de I’hyperpolarisabilité
~/3) liaison qe chaque liaison peut étre calculée numériquement avec le modele de charge-liaison
ou expérimentalement avec des mesures de diffusion non-linéaires [107].

- Réponse non-linéaire d’ordre 3 moléculaire

A Téchelle de la molécule, la réponse moléculaire non-linéaire d’ordre 3 - appelée hyperpola-
risabilité moléculaire électronique et notée ) melécule _ correspond & I'ensemble des réponses
non-linéaires du troisiecme ordre des liaisons polarisables de la molécule. De maniere analytique,
la valeur du y® molécule ogt estimée en sommant les hyperpolarisabilités individuelles ~(3) liaison
de chaque liaison en prenant en compte leurs orientations (modele d’additivité des liaisons) :

Nhalson

molecule I/ N liaison
" =3 Y X @G- HE-RT DA (1.4)

liaisons n=1 ¢/ j'k'l’

Lorsque certaines liaisons avec une grande polarisabilité non-linéaire sont alignées dans les mo-
lécules, I'hyperpolarisabilité moléculaire ~(3) moléeule qy troisieme ordre présente une réponse
anisotrope, tandis que si les liaisons ne présentent pas d’orientation privilégiée dans les molé-
cules, elles contribuent a la réponse isotrope de la molécule.

- Réponse non-linéaire d’ordre 3 macroscopique

A T’échelle du volume focal, la réponse électronique macroscopique du troisiéme ordre - appelée
susceptibilité du troisieme ordre - est décrite par le tenseur x®) qui contient également
3* composantes. Elle dépend de ’ensemble des réponses du troisieme ordre ~(3) moléeule deg
molécules contenues dans le volume focal et de l'orientation des molécules :

(3) L L3w ) molécule 2m 2m .
W (< 0>,0) Z ) / dip /0 do /O sin(0)p(0) [Ty, T Tridf  (1.5)
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Contrairement a la réponse de seconde harmonique du milieu notée ¥, tous les milieux pos-
sedent un y® électronique non nul.

On peut remarquer que le y® des milieux homogénes et isotropes est donné par Xg’,)d =
Xé?’) (045.0k1 4 0ik-0 51+ 6;1.0;1 ) qui présente un seul élément indépendant (cf. annexe A) en utilisant
les symétries de Kleinman (cf encart 1.1). La maniere la plus classique d’évaluer 'amplitude X(()3)
d’un milieu consiste a la déduire du profil d’intensité THG transverse mesuré sur une interface
horizontale entre un matériau connu (lamelle de verre) et le milieu a caractériser. Le tableau de

la figure 1.22 présente les valeurs des X(()3) de 'eau et de plusieurs milieux lipidiques isotropes.

Encart 1.1 - Symétrie de Kleinman :

Lorsque les fréquences fondamentale et harmonique sont éloignées des fréquences de résonance
du milieu (autrement dit des transitions électroniques moléculaires), la propriété de symétrie de
Kleinman stipule que tous les éléments du tenseur de susceptibilité reliés par une permutation
des indices sont égaux. Cette propriété de symétrie des matériaux permet de réduire de maniere

conséquente le nombre d’éléments non-nuls indépendants des tenseurs de susceptibilité.

A=1.18 pm xm (X10‘33m3 V‘Z) |x(3) - x(i)wmr |2
Water — 1.68 £0.08 0

NaCl 1M Ions 1.79£0.09 1.2x 1072
Glucose 1M Sugar 1.83+£0.08 22x107
Glycine 1M Amino acid 1.69+0.13 1.0 x 10~
Triglycine 1M Polypeptide 1.69+0.12 1.0x 107
BSA ImM Protein 1.75%+0.13 49x10°
Triglycerides Lipids 2.5810.5 0.81

Oil Lipids 271105 1.06

BK7 Glass 2.79 1.2

FiGURE 1.22 — Tableau des valeurs du X(()g) de l'eau, de milieux lipidiques (triglycérides, huile
végétale) et du glycérol. Adapté de [64].

Dans le cas particulier d'une structure anisotrope présentant une symétrie cylindrique
Coo, le tenseur ¥ compte 21 éléments non nuls avec seulement 3 termes indépendants en
utilisant la symétrie de Kleinman. La symétrie cylindrique C,, a notamment été utilisée pour
décrire plusieurs milieux biologiques anisotropes comme la stroma de la cornée, des assemblages
lipidiques organisés, des cristaux liquides, etc. Un matériau avec une symétrie cylindrique C
dont l'axe optique principal est orienté suivant x, possede les relations suivantes entre les
éléments du x©® (cf. annexe A) :

)]
1,8 1068 —vB) —0B) —108) —108 — 06 — 6 —1,6
3 /\3,1/_1/1/,1/ - 33\ 222z 3\ yyzz ;)\,1/::'1/ - ;\1/:;/: - é:,:,z/// - r\(‘;]/:_l/ =X ZYyz 3XJ_ (]_6)
: f . : p . 1

33



Chapitre 1. Techniques d’imagerie des tissus myélinisés

b) Faisceau incident gaussien fortement focalisé

Pour venir sonder la réponse de troisieme harmonique de matériaux biologiques en microscopie
THG, un faisceau polarisé linéairement fortement focalisé par un objectif a grande
ouverture numérique est propagé le long de l'axe optique z. En premiere approximation, le
faisceau d’excitation peut étre décrit comme un faisceau gaussien focalisé. L’expression générale
d’un faisceau gaussien dans I’approximation scalaire est donnée dans sa forme compacte par :

= . A I 2
E(r,z) = A(r,2) ™) 4cc, on A(r,z) = ﬁe wUHO et (= i (1.7)
i

Le rayon du waist (ou col) d'un faisceau gaussien est donné par wy =~ 0]%58125(3; [108] ou
NA = sin(f) correspond a 'ouverture numérique de I'objectif (cette expression du waist est
valable en particulier lorsque NA > 0.7).

Le parameétre confocal b = %
et donne la profondeur du foyer.

= kw? est égal a deux fois la longueur de Rayleigh b = 2zp

I nous faut ici attirer Pattention du lecteur sur le glissement axial de la phase (d’une quantité
de 7 radians) d’un champ d’excitation gaussien fortement focalisé & la traversée du foyer par
rapport a la phase d’une onde plane. La variation de cette phase - appelée phase de Gouy -
au niveau du volume focal est représentée sur la figure 1.23.

Intensité

Insenmaty Insereity
Anomalie
De phase

F1GURE 1.23 — Description d'un faisceau gaussien focalisé. a. Caractéristiques d'un faisceau
gaussien. Adapté du site edmundoptics.com. b. Intensité et anomalie de phase du faisceau
d’excitation. Adapté de [109].

La phase de Gouy suit la dépendance suivante ¢g(z) = — arctan(i) en fonction de la distance
z par rapport au plan focal. Le vecteur d’onde kg correspond au gradient spatial de cette phase
- considérée comme linéaire au niveau du volume focal - se calcule [108] :

- 1
ko = —grad.(¢) = —— (1.8)
<R
Par ailleurs, la longueur de Rayleigh est reliée a 'ouverture numérique NA via la relation
suivante :

kwi  k (0.52 X 27?)2 ~0.52% 7
=3 =

R o kx NA N A2

5 A (1.9)
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On en déduit 'expression analytique du vecteur d’onde k¢ :

N A?

C0.522 7T\ (1.10)

kg =
Par exemple, pour une ouverture numérique NA = 1.05 et une longueur d’onde d’excitation a
1100 nm, on trouve un vecteur d’onde de Gouy qui vaut kg = —1.18 rad/um.

c) Polarisation non-linéaire d’ordre 3

Dans le cas général, la polarisation non-linéaire d’ordre 3 induite par l'interaction entre
le champ fondamental focalisé F(w) et un matériau non-linéaire - dont la réponse du troisieme
ordre est décrite par son tenseur électronique x® - est donnée par 'expression suivante :

P(3w) = €0 > X B (w) Ey(w) Ey(w) (1.11)
7.kl

Pour un milieu homogeéne et isotrope, la polarisation non-linéaire s’écrit :

E.(E;+ E. + E2)
P(3w) = 3eoxo | By(EZ + E; + E2) (1.12)
E.(E; + E; + E2)

et pour un milieu uniaxe avec une symétrie C,,, dont l'axe est orienté selon 'axe x :

E, (B2 + X+ G E?
PBw)=e | By \DE2+ B2+ E? (1.13)

B, (x® B2+ VB2 +\VE?)

z

d) Amplitude du champ THG

Pour exprimer analytiquement ’amplitude du champ THG a partir de I'expression de la polari-
sation non-linéaire induite, nous nous appuyons ici sur la description donnée dans 'ouvrage du
Boyd [73]. L’amplitude du champ THG est une solution de ’équation d’onde en régime
paraxial :

- n?(3w)(3w)?

AB(3w) + 3w)”

E(3w) = _{ P(3w) (1.14)

€02

. . s e s 12 . . sos . D 3
Par souci de snnphmte, nous considérons ici un matériau 1sotrope associé a un tenseur X(())

d’ordre 3. Nous invitons le lecteur curieux a se rendre a I’annexe B pour la dérivation complete de
I’expression du champ non-linéaire dans un structure isotrope et dans une structure anisotrope.
L’amplitude A3 du signal THG généré par un faisceau gaussien d’amplitude A; s’écrit :

3w
As = e CX<3>A§J3(Ak,zl,z2) (1.15)
ou Ak = 3k, — ks, = %(nw — ng,) est le désaccord du vecteur d’onde induit par la dispersion
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du matériau entre les fréquences fondamentale et harmonique.

29 eiAkz
J3(Ak, 21, 29) = / —d 1.16
(B2 2) = | T g (1.16)
avec z; et 2o les coordonnées des plans d’entrée et de sortie du matériau.
L’intensité THG I3 déduite a partir de 'amplitude THG A3 est donnée par :
I3, = 2ng€0c | Asl? (1.17)

et la puissance totale transportée par un faisceau gaussien a la fréquence 3w se calcule comme
suit :

Purm [ e =it A s

e) Propriétés du signal THG

Nous allons voir dans les paragraphes suivants que la génération d’un signal THG dépend des
propriétés de dispersion (terme détaillé dans I'encart 1.2), d’anisotropie et de la dimension
des structures. Le premier cas considéré correspond a un milieu fini ot b >> |z, |22].

Encart 1.2 - Dispersion :

La variation de l'indice de réfraction du milieu avec la longueur d’onde est appelée dispersion.

Dans la plupart des milieux biologiques, 'indice décroit avec la longueur d’onde (j—’; <0):

on parle de dispersion « normale ». C’est le cas en particulier des milieux biologiques étudiés.
Dans le cas inverse ou l'indice de réfraction croit avec la longueur d’onde, on parle de dispersion

« anormale ».

L’expression de J3(Ak, z1, z2) se simplifie suivant ’expression suivante :

iAkzy eiAkzl

J3(Ak, 21, 29) = /Z Ceibke g, = © N (1.19)
dont le carré de la valeur absolue s’écrit :
AkL
| J3(Ak, 21, z)|* = L?sinc? <2> (1.20)

ou L = |z3 — 21| est la longueur de la région d’intégration.

Encart 1.3 - Propriété 1 : Génération d’un contraste THG sur les hétérogénéités
En présence d’hétérogénéités de petites dimensions par rapport au parametre confocal,

I'intensité THG apparait et s’exprime :

B 9eqw?L?

I3,(2) =

AkL) (1.21)

)P /6 2
e ‘X ’Qflsmc ( 5
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Bien que le calcul analytique de 'intégrale J soit compliqué dans le cas général, sa résolution
numérique (avec le modele semi-analytique décrit dans la sous-partie suivante sur un matériau
non-dispersif) montre que les structures de dimensions comprises entre quelques di-
zaines de nanomeétres et deux fois la longueur de cohérence sont également des sources
de signal THG. De plus, le maximum d’intensité THG est atteint pour des objets dont la dimen-
sion est égale a la longueur de cohérence. De maniere plus générale, un signal THG apparait
des que les propriétés optiques du milieu présentent des variations de l'indice de réfraction
linéaire n ou de la susceptibilité non-linéaire ) & échelle du volume focal qui viennent briser
I’homogénéité dans le volume d’excitation. Les interfaces sont des géométries répandues dans
les échantillons biologiques qui fournissent également un signal THG. Celui-ci est proportion-

2
nel au carré de la différence de susceptibilités THG entre les deux milieux : I3, o ‘AX(?’)‘ .
Par exemple, lorsque l'interface est balayée en z, le signal THG présente un pic lorsque le waist
du faisceau est au niveau de 'interface, dont la largeur a mi-hauteur correspond au parametre b.

Le second cas considéré correspond a un milieu infini et isotrope, on a donc z; = —o0 et
29 = 4o00. L’intégrale J; se calcule en utilisant le théoreme des résidus et sa dépendance avec
la valeur du désaccord du vecteur d’onde Ak est représentée sur la figure 1.24.

0 si Ak <0
J3(Ak, 21, 22) = { b2 Ak AL (1.22)
LQAke bAK/2  5i Ak > 0
T T 1
1.2 I -
s
. 06 -
i\
0.0 : Ry
-10 0 10
b Ak

FI1GURE 1.24 — Dépendance du facteur J; d’accord de phase de la THG en fonction du parametre
confocal b et du désaccord de vecteur d’'onde Ak. Adapté de [73].

On observe que la valeur du J3(Ak, 21, z2) dépend du signe du désaccord du vecteur d’'onde Ak

qui est proportionnel au désaccord d’indice An = n,, — n3,,, donc du signe de la dispersion. On
en déduit les deux propriétés suivantes :
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Encart 1.4 - Propriété 2 : Absence de signal THG dans les milieux homogénes
tsotropes avec une dispersion normale

A la différence des petits volumes, dans le cas d'un milieu infini et isotrope avec une dis-
persion normale ou nulle (Ak = k, — k3, = 27”(7% — ng,) < 0), aucun signal THG n’est
généré. D’un point de vue physique, ce phénomene résulte du fait que 'onde incidente et ’'onde
harmonique ne peuvent pas se coupler a cause de la phase de Gouy si le désaccord de vecteur

d’onde Ak est négatif ou nul.

Encart 1.5 - Propriété 3 : Génération d’un signal THG dans les milieur homo-

génes isotropes avec une dispersion anormale
Dans les matériaux a dispersion anormale (Ak = k, — k3, = Qf(nw —ngs,) > 0), un signal

THG apparait et son intensité THG est évaluée par :

9eqw?m2bt AR 2
I, = 2w oA ‘X<3>’ ofSebAk (1.23)

&N, C

Dans les matériaux biréfringents (le terme de biréfringence est détaillé dans I'encart 1.6), on
peut jouer sur 'orientation de la polarisation d’excitation pour obtenir un désaccord de phase
positif entre les faisceaux fondamentaux et harmonique.

Encart 1.6 - Biréfringence

Un matériau est dit biréfringent s’il est optiquement anisotrope. L’indice de réfraction de la
lumiere dépend alors de I'orientation de la polarisation de la lumiere. Les deux cas simples de
biréfringence correspondent aux matériaux uniaxes ou biaxes. Dans le cas d’'un milieu uniaxe,
deux directions de polarisation orthogonales présentent deux indices de réfraction différents,
I'un extraordinaire n, - le long de 'axe de symétrie du milieu - et ’autre ordinaire n, dans
la direction orthogonale a cet axe. On définit la biréfringence comme la différence entre ces
deux indices de réfraction : An = n, — ng. Si cette valeur est positive, on dit que le matériau
est uniaxe positif (n. = nent €t 1y = Nyapiae) €t dans le cas contraire on dit qu'il est uniaxe
négatif (n. = Nyapide €6 Mo = Nyent). Dans le cas plus général d’un matériau biaxe, le matériau
possede deux axes optiques, et trois indices de réfraction différents dans trois directions de

I’espace.
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Encart 1.7 - Propriété j : Génération d’un signal THG par accord de phase dans
les matériaux biréfringents

La biréfringence de certains matériaux peut étre utilisée pour obtenir un désaccord d’indice
positif - malgré la dispersion négative du matériau - qui compense le signe positif du vecteur
d’onde associé a la phase de Gouy. In fine, ces matériaux biréfringents peuvent étre la source
d’'un signal THG appelé « signal THG par accord de phase ». On peut noter qu’il est
d’autant plus facile de réaliser I'accord de phase dans des matériaux treés biréfringents (valeur

élevée de |An| = |n. — ng|) et faiblement dispersifs (faible amplitude de la dérivée “;—Z ).

Par exemple, la calcite ou les cristaux liquides possedent de fortes propriétés de biréfrin-
gence. Sur la figure 1.25 sont représentées les courbes de dispersion de ces deux matériaux. La
calcite est un cristal biréfringent uniaxe négatif (n. < ny) tandis que le cristal liquide 5C'B
est un cristal uniaxe positif (n. > ng). Nous allons maintenant détailler de maniére plus précise
les conditions qui réalisent de maniere effective un désaccord de phase positif entre les faisceaux
fondamentaux et harmonique dans la calcite.

a. Calcite b. 5CB
19 | : : 19 |
18 18
17 17
S 16 € 1
: e
H S
15 o ' 15
14 1.4
13 5 5 > 1.3 : 5 ,
0 1 2 3 4 5 & 71 0 1 2 3 4 5 & 1
- x1015 . x1015
fréquence (w) fréquence (w)

FIGURE 1.25 — Dispersion de (a) la calcite (biréfringence négative) et (b) un cristal liquide
de type 5C'B (biréfringence positive). La ligne pointillée verticale de couleur rouge indique la
fréquence de 'excitation a w et celle de couleur bleue correspond a la fréquence de la THG a
3w.

Le désaccord des vecteurs d’ondes du processus THG est donné par Ak = 27

ou les indices de réfraction n,; de chaque champ fondamental et ng, du champ harmonique
sont soit ordinaires soit extraordinaires a la fréquence considérée. Dans le tableau 1.4.3, nous
avons récapitulé 'ensemble des valeurs que peut prendre ce désaccord a la longueur d’onde
d’excitation A = 1100 nm. On remarque que seuls les accords par biréfringence de types I, II et
IIT associés & un indice harmonique extraordinaire permettent d’obtenir un Ak de signe positif.

Pour généraliser I'exemple précédent aux cristaux uniaxes biréfringents, les désaccords d’indice

avec un signe positif sont associés a 'indice le plus rapide (f : fast) a 3w. Ces trois cas d’accords
de phase positifs sont récapitulés ci-dessous et dans le tableau 1.7 :
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40

Accord de phase

N3, ordinaire

N3, extraordinaire

Type I eece = 0 : Ak = —3.6219 | 000 — e : Ak = 2.4084
Type 11 eco — 0 : Ak = —2.6948 | ooe — e : Ak = 1.4813
Type III eoo — 0 : Ak = —1.7677 | oee — e : Ak = 0.5541
Type 0 000 — 0 : Ak = —0.8405 | eee — e : Ak = —0.3730




1.4 Microscopie par Génération de Troisieme Harmonique (THG)
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Le signal mesuré est proportionnel au cube de l'intensité du faisceau fondamental.

f) Longueur de cohérence

La longueur de cohérence [. donne la longueur sur laquelle le signal THG est constructif,
et elle est inversement proportionnelle a la valeur absolue du désaccord de phase. Pour une
émission THG vers I'avant, la longueur de cohérence s’écrit :

™

l. =
13(kw + ki) — ksl

(1.24)

En faisant I’hypotheése que le désaccord de vecteur d’onde est dominé par le déphasage de
Gouy (cas de faible dispersion), on trouve que la longueur de cohérence [, est inversement
proportionnelle au carré de 'ouverture numérique NA. Une conséquence est que la visibilité
des structures dépend de l'ouverture numérique : les structures de petites dimensions sont
d’autant plus contrastées que I'ouverture numérique est grande [91].

1.4.2 Modélisation numérique du signal THG

Dans cette sous-partie, nous décrivons succintement la méthode numérique standard proposée
par Cheng et al. [110] et complétée par Olivier [111] pour calculer la THG diffusée par un
faisceau focalisé de profil arbitraire sur une structure de forme et de taille arbitraires. Nous
rappelons ensuite deux résultats obtenus précédemment avec cette méthode de calcul : 'allure
des composantes spatiales d’'un champ d’excitation gaussien et 'influence de la dispersion sur
I'intensité du signal THG généré.

a) Description du modéle numérique standard

Cette méthode semi-analytique de calcul repose sur 3 étapes de calcul illustrées sur la figure
1.26 et décrites plus en détail dans 'annexe C :

(i) La description du champ focalisé a la longueur d’onde fondamentale est donnée par
I'intégrale de diffraction de Debye-Wolf ([112], [113]).
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(ii) La distribution spatiale de la polarisation non linéaire induite est calculée comme :

P (30) = eo 3 X By (w) Ex(w) Ey(w) (1.25)
7.kl

(iii) La propagation de la polarisation non-linéaire en champ lointain est fournie par
les fonctions de Green en champ lointain [113]. (cf. annexe C)

Focalisation (représentation Propagation en champ lointain
spectrale angulaire) (fonctions de Green)
A A
r N r N

Région focale:
P(3w)=c® E.E.E

Propagation
vers l'arriere
(B-THG)

Propagation
vers 'avant
(F-THG)

FIGURE 1.26 — Description de la méthode semi-analytique de modélisation du signal THG [109].

b) Allure d’un champ d’excitation gaussien

L’intégrale de Debye-Wolf permet de calculer I'allure des composantes du champ d’excitation
gaussien dans le plan du waist, comme représenté sur la figure 1.28 [111]. Pour une forte
ouverture numérique (NA = 1.4), on observe que les composantes £, et £, sont non nulles
avec un maxima loin de l’axe optique dont 'amplitude est respectivement égale a 1/10 et 1/3
de celle du champ E, dans le cas d’'une tres forte focalisation (NA = 1.4).

NA=14, x,ye[-lum+1um|

FI1GURE 1.27 — Modélisation de la distribution spatiale d’'un champ d’excitation gaussien a forte
ouverture numérique dans le plan du waist [111].
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1.4 Microscopie par Génération de Troisieme Harmonique (THG)

c) Influence de la dispersion sur le signal THG émis

Cette méthode numérique a également permis d’évaluer 'influence de la dispersion sur le signal
THG issu d’une lamelle d’épaisseur axiale variable centrée au niveau du volume focal [109].
Conformément a la description analytique précédente, on peut observer qu'un signal THG
persiste dans le volume d’une lamelle épaisse lorsque la dispersion du matériau devient positive
(cas ny > nay)).

1,0 4
- 1-52
—— 151
1.50
0,8
—p 1.49
1.48
—— 147
G 06 -
2
O]
I
|_
S 04
2
(7]
0,2
— PR S T e
0,0 : T . —T——= y & —d
0 2 4 6 8

Epaisseur du slab (pm)

FI1GURE 1.28 — Influence de la dispersion sur le signal THG issu d'une lamelle d’épaisseur axiale
variable centrée au niveau du volume focal. n,, € [-1.47 —1.52] et ng,, = 1.50. Adapté de [109].

d) Discussion

Ce modele semi-numérique présente ’avantage de prendre en compte les composantes vec-
torielles de la polarisation d’excitation et de pouvoir considérer un échantillon de géométrie
arbitraire. Cependant, il néglige la présence de variations spatiales de 'indice linéaire n au sein
du volume focal, et par conséquent il ne reproduit pas les effets d’aberration et de distorsion du
champ focalisé causés par des discontinuités d’indices linéaires, comme sur une interface entre
deux milieux d’indices différents (not. interface eau/lipides).

1.4.3 Conséquences du mécanisme de contraste sur les images THG
d’échantillons biologiques

Les premieres démonstrations de génération de troisieme harmonique ont été réalisées dans les

années 60 sur la calcite ([114], [115]), des gaz ([116], [117]) et des liquides ([118], [107]). Les

premieres images THG ont été obtenues sur un dispositif de microscopie par Barad et al en
1997 ([82], [92]), puis par Squier et al. en 1998 ([84], [119]).
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Cette sous-partie vise a fournir les principaux exemples d’applications de I'imagerie THG dans
le domaine biologique. Comme nous l'avons vu dans la description précédente du mécanisme de
contraste THG, la phase de Gouy empéche la réalisation de ’accord de phase entre les champs
fondamentaux et le champ harmonique au niveau du volume focal dans les milieux isotropes
a dispersion normale, ce qui implique qu’aucun signal n’est généré sur de tels domaines. Ce-
pendant, la présence de variations des propriétés optiques du matériau a 1’échelle du volume
focal - soit sur des hétérogénéités soit sur des interfaces - est a l'origine d’'un signal d’hété-
rogénéités. Par ailleurs, les milieux isotropes a dispersion anormale (cas rare dans les milieux
biologiques) et les milieux anisotropes donnent naissance a un signal THG par accord de
phase.

Nous présentons ici les conséquences de ce mécanisme de contraste sur 'imagerie THG d’ob-
jets biologiques, en traitant successivement (a) le cas du signal d’hétérogénéités émergeant de
structures isotropes et (b) le cas du signal par accord de phase sur des échantillons anisotropes.

a) Contraste THG d’hétérogénéités sur les structures isotropes

Dans les milieux biologiques constitués de structures isotropes et a dispersion nor-
male, le signal THG apparalt uniquement sur les hétérogénéités et les interfaces. Par
comparaison aux autres mécanismes de contrastes cohérents, le mécanisme de contraste de la
THG présente 'avantage unique de faire ressortir les hétérogénéités optiques de dimensions
submicrométriques sur un fond sombre. Il est donc utilisé pour fournir un contexte morpholo-
gique informatif des structures présentes dans 1’échantillon. En outre, dans le cas ot les indices
linéaires des structures et du milieu environnant sont relativement semblables, la dépendance
du processus THG avec la susceptibilité électronique x®) du troisieme ordre permet également
d’observer un contraste THG.

En imagerie biologique, ce premier type de contraste THG émergeant des hétérogénéités a été
utilisé pour cartographier les interfaces des cellules et des tissus biologiques sans marquage,
et son champ d’application s’étend de la biologie du développement aux neurosciences. Parmi
les démonstrations marquantes, on peut mentionner 1’étude pionniere de Débarre et al. qui
montre la présence d'un fort contraste THG sur les interfaces eau-lipides [88], utilisée ul-
térieurement pour détecter les structures lipidiques telles que la myéline [94], [97]. D’autres
structures fournissent également un fort contraste THG comme les interfaces entre les lamelles
de collagéne dans la cornée humaine [91], [120]. Le contraste THG émergeant d’interfaces a
été utilisé pour I'imagerie des premiers cycles de divisions cellulaires sur des embryons de
poisson-zebres [121] (cf. figure 1.29), ainsi que les interfaces entre des cellules et leur environne-
ment, ou des compartiments intracellulaires comme des vésicules lipidiques [122]. Par ailleurs,
le contraste THG peut étre amplifié a proximité d’une résonance électronique de structures ab-
sorbantes telles que les pigments, ’hémoglobine [123]) ou les marquages histologiques de type
hématoxyline et éosine (H&E) [124].

b) Contraste THG par accord de phase dans les milieux anisotropes

A la différence des milieux isotropes, un signal THG par accord de phase - c’est-a-dire ou
le désaccord positif des indices optiques des faisceaux d’excitation et harmonique compense
la phase de Gouy - peut étre généré dans le volume de matériaux suffisamment biréfringents,
méme en l'absence d’interfaces ou d’hétérogénéités. Ce second type de contraste THG a notam-
ment trouvé des applications dans I'imagerie de matériaux uniaxes biréfringents comme
des cristaux liquides et des biominéraux.

Le premier exemple de ce contraste fourni par la littérature concerne 'imagerie des cristaux
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FI1GURE 1.29 — Imagerie en contraste THG d’un embryon de poisson-zebre pendant les premieres
divisions cellulaires avec une ouverture numérique d’excitation a 0.8. a. Image THG en coupe
sagittale ou le pole animal est orienté vers le haut (stade avec 512 cellules). Barre d’échelle
200 pum. b. Agrandissement des cellules du blastoderme (stade avec 64 cellules). Barre d’échelle :
50 pm. Adapté de [121].

liquides nématiques de type 5CB LC biréfringents uniaxes positifs ([125], [126], [127]).
Le signal THG généré résulte d’'un mécanisme d’accord de phase de type II (eeo — o) ou le
désaccord d’indice s’¢écrit : Ak = 2 (2n¥ 4 n2 — 3n3*) = 0.4352 rad/pm (calculé & partir des
indices donnés dans le tableau 1.4.3 pour une longueur d’onde d’excitation & 1064 nm). On
peut noter qu’il est possible d’optimiser ’accord de phase soit en modifiant ’orientation entre
la polarisation d’excitation et les axes du cristal soit en augmentant la dispersion en augmen-
tant la température du matériau [126], ce qui est évidemment impossible dans les échantillons
biologiques vivants !

Le second exemple de génération de THG par accord de phase est donné dans la littérature avec
I'imagerie de cristaux de calcite (carbonate de calcium CaCog) qui présentent de fortes pro-
priétés de biréfringence comme nous 'avons vu précédemment. Oron et al. [128] ont montré la
capacité de générer un signal THG par accord de phase dans les spicules de larve d’oursin sur
laquelle nous reviendrons dans le chapitre 2. Par ailleurs, les otolithes des poissons-zébres
et certains biominéraux tels que les calculs rénaux sont partiellement constitués de calcite. La
figure 1.30 présente des images en contraste THG réalisées sur un otolithe de poisson-zebre agé
de 3 jours apres fertilisation et sur un cristal de whewellite artificiel. L’accord de phase réalisé
est de type II (0oe — €) et le désaccord d'indice Ak = 2F(2n% + n¥ — 3n2¥) = 1.4813 rad/um
(calculé a partir des indices donnés dans le tableau 1.4.3 avec une longueur d’onde d’excitation
a 1100 nm) est largement positif.

1.4.4 Conclusion

Dans cette derniere partie, nous avons récapitulé les principales caractéristiques du mécanisme
de contraste en microscopie THG. En bref, dans les milieux biologiques (& dispersion normale),
on observe :

- 'absence de signal THG dans les structures isotropes homogénes ou la dispersion
(n, — n3, < 0) ne permet pas de compenser la phase de Gouy (kg < 0).

- la présence de signal THG sur les hétérogénéités et les interfaces ou la géométrie du
matériau brise la symétrie du volume focal permettant que les interférences destructives soient
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FiGURE 1.30 — Imagerie en contraste THG d’échantillons biologiques anisotropes. a. Image
THG d’un otolithe de poisson-zebre agé de 3 jours apres fertilisation. Barre d’échelle 5 um. b.
Image THG d’un cristal artificiel de whewellite. Barre d’échelle 100 pm.

Matériau ssf— f nY ny n
LC 5CB Uniaxe positif ny = 1.6744 ny = 1.5126 n3* = 1.5959
eeo — o (A =1064 nm) | (A = 1064 nm) | (A = 355 nm)
calcite Uniaxe négatif | n¥ = 1.6418 nY =1.4794 | n2* =1.5012
ooe — e (A =1100 nm) | (A = 1100 nm) | (A = 367 nm)
incompletes

- la présence éventuelle de signal THG dans le volume de matérieux homogenes

biréfringents ou la biréfringence permet dans certaines conditions de compenser la phase de
Gouy (kg < 0).
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

Un domaine actif de recherche en microscopie multiphotons cohérente s’intéresse a la caracté-
risation de 'ordre moléculaire de certaines structures biologiques organisées a partir de la
dépendance de leur réponse non-linéaire a une modulation de la polarisation d’excitation
(cf. encart sur la polarisation 2.1).

Il a été observé par exemple que la réponse de seconde harmonique générée par certaines
structures biologiques non centrosymétriques organisées présente une forte sensibilité a 1’orien-
tation de la polarisation d’excitation (fibres de collagene [74], muscles [129], microtubules, etc.).
L’étude complete de la variation d’intensité SHG induite par une rotation de la polarisation
d’excitation - appelée intensité SHG résolue en polarisation (réponse PSHG) - permet de re-
monter a 'orientation des axes cristallins et a une estimation de I’anisotropie des matériaux a
une échelle submicrométrique a partir de la détermination de certains coefficients de la réponse
électronique du second ordre y?. De la méme facon, la microscopie CARS a fait 'objet de dé-
veloppements polarimétriques qui ont permis de caractériser ’ordre moléculaire de structures
lipidiques organisées centrosymétriques comme les vésicules lipidiques multilamellaires [130] et
la gaine de myéline ([100], [106], [131]) en s’appuyant sur la réponse vibrationnelle )% des
matériaux.

Encart 2.1 - Polarisation
La polarisation caractérise la direction d’oscillation du champ électrique d’une onde perpen-
diculairement a sa direction de propagation. Lorsque la direction du champ électrique fluctue
aléatoirement dans le temps, on dit que la lumieére n’est pas polarisée (lumiere du soleil, LED,
lampe halogene). En revanche, lorsque 'orientation du champ électrique suit une dépendance
spécifique, la lumiere est dite polarisée (laser). Plus spécifiquement, une polarisation linéaire
désigne une oscillation du champ électrique selon une direction unique dans un plan contenant
la direction de propagation. Une polarisation circulaire décrit une oscillation du champ
électrique selon une direction qui tourne avec une vitesse constante autour de la direction de
propagation.

a. b.

Y I

P~ N

FI1GURE 2.1 — Ondes transverses polarisées. a. Polarisation linéaire : oscillation du champ élec-
trique selon une direction unique dans un plan contenant la direction de propagation. b. Po-
larisation circulaire : oscillation du champ électrique selon une direction qui tourne avec une

vitesse constante autour de la direction de propagation. Adapté de www.edmundoptics.com.
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Suite aux premiers développements de microscopie SHG résolue en polarisation, la microscopie
THG a elle-aussi été rapidement combinée a des dispositifs polarimétriques pour remonter aux
propriétés d’anisotropie de milieux biologiques organisés centrosymétriques. Quelques études
publiées autour des années 2000 (récapitulées sur la figure 2.2) ont mis en évidence la capacité
de la réponse THG résolue en polarisation (PTHG) a sonder localement I’anisotropie dans le
volume de matériaux homogeénes biréfringents tels que des cristaux liquides ([92], [126],
[127]), des fines surfaces cristallines [132], des cristaux de calcite [128] et la cornée [91]. Plus
tard, une étude effectuée au LOB s’est intéressée a la mesure de l'ordre et d’orientation des
lipides dans des assemblages lipidiques organisés a partir de la réponse THG polarimétrique
sur des interfaces paralléles a ’axe optique [133].

1990 2000 2010
Picosecond THG in calcite Nonlinear laser scanning — - "
1988, Penzkofer, Allemagne microscopy by THG Harmor_\lc microscopy of isotropic
1097 Barad, Israél and anisotropic microstructure of
. . the human cornea
Phase-matched THG in a nematic LC 2010, Olivier, France
LOoOelinfisiae] Probing ordered Lipid
Diagnostics of surface layer Assemblies with PTHG
disordering, 2013, Zimmerley, France
2001,Yakovlev & Govorkov, USA —_
Molecular organization of
Depth-resolved multiphoton crystalline B-carotene in carrots
polarization microscopy by THG determined with PSHG and PTHG
2003, Oron, Israél 2014, Tokarz, Canada

Phase-matched THG from nematic LC
2004, Kosugi & Kajikawa, Japan

P-THG imaging of
topological effects in LC
2006, Pillai, Japan

FI1GURE 2.2 — Historique des principaux développements en microscopie THG résolue en pola-
risation.

Le but ultime de notre étude est ici d’explorer la capacité de la microscopie THG polarimétrique
a sonder la microstructure de la gaine de myéline (les résultats seront présentés dans le cha-
pitre 4) et de biominéraux comme les calculs rénaux et les otolithes (étude en cours, quelques
résultats seront évoqués dans les perspectives générales) qui n’ont pas encore fait 'objet d’in-
vestigations systématiques en microscopie PTHG. Ces deux types de structures combinent a la
fois une anisotropie de leur indice linéaire de réfraction n et une anisotropie de leur
réponse optique non-linéaire caractérisée par le tenseur x®. En d’autres termes, les
valeurs prises par les grandeurs n et les composantes du x©® de ces matériaux dépendent de la
polarisation du champ d’excitation.

Dans cette perspective, nous avons cherché a mieux comprendre le contraste THG polarimé-
trique qui émerge des structures anisotropes en considérant a la fois I'influence de l'indice
optique linéaire n et de la réponse non-linéaire du troisiéme ordre y®, contrairement
aux études actuelles qui se limitent a traiter la réponse non-linéaire tensorielle du matériau.
L’anisotropie des indices linéaire et non-linéaire peuvent étre sondées par le contraste THG po-
larimétrique a la fois dans le volume et sur les interfaces verticales et horizontales des matériaux.
Comme nous avons pu le voir a travers I’expression analytique du champ non-linéaire généré
dans le volume des matériaux anisotropes (cf. chapitre I.IV), il existe un fort couplage entre
les effets introduits par l’indice linéaire et par la réponse non-linéaire. Ce couplage
est également présent sur les interfaces verticales paralleles a 1’axe optique entre un matériau
anisotrope et un milieu isotrope d’indices distincts, et en outre, on peut intuiter que des effets
d’aberrations du faisceau d’excitation introduits par la différence entre les indices
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optiques linéaires des deux milieux participent également aux variations d’intensité de la
réponse non-linéaire observés avec la rotation de la polarisation d’excitation.

Dans la continuité du travail récent de Zimmerley et al [133], nous nous sommes ici intéressés
a mieux comprendre la réponse spécifique provenant des interfaces verticales entre un milieu
anisotrope et un milieu isotrope. Pour découpler I'influence des différents effets sur des inter-
faces verticales, nous avons étudié dans un premier temps la réponse THG polarimétrique entre
des milieux isotropes d’indices différents (interface entre un bloc de quartz et un liquide et
interface entre une gouttelette d’huile et un liquide), avant de considérer des interfaces verti-
cales entre des milieux anisotropes (interface entre une vésicule lipidique multilamellaire et
un liquide). Les trois structures modeles utilisées sont présentées sur la figure 2.3.

@ Bloc de quartz @ Gouttelette d’huile @ MLVs

Quariz d’indice

F1GURE 2.3 — Echantillons modeles étudiés dans ce chapitre pour caractériser le signal PTHG

sur des interfaces verticales : un bloc de quartz, une gouttelette d’huile et une vésicule lipidique
multilamellaire (MLV).

Dans ce chapitre, nous présentons des résultats expérimentaux confrontés a des résultats nu-
mériques obtenus avec une nouvelle approche de simulations par différences finies mise en place
par Nicolas Olivier (chercheur CNRS au LOB).

- Une premiere partie de ce chapitre propose un formalisme analytique général pour décrire la
réponse THG résolue en polarisation dans le volume et sur les interfaces de maté-
riaux biologiques anisotropes, illustré par des applications expérimentales de la littérature.
Nous abordons successivement la réponse THG a une commutation entre des états de polarisa-
tion d’excitation linéaires et circulaires, puis a une commutation entre des états de polarisation
linéaires.

- Une seconde partie présente le dispositif expérimental classique utilisé pour les acquisi-
tions de microscopie THG polarimétrique montrées dans ce chapitre, avant la mise en place du
dispositif de PTHG rapide qui fera I'objet du chapitre 3.

- Une troisieme partie expose les résultats d’une étude expérimentale et numérique portant sur
I'influence du désaccord d’indice optique entre les deux milieux considérés sur la dépendance
du signal THG avec la polarisation d’excitation sur des interfaces verticales entre des mi-
lieux isotropes. Cette étude a permis de mettre en évidence et d’analyser les fortes distorsions
induites par une interface sur la réponse PTHG. Ce type d’artefact avait été largement ignoré
dans la littérature sur la microscopie non-linéaire polarisée.

- Une quatrieme partie vise a évaluer de maniere expérimentale la contribution de ’ordre
moléculaire sur la réponse THG polarimétrique observée au niveau d’une interface verticale
entre deux milieux anisotropes.

- Une cinquieme partie décrit des effets de dédoublement du signal THG au voisinage
d’interfaces verticales observés expérimentalement et reproduits par des simulations numé-
riques, qui n’ont - a notre connaissance - pas encore été décrits dans la littérature.
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2.1 Contraste THG polarimétrique

2.1 Contraste THG polarimétrique

La réponse THG polarimétrique désigne ici le signal THG associé a une commutation de
la polarisation du faisceau d’excitation entre :

(i) un premier état linéaire et un second état circulaire (réponse L-C-THGQG)

(ii) plusieurs états linéaires (réponse PTHGQG)

Dans cette partie, nous allons présenter la forme analytique de la réponse THG a une polari-
sation d’excitation circulaire, puis a une commutation entre des états de polarisation linéaires,
et des applications correspondantes sur des échantillons biologiques. De maniére anticipée, on
peut déja attirer 'attention du lecteur sur le fait que la présence de signal THG dépend a la
fois de I’état de la polarisation d’excitation considéré (linéaire/circulaire), de la nature optique
du milieu (isotrope/anisotrope) et du domaine imagé (interface/volume).

2.1.1 Introduction a la réponse THG polarimétrique

Comme nous 'avons vu dans le chapitre précédent, I'expression de I'intensité THG fait appa-
raitre la polarisation non-linéaire induite qui dépend a la fois de la réponse tensorielle non-
linéaire y©® du matériau et de la distribution spatiale du champ d’excitation E(F, w). Ses
composantes s’écrivent dans le cas général :

P, THG) 7, 3w) = € ng?,)dE (7, w) Ex (7, w) By (T, w) (2.1)
7.k,

Dans le cas d'une symétrie Cy,, (hypotheése fréquemment utilisée pour décrire des structures
organisées constituées de molécules alignées, telles que les MLVs, des biocristaux, des cristaux
liquides, etc.), les composantes non nulles indépendantes du Y se réduisent au nombre de
3 avec la propriété de symétrie de Kleinman (cf. partie I.IV). Si I'axe principal est orienté

selon la direction z, les composantes non nulles indépendantes du Y, notées X|(\3 ) = -

X =3x,, et ) = 3x3).., contribuent & la polarisation non-linéaire selon :

E, X\(\ )EQ + X(‘”E2 + X(3)E§>

cr

PBw)=¢ | B, (\VE2+ B2+ E? (2.2)

Ccr z

E. (xX9E2+\"E2+ " E?

cr

Dans le cas ou 'on néglige la composante z de I'excitation (valable au premier ordre), I'expres-
sion précédente se simplifie ainsi :

B () E2+X57)E2)

P(3w) =« | E, (xfl.,) B2 +\¢ Eg) (2.3)
0

2.1.2 Réponse L-C-THG dans des milieux isotropes et anisotropes

Nous allons ici nous intéresser a la réponse THG générée sur des échantillons biologiques avec
une polarisation d’excitation circulaire, puis nous présenterons des applications biologiques
qui utilisent la commutation entre une polarisation linéaire et une polarisation circulaire pour
détecter ’anisotropie des milieux imagés.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

a) Forme analytique de l’intensité THG pour une polarisation d’excitation circu-
laire et les propriétés associées

- Forme de la réponse en intensité THG sur un matériau isotrope

Pour une polarisation d’excitation circulaire arrivant sur un milieu isotrope d’indices
linéaires n, = n, = n,, le champ électrique se décompose selon 'axe x et y selon :

E.(F,w) -
. x\! > A
El(Fv OJ) = Ey(ﬁw) = 1(70)
0

eike? (2.4)

La polarisation non-linéaire induite qui en découle s’écrit (la dérivation compléte des équations
est faite dans I'annexe A) :

(3)

A3(7) X —Xt(:i)

5/ = r 3) [ z

P(7,3w) = € 21\@ i(x® ) e (2.5)
0

On en déduit I'expression suivante de 'intensité THG :

9eqw’ B 3))? B 3)? 6 2
I<3w) - 16n3,,¢ |:(X — Xer ) + (\L — Xer ) :| |A1‘ |J(Ak7’217 22)’ (26)
Dans un milieu isotrope, les symétries du milieu réduisent le nombre de composantes non-nulles
indépendantes du tenseur non-linéaire y® du troisiéme ordre & une seule, notée X|| = XL = Xer-
En remplacant les composantes tensorielles dans I'équation C.7, on en déduit une premiere
propriété fondamentale :

Encart 2.2 - Propriété 1 : Absence de signal THG dans les milieux isotropes
Pour des raisons tensorielles, le signal THG est absent sur un milieu isotrope soumis a une

polarisation d’excitation circulaire : I(3w) = 0 [134].

- Forme analytique de la réponse en intensité THG sur un matériau anisotrope

Dans le cas d’une polarisation d’excitation circulaire arrivant sur un milieu anisotrope
avec une symétrie cylindrique C., caractérisée par le tenseur x® avec 3 composantes
indépendantes et par les indices n, = n. et n, = n,, le champ électrique d’excitation s’écrit :

E.(F,w) gihe?
5 x ) A )
E\(rw)= | E/(Tw) | = \1/(;) iethoz (2.7)
0 0

La polarisation induite se déduit de I’expression précédente :

(3) Bikez _ /(3) gi(2kotke)z

oo A3(F X 6, o R
P(7,3w) = € 21(\/; i (Xg)eZ(?keJrko)z _ \“"’e&k‘oz) (2.8)
0
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2.1 Contraste THG polarimétrique

Et par conséquent, les composantes du champ F(3w) s’écrivent :

./43 T = S XH )J(Akeeeea 21 ZQ) - ((,f) J<Ak'30067 “15 22)] A:%

s 2n3eC
Ag,y = %;:c {X(‘r J(Akoeeoa 21, ZQ) - \L J(Akooom 21, ZQ)H ”4:13 (29)
»’43,2 =0

On remarque ici la présence des intégrales J associées a des Ak différents devant chaque
terme de tenseur x©® & cause de son anisotropie. Pour déterminer la réponse THG dans le
volume d’'une structure anisotrope, les intégrales J sont calculées entre z; = —00 et 25 = 400,
on trouve J(Akeeee, —00,4+00) = J(Akppoo, —00, +00) = 0 et J(Akepoe, —00, +00) = 0 ou
J(Akpeeo, —00, +00) = 0. Par conséquent, U'intensité THG s’exprime :

B eqw?m2b* AK?

I(3w) e

YA [ oAk (2.10)

X(‘T

Ce résultat indique que la réponse THG dans le volume d'un matériau anisotrope permet de
sonder I'amplitude de la composante Y.

En revanche, sur une interface entre un milieu anisotrope et un milieu isotrope, on peut faire
I'approximation que la valeur l'intégrale J(A, 21, z2) ne dépend pas du type d’accord de phase
réalisé au premier ordre. On peut donc réécrire 'expression du champ THG en mettant en
facteur J(A, z1, 20) :

9eqw?m2b* AK? (3)
f<3w>—°[(xﬂ3> K@)+ (9 - )]\An [J(Ak, 2, 2)[F (211)

82n3,,¢

Encart 2.3 - Propriété 2 : Conservation du signal THG dans les milieur aniso-
tropes

Le signal THG est conservé dans le volume de milieux anisotropes pour une polarisation inci-
dente circulaire si la biréfringence est suffisante pour compenser la phase de Gouy. En particu-
lier, I'intensité THG vient sonder uniquement le terme croisé y(3) dans le volume du matériau
et la polarisation circulaire est quasi optimale pour obtenir un signal THG maximal dans les
cas d’accords de phase II et III [128]. En revanche, au niveau d’une interface I'expression de

I'intensité THG dépend des trois termes indépendants du tenseur y).

- Résumé

Le tableau 2.4 résume les cas a ’origine de I’émission d’un signal THG dans les milieux isotropes
et anisotropes en fonction de la polarisation d’excitation choisie.

b) Détection de ’anisotropie des structures biologiques a partir de la réponse L-
C-THG

Cette divergence de réponse THG a une polarisation d’excitation circulaire entre des matériaux
isotropes et anisotropes a peu été utilisée jusqu’a présent. Elle constitue cependant une méthode
relativement simple pour détecter le caractere biréfringent des échantillons a partir de

23



Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

Incident polar. Isotropic Anisotropic
}  linear THG THG
Interface - -
QO circular no THG THG
! linear no THG THG
Volume - -
QO circular no THG THG

FIGURE 2.4 — Résumé des cas a ’origine de I’émission d’un signal THG dans les milieux isotropes
et anisotropes en fonction de la polarisation d’excitation.

la comparaison de deux images ([132], [128]). La premiere image obtenue pour une polarisation
d’excitation linéaire (LTHG) permet d’observer les structures présentes dans 1’échantillon, et
la seconde réalisée avec une polarisation circulaire (C-THG) permet d’identifier les structures
anisotropes.

Cette méthode de détection des échantillons biréfringents a été utilisée par Oron et al. [128] sur
des spicules larvaires biréfringents d’oursins constitués de cristaux de calcite (CaCOs). La figure
2.5 présente des acquisitions en contraste THG réalisées pour des polarisations d’excitation (a)
linéaire et (b) circulaire. Le contraste THG associé a une polarisation linéaire (a) révele a la fois
les spicules d’oursins (en blanc) et 'interface horizontale de la lame de verre (fond gris), tandis
que le contraste associé a la polarisation circulaire (b) provient uniquement du spicule biré-
fringent. Lorsque le signal THG généré par une polarisation d’excitation circulaire est analysé
par un polariseur, il est conservé pour une orientation particuliéere du polariseur (c) (paralléle
a 'axe cristallin rapide) et disparait pour une orientation perpendiculaire (d) (parallele a 1’axe
cristallin lent). Ce résultat révele que les axes de la structure cristalline sont conservés a travers
I’ensemble du spicule et confirme la linéarité de la polarisation du signal harmonique en accord
avec la description des mécanismes d’accords de phase décrits dans le chapitre L.IV.

Cette propriété a également été utilisée en 2010 par Olivier et al. [91] pour révéler 1’anisotropie
des cornées humaines. Le signal THG disparait dans 1’épithélium pour une polarisation circu-
laire - soulignant la nature isotrope de ses composants - tandis que le signal THG persiste dans
le stroma cornéen fortement anisotrope.

F1GURE 2.5 — Imagerie THG de spicules de larves d’oursin déposées sur une lame de verre. a.
Image L-THG. b. Image C-THG. c. Image C-THG avec détection résolue en polarisation. d.
Image C-THG avec détection résolue en polarisation. Adapté de [128].
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2.1 Contraste THG polarimétrique

2.1.3 Réponse PTHG sur des matériaux anisotropes

Nous nous intéressons ici a la description de la réponse en intensité THG issue du vo-
lume et d’une interface horizontale d’un milieu anisotrope pour une rotation de la
polarisation d’excitation linéaire sur une plage angulaire de 7 radians. Nous allons voir
qu’elle dépend fortement de I'angle relatif entre la polarisation d’excitation et les axes optiques
du milieu.

a) Forme analytique de la variation d’intensité PTHG dans le volume des milieux
anisotropes

Similairement au développement analytique présenté plus haut pour la réponse THG issue d’un
matériau anisotrope pour une polarisation d’excitation circulaire, il va falloir tenir compte des
deux contributions anisotropes couplées du matériau pour décrire la réponse PTHG :

(i) Vindice linéaire n biréfringent qui joue un réle dans la réalisation de 'accord de phase

(ii) la réponse non-linéaire du troisitme ordre donnée par le x*

Nous avons vu dans la partie I.LIV qu'un signal THG est obtenu lorsque le désaccord d’indice
est positif et suffisamment important pour compenser la phase de Gouy. Ce cas est réalisé pour
une polarisation harmonique (linéaire) suivant ’axe rapide du matériau et pour une projection
non-nulle de la polarisation d’excitation suivant les axes ordinaires et extraordinaires du maté-
riau. Cette premiere composante détermine quels éléments du tenseur vont produire du signal
THG et pondérer chacun d’entre eux.

Pour un champ d’excitation caractérisé par une polarisation d’excitation linéaire orientée
dans le plan (zy) et forme un angle ¢ avec 'axe x :

E.(T,w) cos(¢)eike
E\(7Fw) = | By(F,w) | = Ay(7) | sin(¢)e*o? (2.12)
0 0

La polarisation non-linéaire induite se réécrit :

X‘(‘s) COS3(¢)€3ikﬁz + X{(;Z) cos(¢) sin2(¢)ei(2ko+ke)z

P(F,3w) = egA}(7) B cos?(¢) sin(g)elFretholz 1\ [V gind () ediko (2.13)
0

La résolution de I’équation d’onde pour cette polarisation non-linéaire - présentée de maniere
détaillée dans I'annexe B - aboutit a la relation suivante :

Az = 5 [Xﬁg) c0s®(9) J (Akeece, 21, 22) + X&) cos(¢) sin?(¢) J (Akeooe, 21, 22)} A3

) 2nsec

»A3,y = {X(f) COSZ(Qb) Sin((b)J(Akoeeoa 21, ZQ) + \(j) Sin3(¢)J(Akooooa 21, ZQ)} A:f (214)

2n3ocC

As. =0

Dans le volume d'un matériau biréfringent, a cause des valeurs négatives des accords d’indices
Akeeee, Dkoooo €t s0it du terme Akgype s0it de Ak,ee, selon le signe de la biréfringence, au total
3 termes .J sont nuls. Au final, I'expression de l'intensité THG se réduit :
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

- dans le cas d’un milieu uniaxe a biréfringence positive a :

9eqw? T2 AK?
2n3,,C 4

X

I,(3w, ¢) = ’ cos(¢)sin? () | A |® e bA* (2.15)

- dans le cas d'un milieu uniaxe a biréfringence négative a :

9eqw? 20T Ak? 2

2N3,,C 4

I,(3w, ¢) = XD cos?(¢)sin® (¢) | A | e PAF (2.16)

Similairement au résultat obtenu pour une polarisation d’excitation circulaire, on peut remar-
quer que le signal THG provient ici de la présence du terme croisé Y. Ces deux résultats
peuvent étre unifiés sous une propriété unique :

Encart 2.4 - Propriété 3 :

L’intensité THG issue du volume d’un matériau anisotrope présente la dépendance suivante
avec Porientation ¢ de la polarisation d’excitation linéaire : I (3w, ¢) oc cos* (¢ — ¢g) sin?(¢ — do)
ol ¢q correspond a l'orientation de ’axe lent du cristal. La polarisation du signal harmonique
est linéaire et orientée le long de ’axe rapide du cristal et l'intensité harmonique est
maximale lorsque la polarisation incidente est orientée a environ 7/6 de ’axe lent.
On peut noter que lorsque la polarisation d’excitation est parallele a un des axes du cristal, le
signal THG disparalt. La représentation en coordonnées polaires - donnée par la figure 2.6 -
a ’aspect d'un papillon dont I'axe entre les ailes les plus proches donne l'orientation de I’axe

lent.

b) Forme analytique du signal PTHG obtenu a l’interface horizontale d’un milieu
anisotrope

Sur une interface horizontale, on peut supposer en premiere approximation que les termes
J(Ak, z1, z9) des différents accords de phase sont égaux et les mettre en facteur pour exprimer
I'intensité THG :

9eow?

I(3w,¢) = [x

2n3,C

9 cos?(6) + 1 cos(6) sin®(9)]| + [xL) cos®(9) sin(g) + sin3<<z>>\2] A (B, 21, 20) (2.17)
L’intensité THG dépend de la valeur de la fonction suivante :
, ‘ 2 ‘ 2
f(o) = {X\(f) cos®(¢) + x¥ cos() sin2(¢)] + {Xg‘i) cos?(¢) sin(¢) + sin3(¢)} (2.18)

qui donne 3 valeurs remarquables a 0, 7/4 et w/2 radians :

| (2.19)
(P +x@) + (@ + “”)2]

La courbe en trait continu de la figure 2.6 présente cette fonction normalisée pour X\(|3) = 1.1,

) = 0.3 et \f" = 1. On déduit de ces valeurs remarquables une quatrieme propriété :
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2.1 Contraste THG polarimétrique

Encart 2.5 - Propriété 4 :

Une mesure de la réponse THG polarimétrique sur une interface horizontale d’'un matériau
anisotrope permet de remonter aux valeurs relatives des trois composantes non-nulles indépen-
dantes XI(IS)’ X3, \fk) du tenseur y®.
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FIGURE 2.6 — Dépendance de l'intensité PTHG sur un cristal uniaxe birefringent. a. Dia-
grammes de 'intensité THG en coordonnées polaires. b. Graphes d’intensité PTHG en fonction
de I'angle ¢ sur l'interface horizontale (trait continu), dans le volume pour un milieu uniaxe a

biréfringence positive (en pointillé) et négative (traits interrompus).

c) Détection du caractére biréfringent et de ’orientation des axes optiques des

structures biologiques a partir de la réponse PTHG

Cet aspect théorique a été confirmé expérimentalement par deux expériences décrites dans la
littérature. Une premiere démonstration réalisée par Oron et al. donne la dépendance de I'inten-
sité THG pour une polarisation d’excitation linéaire balayant une plage angulaire de [0 — 90°]
sur un bloc épais (2 mm) de calcite (cf. figure 2.7.a) [128]. Pour rappel, la calcite est un cris-
tal biréfringent uniaxe négatif avec une dispersion normale dominé par 'accord de phase de
type II [135]. Le profil d’intensité PTHG dans le volume de la calcite présente un seul pic sur
cette plage (donc deux sur une plage de [0 — 180°]) avec un maximum pour une polarisation
d’excitation orientée a 35° de 'axe lent (ici 'axe ordinaire) et une extinction lorsque la po-
larisation d’excitation est parallele a un des axes cristallins. Le profil d’intensité THG obtenu
pour une polarisation d’excitation circulaire en faisant varier l'orientation de ’axe d’un ana-
lyseur en détection (non montré) montre que la polarisation harmonique est paralléle a 1'axe
rapide (ici 'axe extraordinaire). De plus, une mesure de l'intensité PTHG sur 'interface ho-
rizontale montre des maxima d’intensité lorsque la polarisation est parallele aux axes cristallins.

La seconde démonstration a été réalisée sur un cristal liquide de type 5CB LC - biréfringent
uniaxe positif avec une dispersion normale dominé par 1’accord de phase de type
IT [126]. Le profil d’intensité THG - présenté sur la figure 2.7.b - montre la présence de deux
maxima lorsque la polarisation balaie une plage de [0 — 180°], que ces maxima sont atteints
pour une polarisation d’excitation orientée a 0.22 7 et 0.83 7 de I'axe lent (ici 'axe extraordi-
naire) et que la polarisation harmonique est parallele a ’axe rapide (ici 'axe ordinaire) [127].
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation
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FIGURE 2.7 — Dépendance angulaire du signal THG avec I'orientation de la polarisation d’ex-
citation. a. Cas de la calcite (matériau uniaxe négatif de type II a dispersion normale) ou 6 :
angle relatif entre la polarisation incidente et I’axe ordinaire du cristal. Adapté de [128]. b. Cas
d’un cristal liquide 5CB-LC (matériau uniaxe positif de type II a dispersion normale) ou ® :
angle relatif entre la polarisation incidente et I'axe extraordinaire du cristal. Adapté de [127].

2.1.4 Réponse PTHG d’interface sur des matériaux anisotropes

Dans cette partie, nous rappelons les résultats de I’étude réalisée par Zimmerley et al. [133]
sur la sensibilité de la réponse PTHG sur des interfaces verticales d’assemblages lipi-
diques organisés (décrits dans I'encart 2.6) aux propriétés de symétries de la susceptibilité
électronique Y de cette structure. Cette étude a montré que la réponse PTHG peut étre ex-
ploitée pour sonder les propriétés d’ordre et d’orientation moléculaires des assemblages
lipidiques multilamellaires. Nous résumons dans cette sous-partie les éléments clés de cette
étude qui nous seront utiles dans la suite de notre étude polarimétrique.

Encart 2.6 - Assemblages lipidiques multilamellaires

Les assemblages lipidiques multilamellaires sont des structures qui jouent un role physiologique
important, le stratum corneum assure par exemple la barriere cutanée et la myéline assure
la conductivité axonale. Leur ultrastructure périodique et symétrique résulte de la formation
spontanée de bicouches de lipides avec des tétes lipophiles et des queues hydrophobes et de
leur empilement. La désorganisation de ces structures conduit a des dysfonctions importantes,
comme la perte du maintien de la peau (ichtyose congénitale forme récessive caractérisée par
la présence de squames) et des perturbations dans la transmission d’influx nerveux (pathologie

démyélinisante), etc.

a) Forme analytique de la variation d’intensité PTHG sur des interfaces verticales
entre des milieux anisotropes

- Anisotropie de la réponse THG dans des assemblages lipidiques organisés
L’approche polarimétrique vise ici a sonder les propriétés d’ordre des assemblages lipidiques
organisés en s’appuyant sur la propriété d’anisotropie de la réponse électronique du
troisiéme ordre y®) des assemblages de lipides de type DMPC (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine) au niveau du volume focal. Celle-ci se construit a deux échelles :
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2.1 Contraste THG polarimétrique

(i) a U’échelle moléculaire :

La forte polarisabilité y“¢ et I'alignement des liaisons C' — C' dans les chaines hydrocarbonées
formant les queues aliphatiques des lipides sont a 'origine d’une forte polarisabilité molécu-
laire vPMPC anisotrope des molécules de DM PC. Cette anisotropie présente un maximum
selon une direction paralléle aux chaines hydrocarbonées. (cf. figure 2.8.a)

(it) a l’échelle microscopique :

Les assemblages des bicouches lipidiques présentent une géométrie spécifique caractérisée par
'alignement des lipides (dans la configuration saturée). Le parallélisme des chaines hydrocarbo-
nées dans cette géométrie transpose I'anisotropie de la réponse moléculaire du troisieme ordre
+®) en une anisotropie supramoléculaire de la susceptibilité électronique non-linéaire ) des
matrices lipidiques. (cf. figure 2.8.a)

a. _ | b.
L= 6,z g
{j X V¢
P 0% O i
A X
3 7P i " - VDMPC * (3ML

FIGURE 2.8 — Caractérisation de 'ordre moléculaire de structures lipidiques organisées avec
I'imagerie THG polarimétrique. a. Description numérique de 1’anisotropie de la réponse THG
de lipides ~®) tpides o d’assemblages lipidiques organisés x(®) “Pides 1, Carte angulaire de la
réponse PTHG sur une agglomération de vésicules lipidiques multilamellaires. Adapté de [133].

- Réponse PTHG théorique a I'interface des vésicules lipidiques multilamellaires et
extraction de ’ordre et de 'orientation moléculaire

Zimmerley et al. font ’hypothese que la dépendance de l'intensité THG avec l'indice linéaire
n peut étre négligée puisque 'accord de phase est systématiquement vérifié sur une interface
(les variations spatiales de n, la biréfringence et la dispersion de chaque milieu sont négligés
au premier ordre). Par conséquent, seule l'anisotropie non-linéaire provenant de la réponse
tensorielle d’ordre 3 est considérée. La polarisation générée est exprimée comme la réponse de

la différence entre les tenseurs des deux matériaux Ax® = ng) — ng) au champ d’excitation :

cos (¢) (Ax|cos? (¢) + AxDsin? ()
(7, 30) = cA}(7) | sin () (A <3>cos2< )+ Ay Usin? (9)) | € (2.20)

IIs montrent que la réponse en intensité THG sur l'interface transverse (parallele a I'axe de
propagation) d’assemblages lipidiques organisés et d’un milieu isotrope est modulée & travers
une corrélation de phase entre 'orientation ¢ de la polarisation incidente et ¢y 1’orientation
moyenne des dipoles moléculaires C' — C' décrite par la relation suivante :

I(3w, ) oc A+ B - cos*(¢ — ¢p) (2.21)

otl les parametres A et B sont reliés aux différents éléments du tenseur y(®.
Pour une rotation de la polarisation d’excitation sur une plage angulaire 0 — 180°, I'intensité
THG atteint donc un maximum unique lorsque la polarisation est parallele a I'axe cristallin.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

Encart 2.7 - Propriété 5 :

La réponse PTHG mesurée sur les interfaces paralleles a I’axe de propagation permet de sonder
les propriétés de symétrie du x® des assemblages lipidiques, dominée par la réponse anisotrope
du troisieme ordre des liaisons carbone-carbone alignées dans les queues des lipides.

- L’orientation principale des lipides est donnée par le parametre angulaire ¢y.

- La dispersion des lipides autour du parametre angulaire ¢, est donnée par le degré d’ordre
moléculaire du matériau décrit par le coefficient de modulation M. Ce coefficient est calculé

en fonction des parametres A et B :

ITHG _ [THG B
M — max min — (222)
JEHE A+ B

max

b) Détermination expérimentale de ’ordre moléculaire dans des vésicules lipidiques
multilamellaires

Dans I’étude de Zimmerley et al., la réponse PTHG a été mesurée expérimentalement sur deux
types d’échantillons : des vésicules lipidiques multilamellaires (MLVs) (cf. encart 2.8) et
le stratum corneum (couche cellulaire la plus superficielle de ’épiderme).

Encart 2.8 - Vésicules Lipidiques Multilamellaires (MLVs)
Les MLVs sont des liposomes multilamellaires constitués de bicouches de lipides superposées
les unes aux autres et séparées par de fines couches d’eau. Ici, les MLVs sont générées a partir

d’une molécule 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine (DMPC).

En s’appuyant sur le fort contraste THG émergeant sur les interfaces des MLVs et des plis verti-
caux du stratum corneum avec le milieu environnant, ils ont mis en évidence expérimentalement
une forte modulation de la réponse THG sur ces domaines pour une rotation de la polarisation
d’excitation. Un fit de l'intensité PTHG avec une fonction de la forme A + B - cos®(¢ — ¢)
permet d’extraire les parametres de modulation M et d’angle ¢y en chaque pixel de I'image
pour reconstruire des cartes spatiales de ces deux parametres.

Le parametre de modulation M présente des valeurs élevées sur l'interface verticale d’'une MLV
au niveau de son plan équatorial (M = 0.73 4+ 0.55) et sur les interfaces lipidiques du stratum
corneum (entre 0.6 et 0.75 selon les couches), a la différence de celle mesurée (M = 0.13+0.02)
sur une interface verticale du plan équatorial d’'une gouttelette d’huile (milieu isotrope). Les
résultats expérimentaux sont en accord avec la description théorique selon laquelle le contraste
polarimétrique renseigne sur I’ordre de la structure a ’échelle moléculaire.

L’angle ¢y qui informe sur I'orientation moyenne des lipides dans le volume focal cor-
respond a une orientation orthogonale aux interfaces verticales des assemblages organisés de
lipides, c’est-a-dire parallele aux queues des lipides.
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2.2 Dispositif PTHG expérimental

2.1.5 Conclusion

Cette section a fait la syntheése des réponses polarimétriques sur des structures anisotropes :

- 'anisotropie d’un matériau peut étre détectée par la persistance du signal THG par ac-
cord de phase pour une polarisation d’excitation circulaire induite par la présence du
terme Xg) dans son tenseur.

- 'intensité THG générée par accord de phase dans le volume de structures aniso-
tropes suit la dépendance suivante avec 'orientation de la polarisation d’excitation linéaire :
I(3w, ¢) o cost(p — ¢p) sin*(¢ — ¢g) ol ¢y correspond a l'orientation de 1'axe optique lent
(représentée par les courbes noires de la figure 2.9), et la polarisation du signal THG émis est
parallele a I'axe optique rapide.

- intensité THG générée sur l’interface horizontale d'une structure anisotrope varie
en :

3 < . 2 E . (3) . 2
1(3,0) o< || cos(9) + X cos(@) sin*(6)] " + [ cos?(@) sin(9) + 1 sin®(@)
ou les éléments X\(ﬁ), ) et \L’"’ du tenseur peuvent étre déterminés par 'intensité THG associée
a 3 orientations remarquables de la polarisation d’excitation (courbe bleu ciel de la figure 2.9)

- I'intensité THG générée sur ’interface parallele a ’axe de propagation dune struc-
ture anisotrope varie comme (3w, ¢) oc A+ B cos?(¢— ¢g) (courbe bleue foncée de la figure 2.9)

FIGURE 2.9 — Résumé des dépendances angulaires de la réponse THG polarimétrique sur un
milieu anisotrope selon le domaine imagé. a. Diagrammes de l'intensité THG en coordonnées
polaires. b. Graphes d’intensité PTHG en fonction de I’angle ¢ de la polarisation d’excitation.

2.2 Dispositif PTHG expérimental

Cette section présente le dispositif expérimental « classique » de microscopie PTHG.

2.2.1 Microscope THG

Nous utilisons un microscope droit multiphotons « fait labo » a balayage point par point
schématisé sur la figure 3.5 et décrit ci-dessous.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation
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FI1GURE 2.10 — Schéma du microscope droit multiphotons a balayage point par point.

- Source d’excitation

Nous utilisons une source laser OPO femtoseconde (OPO Insight DS+, SpectraPhysics)
qui délivre des impulsions de longueur d’onde accordable polarisées linéairement et de durée
de 100 fs avec un taux de répétition de 80 M Hz avec une puissance moyenne maximale de
1.5 W. Elle fonctionne a partir d’un faisceau de pompe a 1040 nm dont la fréquence est doublée
avec un cristal KDP puis envoyée dans un OPO suivi d’un systeéme de précompensation de la
dispersion, ce qui permet d’obtenir en sortie de la source deux faisceaux de longueurs d’onde
différentes - un premier a 1040 nm qui correspond au laser de pompe et un second de lon-
gueur d’onde accordable entre 680 nm et 1300 nm - qui peuvent étre utilisés indépendamment
pour I'imagerie SHG, THG ou 2PEF ou simultanément pour I'imagerie CARS ou multicouleurs.

- Mise en forme des signaux

Le controle de la puissance des faisceaux est réalisé au niveau des deux sorties du laser
avec une lame d’onde montée sur une monture tournante motorisée suivie d’un cube polariseur.
Compte tenu de la large plage spectrale d’accordabilité de la source laser, plusieurs chemins
optiques ont été construits sur la table optique pour minimiser les pertes de puissance par
transmission lors de la propagation du faisceau en adaptant les optiques utilisées. Un pre-
mier chemin pour la sortie a 1040 nm permet de faire de la microscopie CARS par mélange
avec une des autres voies. Un second chemin est adapté pour les basses longueurs d’onde
(680 nm — 1040 nm) de la voie accordable et une troisieme voie est adaptée pour les hautes
longueurs d’onde (1040 nm — 1300 nm). Sur chacune des trois voies, la divergence des fais-
ceaux avant leur entrée dans le microscope est ajustée avec un télescope.
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2.2 Dispositif PTHG expérimental

- Microscope

L’imagerie 2D des échantillons est réalisée grace a un systéme de balayage point par point
constitué de deux miroirs galvanométriques (VM500S, GSI Lumonics, USA) imagés sur la pu-
pille arriere de 'objectif de focalisation. Un télescope a deux lentilles placé entre les miroirs et
I'objectif agrandit le faisceau pour couvrir la pupille avant de 1’objectif.

Cet objectif vient focaliser dans le plan de I’échantillon les faisceaux mis en forme sur la table
optique. Il est monté sur une platine de micro-positionnement a courant continu PI M — 126
qui assure sa translation axiale pour réaliser des images 2D a plusieurs profondeurs dans le tissu
qui permettent in fine de reconstituer une image 3D des échantillons. Nous utilisons principa-
lement un objectif & immersion a eau 25x avec une grande ouverture numérique NA = 1.05 et
une distance de travail de 2 mm (XLPLN25XWMP2, Olympus, Japan) muni d'une bague pour
compenser I’aberration sphérique induite par la présence éventuelle d’une lamelle sur le dessus
de I’échantillon imagé.

L’échantillon est placé sur une platine de translation XYZ (Z-Deck Prior Scientific) pilotée
manuellement avec un joystick ou automatiquement.

Le microscope possede a la fois une voie de détection en transmission (vers 'avant) et en
épidétection (vers l'arriere). En transmission, un condenseur Olympus a forte ouverture numé-
rique collecte les signaux multiphotons générés au niveau de 1’échantillon. Un miroir dichroique
réfléchit les signaux multiphotons de longueur d’onde inférieure a 488 nm. Pour collecter les
composantes fréquentielles d’intérét et couper le faisceau fondamental, on utilise des filtres
(classiquement, on utilise les filtres Semrock FF01-550/49 pour la SHG, Semrock FF01-377/50
pour la THG) placés devant les détecteurs. La détection est réalisée avec des tubes photomul-
tiplicateurs (photomultiplier modules SensTech, UK) qui convertissent les photons en un flux
d’électrons. Ces détecteurs sont utilisés en régime de comptage de photons ou les impulsions
de courant ainsi générées sont converties en un signal analogique par un circuit programmable
CPLD congu au laboratoire.

- Systéme de synchronisation du balayage et de détection des signaux générés
Une carte d’acquisition (PCI-6115, National Instruments, USA) commandée par un programme
LabView controle la synchronisation du balayage et la détection des signaux générés.

- Résolutions

La résolution axiale du microscope est estimée en mesurant la largeur a mi-hauteur du profil
axial mesuré lorsque le volume focal traverse l'interface verre-air d’une lamelle horizontale.
D’apres Barad et al. [82], cette grandeur est environ égale au parametre confocal du faisceau
d’excitation.

2.2.2 Dispositif classique de contrdle de la polarisation d’excitation

La polarisation d’excitation est modulée grace a une lame demi-onde montée sur un sys-
téme de rotation motorisé placé au niveau de la pupille avant de 1'objectif (cf. figure
2.11). I’imagerie THG polarimétrique classique consiste en l'acquisition d’une séquence
d’images THG du méme champ de vue ou chaque image est acquise pour une orientation dif-
férente de la polarisation d’excitation et ou la polarisation est tournée entre les images. Dans
cette étude, I'angle de la polarisation incidente forme un angle ¢ avec 'axe y et varie sur la
plage angulaire [0 — 180°] avec un pas de 10°.
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Lame demi-onde
tournante

Objective

Olympus

Echantillon

FI1GURE 2.11 — Dispositif optique de la THG résolue en polarisation. ¢ correspond a ’angle de
la polarisation d’excitation par rapport a l'axe y, ¢y est l'orientation moyenne des molécules
dans le volume focal.

2.3 Influence du désaccord d’indice linéaire sur la ré-
ponse PTHG issue d’une interface verticale

Comme indiqué précédemment, les articles de la littérature PTHG ne considérent jamais les
effets de distorsion du champ induits par une interface parallele a ’axe de propagation du fais-
ceau d’excitation. Pour aborder cette question, nous cherchons ici a décrire expérimentalement
et numériquement 'influence du désaccord d’indice linéaire An = ny — n; sur la réponse
THG polarimétrique émergeant au voisinage d’une interface verticale entre deux milieux iso-
tropes caractérisés par les indices linéaires ny et ny et les susceptibilités électroniques d’ordre 3
isotropes, X§3’ et Xg?’ . Pour cela, nous allons évaluer les deux parametres clés qui caractérisent
la réponse PTHG sur une interface verticale, & savoir la modulation M et la phase ¢q (cf.
partie I1.2), lorsque I'indice optique linéaire ny du second milieu varie, conjointement avec la
susceptibilité Xg?’).

Dans un premier temps, nous présentons les résultats expérimentaux réalisés sur deux mi-
lieux modeles - un bloc de quartz et une gouttelette d’huile - immergés successivement dans
plusieurs liquides dont I'indice linéaire ny est controlé précisément. Dans un second temps, nous
décrivons les résultats numériques obtenus par des simulations qui reproduisent la propa-
gation d'un faisceau d’excitation et la génération d'un signal THG sur un matériau dont la
géométrie et les propriétés optiques s’apparentent a celles d’un bloc de quartz immergé dans un
liquide d’indice. Ici, on utilise une approche numérique FDTD (de 'anglais Finite Difference
Time Domain), couramment employée en électromagnétisme pour résoudre les équations de
Maxwell a partir du calcul de différences finies du champ électrique dans le domaine temporel.

2.3.1 Résultats expérimentaux de la réponse PTHG sur des inter-
faces verticales entre des milieux isotropes

Dans cette premiere sous-partie, nous allons décrire 'amplitude de la modulation M et I’angle
¢o extraits des mesures de la réponse PTHG sur :

(a) une interface verticale entre un bloc de quartz et plusieurs liquides d’indices différents.
(b) une interface verticale entre une gouttelette d’huile et plusieurs liquides.

Puis nous allons caractériser (c) I'influence de I'ouverture numérique sur 'amplitude de modu-
lation mesurée sur une interface verticale entre une gouttelette d’huile et les liquides d’indice.
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2.3 Influence du désaccord d’indice linéaire sur la réponse PTHG issue d’une interface verticale

a) Interface verticale entre un bloc de quartz et un liquide d’indice

La premiere série d’expériences vise a décrire la réponse PTHG sur une interface parallele a
I’axe optique entre une lamelle de quartz et plusieurs solutions d’indices dont la préparation et
I’assemblage sont décrits dans I'encart 2.9 et illustrés sur la figure 2.12. Les conditions d’imagerie
sont récapitulées dans I'encart 2.10.

Encart 2.9 - Protocole expérimental

- Les liquides d’indices de réfraction différents ont été préparés par dilution d’une solution
de 2,2’-ThioDiEthanol (abrégé en TDE), d’indice optique linéaire n = 1.5215 a ’état pur, avec
de T'eau distillée (n = 1.33), puis mesurés avec un réfractometre & A = 589.3 nm. Les liquides
d’indices supérieurs a celui du TDE sont des liquides commerciaux d’indices n = 1.600 (1809
Series A, Cargille, USA) et n = 1.700 (1812 Series B, Cargille, USA) a X\ = 589.3 nm utilisés
a I’état pur.

- Les lamelles de quartz - d’'indice n = 1.4584 a A = 589.3 nm - ont été taillées avec un dia-
mant sur un bord latéral pour obtenir un bord droit sans rugosité a I’échelle submicrométrique.
- Pour le montage de 1’échantillon, une lamelle de quartz est disposée entre une lame et une
lamelle de verre a proximité d'une goutte d’'un liquide d’indice qui s’étale le long de 'interface
de quartz par capillarité.

Encart 2.10 - Conditions d’imagerie

L’imagerie PTHG de l'interface verticale de la lamelle de quartz avec chaque liquide d’indice
a été réalisée successivement sur 5 domaines a 6 um sous la surface supérieure du quartz.
Les parametres d’imagerie suivants ont été utilisés : 4 accumulations, une fréquence pixel de
200 kH z (temps d’acquisition par pixel de 5 ps), un échantillonnage de 0.2 um et une puissance

moyenne sous l'objectif de 50 mW.

Objective
Olympus
25x/1.05

quartz Liquide d'indices
n=1.458 ne{1.33;1.7}

FIGURE 2.12 — Dispositif expérimental d’imagerie PTHG sur une interface verticale entre un
bloc de quartz et un liquide d’indice.

65



Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

- Analyse des réponses PTHG

L’analyse des profils d’intensités polarimétriques mesurées sur les interfaces verticales entre
le quartz et les liquides d’indices a mis en évidence 'apparition d’une forte modulation arte-
factuelle de la réponse PTHG. Plus précisément, nous avons identifié 3 types de réponses
PTHG qui sont illustrés sur la figure 2.13 par les graphes de I'intensité PTHG tracée en coor-
données polaires obtenus dans 3 conditions distinctes (ng € [1.33 ;1.46 ; 1.52]).

(1) na < M1, quart> : la réponse PTHG est anisotrope et 'intensité THG est maximale pour une
polarisation d’excitation perpendiculaire a l'interface

(ii) mo = 11, quart- : la réponse PTHG est quasi-isotrope

(iii) ne > M1, quartz : la réponse PTHG est anisotrope et l'intensité THG est maximale pour
une polarisation d’excitation paralléle a I'interface.

N jiquide=1-33 Ny jiquide=1-46 Ny jiquide=1-52
nZ,liquide<<n1,quanz n2,|iquide=n1,quartz nZ,quuide>>n1.quarlz
120° 0 .30 120° 0 30° 120° o 30°
150° 60° 150° 60°
Intensité PTHG 90° 90° 90 90°
60° 120° 60° 120°
30° 150° o o o .
o 30 o 150 30 o 150
. . L Quartz Liquide Quartz Liquide
Direction de la polarization d’indice d’indice
qui maximise l'intensité THG —
(o)
Amplitude de modulation
P 44.8 % 4.4% 27.5%

(M=(Imax'|min)/|max)

F1GURE 2.13 — Réponses PTHG expérimentales sur une interface verticale entre une lamelle de
quartz et plusieurs liquides d’indices.

- Dépendance de ’amplitude de modulation PTHG avec le désaccord d’indices
L’ensemble des amplitudes de modulation PTHG relatives aux différentes conditions expéri-
mentales sont représentées sur la figure 2.14. Pour davantage de lisibilité des résultats, nous
avons associé un signe positif a la modulation lorsque 'angle ¢ est orthogonal a l'interface
(¢ = 90°) et un signal négatif lorsqu’il est parallele a Uinterface (¢o = 0°). Ces expériences
révelent sans ambiguité une augmentation de amplitude de modulation avec 'aug-
mentation de la valeur absolue du désaccord |ny — n;| entre les indices ny et ng relatifs
aux deux milieux.

- Représentation de la réponse PTHG en coordonnées polaires

A partir des valeurs de modulation M moyennes et d’angle ¢y trouvées dans les différents cas
An = ny — ny, nous avons retracés les réponses PTHG en coordonnées polaires (cf. figure 2.15)
pour faire apparaitre I’anisotropie de la réponse PTHG. On observe clairement un basculement
de Dorientation de la polarisation incidente qui maximise 'intensité PTHG.

- Discussion sur les résultats expérimentaux obtenus sur les lamelles de quartz
Ces expériences d'imagerie PTHG sur l'interface verticale entre une lame de quartz et des li-
quides d’indice ont permis de mettre en évidence et de quantifier 'importance des effets
induits par les indices optiques linéaires sur la modulation M et 'angle ¢y qui caracté-
risent la réponse PTHG.
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FI1GURE 2.14 — Dépendance de 'amplitude de modulation avec I'indice de réfraction ns.

Quartz Liquide
d’indice

n,=1.458 n,e[1.33-1.7]

ny
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— 1.367
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— 1.578
— 1.667

30° 150°
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FIGURE 2.15 — Représentation de la réponse PTHG en coordonnées polaires.

Le premier résultat obtenu correspond a une augmentation de I’amplitude de modulation
avec augmentation de la valeur absolue du désaccord relatif |n, — n,| entre les indices
de réfraction n, et ny du quartz et du liquide.

Le second résultat fait état d’'un basculement de 1’angle ¢y d’un facteur angulaire de
90° lorsque le signe du désaccord An = n; — ny, s’inverse. Pour expliquer qu’on ne
retrouve pas une symétrie angulaire dans la réponse PTHG, on peut faire I’hypothese que
Iamplitude du tenseur x® joue un réle prépondérant lorsque sa valeur devient grande. Ce
point devra néanmoins faire l'objet d’investigations plus poussées, mais c’est un cas qui est
rarement rencontré dans le cadre de I'imagerie d’échantillons biologiques.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

b) Interface verticale entre une gouttelette d’huile et un liquide d’indice

En tirant avantage de la similitude qui existe entre la géométrie sphérique et 'indice linéaire
des lipides des gouttelettes d’huile et des MLVs, nous avons mené une seconde série d’imagerie
PTHG sur des gouttelettes d’huile pour évaluer 'amplitude de la modulation PTHG sur un
modele isotrope analogue aux MLVs et confirmer les résultats précédents. L’intensité PTHG a
ainsi été mesurée sur les interfaces verticales - situées au niveau du plan équatorial - des gout-
telettes d’huile immergées dans des liquides d’indices de réfraction différents. Pour cela, des
émulsions d’huile et de différents liquides ont été synthétisées en suivant le protocole détaillé
dans I'encart 2.16. - Identification des phases en présence

Encart 2.11 - Protocole expérimental

Les échantillons ont été préparés a partir d'une émulsion a base d’huile végétale et d’une
solution d’indice. Les solutions d’indices ont été préparées en suivant le méme protocole que
celles utilisées avec les interfaces de quartz, en mélangeant un volume de TDE pur avec de ’eau
distillée pour atteindre les indices souhaités. Pour maintenir les gouttelettes en suspension, les

liquides de TDE ont été mélangés a de ’agarose a basse température de fusion.

Objective
Olympus
25x/1.05
Wy

) ° "c;-’(lboo \/

. 2PEF: ) )
Gouttelettes d’huile Liquide d'indice d3521 invitrogen (lipophile)

147 ne{1.33; 147 2PEF :
" { } Rhodamine B (hydrophile)

FIGURE 2.16 — a. Dispositif expérimental d’imagerie PTHG sur une interface verticale entre
une gouttelette d’huile et un liquide d’indice. b. Identification des deux phases en contraste
2PEF de I’émulsion des deux phases.

Préalablement a I'imagerie des interfaces verticales des gouttelettes d’huile, nous avons cherché
a vérifier les deux phases présentes dans I’émulsion. Pour cela, chaque liquide a été mélangé a un
colorant fluorescent. La solution d’indice a été mélangée avec de la rhodamine B (hydrophile) et
I'huile d’olive a été mélangée a un colorant d3521 Invitrogen (lipophile). La solution a ensuite
été imagée en contraste 2PEF successivement avec une longueur d’excitation Ao, = 1110 nm
et Aeze = 930 mm en collectant successivement avec un filtre a 590/20 et a 525/50. La superpo-
sition des deux contrastes - présentée sur la figure 2.16 - indique que les gouttelettes (en bleu)
correspondent a 'huile tandis que le milieu environnant correspond au milieu d’indice.

- Dépendance de la modulation PTHG avec le désaccord d’indices

Nous retrouvons ici une dépendance de la modulation PTHG M et de I'angle ¢, similaire au
cas des interfaces quartz-liquides. La figure 2.17 présente les amplitudes de modulation PTHG
obtenues pour les indices. On observe ici encore que 'amplitude de la modulation PTHG
est d’autant plus grande que le désaccord d’indice |n; — ny| entre les deux milieux
est élevé. Par ailleurs, on remarque ici aussi un basculement d’un facteur 90° de la phase ¢q
lorsque ny > nj.
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FIGURE 2.17 — Evolution de la modulation PTHG mesurée sur les interfaces verticales des
gouttelettes d’huile en fonction de 'indice du milieu environnant.

- Discussion sur les résultats expérimentaux obtenus sur les gouttelettes d’huile
La similarité entre les résultats obtenus sur des interfaces verticales quartz-liquide et huile-
liquide valide le comportement de la modulation avec le désaccord d’indice |n; — ng| ainsi que
le basculement de la phase ¢y d’un facteur 90° lorsque ng > ny.

c) Influence de ouverture numérique

Au cours d’une troisieme série d’expériences, nous avons cherché a évaluer l'influence de 1'ou-
verture numérique conjointement a l’effet du désaccord d’indices An = n; — ny sur amplitude
de modulation PTHG mesurée. Les mesures de la modulation PTHG sur les gouttelettes d’huile
ont été réalisées pour les objectifs 10x et 60x.

On observe une diminution de 'amplitude de modulation PTHG lorsqu’on diminue I’ouverture
numeérique.
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FiGURrE 2.18 — Evolution de la modulation PTHG mesurée sur les interfaces verticales des
gouttelettes d’huile en fonction de I'indice du milieu environnant et de I'ouverture numérique
de I'objectif.

d) Conclusion

Dans cette partie expérimentale, nous avons mis en évidence I'influence du désaccord d’in-
dice entre les deux matériaux isotropes sur ’amplitude de modulation PTHG me-
surée au niveau de l'interface verticale entre ces deux milieux : I'amplitude de la modulation
est d’autant plus grande que le désaccord d’indice est élevé et s’annule lorsque les deux milieux
ont le méme indice.

Par ailleurs, nous avons montré que I'amplitude de modulation PTHG sur l'interface verti-
cale entre une gouttelette d’huile et de I'eau s’éléve a 57 + 6 %, c’est-a-dire significativement
au-dessus de la valeur rapportée par Zimmerley et al. La faible modulation PTHG rapportée
précédemment dans la littérature peut étre imputée a ’aplatissement de la gouttelette lipidique
sur la lame de verre induite par les faibles tensions superficielles entre le verre et ’eau qui ajoute
une forte composante horizontale et diminue la modulation. Ici, nous avons pris soin de monter
les gouttelettes dans une solution d’agarose pour maintenir leur aspect sphérique.

Enfin, nous avons montré que cette amplitude de modulation PTHG artifactuelle est
d’autant plus grande que 'ouverture numeérique est élevée.

2.3.2 Reésultats numériques avec le modele FDTD

Comme le formalisme semi-analytique présenté dans la partie II.1 ne permet pas de reproduire
des effets de distorsions de champs diis aux variations d’indices optiques linéaires, un nouveau
type de simulations numériques a été mis en place en utilisant un modele FDTD (de I'anglais
(Finite-difference time-domain). Ce modele sera décrit dans une premiere sous-partie, puis nous
présenterons la forme du volume focal du faisceau d’excitation au niveau d’une interface verti-
cale et les résultats d’'intensité PTHG résultant de la propagation du faisceau d’excitation sur
Iinterface sur un matériau avec les propriétés optiques du quartz. Ces simulations numériques
ont été implémentées par Nicolas Olivier dans le but de disposer d'un formalisme permettant
d’expliquer les résultats exprimentaux sur des milieux modeles et des fibres myélinisées indivi-
duelles (cf. chapitre 4).
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2.3 Influence du désaccord d’indice linéaire sur la réponse PTHG issue d’une interface verticale

a) Description du modéle FDTD

Cette méthode repose sur la résolution numérique des équations de Maxwell sur un espace dis-
crétisé : a partir d’une condition initiale E(x,y, z,t = 0) le champ électromagnétique E(z,y, z,t)
est calculé sur des points régulierement espacés (typiquement de l'ordre de quelques dizaines de
nanometres) de fagon séquentielle pour chaque pas de temps (d’ott le nom : time-domain). Pour
résoudre le systeme entre deux pas temporels, les champs a I'instant ¢ sont calculés a partir
des champs calculés aux instants précédents a 1’aide d'un calcul matriciel : dans le systeme
d’équations, les dérivées spatiales et temporelles sont remplacées a ’aide de séries de Taylor en
des termes ne dépendant plus que du champ discrétisé calculé précédemment. Par exemple, la
dérivée de E(z,y, z,t) selon t s’écrira :

E(z,y,z,t) E(z,y,2z,t, 1) — E(z,y,2,t,_2)
— 2.23
ot dt ( )

t=tn

Le schéma numérique utilisé pour les ondes électromagnétiques est appelé « schéma de Yee » ,
du nom de la personne ayant publié ce schéma [136]. Il repose sur la résolution alternée des
champs électriques et magnétiques sur deux mailles cubiques décalées d’une demi-maille, comme
illustré sur la figure 4.19, et permet une convergence numérique robuste.

FIGURE 2.19 — Visualisation du volume focal avec le modéle FDTD.

Par comparaison avec la méthode de calcul semi-analytique basée sur les fonctions de Green, la
méthode FDTD présente I’avantage considérable de prendre en compte simultanément des effets
lindaires (changement d’indices) et non-linéaires (changement de x®). Cependant elle améne
2 principales complications : tout d’abord le colit numérique de la méthode est tres lourd, ce
qui nécessite de nombreuses heures de calcul et des volumes de simulation réduits, et d’autre
part elle introduit des probléemes de convergence numérique non-triviaux au vu du nombre de
parametres du systeme. Afin de limiter 'influence de ces problemes numériques, nous avons
utilisé un logiciel commercial (Lumerical FDTD) qui possede une interface graphique relative-
ment simple d’utilisation, un maillage automatisé ainsi qu'un controle facile des conditions aux
limites. Cette implémentation présente néanmoins un défaut important : elle ne permet pas
pour le moment de prendre en compte les termes non-diagonaux du tenseur non-linéaire. Pour
les polarisations selon les axes x ou y cela ne pose pas un énorme probléme vu que les termes
croisés sont faibles par rapport aux termes diagonaux mais cela empéche I'utilisation d’autres
polarisations et peut dans certaines géométries introduire des artefacts.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

b) Aspect du volume focal du faisceau d’excitation sur une interface verticale

Avant de présenter les résultats numériques d’intensité PTHG provenant d’une interface ver-
ticale, nous proposons de commencer par visualiser les distorsions subies par le volume focal
d’excitation sur une interface verticale entre deux milieux isotropes. Pour cela, nous allons
comparer les composantes de l'intensité THG générées sur deux géométries, I'une est un milieu
homogene (eau) et 'autre est une interface verticale (eau/quartz) - décrites plus en détail dans
I'encart 2.13.

Encart 2.12 - Géométries considérées pour décrire l’aspect du volume focal

Pour décrire I'aspect du volume focal d’excitation pour une ouverture numérique considérée est
égale a 0.95, nous avons considéré deux géométries :

- un matériau décrit par 'indice optique de 'eau (n; = 1.33) et une réponse THG constante
xo €R

- deux matériaux de géométrie cubique accolés, I'un est possede 'indice du quartz (ny = 1.45)
et I'autre est décrit par un indice semblable a 1’eau. Les réponses THG de ces deux matériaux
sont décrites par Xé?’) € R. Au-dessus du matériau est placé une couche de matériau avec les

propriétés de I'eau de 1.5 um d’épaisseur.

La figure 2.20 présente les trois composantes des intensités d’excitation associées a deux pola-
risations d’excitation orthogonales au vecteur de propagation de ’onde, I'une perpendiculaire
(I.(w)) et l'autre parallele (I;(w)) a I'interface, ainsi que les trois composantes de la diffé-

rence des polarisations induites d’ordre 3 AﬁNL(Bw) = ﬁNL’L(Sw) — ﬁNL7‘|(3w) ou Py, =

E(w) ‘Eﬂ(w)’2 La figure 2.20.a décrit les profils d’intensités I, (w), I)(w) et APy (3w) dans
de l'eau, et la figure 2.20.b décrit ces profils sur une interface verticale entre de l'eau et du
quartz a 6.5 um de profondeur sous la surface horizontale. Dans 1’eau, on retrouve ici l'aspect
des composantes du champ d’excitation calculées avec le modele semi-analytique, avec un lobe
pour la composante principale, un quadrant pour la composante perpendiculaire a 1’orientation
principale de la polarisation, et deux lobes pour la composante axiale. En revanche, on observe
que les composantes de l'intensité THG et de la polarisation induite sont fortement modifiées
par la présence de 'interface verticale.

La figure 2.21 présente les projections de la composante de l'intensité I, (w) du champ d’excita-
tion dans les plans (zy), (zz) et (yz). On remarque une forte asymétrie du volume focal focalisé
sur une interface verticale (b), en comparaison avec le milieu isotrope (eau, a).
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a. Dans I’eau b. Sur une interface quartz / eau

l(w) ly(w) APy, (3w) l(w) l(w) APy, (3w)

max y(w) x1 MaXAPNL(3w)

. .

FIGURE 2.20 — Aspect du volume focal du faisceau d’excitation sur une interface verticale.

a. Dans I’eau b. Sur une interface quartz / eau

Pu(w) y(w) APy (3w) Po(w) Vy(w) APy (3w)
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FIGURE 2.21 — Aspect du volume focal du faisceau d’excitation sur une interface verticale.

(xy)

(vz)

c) Résultats des simulations FDTD sur des interfaces verticales

Dans ce paragraphe, nous nous intéressons plus précisément a la réponse PTHG calculée nu-
mériquement au voisinage d’interfaces verticales dans les conditions décrites dans I'encart 2.13.
Les profils d’intensité THG ont été calculés lorsque le volume focal du faisceau d’excitation
traverse l'interface, a la fois pour une polarisation d’excitation orthogonale (L) et parallele a
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I'interface (||) qui correspondent aux intensités THG extrémales. Ces profils ont été moyennés
respectivement sur 2 um et 4 um suivant ’axe orthogonal a I'interface pour reproduire 'opéra-
tion de traitement des données expérimentales ou I’on moyenne le signal THG sur un domaine
de quelques microns de largeur. Le profil de modulation PTHG associé a ensuite été déduit des
deux profils (7779, I7H%) en utilisant la relationisgn([ff{fm —1 fl”rffw)} (]ZLZG - IgﬁG) JITHG,
La méme simulation a été reproduite dans 5 conditions ou le matériau 2 présente des propriétés
optiques (ny et Xég)) similaires a celles des expériences. Les résultats sont présentés sur la figure

2.22 et décrits ci-dessous.

Encart 2.13 - Géométrie considérée dans les simulations FDTD
Pour étudier numériquement 1'effet du désaccord d’indice linéaire sur la réponse PTHG au
voisinage d'une interface verticale, nous avons considéré la géométrie d’une interface verticale

entre un bloc dont les propriétés optiques sont semblables a celles du quartz (n; = 1.45 et

XEB) = 2.000) et un bloc dont les propriétés optiques (ng et ng)) sont décrites ci-dessous :
Liquides N9 fraction N2 ng)
Aeze = D89.3 nm Aeze = 1100 nm
1 1.3335 1.0000 1.3234 1.680
2 1.3800 0.7402 1.3675 2.283
3 1.4192 0.5240 1.4042 2.784
4 1.4697 0.2454 1.4515 3.431
5 1.5142 0.0000 1.4932 4.0000

Au-dessus du matériau est placé une couche de matériau avec les propriétés de I'eau de 0.5 pum

d’épaisseur. Les mesures sont réalisées a 6 um de profondeur.

Similairement aux résultats expérimentaux, les simulations numériques confirment que la valeur
de modulation PTHG augmente lorsque la différence d’indice linéaire no, — ny entre les deux
matériaux augmente et confirment l'inversion de la polarisation qui maximise l'intensité THG
lorsque le signe du désaccord d’indice s’inverse. Ces valeurs de modulation obtenues numéri-
quement (courbes bleues sur la figure quasi-quantitatif avec les valeurs expérimentales (courbe
rouge) sur la plage d’'indices ny = [1.34 — 1.49]. En revanche, la modulation PTHG calculée
pour ny = 1.32 donne une valeur inattendue qui nécessitera un ajustement des parametres de la
simulation numérique en vue d’obtenir un accord quantitatif entre les résultats expérimentaux
et numériques.
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FIGURE 2.22 — Evolution de la modulation PTHG sur une interface verticale de quartz en
fonction de I'indice du milieu extérieur.

d) Discussion sur les résultats des simulations présentés

Les simulations réalisées ont permis de décrire pour la premiere fois dans le contexte de la
microscopie non-linéaire cohérente les distorsions subies par le volume focal a la propagation
sur une interface verticale entre deux matériaux d’indices linéaires différents. Nous avons ainsi
pu mettre en évidence que les trois composantes du champ d’excitation subissent de fortes
distorsions qui contribuent a ’anisotropie de la polarisation non-linéaire induite sur
Pinterface.

En résumé, la modulation PTHG observée entre des milieux isotropes possede 3 origines :

(i) Pabsence de symétrie cylindrique du champ d’excitation autour de ’axe z (cf.
figure 2.20.a)

(ii) Pabsence de symétrie cylindrique de la polarisation induite au niveau d’une
interface verticale entre des milieux avec des y(® différents avec l'orientation de la
polarisation d’excitation (cf. simulations avec les fonctions de Green, thése de Nicolas Olivier)
(iii) Pabsence de symétrie cylindrique du champ d’excitation induite par la présence
d’une interface verticale entre des milieux avec des n différents selon 'orientation de
la polarisation d’excitation (cf. figure 2.20.b)

Les amplitudes de modulation PTHG évaluées numériquement sur des interfaces verticales entre
deux milieux d’indices différents présentent un accord quantitatif avec les expériences. Ces ré-
sultats valident ’approche de modélisation FDTD qui est la seule a reproduire les observations.
Une perspective est donc d’utiliser ces simulations pour étudier numériquement et de maniere
systématique I'effet combiné de la géométrie et des désaccords d’indices des structures, a la fois
pour la microscopie THG et pour d’autres contrastes non-linéaires.
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2.3.3 Conclusion : Comparaison entre les résultats expérimentaux
et numériques

Jusqu’ici, la plupart des simulations du signal THG ont simplifié le probleme complexe de la
génération du signal THG en découplant les effets tensoriels et d’indices linéaires sur des géo-
métries simples ot le volume focal est positionné sur I'interface entre deux matériaux isotropes
homogenes avec un méme indice linéaire n et des susceptibilités non-linéaires ) distincts [130],
[133]. Cependant une grande majorité des interfaces séparent des milieux d’indices différents,
et le fort signal THG qui provient des interfaces eau-huile présente un fort désaccord d’indice.
De maniere expérimentale et numérique, nous avons montré I'importance des effets de désaccord
des indices optiques linéaires des matériaux sur le signal PTHG mesuré sur l'interface verticale.
En particulier, une forte composante de la modulation PTHG est d’autant plus grande que
le désaccord d’indices entre les matériaux est élevé. La concordance entre les résultats expé-
rimentaux et numériques réalisés dans des conditions similaires valide le modele utilisé. Les
simulations numériques ont montré que le volume focal est fortement affecté par la traversée
d’une interface verticale.

Ce travail met en évidence la nécessité de prendre en compte ces effets dans les simulations qui
visent a décrire la réponse THG a une polarisation d’excitation linéaire.

Plus fondamentalement, le contraste en microscopie THG a parfois été décrit comme une ima-
gerie « passe-haut » , mettant en avant les fortes variations spatiales des propriétés optiques
comme sur les interfaces et les hétérogénéités. On peut aujourd’hui généraliser que ce contraste
revet aussi le role de « détecteur d’aberrations » ou de micro-distorsions du volume focal.

2.4 Caractérisation de l'ordre lipidique dans des struc-
tures organisées

Apres avoir réévalué la contribution des désaccords d’indices sur la réponse THG polarimétrique
sur des interfaces verticales (lipide/eau) pour un faisceau focalisé par un objectif d’ouverture
numérique NA = 1.05, nous avons cherché a déterminer la contribution de ordre lipidique
sur la modulation PTHG.

2.4.1 Résultats expérimentaux sur des vésicules lipidiques multila-
mellaires

Pour estimer cette seconde contribution, nous avons réalisé des acquisitions PTHG dans le plan
équatorial de vésicules multilamellaires (MLVs) préparées suivant le protocole détaillé dans ’en-
cart 2.14.

La modulation PTHG sur les MLVs a été estimée par moyennage des valeurs de modulation sur
deux domaines situés sur l'interface verticale, I'un sur 'interface du haut de I'image, et I'autre
sur la droite. Nous avons obtenu une modulation moyenne de 72+3 % (N = 5) qui dépasse celle
sur les interfaces des gouttelettes d’huile dans de ’eau. Cette différence de modulation PTHG
montre que la capacité a détecter 'ordre lipidique dans des structures organisées est
confirmée malgré la réévaluation de la modulation artefactuelle sur des structures isotropes.

Nous avons ensuite essayé de modifier I'indice du milieu environnant des MLVs en diluant la
solution contenant les MLVs avec des concentrations de TDE variables mais les MLVs présentent

76
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Encart 2.1/ - Protocole de synthése des MLVs

Les vésicules lipidiques multilamellaires ont été synthétisés a partir du protocole suivant adapté
de la méthode par hydratation des couches lipidiques décrite par Bangham [137]. Un volume
de 200 puL d’une solution de DMPC (1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine)( Avanti
Polar Lipids, AL, USA de concentration 25 mg/mL a été versée dans un ballon de 10 mL,
puis distillé pendant une heure avec un évaporateur rotatif. Immédiatement apres, le ballon
a été placé sous vide sous un dessicateur a vide ou il a été laissé pendant une nuit pour
enlever le solvant de chloroforme dans sa totalité. Le film lipidique ainsi formé sur les parois
du ballon a ensuite été hydraté en ajoutant 2 mL d’une solution tampon d’'Hepes a 15 mM
(pH = 7.4 atteinte par dilution d’une solution mere (1 M, pH = 7.0 — 7.6 H 0887 Sigma-
Aldrich, Missouri, USA avec de 'eau distillée et placée dans un bain d’eau a 38° pendant une
heure. Une agitation douce du ballon décolle les bicouches de lipides des parois pour former
les MLVs. Une gouttelette de cette solution est déposée entre une lame de verre et une lamelle
pour I'imagerie. Les acquisitions sont ici réalisées a la température environnante 20° (inférieure

a la température de transition de phase des lipides).

a. b.
F 3
N=5 N=5
0.8
g
Objectif n 06 ——
Olympus g I
5
S 04
T
2 ( (r
| o 0.2 ‘F
s ea
n=133 0 . . >
n=1.47 >
Gouttelette MLVs
d’huile

F1GURE 2.23 — Contribution de l'ordre lipidique sur la modulation PTHG. a. Dispositif expéri-

mental. b. Comparaison des amplitudes de modulation PTHG sur l'interface d'une gouttelette
d’huile et d'une MLVs.

des défaut structurels visibles sur les images THG avec du signal émergeant des interfaces

internes. On peut imputer ces défauts structurels a des perturbations dans les forces de surface
des MLVs.
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Chapitre 2. Microscopie THG résolue en polarisation

2.4.2 Estimation de la contribution de ’ordre lipidique

Compte tenu du fait que le signal PTHG issu de 'interface verticale de gouttelettes lipidiques
isotropes et des MLVs suit la méme dépendance A + B - cos?(¢ — ¢p) avec un maximum pour
une modulation PTHG évaluée sur 'interface dans un milieu aqueux (57 £ 6 %), on peut en
déduire 'amplitude de la modulation PTHG induite par 'ordre lipidique :

Mordre moléculaire — MMLVS - Mgouttelette lipidique (224)

OH trouve Mordre moléculaire == 15 %

2.4.3 Conclusion

Nous avons retrouvé une amplitude de modulation PTHG (72 £ 3 %) sur U'interface des MLVs
proche de celle estimée par Zimmerley et al. (73+7.5 %). En comparant cette modulation avec
la modulation artefactuelle sur des gouttelettes d’huile (modéle isotrope) estimée a 57 + 6 %,
cette surmodulation - bien qu’elle soit plus faible qu’escomptée - contient bien une informa-
tion sur ’ordre lipidique.

Dans la pratique, des que la modulation PTHG mesurée sur une interface verticale entre un
milieu lipidique et un milieu environnant aqueux dépasse le seuil de 60 %, elle rend compte de
I’anisotropie du matériau.

2.5 Effets d’interfaces

Dans cette partie, nous décrivons des effets qui affectent le signal THG et potentiel-
lement les autres signaux multiphotons au voisinage d’interfaces verticales, et qui
n’ont pas encore fait 'objet d’études systématiques dans la littérature.

2.5.1 Dédoublements d’interfaces

Un dédoublement du pic THG a été observé expérimentalement et numériquement au ni-
veau d’interfaces verticales entre des matériaux avec des indices linéaires tres différents lorsque
le faisceau d’excitation se propage sur quelques microns le long de l'interface (cf. figure 2.24).
En effet, sur une interface verticale entre un bloc de quartz et de I’eau, on observe que le signal
THG principal s’écarte de l'interface et qu'un signal THG plus faible apparait vers 'intérieur
du quartz (cf. figure 2.24.a). La carte de modulation PTHG transverse calculée a partir des
acquisitions polarimétriques indique que la modulation atteint des valeurs élevées et varie en
fonction de la profondeur sur ces deux domaines. De plus, la polarisation d’excitation qui maxi-
mise les signaux THG observés sur U'interface est orthogonale a l'interface (de couleur cyan sur
la carte angulaire).

De maniére similaire, la simulation numérique réalisée dans des conditions identiques aux ex-
périences fait apparaitre ce méme dédoublement du pic THG (cf. figure 2.24.b). Le profil THG
selon 'axe x présenté ici correspond a un faisceau d’excitation focalisé a 6 um sous la surface
horizontale supérieure. On peut également remarquer que la modulation PTHG présente des
valeurs distinctes sur les deux pics.

Un aspect important qui doit attirer notre attention est que les maxima des signaux ne sont
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plus situés précisément au niveau de 'interface (cf. figure 2.24.b), ce qui induit un biais dans
la localisation de I'interface a partir du contraste THG.

Objective
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quartz Liquide d’indice
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FIGURE 2.24 — Dédoublement du signal THG sur une interface verticale quartz/eau. a. Schéma
du dispositif expérimental. Cartes (xz) du signal THG, du masque utilisé, de la modulation
PTHG et de I'angle ¢¢. b. Profil du signal THG calculé numériquement lorsque le volume focal
traverse 'interface verticale le long de I'axe (x) & 6 um de profondeur sous I'interface horizontale
supérieure.
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2.5.2 Localisation des signaux THG et 2PEF au voisinage d’une
interface verticale

De méme que les désaccords d’indices linéaires affectent le signal THG au niveau d’interfaces
verticales, I’ensemble des signaux multiphotons sont potentiellement affectés par des effets si-
milaires. De récentes expériences d’acquisitions séquentielles des signaux THG et 2PEF sur une
interface verticale entre du quartz et de 'eau avec un colorant (fluorescéine) montrent en effet
que le signal 2PEF détecté s’éloigne de l'interface verticale lorsque le faisceau d’excitation se
propage sur plusieurs dizaines de microns.

De nouvelles mesures systématiques confrontées a des simulations numériques modélisant des
signaux non-linéaires (THG, 2PEF, CARS notamment) permettront d’estimer les erreurs d’es-
timation dans la localisation des interfaces.

2.6 Résumé du chapitre 2

Dans ce chapitre 2, nous avons présenté plusieurs résultats importants pour la microscopie THG
résolue en polarisation :
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- un formalisme analytique généralisé qui décrit la réponse THG résolue en polarisation
dans le volume et sur les interfaces de matériaux biologiques anisotropes

- une caractérisation expérimentale et numérique (avec une nouvelle approche de simulations
par différences finies) de 'influence du désaccord d’indice linéaire sur le signal PTHG
émergeant d’interfaces verticales entre des milieux isotropes. Cette étude a permis de
mettre en évidence un type d’artefact largement ignoré dans la littérature sur la microscopie
non-linéaire polarisée : le volume focal subit de fortes distorsions au voisinage d’une inter-
face verticale entre des milieux d’indices optiques différents. Ces distorsions sont a ’origine
d’une modulation artefactuelle de la réponse PTHG.

- une évaluation expérimentale de la contribution de 1’ordre moléculaire sur la modula-
tion de la réponse PTHG observée au niveau d’'une interface verticale d’'un milieu anisotrope.
Les deux derniers points de cette étude visent a faire une interprétation quantitative des
données PTHG en tenant compte de la géométrie.

Parmi les perspectives de cette étude, une série d’expériences en contraste THG polarimétrique
sur des biominéraux (calculs rénaux, otolithes, etc.) prochainement achevées vont tirer profit
du formalisme présenté pour identifier la nature/ l'orientation des biocristaux.

De nouvelles simulations permettront d’évaluer le signal PTHG sur différentes géomeétries
d’échantillons isotropes. Pour simuler ’anisotropie des milieux, il faudrait implémenter des
tenseurs non-diagonaux dans les propriétés des matériaux, ce qui n’est pas possible avec le
logiciel de simulations actuellement utilisé.

L’ajout éventuel d'un systéme d’imagerie par réflectance confocale (sensible uniquement
aux effets d’indices linéaires) sur le microscope THG permettrait de découpler les effets d’in-
dices linéaires et de susceptibilité non-linéaire x(%.
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Microscopie THG polarimétrique
rapide pour I'imagerie in vivo
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Nous avons vu dans le chapitre précédent que la dépendance du signal THG avec la polarisation
d’excitation permet d’extraire efficacement 'ordre moléculaire et I'anisotropie de maté-
riaux organisés. Du fait de la résolution temporelle limitée des dispositifs PTHG classiques,
la microscopie PTHG a été utilisée jusqu’ici pour I'imagerie d’échantillons inorganiques
immobiles en science des matériaux (cristaux liquides nématiques [126]) et d’échantillons
biologiques faiblement dynamiques (spicules larvaires d’oursins [128], vésicules multila-
mellaires a température ambiante [133], chromoplastes de carottes oranges [138], vésicules lipi-
diques dans des cellules de mammiferes [139)]).

Cependant, les structures biologiques imagées dans leur environnement physiologique présentent
fréquemment un caractere fortement dynamique caractérisé par un déplacement, une défor-
mation et /ou un changement structurel de 'ordre moléculaire & une échelle temporelle inférieure
a la seconde. Compte tenu de la résolution temporelle du dispositif d’'imagerie PTHG actuel -
limitée a quelques secondes - I'imagerie de ces échantillons en contraste PTHG induit nécessai-
rement des artefacts de mouvement qui compromettent I’extraction de leurs caractéristiques
structurelles.

Pour étre capable d’extraire des propriétés d’anisotropie, d’ordre et d’orientation moléculaires
sur ces échantillons biologiques dynamiques avec une précision submicrométrique en s’affran-
chissant des artefacts de mouvement, il est impératif de disposer d’un dispositif dont la ré-
solution temporelle est inférieure a la dynamique des échantillons. La nouvelle modalité de
contraste THG polarimétrique rapide que nous avons développée permet de gagner deux
ordres de grandeur sur la résolution temporelle par rapport au systéme précédent pour atteindre
une résolution de l'ordre de la dizaine de millisecondes a 1’échelle d’un pixel. Elle repose sur
la combinaison d'un dispositif de commutation rapide de la polarisation d’excitation
réalisée avec un modulateur électro-optique (EOM) et d’'un nouveau mode d’acquisition
des images ot la polarisation est commutée entre chaque balayage sur les lignes. La résolution
temporelle correspond donc ici a 'intervalle de temps qui s’écoule entre I'acquisition du signal
pour une premiere et une derniere polarisation sur un méme pixel. Cette modalité ouvre ainsi
un nouveau champ d’applications pour I'imagerie PTHG in vivo sur des échantillons biologiques.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons spécifiquement a deux types de structures biolo-
giques dont les dynamiques de déformation rendent difficiles leur caractérisation : d’une part,
des particules précurseurs des otolithes qui se déplacent dans la cavité de 1'oreille interne des
poissons-zeébres avec une vitesse entre 1 et 50 um/s [140], et d’autre part, des vésicules lipi-
diques multilamellaires (MLVs) qui se déforment dans des intervalles de temps inférieurs a la
seconde lorsqu’elles sont soumises a une transition de phase induite par un échauffement.

Dans un premier temps, nous allons exposer les raisons qui nous ont conduits a mettre en ceuvre
cette stratégie et la maniere dont elle se positionne par rapport aux autres approches décrites
dans la littérature. Ensuite, nous décrivons précisément les étapes successives de 'implémen-
tation de la configuration optique intégrant un modulateur électro-optique pour controler la
commutation rapide entre des états de polarisation incidents linéaires. Enfin, nous
présentons le principe de fonctionnement du nouveau systéme d’acquisition XPY et la
calibration du mode d’imagerie rapide PTHG (commutation entre des états linéaires) et
celle d'un second mode C-L-THG (commutation entre des états linéaires et circulaires) obtenu
sans peine a partir du premier mode.
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Dans un second temps, nous présentons deux catégories d’applications qui tirent pleinement
profit du développement technique de cette nouvelle modalité d’imagerie PTHG rapide. La
premiere consiste a détecter 1’ordre moléculaire sur des structures biologiques dyna-
miques. A cet effet, nous avons mis au point une nouvelle méthodologie pour extraire
Pordre moléculaire - qui repose sur le calcul des coefficients de Fourier en chaque pixel de
I'image en intensité THG résolue en polarisation. Cette application a été illustrée par la mesure
de la désorganisation moléculaire sur des structures lipidiques induite par une transition de
phase, puis par la détection de la nature cristalline des particules d’otolithe qui flottent dans
I'oreille interne de I'embryon de poisson-zebre.

La seconde catégorie d’applications vise a détecter des microstructures biréfringentes
dans des échantillons biologiques dynamiques. Nous avons caractérisé la sensibilité de
notre systeme sur des échantillons modeles présentant des degrés divers d’anisotropie (goutte-
lettes d’huile, otolithe, MLVs), puis nous avons montré la capacité de notre systeme a détecter
in vivo des vésicules biréfringentes dans les cellules intestinales du ver c-elegans.

3.1 Choix du dispositif d’imagerie PTHG rapide

Avant de discuter du choix du dispositif que nous avons développé pour améliorer la résolution
temporelle de la microscopie THG polarimétrique, nous proposons un bref état de l'art des
dispositifs décrits dans la littérature pour commuter la polarisation en microscopie multipho-
tonique, et notamment pour la microscopie par génération de seconde harmonique.

3.1.1 Etat de I’art des dispositifs de commutation de la polarisation
utilisés en microscopie multiphotonique

De nombreuses approches ont été présentées pour commuter la polarisation, depuis le systeme
classique de rotation d’une lame demi-onde jusqu’a des systémes innovants qui utilisent des
modulateurs a cristaux liquides ou des modulateurs électro-optiques pour améliorer la résolu-
tion temporelle des acquisitions polarimétriques dans le but d’imager des tissus in vivo.

- Dispositif d’imagerie PTHG classique « lente »

Le dispositif d’imagerie PTHG classique - similaire & celui rapporté dans [74] - est celui qui a
été utilisé jusqu’a présent pour réaliser des acquisitions PTHG. Il repose sur la combinaison
d’une rotation des états de polarisation réalisée grace a une lame demi-onde montée sur un
systeme de rotation mécanique inséré au niveau de la pupille avant de 'objectif, avec un mode
d’acquisition XYP - ou une image est acquise pour chaque orientation de la polarisation d’ex-
citation. La résolution temporelle d'une acquisition PTHG dépend ici de la durée d’acquisition
des images (de l'ordre d’une centaine de millisecondes dans des conditions standards) et de
la durée de commutation de la polarisation réalisée par les moteurs (de 'ordre de quelques
dizaines de milliseconde en incluant un temps de commande, un temps de rotation et un temps
de stabilisation). Une acquisition PTHG typique réalisée avec ce dispositif dure plusieurs se-
condes pendant lesquelles I’échantillon peut bouger ou se déformer. Il faut également considérer
le bruit mécanique introduit par les moteurs dans le microscope qui peut venir perturber les
acquisitions.
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- Intégration d’un modulateur optique a cristaux liquides

Lien et al. [141] ont montré que l'utilisation d’un modulateur optique a cristaux liquides suivi
d’une lame quart-d’onde est adéquate pour controler précisément ’angle de la polarisation
d’excitation pour la microscopie PSHG. Ce dispositif permet de faire tourner plus rapidement
(environ 30 ms pour un pas de 10°) et plus précisément la polarisation qu'un contréle manuel
ou motorisé de la polarisation grace a son controle en tension. L’ajout d'une seconde quart-
d’onde permet également d’obtenir des états de polarisation circulaires gauche et droite, ce qui
n’est pas possible avec une lame demi-onde unique.

- Utilisation d’un modulateur électro-optique

Pour améliorer la résolution temporelle des acquisitions résolues en polarisation, Stoller et al.
[142] ont proposé en 2002 un nouveau dispositif d’imagerie PSHG innovant qui permet de tour-
ner continiment et rapidement la direction de la polarisation incidente grace a la combinaison
d’'un EOM dont la tension est modulée & haute fréquence (4 kHz) et d'une lame quart-d’onde
statique. Les deux premieres harmoniques du signal SHG modulé a la fréquence de 'EOM -
enregistrées via deux systemes de détection synchrones - permettent ensuite de remonter aux
propriétés optiques des matériaux.

On peut noter que le temps de réponse des EOM - de l'ordre de la microseconde a la dizaine
de microsecondes - est bien plus rapide que celui des deux dispositifs de commutation de la
polarisation précédents. De plus, contrairement aux modulateurs a cristaux liquides qui néces-
sitent une calibration de I'angle de rotation avec la tension appliquée, la réponse de 'EOM est
linéaire avec la tension appliquée.

Un systeme similaire a également été implémenté pour les imageries CARS et SRS résolues en
polarisation par 1’équipe de S. Brasselet [143]. Ce dispositif combine un modulateur électro-
optique et un modulateur acousto-optique qui viennent moduler - respectivement - la polarisa-
tion et 'intensité du faisceau de pompe pour sonder les propriétés d’ordre et d’orientation de
molécules spécifiques dans des structures qui se déforment a une échelle temporelle inférieure
a la seconde. La résolution temporelle sur chaque pixel rapportée est ici de 50 us.

DeWalt et al. ont présenté le systeme d’ellipsométrie NOSE (de 'anglais Nonlinear Optical
Stokes Ellipsometry) pour la microscopie SHG qui permet de retrouver les observables dé-
pendantes de la polarisation sur des structures cristallines a une cadence vidéo (résolution
temporelle de 150 ns sur chaque pixel) grace a une modulation de la polarisation a 8 M H z
réalisée avec un EOM, un balayage rapide et une détection par numérisation synchrone. [144]

Une autre variante de ce dispositif a été proposée par Tanaka et al. pour s’adapter a une dé-
tection par comptage de photons. Leur systeme commute d'un état de polarisation horizontale
a un état vertical sur chaque pixel grace a un modulateur électro-optique pour accéder a une
résolution temporelle de 122 pus sur chaque pixel. [145]

- Combinaison de deux modulateurs électro-optiques indépendants

Une nouvelle méthode de controle rapide de la polarisation permettant de générer I’ensemble
des états de polarisation de la lumiére (linéaires, circulaires et elliptiques de n’importe quelle
ellipiticité et orientation) a été rapportée par Kaneshiro et al. [146]. Elle repose sur I'implé-
mentation de deux modulateurs électro-optiques successifs indépendants avec des orientations
différentes de leurs axes principaux. L’avantage d'un tel systeme est de générer tous les états
possibles de la polarisation et de compenser directement le retard de phase éventuellement in-
troduit par les éléments optiques, cependant il est davantage complexe, coliteux et nécessite un
espace suffisant pour étre installé.
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3.1.2 Discussion sur la stratégie a adopter
- Choix du dispositif de commutation

Pour obtenir une résolution temporelle sur chaque pixel qui soit de l'ordre de la dizaine de
millisecondes, il faut pouvoir commuter les états de polarisations a ’échelle de la dizaine de
microsecondes, ce qui est possible grace a 'implémentation d’'un modulateur électro-optique.
De plus, la configuration proposée par Stoller et al. [142] est adéquate pour commuter entre
des états de polarisation linéaires, sans toutefois introduire des facteurs de complexité inutiles
dans notre microscope.

- Choix du mode d’acquisition

Comme notre microscope actuel ne dispose pas d’un systeme d’acquisition rapide d’images avec
une détection synchrone mais d’une détection numérique avec des photomultiplicateurs a comp-
tage de photons, un temps élémentaire est nécessaire pour collecter I'intensité sur chaque pixel
pour une polarisation donnée. Nous avons donc cherché a adapter notre mode d’acquisition a
ce nouvel outil de commutation rapide de la polarisation.

Trois modes d’acquisitions sont possibles :

- (i) commutation de la polarisation entre la collection d’intensité sur un méme pixel (mode
d’acquisition PXY)

- (ii) commutation de la polarisation entre I'imagerie des lignes (mode d’acquisition XPY)

- (iii) commutation de la polarisation entre ’acquisition des images (mode d’acquisition XYP)

Dans le choix du mode d’acquisition, nous avons cherché a optimiser la résolution temporelle
(temps écoulé entre les mesures d’intensité THG sur un pixel pour la premiere polarisation et
pour la derniére polarisation) sans dégrader la durée totale de ’acquisition de la pile
d’images résolues en polarisation. Pour cela, nous avons estimé les durées de ces deux
grandeurs pour chacun des 3 modes. Nous avons également comparé ces temps avec ceux de
notre dispositif motorisé actuel qui fonctionne avec un mode d’acquisition XYP. A titre indi-
catif, le moteur de rotation actuel de la lame demi-onde a une vitesse de 55 tours par minute,
c’est-a-dire qu’il faut une dizaine de millisecondes pour faire tourner la lame demi-onde de 5°,
et donc la polarisation de 10°. Il faut ajouter a ce temps de commutation un temps de stabi-
lisation de I’asservissement - estimé a plusieurs dizaines de millisecondes supplémentaires - ce
qui totalise une durée d’environ 100 ms.

Nous présentons dans les tableaux suivants les temps caractéristiques calculés pour deux acqui-
sitions typiques ou la durée d’acquisition par pixel pour une polarisation donnée est de 10 us
(fréquence de balayage de 100 kH z nécessaire pour obtenir un SNR convenable sur les images
THG). Le premier cas correspond & une acquisition de 25 x 50 pixels réalisée pour 4 polarisa-
tions, et le second a une acquisition sur 100 x 100 pixels avec 18 polarisations. Le temps de
retour a la ligne estimé correspond a la moitié du temps de balayage d'une ligne acquise sans
commutation de la polarisation. La durée de commutation de la polarisation avec 'EOM a été
évaluée a 10 ps.
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Modes Résolution temporelle (ms) | Durée de I'acquisition (s)
mode XYP + lame d’onde motorisée 195 0.2
mode XYP + EOM 56 0.1
mode XPY + EOM 1.12 0.1
mode PXY + EOM 0.08 0.1

TABLE 3.1 — Résolutions temporelles et durées totales d’acquisitions PTHG réalisées pour 4
polarisations incidentes différentes et 25 x 50 pixels en utilisant le mode lent actuel ou un des 3
modes avec une commutation rapide de la polarisation entre les pixels (PXY), entre les lignes
(XPY) ou entre les images (XYP).

Modes Résolution temporelle (ms) | Durée de I'acquisition (s)
mode XYP + lame d’onde motorisée 3385 3.4
mode XYP + EOM 2550 2.7
mode XPY + EOM 25.5 2.7
mode PXY + EOM 0.38 4.0

TABLE 3.2 — Résolutions temporelles et durées totales d’acquisitions PTHG réalisées pour 18
polarisations incidentes différentes et 100 x 100 pixels.

Une comparaison rapide des durées obtenues avec les différents dispositifs montre que la réso-
lution temporelle est améliorée de plusieurs ordres de grandeur pour les modes PXY et XPY
associés a une commutation rapide de la polarisation (EOM) par rapport au dispositif précédent
qui combine un mode XYP avec un systéme de commutation lent (lame d’onde motorisée). Le
mode PXY permet notamment de gagner un facteur 1000 et le mode XPY gagne un facteur
100 sur la résolution temporelle. On peut noter que la durée totale des acquisitions obtenue
pour les dispositifs & commutation lente et rapide est quasiment identique. Dans le but de
minimiser les effets importants d’absorption par le tissu induits par un éclairement continu sur
un méme domaine de ’échantillon, nous avons préféré 'implémentation du mode XPY au
mode PXY, ce qui nous permet d’atteindre une résolution temporelle de I'ordre de la dizaine
de millisecondes.

En définitive, nous avons choisi de combiner le dispositif optique de commutation rapide de la
polarisation réalisée avec un EOM et une lame quart-onde avec un mode d’acquisition
XPY ou la polarisation est commutée entre le balayage des lignes pour obtenir une résolution
temporelle de la dizaine de millisecondes a 1’échelle du pixel. C’est également ce dispositif qui
a été implémenté dans notre laboratoire pour la microscopie PSHG rapide par G. Ducourthial
et M-C Schanne-Klein pour venir sonder la redistribution des fibres de collagéne sur des tissus
de peau de souris soumises a un étirement mécanique. [147]

87



Chapitre 3. Microscopie THG polarimétrique rapide pour I'imagerie in vivo

3.2 Intégration d’un systeme de commutation rapide de
la polarisation dans le microscope

Nous présentons dans cette seconde partie I'intégration du dispositif de commutation
rapide de la polarisation dans notre microscope. Apres avoir présenté des éléments de
compréhension généraux sur la configuration des optiques dans ce dispositif, nous
détaillons les étapes de la mise en place du dispositif, puis les stratégies mises en ocuvre
pour optimiser la pureté des états de polarisation linéaires au niveau de la pupille avant
de 'objectif qui se trouvent fortement déformés a la traversée des élements optiques du systeme.

3.2.1 Principe de génération d’états de polarisation linéaires de plu-
sieurs orientations

Nous proposons dans les paragraphes suivants quelques éléments informatifs pour comprendre
le principe de fonctionnement d'un EOM, puis la configuration optique dans laquelle
il a été implémenté, justifiée par une description mathématique et par une description
géométrique.

a) Principe de fonctionnement du modulateur électro-optique

Les modulateurs électro-optiques sont utilisés pour modifier les propriétés du faisceau de lu-
miere, telles que leur phase, leur amplitude ou leur polarisation. Le principe des EOM repose
sur I'application d’un champ électrique sur un cristal placé en leur centre pour en modifier ses
propriétés de biréfringence via I'introduction d'un déphasage contrdlé entre les indices de ses
axes principaux. A la propagation a travers ce cristal biréfringent, les deux composantes ortho-
gonales de la polarisation d’une onde lumineuse vont ainsi accumuler des retards différents. Un
contrdle rigoureux de 'amplitude du champ électrique appliqué sur le cristal, de 'orientation
des axes neutres du cristal et de l'orientation de la polarisation de 'onde lumineuse sont des
parametres clés pour ajuster les états de polarisation du faisceau a la sortie de 'EOM.

b) Configuration optique proposée par Stoller et al. pour commuter rapidement
entre des états de polarisation linéaires

Nous nous intéressons ici plus précisément aux orientations relatives entre les axes neutres des
optiques et la polarisation de la lumiére pour obtenir des états de polarisation linéaires d’orien-
tations variables. Le dispositif optique proposé par Stoller et al. repose sur I'association d’un
EOM positionné entre deux lames d’onde immobiles - une demi-onde (HWP1) et une quart-
d’onde (QWP1) dont les orientations sont décrites sur la figure 3.1.

La lame demi-onde permet d’orienter précisément la polarisation linéaire issue du faisceau laser
collimaté a 45° des axes neutres de 'EOM. De cette maniere, les projections de la polarisation
incidente sur chacun des deux axes neutres de 'EOM dans le plan xy sont d’amplitudes égales.
L’EOM qui fonctionne comme un déphaseur d’angle variable va ainsi introduire un déphasage
modulable entre les deux composantes de la polarisation incidente et générer des polarisations
linéaires (déphasage nul entre les deux composantes), des polarisations circulaires (déphasage
de 90°) et des états elliptiques intermédiaires selon la tension qui lui est appliquée.
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La lame quart d’onde - placée a la sortie de 'EOM et dont les axes sont orientés a 45° des axes
de 'EOM - corrige lellipticité des états de polarisation pour obtenir des états linéaires dont
I'orientation varie par rapport a 'orientation incidente selon la tension appliquée a 'EOM. Par
exemple, la polarisation linéaire incidente dont les composantes ne subissent pas de déphasage
de la part de 'EOM (tension nulle) ressort parallele a un des axes de la lame quart-d’onde
et n’est donc pas affectée (cf. ellipse de polarisation verte sur la figure 3.1). De méme, la
polarisation linéaire incidente rendue circulaire (tension associée a un déphasage de 90° entre
les axes neutres de 'EOM) ressort également linéaire apres la traversée de la lame quart-d’onde
(cf. ellipse de polarisation orange).

a. Tensions M/~
appliquées oy
% Y Amplificateur Y = Y
T 4 ¢}
Laser a
impulsions
ultra-
courtes X X X
Y Y Y
Orientation
des axes
opﬁques — X X —— X
b.
Aprés HWP1 Aprés 'EOM Aprés QWP1

FIGURE 3.1 — a. [llustration du dispositif expérimental utilisé par Stoller et al. [142] b. Graphes
des états de polarisation générés a la traversée des éléments optiques en fonction de la tension
appliquée a 'EOM.

c) Description mathématique de la commutation entre des polarisations linéaires

Pour mieux comprendre le choix des orientations relatives entre les axes neutres des optiques
et la polarisation de la lumiere, nous présentons ici les équations qui relient la tension appli-
quée au cristal et I’état de polarisation généré a la sortie du cristal en nous appuyant sur
I'ouvrage de référence [73]. Le cas considéré ici est semblable a notre dispositif avec un EOM
en configuration transverse doté d’'un cristal KDP (cristal uniaxe avec une maille qui possede
une symétrie hexagonale du groupe 42m).
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- Description des effets électro-optique dans ’EOM

Dans un premier temps, on s’intéresse ici a décrire le déphasage induit par ’EOM sur les
composantes orthogonales du champ électrique de I’onde incidente.

En configuration transverse, 'application d’une tension entre les électrodes crée un champ
électrique (selon une direction y') sur le cristal uniaxe (axe extraordinaire orienté selon y') de
I"EOM selon une direction orthogonale a la direction de propagation de l'onde (suivant z) (cf.
figure 3.2.a). En conséquent, les indices optiques propres du cristal sont modifiés au premier
ordre (effet Pockels) de la maniére suivante (pour une dérivation compleéte du calcul voir [73])
(cf. figure 3.2.b) :

Nygr = No — %ngrﬁgEy/

Ny = Ne (3.1)
1

n, = ny + En%ngy/

Le déphasage relatif introduit entre les composantes selon 2’ et ¢y’ du champ électrique de 'onde

incidente s’écrit a son tour :

2nL 2rL ngr63Ey/ 2rL
(p:@m/_goy’:(n:p’_ny’)T:(nO_ne) \ - 9 \

(3.2)

Le champ électrique appliqué entre les deux électrodes du cristal de largeur d s’exprime aussi :

E, = %
D’ou :
2r L TL%TGE]V 2rL TV
— (n, —n, B _ - 3.3
© = (n, — ne) 3 ¥ 3 ©o v (3:3)
avec g = (no - ne) % et V; = ngcrlﬁ

On voit ici que le déphasage introduit par 'EOM sur les composantes orthogonales de I'onde
lumineuse incidente varie linéairement avec la tension appliquée. De plus, on peut noter que la
valeur de V. - qui correspond & la tension nécessaire pour induire un changement de phase de
7 - dépend inversement de la longueur L du cristal qui est relativement grande, ce qui permet
de décrire ’ensemble des états de polarisation en appliquant a ’'EOM des tensions relativement
basses accessibles avec un amplificateur classique.

- Action du systéme optique sur la polarisation incidente

Dans un second temps, nous cherchons 1’équation qui relie le déphasage introduit par
PEOM sur la polarisation avec ’état de polarisation sortant. Pour modéliser I'action du
dispositif optique sur la polarisation incidente, le formalisme de Jones offre une description
vectorielle adéquate des états de polarisation (vecteurs de Jones) et de 'action de chaque com-
posant optique (matrices de Jones) sur la polarisation.

L’onde lumineuse - supposée monochromatique et plane - se propage suivant la direction z. On

considérera que sa polarisation est orientée suivant ’axe = a la sortie du laser. Son amplitude
peut donc étre représentée dans la base %, (z,vy, z) par le vecteur :

1
Jincident’@() X AO <0> (34)
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3.2 Intégration d’'un systeme de commutation rapide de la polarisation dans le microscope

a. Electrode b.

/_) X

ko

FIGURE 3.2 — a. Schéma illustratif de la propagation du faisceau lumineux a travers le cristal
d’'un EOM utilisé en configuration transverse. b. Modification de 1’ellipsoide des indices avec
I’application d’un champ électrique selon la direction y paralléle a I’axe extraordinaire du cristal.

On suppose qu’'un axe neutre de 'EOM forme un angle 6; avec 'axe x dans la base %, et
que la lame quart-d’onde a un axe neutre incliné a 6, de cet axe neutre de 'EOM auquel est
associé la base %#,. L’amplitude du champ sortant s’écrit dans la base %, associée a la lame
quart-d’onde comme un produit des matrices de Jones associées aux différents milieux optiques
et de matrices de changements de repéres entre les bases des éléments optiques :

Jsortcmt(za t) = J% ’,%Pg}llﬁggz JEOM|,%1P§;’§_>§51 Jincident|§}0 (35)

—i 0 cos(fa)  sin(fa)) (€5 0 cos(f1) sin(fy)) (1
Jsortant (2, 1) o< (0 1) (— sin(;z) cos(@i)) ( 0 e‘i§> (— sin(él) cos(011)> (0) (3.6)

£ co 91 COS(92) — e i% sin(91) Sin(%)]) (3.7)

i
Jsor an t E, { ie
tant(2,8) o< Bl ( €' cos(0;) sin(6y) + e 7% sin(6;) cos(f)

Notons que 'angle ¢ est le déphasage introduit par '’EOM sur le champ électrique du faisceau
lumineux. Pour que les polarisations sortantes soient linéaires pour n’importe quelle phase ¢
appliquée, il faut que les deux composantes de ce vecteur soient en phase. Une solution qui
satisfait cette condition est #; = —0y = T, ¢’est-a-dire que la polarisation arrive sur 'EOM avec
une incidence de 7 et que I'axe neutre de 1a lame quart-d’onde soit orientée a § des axes neutres
de PEOM. Dans ces conditions, la polarisation s’écrit dans la base %, (qui est également la
base %) comme :

cos(
—sin

Asortant(zat) X < 422)) (38)

On voit que la polarisation sortante est linéaire et que l'orientation de son grand axe dépend
linéairement du déphasage entre les axes neutres du cristal. Par conséquent, 'orientation de
la polarisation dépend linéairement de la tension appliquée sur le cristal de ’TEOM.

o6
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d) Description géométrique de la commutation entre des polarisations linéaires

Nous proposons dans ce paragraphe une description géométrique de l’effet du dispositif
optique sur la polarisation incidente. La sphere de Poincaré - qui est une représentation 3D
du vecteur de Stokes (décrite dans I'encadré 3.1) - est un outil extrémement intéressant pour
visualiser 'action opérée par chaque élément optique (décrit dans 'encadré 3.2) sur un état de
polarisation. Nous avons ainsi représenté sur la sphere de Poincaré 'effet des éléments optiques
de notre dispositif sur la polarisation incidente. (cf. figure 3.4)

La polarisation linéaire de la lumiere issue du laser est représentée sur I’équateur de la sphere
de Poincaré par le point A. L’axe neutre de la lame demi-onde HWP1 est orienté de sorte
que la lame transforme la polarisation linéaire incidente en une polarisation linéaire orientée
selon la direction x. Sur la sphere de Poincaré, cet effet est représenté par une rotation d’angle
180° autour de son axe rapide qui transforme le A en un point B - situé a I'intersection entre
I'équateur et I'axe S;. (cf. figure 3.4.a)

L’EOM - dont les axes neutres sont orientés a 45° des axes = et y - agit comme un déphaseur
de phase variable. Son action est représentée par une translation a la surface de la sphere de
I’état de polarisation B le long du méridien passant par I'axe S; jusqu’au point C dont le degré
de longitude dépend de la tension appliquée. (cf. figure 3.4.b)

Enfin, la lame quart-d’onde placée apres 'EOM dont ’axe neutre est orienté selon l'axe x
corrige l'ellipticité des états de polarisation pour obtenir des polarisations linéaires. Cet effet
est représenté par une rotation dans le sens direct des états de polarisation d'un angle de 90°
autour de I'axe S7. On peut visualiser que ’ensemble des états générés sont situés le long de
I'équateur, c’est-a-dire qu'il s’agit bien d’états de polarisation linéaires. (cf. figure 3.4.c) On
peut remarquer ici de maniere géométrique que l'orientation du grand axe de la polarisation
dépend linéairement du déphasage induit par 'EOM sur le champ électrique de la lumiere.

e) Conclusion

Dans cette sous-partie, nous avons exposé comment 1’association d’'un modulateur électro-
optique, d’une lame demi-onde et d’une lame quart-d’onde peut étre utilisée de maniere efficace
pour commuter entre des états de polarisation linéaires.

En nous appuyant sur un formalisme mathématique et sur une description géométrique, nous
avons vu que la premiere lame demi-onde permet d’orienter correctement la polarisation inci-
dente par rapport aux axes de 'EOM. Ce dernier introduit de l'ellipticité sur la polarisation,
tandis que la lame quart-d’onde corrige leur ellipticité pour obtenir des états linéaires.

3.2.2 Mise en place du systéme de commutation entre des polarisa-
tions linéaires

Dans cette partie, nous présentons les étapes successives de la mise en place du disposi-
tif optique avec le réglage de l'orientation des optiques pour obtenir une commutation entre
des états de polarisation linéaires (PTHG). Nous présentons ensuite le travail d’optimisation
de la pureté des états de polarisation au niveau de la pupille avant de 1’objectif
pour corriger les distorsions induites a la traversée des optiques entre le dispositif optique et
I'objectif. Nous avons également caractérisé les déformations subies par la polarisation
dans I’ensemble du champs de vue. Enfin, nous présentons un second mode de commuta-
tion obtenu facilement & partir du premier mode pour commuter entre des polarisations
linéaires et circulaires.
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3.2 Intégration d’'un systeme de commutation rapide de la polarisation dans le microscope

Encart 3.1 - Représentation des états de polarisation sur la sphére de Poincaré
Les états de polarisation de la lumiere peuvent étre représentés de maniere géométrique sur la
sphére unitaire de Poincaré par des points dont les coordonnées vectorielles sont décrites par le

vecteur de Stokes :

So |Eﬂc |2+‘Ey |2 Io + Igo 1

g Sy _ |E. > — | Ey|? _ Iy — Iy 1, c?s(2<b)cos(2a) (3.9)
So 2%e (E,E,x*) Iis — I35 sin(2¢)cos(2a)
S3 —29m (E, Ey,x) Ir — I, sin(2a)

On voit qu’il existe une relation entre 'intensité pour des composantes orthogonales de la po-
larisation et des parameétres qui représentent l'ellipse de polarisation (¢ : angle de l'orientation
du grand axe de 'ellipse par rapport a 1'axe z et « : angle d’ellipticité).

La norme du vecteur - donnée par le premier coefficient - décrit le degré de polarisation de
I’état : les états completement polarisés sont représentés sur la surface de la sphere, tandis que
les états partiellement polarisés sont représentés a 'intérieur de la sphere.

Les états de polarisation sont représentés en coordonnées sphérique par leur angle d’azimut
(2¢) et leur angle d’élévation (2«ar), qui sont respectivement le double de 'angle formé par I’axe
azimutal de I'ellipse de polarisation et le double de I'ellipticité. Par conséquent, les polarisations
linéaires sont représentées sur 1’équateur, notamment deux polarisations orthogonales sont re-
présentées par des points diamétralement opposés sur 1’équateur. Les polarisations circulaires

sont représentées au niveau des poles.

d.

b. ®

FIGURE 3.3 — Sphére de Poincaré adapté de [148] a. Description de la correspondance entre les
coefficients du vecteur de Stokes et la sphére. b. Représentation des états de polarisation sur la

sphere.
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Encart 3.2 - Effets géométriques des lames d’onde sur la sphére de Poincaré
L’action d’un milieu optique sur un état de polarisation de la lumiere peut également étre décrit
sur la sphere de Poincaré.

Un déphaseur d’angle ¢ opére une rotation d’angle ¢ autour de son axe rapide dans le sens
direct.

Les lames demi-onde et quart-d’onde sont des cas particuliers de déphaseurs :

Une lame demi-onde (déphaseur d’angle 180°) transforme un état de polarisation en son
symétrique (rotation d’angle 180°) par rapport au méridien de son axe neutre.

Une lame quart-d’onde (déphaseur d’angle 90°) fait tourner un état de polarisation de 90°

autour de son axe rapide dans le sens direct.

a. Action de HWP1 b.  Action de lEOM c. Action de QWP1
ll83 A Ss
+90°
o\ +180° X N
A — ~ > ﬁ —>
1 S J S
HWP1 \er” 8 z S, /D ’
S 4
1 awrPI\C

FIGURE 3.4 — Visualisation géométrique de 'effet des optiques sur la polarisation incidente.
a. Représentation de l'effet de la lame demi-onde HWP1 qui transforme la polarisation A en
une polarisation B linéaire orientée selon 'axe z. b. Action de 'TEOM qui se comporte en
déphaseur d’angle variable pour transformer la polarisation B en une polarisation C sur le
méridien. c. Effet de la lame quart-d’onde QWP1 qui corrige I'ellipticité des polarisations C en
des polarisations D linéaires.

a) Mise en place du dispositif optique

Ce dispositif optique a été installé sur le microscope multiphoton a balayage point par point
décrit au chapitre II. Compte tenu de la faible ouverture de 'EOM et de I'espace limité sur la
table optique du microscope, il a été placé a la sortie du laser sur une nouvelle voie du set-up
parallele a la voie principale qui peut ainsi étre contournée lorsqu’on veut limiter les pertes
en transmission pour des acquisitions non-résolues en polarisation ou pour des acquisitions en
contraste CARS ot le controle de la longueur du chemin optique est crucial pour synchroniser
les temps d’arrivées sous 1’objectif des impulsions provenant des deux faisceaux. L'’EOM est
placé entre une lame demi-onde HWP1 et une lame quart-d’onde QWP1 comme représenté
sur la figure 3.5. L’ensemble des réglages a été réalisé pour un faisceau incident a la longueur
d’onde A = 1100 nm polarisé horizontalement (suivant ’axe z).

Nous utilisons TEOM 350-150 Conoptics, CT, USA dont les caractéristiques sont récapitulées
dans la table 3.4. Il est commandé en tension par des signaux issus de la boite d’acquisition
I/O (National Instrument, USA) puis amplifiés par un module amplificateur opérationnel a
haute tension modulé & trés haute fréquence (302 RM, Conoptics, CT, USA).
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- — o O
o o Polarization o
% % 4 cleaning >~ %%
1100 nm
80 MHz ?
Polarization
switching Sync

FIGURE 3.5 — Schéma du dispositif expérimental

Longueurs d’onde | entre 240 nm et 1100 nm
Configuration transverse
Dimensions 25.4 x 25.4 x 16.2 cm?)
Cristal KDP
Bande passante DC > 200 kHz
Vi 35V

TABLE 3.3 — Table des caractéristiques de 'EOM 350-150 Conoptics.

- Déviation du faisceau

Pour dévier le faisceau du laser accordable depuis la voie classique vers la nouvelle voie, nous
avons installé deux miroirs montés sur des montures magnétiques. Deux miroirs fixes addi-
tionnels permettent d’envoyer le faisceau a travers les deux lames d’onde et ’TEOM puis de le
rediriger vers la voie classique.

- Réglage du support de 'EOM

La premiere étape d’alignement a consisté a installer le support du modulateur. Le réglage des
vis du support du modulateur a été réalisé de sorte a optimiser la puissance en sortie d’un tube
d’alignement de petite ouverture - fourni par le constructeur Conoptics - installé sur la monture
grace a un puissance-metre placé apres le tube.

- Installation et orientation initiale des lames d’onde

Pour orienter convenablement les lames d’onde, il convient au préalable de déterminer I'orienta-
tion de leurs axes neutres par rapport a la polarisation du faisceau incident. Pour ce faire, nous
avons utilisé un polariseur monté sur une platine de rotation placée devant le puissance-metre.
D’apres la loi de Malus, I'extinction de la puissance est atteinte lorsque 1’axe du polariseur est
perpendiculaire au grand axe d'une polarisation linéaire. Nous avons orienté ’axe neutre du po-
lariseur perpendiculairement a la direction de la polarisation incidente dans le plan d’incidence,
puis nous avons placé la lame demi-onde en amont de la monture de 'EOM et ’avons tournée
de sorte a obtenir un minimum de puissance apres le polariseur en position fixe, ce qui signifie
que 'axe neutre de la lame demi-onde est aligné avec ’axe de la polarisation incidente. Nous
avons procédé de méme avec la lame quart-d’onde. Nous avons ainsi aligné les axes neutres des
deux lames sur la polarisation incidente qui est parallele a 'axe x.
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- Installation de PTEOM

L’EOM a ensuite été placé dans la monture de maniere a ce que les électrodes - visibles au
niveau de la face d’entrée de 'EOM - soient orientées a 45° de ’horizontale. Comme ce réglage
est approximatif mais qu’il est difficile d’ajuster précisément I'orientation de 'EOM, nous avons
ensuite procédé a un second réglage de 'orientation des lames d’onde.

- Réglage précis de 'orientation des lames d’onde

Pour orienter précisément la polarisation linéaire qui arrive dans 'EOM a 45° de ses axes
neutres, nous avons ensuite cherché I'orientation exacte des axes neutres de 'EOM. Pour cela,
nous avons orienté la lame demi-onde de sorte que la polarisation qui traverse 'EOM soit in-
changée pour toutes les valeurs de tension appliquées, ce qui nous indique qu’elle est parallele
a un des axes neutres de 'EOM. Nous ’avons ensuite réorientée précisément a 22.5° de cette
position. En comparaison de sa position initiale, la lame demi-onde a été tournée d’'un angle
correctif d'un degré dans le sens négatif et la lame quart-d’onde de deux degrés dans le sens
négatif (double de la rotation de la premiere lame d’onde). (cf. annexe D)

- Mesures des états de polarisation

Pour vérifier la validité de notre alignement, nous avons mesuré l’ellipticité et 1’orientation
des deux axes de l'ellipse de polarisation des états générés pour des tensions de controle entre
—1.0 V et +1.0 V avec des pas incrémentiels de 0.1 V' (avant amplification).

L’ellipticité a été calculée comme le rapport € = ,/% ou I,y €t Inae sont les valeurs extré-
males de I'intensité mesurée apres I'analyseur rotatif. Nous avons trouvé une ellipticité résiduelle
maximale de 1 % juste apreés la lame quart-d’onde pour I'ensemble des états de polarisation
générés par les tensions discretes appliquées a ’EOM, ce qui prouve la grande précision de notre
alignement.

L’orientation du grand axe des polarisations varie linéairement entre des angles de 0° et 174°
lorsque la tension appliquée balaie la plage de tensions disponibles ([—1 V;1 V]). Compte tenu
de la résolution polarimétrique utilisée en routine pour réaliser des mesures PTHG (mesure du
signal PTHG pour des orientations de la polarisation incidente tous les 10° entre 0° et 170°),
la plage angulaire disponible ici est tout-a-fait satisfaisante.

Sur la premiere colonne de la figure 3.6, on peut visualiser le diagramme polaire de 4 états de
polarisation générés juste apres la lame QWP1 ou 'amplitude du champ électrique de 1'onde
lumineuse est tracée en fonction de I'angle du polariseur.

Nous avons ensuite déterminé la pureté des polarisations générés au niveau de la pupille avant
de l'objectif.

- Caractérisation des états de polarisation sous ’objectif

Comme 'EOM est situé a l'extérieur du microscope, le faisceau se propage ensuite a travers
un grand nombre d’optiques - qui sont autant de sources potentielles de distorsions de la
polarisation - avant d’atteindre ’objectif. Une vérification de la pureté des états de polarisation
du faisceau au niveau de la pupille avant de 1’objectif est indispensable pour étre en mesure de
réaliser des mesures PTHG fiables.

Une caractérisation précise des états de polarisation révele que les polarisations ont subi de
fortes distorsions a la propagation ou a la réflexion sur les éléments optiques du microscope
entre le controleur de la polarisation et la pupille avant de I'objectif. D’une part, la rotation
des axes n’évolue plus parfaitement linéairement avec la tension appliquée, et d’autre part,
Dellipticité varie fortement (entre 0 % et 80 % selon les états de polarisation). (cf. colonne 2 de
la figure 3.6). On remarque que la distorsion affecte principalement deux directions orthogonales,
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qui provient certainement de l'alignement d’un des axes propres des élements optiques.

3 T a & 2 [PMT1
2 = 2= E |_THG
- o oI
1100 nm 2 BT 5
100fs —I-m-l—f XY (el j SHG
80 MHz
1 2 3
Without QWP2 With QWP2
Polarization after the EOM before the objective before the objective at
optimization at1 at 2 3

Measurements 1

3 I I I O
/S 0/ 0 7/

EOM voltage before the amplier

FIGURE 3.6 — Optimisation des états de polarisation d’excitation. Ellipses de polarisation de 4
états générés par 4 tensions différentes appliquées a 'EOM et mesurés a plusieurs endroits du
chemin optique apres optimisation de la pureté de ’ensemble des états de polarisation générés
par une rampe de tension au niveau de : la premieére quart-d’onde aprées 'EOM (position 1),
avant la seconde quart d’onde (position 2) et apres la seconde quart d’onde (position 3).

b) Optimisation de la pureté des états de polarisation sous l’objectif

Nous présentons dans la suite les statégies successives que nous avons mises en ceuvre pour
minimiser la distorsion des états de polarisation. Comme les mesures des états de polarisation
pour différentes tensions appliquées a ’EOM sont longues et répétitives, nous avons réutilisé un
programme de caractérisation automatique des polarisations - créé par Guillaume Ducourthial
- qui contrdle la synchronisation des commandes en tension appliquées a 'EOM, la rotation
d’un polariseur (avec une précision au degré pres) et 'enregistrement automatique des mesures
d’intensité avec un puissance-metre via un programme Matlab.

- Stratégie 1 : Identification des sources de distorsion de la polarisation
Dans un premier temps, nous avons cherché a déterminer les optiques qui induisent de fortes
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distorsions sur la polarisation. De maniere prévisible (cf. [146]), les miroirs (argentiques, di-
chroiques et les miroirs galvanométriques) sont des sources de distorsion importantes qui in-
troduisent plusieurs pourcents d’ellipticité a chaque réflexion / passage. Le remplacement des
miroirs argentiques par de nouveaux miroirs neufs de meilleure qualité (Miroirs IDEX PS-
PM-1025-C, Melles-Griot) n’a pas permis d’améliorer significativement la pureté des états de
polarisation. Cependant, nous nous sommes apercus que le retrait des miroirs dichroiques mul-
ticouches diélectriques qui séparent et recombinent les voies du laser et du miroir dichroique qui
renvoie les signaux en épidétection vers les détecteurs améliore fortement la conservation des
états de polarisation. Pour cette raison, nous avons modifié le chemin optique sur la table en
montant les deux miroirs dichroiques sur des montures magnétiques pour pouvoir les enlever ai-
sément pour les acquisitions polarimétriques. Nous avons également changé le miroir dichroique
en épidétection par un miroir neuf de plus faible épaisseur (Semrock FE705-Di01-40x55).

- Stratégie 2 : Réorientation de la lame quart-d’onde (QWP1)

Apres le retrait des miroirs dichroiques sur la table optique et le changement de celui en épi-
détection, nous avons cherché une nouvelle orientation de la lame quart-d’onde placée apres
I'EOM (QWP1) qui permettrait d’obtenir des états de polarisation plus purs sous l'objectif.
Nous ne sommes pas arrivés ici a diminuer 'ellipticité de maniere significative. Les colonnes 3
et 4 de la figure 3.6 illustrent les ellipses des états de polarisation apres la lame QWP1 et au
niveau de la pupille avant de 'objectif apres optimisation a cette derniere position.

- Stratégie 3 : Ajout d’une seconde lame quart-d’onde avant ’objectif

La troisieme approche mise en ceuvre pour obtenir des états de polarisation avec une ellipticité
satisfaisante au niveau de la pupille avant de 1'objectif a consisté a introduire une seconde lame
quart-d’onde (QWP2) a proximité de la pupille d’entrée de 1'objectif pour ajouter un degré de
liberté supplémentaire a la correction de la pureté des états de polarisation.

Nous avons réalisé le réglage des lames QWP1 et QWP2 par itérations successives en mesurant
Iellipticité de la polarisation sous ’objectif pour une série de valeurs de la rampe de tension
appliquées a 'EOM. Au terme de ce processus d’optimisation, nous avons obtenu une ellipticité
résiduelle maximale a l'entrée de 1'objectif inférieure & 6 % pour l’ensemble des polarisations
générées et une excellente linéarité pour 1’évolution de 'orientation du grand axe avec la tension
appliquée. On peut se reporter ici a la figure 3.7 pour les graphes d’ellipticité et d’orientation
de la polarisation avec la tension appliquée a 'EOM.

La premiere quart-d’onde (QWP1) est utilisée ici pour précompenser la distorsion induite par
les optiques, tandis que la seconde (QWP2) corrige effectivement Dellipticité des états générés
par 'EOM (cf. ellipses des états de polarisation illustrées par les deux derniéres colonnes de la
figure 3.6).

Le tableau suivant présente les orientations des lames d’onde et la valeur d’ellipticité maxi-
male obtenue pour I'ensemble des états de polarisation générés avant I'objectif en appliquant
a P’EOM une rampe de tension dans la configuration ou le seul dichroique présent est celui en
épidétection.
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FIGURE 3.7 — Optimisation au niveau de la pupille avant de 1'objectif des polarisations d’ex-
citation utilisées pour le mode de commutation PTHG. a. Représentation de la commutation
entre des états linéaires par rotation le long de ’équateur de la sphere de Poincaré. b. Graphes
de D'ellipticité. c. graphe de l'orientation du grand axe de la polarisation pour des états générés
en appliquant a ’EOM une rampe de tension.

Conditions | Orientations
HWP1 -1°
QWP1 32°
QWP2 10°
HWP2 30°

Ellipticité 6 %

TABLE 3.4 — Table des orientations des optiques et de 'ellipticité associée.

Pour compenser les distorsions d’ellipticité, on aurait pu également considérer la solution pro-
posée par Belanger et al. [149] qui consiste a ajouter un dichroique incliné a 45° du plan (zy).
Méme si ce dispositif vise spécifiquement a corriger I'action d’un autre dichroique, on peut
s'attendre a ce que les déformations induites sur la polarisation par les optiques du set-up -
qui ont en commun un axe propre - soient comparables a celle d’'un dichroique. Une seconde
solution pertinente aurait été d’introduire un compensateur de Soleil-Babinet pour maintenir
les états de polarisation.

En bref, grace a 'ajout d'une seconde lame quart-d’onde (QWP2), nous avons réussi a ob-
tenir des états de polarisation linéaires d’une grande pureté (ellipticité maximale de 6 % sur
I'ensemble des états générés).

c) Caractérisation des états de polarisation dans le champ de vue

Apres avoir amélioré significativement la pureté de ’ensemble des états linéaires de polarisation
au niveau de la pupille avant de I'objectif lorsque les miroirs galvanométriques sont orientés de
sorte a focaliser le faisceau d’excitation au centre du champ de vue, nous avons caractérisé la
pureté des états de polarisation dans I’ensemble du champ de vue. Pour cela, nous
avons réalisé des mesures de caractérisation des états de polarisation générés au niveau de la
pupille avant de l'objectif pour différentes positions du volume focal dans le champ de vue
atteintes en modifiant 'orientation des miroirs galvanométriques. Nous avons ensuite interpolé
les valeurs d’ellipticité résiduelle et de déviation de 'orientation du grand axe de l'ellipse par
rapport a celle au centre du champ pour obtenir les cartes de ces parametres sur le champ (cf.
figure 3.8a et b).
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On observe que ellipticité est dégradée sur les bords du champ jusqu’a atteindre 18 % et que
I'orientation de la polarisation varie également de plusieurs degrés (jusqu’a 6%) entre le centre
du champ et les régions extérieures. Pour réaliser des mesures de THG polarimétriques valables
ol les polarisations d’excitation présentent une grande pureté en terme d’ellipticité, nous avons
réalisé I’ensemble des mesures sur une zone au centre du champ de dimensions 200 x 200 pum?.

a. Ellipticité b. Déviation angulaire

FIGURE 3.8 — Caractérisation de 1’état de la polarisation dans le champ (700 x 700 um?). a.
Mesures de Dellipticité résiduelle dans le champ pour une polarisation incidente linéaire. b. Dé-
viation angulaire du grand axe de I’ellipse de polarisation par rapport a celui de la polarisation
au centre du champ.

d) Basculement du mode de commutation PTHG vers un mode C-L-THG

Il est ici utile de se souvenir qu’en ’absence de la premiere lame quart-d’onde, la polarisation
qui sort de 'EOM décrit successivement des états linéaires, elliptiques et circulaires lorsque
I’EOM est commandé par une rampe de tension. La lame QWP1 corrige a présent les déforma-
tions de la polarisation induites par les optiques entre 'EOM et la lame QWP2, tandis que la
lame QWP2 corrige 'ellipticité des états de polarisation pour obtenir des états linéaires.

Une propriété intéressante que nous avons déduite est que lorsque nous orientons la lame QWP2
a 45° de sa position pour obtenir des états linéaires, nous retrouvons des polarisations qui dé-
crivent successivement des états linéaire et circulaire lorsque I’EOM est soumis a une rampe de
tension. Le dispositif optique permet ainsi d’obtenir deux modalités de commutation de
la polarisation : soit la rotation d’une polarisation linéaire dans le plan transverse a 'axe de
propagation (mode PTHG) soit une succession d’états de polarisation intermédiaires entre une
polarisation linéaire et circulaire (mode C-L-THG).

Cette seconde modalité de commutation C-L-THG peut étre représentée par un déplacement de
I’état de polarisation le long d’un méridien a la surface de la spheére de Poincaré (cf. figure 3.9).
On observe sur le graphe d’ellipticité présenté qu’elle varie quasi-linéairement et périodiquement
entre 99 % - associée & une polarisation circulaire - et 6 % - pour la polarisation linéaire sur
la plage de tensions appliquées a 'EOM. Le grand axe de l'ellipse de polarisation possede une
orientation constante sur deux segments de tensions distincts et la différence angulaire entre
ces deux orientations est égale a 90°. De maniere plus explicite, cette configuration permet de
passer alternativement entre deux polarisations circulaires (I’une gauche et 'autre
droite) et deux polarisations linéaires orthogonales.
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FIGURE 3.9 — Description des polarisations d’excitation utilisées pour le mode de commutation
C-L-THG. a. Représentation de la commutation entre des états circulaires et linéaires par un
déplacement le long d’un méridien de la sphere de Poincaré. b. Variations de 'ellipticité entre
6 % et 99 % lorsque la tension appliquée a 'EOM varie sur la plage disponible. ¢. Basculement
de Torientation du grand axe de la polarisation entre deux positions orthogonales pour une
certaine valeur de tension.

3.2.3 Conclusion

Dans cette partie, nous avons présenté les étapes successives de la mise en place du dispositif
optique avec le réglage de 'orientation des optiques pour obtenir une commutation entre des
états de polarisation linéaires (PTHG). Nous avons ensuite expliqué le travail d’optimisation
de la pureté des états de polarisation au niveau de la pupille avant de 1’objectif
pour corriger les distorsions induites a la traversée des optiques entre le dispositif optique et
I'objectif. Nous avons également présenté une caractérisation des déformations subies
par la polarisation dans I’ensemble du champs de vue. Enfin, nous avons présenté un
second mode de commutation qui permet de commuter facilement entre des polarisations
linéaires et circulaires a partir du premier mode.

3.3 Développement d’un systeme d’acquisition XPY

Pour rappel, la stratégie du nouveau syteme d’acquisition PTHG rapide s’appuie sur la capa-
cité a commuter rapidement entre des états de polarisation pour étre en mesure d’acquérir des
images polarimétriques ou la rotation de la polarisation s’effectue entre le balayage des lignes.
Dans cette partie, nous allons décrire ce nouveau systéme d’acquisition (XPY) qui consiste
a balayer chaque ligne autant de fois qu’il y a d’états de polarisation avant de balayer la ligne
suivante.

3.3.1 Implémentation de ’acquisition XPY

Pour implémenter le mode d’acquisition XPY, nous avons réutilisé et modifié un programme
Labview écrit par G. Ducourthial pour la microscopie PSHG rapide. Ce programme synchronise
le controle de la tension envoyée a I’EOM, les tensions envoyées aux miroirs galvano-
métriques X et Y et la collection des signaux au niveau des PMTs par l'intermédiaire
d’une carte d’acquisition /O (National Instrument, USA).
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Chapitre 3. Microscopie THG polarimétrique rapide pour I'imagerie in vivo

A Taide des chronogrammes présentés sur la figure 3.10, nous allons décrire précisément la
procédure d’acquisition de données. Une premiere ligne est balayée en appliquant une tension
linéaire = sur le miroir galvanométrique en X pour une premiere polarisation incidente fixée
(tension constante P; appliquée a 'EOM ) et pour une position fixe du miroir galvanométrique
Y (tension constante y;). Pendant le retour & la ligne du miroir galvanométrique X, la polari-
sation incidente est commutée en appliquant une seconde tension P, a 'EOM. La méme ligne
est ensuite balayée une seconde fois pour cette seconde polarisation, et ainsi de suite pour 1’en-
semble des polarisations. Pendant ce temps, I'intensité est collectée par un PMT et enregistrée
sur la premiere ligne d’une matrice de dimensions Neoonnes X N, (nombre de colonnesxnombre
d’états de polarisation) par Njgnes (nombre de lignes). Au terme de I'imagerie de cette premiere
ligne, une seconde ligne est imagée similairement en appliquant une seconde tension constante
Yo au miroir galvanométrique en Y, les mesures d’intensité sont stockées dans la seconde ligne
de la matrice. Et ainsi de suite pour I'imagerie des autres lignes de I'image.

A posteriori, on vient redécouper cette grande matrice pour récupérer une pile de NV, images
de dimensions Niignes X Neolonnes, associées chacunes a un état de polarisation.
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FIGURE 3.10 — Chronogrammes des signaux envoyés aux miroirs gavanométriques (X et Y') et
a 'EOM. Schéma de la collection des signaux harmoniques avec le mode d’acquisition XPY.

3.3.2 Discussion sur la résolution temporelle

La résolution temporelle de la mesure polarimétrique est ici calculée comme la durée qui s’écoule
entre 'imagerie d’un pixel pour un premier état de polarisation de I'excitation et l'imagerie de
ce méme pixel pour le dernier état de polarisation. Comme nous I'avons déja discuté dans
la premiere partie de ce chapitre, la résolution temporelle de ce nouveau mode d’acquisition
correspond a la durée pour imager (N, — 1) fois la méme ligne. Par exemple, dans le cas typique
d’une ligne de 400 pixels avec 5 us d’acquisition par pixel et en incluant le retour a la ligne, cela
prend 8 ms pour sonder 4 états de polarisation ou 36 ms pour sonder 18 états de polarisation.
Nous sommes donc parvenus a gagner un facteur 100 sur la résolution temporelle.
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3.4 Calibration des modalités de commutation PTHG et
C-L-THG

Préalablement a l'imagerie des échantillons en contrastes PTHG et/ou C-L-THG, une cali-
bration du systeéme est indispensable pour déterminer la référence de la polarisation
d’excitation et pour corriger la dépendance de l’intensité d’excitation avec la pola-
risation.

3.4.1 Méthode

La présence de deux systémes de détection en transmission permet d’acquérir simultanément les
signaux SHG et THG. Nous avons utilisé la dépendance du signal SHG sur les grains d’amidon
pour calibrer la référence de 'orientation de la polarisation linéaire [150]. Cette calibration a
été effectuée en ajustant 'orientation de la lame demi-onde HWP2 avant I'objectif de sorte a
orienter la polarisation incidente parallelement a I'axe y vertical dans le plan d’imagerie. Les
imageries PTHG, C-L-THG, PSHG et C-L-SHG réalisées dans le plan équatorial des grains
d’amidon offrent également une illustration intuitive des deux modes de commutation de la
polarisation de notre systeme.

Encart 3.3 - Propriétés optiques des grains d’amidon de pommes de terre

Les grains d’amidon (fécules) imagés - extraits de tubercules de pommes de terre - proviennent
d’une préparation achetée dans le commerce. A ’échelle macroscopique, ils présentent ’aspect
d’une poudre blanche. A 1’échelle microscopique, les grains d’amidon individuels ont un diametre
entre 10 et 35 pwm et une forme arrondie. Leur structure moléculaire présente des couches
concentriques - d’épaisseurs entre 120 et 400 um - de nature crystallines et semi-crystallines
formées par 'agencement des molécules d’amylopectine (65 %) et d’amylose (20 %). Il a été
rapporté que les grains d’amidon présentent une forte réponse SHG [151] liée a 'agencement des
molécules d’amylopectine en une structure non-centrosymétrique (symétrie 6mm hexagonale)
[152]. La biréfringence positive des grains d’amidon est également révélée par la présence de

croix Maltaises en microscopie optique polarisée.

FIGURE 3.11 — Description multi-échelle de la structure des grains d’amidon

Encart 3.4 - Matériel et méthode : Montage des granules d’amidon
Des granules d’amidon extraits de pommes de terre ont été montés sur une lame de verre

mouillée et recouverts par une lamelle de verre.
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Chapitre 3. Microscopie THG polarimétrique rapide pour I'imagerie in vivo

3.4.2 Calibration du mode PTHG
a) Choix de la référence de l'orientation de la polarisation

Nous avons choisi d’orienter la référence de la polarisation d’excitation du mode PTHG selon
I'axe y (i.e. axe vertical dans le plan d’imagerie). Dans ce but, les signaux PSHG et PTHG ont
été enregistrés sur un grain d’amidon en commutant entre des états de polarisations linéaires
avec notre nouveau dispositif d’imagerie rapide (en général 18 polarisations avec un pas angu-
laire de 10°) pour plusieurs orientations de la lame demi-onde HWP2.

La figure 3.12 présente deux acquisitions PSHG et PTHG pour 4 polarisations linéaires orien-
tées a 45° les unes des autres apres calibration de la lame HWP2. Ces polarisations d’excitation
sont situées a 'intersection entre ’équateur et les axes S et Sy de la sphere de Poincaré. La ré-
ponse SHG est maximale sur les domaines ou les molécules d’amylopectine sont quasi-paralleles
a 'orientation de la polarisation incidente. Le contraste SHG apparait ainsi sous l'aspect d'un
sablier dont 'orientation donne l'orientation de la polarisation incidente. Le signal THG - issu
de l'interface entre le grain et I’eau environnante - est maximal sur les domaines ot la polarisa-
tion est orthogonale a 'interface. On peut noter I’absence de signal a I'intérieur de la structure
malgré son caractere biréfringent.

Pour éliminer la dépendance des signaux SHG et THG avec la polarisation incidente linéaire,
les images polarimétriques peuvent étre moyennées. On peut voir sur la figure 3.12.c que 'image
SHG moyennée présente un contraste relativement homogene dans le grain d’amidon, et que
I'image THG moyennée présente un contraste homogene sur U'interface.

S1

FIGURE 3.12 — Acquisitions PTHG et PSHG quasi-simultanées sur des granules d’amidon. a.
Représentation des polarisations incidentes considérées sur la sphere de Poincaré. b. Images
PSHG et PTHG. Barres d’échelle : 10 um. c. Sommes des 4 acquisitions.

b) Correction de la dépendance en intensité de ’excitation avec ’orientation de la
polarisation

Bien que Dellipticité et I'orientation du grand axe des ellipses de polarisation générées soient
parfaitement controlées, 'intensité de I'excitation sous I'objectif varie avec 1’état de polarisation
créé. Ces variations en intensité sont causées par des défauts de transmission anisotropiques des
éléments optiques et n’ont pas pu étre corrigées avec notre dispositif optique. Pour réaliser des
mesures quantitatives de la dépendance du signal THG avec la polarisation sur un échantillon,
il est indispensable de corriger ces variations qui sont amplifiées a 1'ordre 3 par le processus a
3 photons. La correction consiste a appliquer un post-traitement ou chaque image d’une pile
PTHG est divisée par un facteur associé a la polarisation d’excitation. Ce facteur est obtenu
en moyennant puis en normalisant le signal PTHG collecté sur une lame de verre horizontale.
Par ailleurs, pour la longueur d’onde utilisée (A = 1100 nm), le cristal de 'EOM n’introduit
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3.5 Analyse de 'ordre moléculaire de structures biologiques

pas de dispersion, il n’a donc pas été utile d’ajuster la durée des impulsions pour améliorer la
puissance moyenne détectée sous 1’objectif.

3.4.3 Calibration du mode C-L-THG

Le méme type de calibration a été réalisé avec le second mode d’imagerie C-L-THG pour que
I'orientation de la lame HWP2 permette de générer sous I'objectif une premiere polarisation
d’excitation linéaire parallele a 1'axe y (i.e. axe vertical dans le plan d’imagerie). Les 4 états
de polarisation d’intérét (2 circulaires et 2 linéaires) sont représentés sur la sphere de Poincaré
au niveau des intersections entre le méridien défini par les axes S; et S3 et les axes S; et
Ss. (cf. figure 3.13.a). Sur 'acquisition C-L-SHG réalisée apres calibration de la lame HWP2
(cf. figure 3.13.b), on peut remarquer que la réponse du contraste SHG a une polarisation
d’excitation circulaire est quasi-homogene dans le granule et fait ainsi disparaitre 'effet de
dépendance de la réponse SHG observé pour une polarisation linéaire. Le contraste C-SHG
moyenné sur les deux acquisitions réalisées avec des polarisations circulaires donne en effet un
résultat quasi-identique au moyennage sur les réponses PSHG. L’avantage ici est qu’on peut
obtenir un contraste indépendant de la polarisation d’excitation avec l'acquisition de deux
images seulement. En revanche, le signal THG s’éteint au niveau de l'interface de 'amidon
lorsque la polarisation devient circulaire. Le moyennage des deux images L-THG pour les deux
polarisations d’excitation linéaires orthogonales permet de s’affranchir de maniere satisfaisante
de la dépendance de la réponse THG a l'orientation de la polarisation d’excitation.

FIGURE 3.13 — Acquisitions C-L-SHG et C-L-THG séquentielles sur des granules d’amidon.

a. Représentation des polarisations incidentes considérées sur la sphere de Poincaré. b. Images
C-L-SHG et C-L-THG. Barres d’échelle : 10 pm. c¢. Sommes de 2 acquisitions C-SHG et L-THG.

3.5 Analyse de I’ordre moléculaire de structures biolo-
giques

Dans cette partie nous présentons une premiere application pour mesurer ’ordre molécu-
laire sur des structures biologiques dynamiques qui tire pleinement profit du dévelop-
pement technique de cette nouvelle modalité d’imagerie PTHG rapide. A cet effet, nous avons
mis au point une nouvelle méthodologie pour extraire ’ordre moléculaire - basée sur le
calcul des coefficients de Fourier en chaque pixel de I'image en intensité THG résolue en polari-
sation. Cette application a été illustrée par la mesure de la désorganisation moléculaire sur
des structures lipidiques induite par une transition de phase, puis par la détection de la
nature cristalline des particules d’otolithe qui flottent dans 'oreille interne de I’embryon
de poisson-zebre.
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3.5.1 Développement d’une méthode d’analyse de I’ordre molécu-
laire par Transformée de Fourier

Nous allons décrire dans cette partie la méthode d’analyse de 1’ordre moléculaire qui repose sur
le calcul des coefficients de Fourier en chaque pixel de 'acquisition THG résolue en polarisation.
Cette méthode vient remplacer I'analyse par fit, particulierement cotliteuse en terme de temps
de calcul.

- Calcul des coefficients de Fourier

Par définition, la transformée de Fourier (TF) d'une fonction f continue et T-périodique
sécrit f = Y ,czn (f) 0, avec le coefficient de Fourier complexe a l'ordre n tel que ¢, (f) =
1 _TﬁQ (z)e 7" dz.

On peut montrer que la TF du signal THG d’interface :

Lint(¢) = A+ B - cos®(¢ — ¢o) (3.10)
est égale a :

Tint(}) = G0 + E10, + Eo_4 (3.11)
avec ¢y = A+ Z et ¢, = Be %,

Similairement, la TF du signal THG de biréfringence réalisé par accord de phase qui suit la
dépendance suivante :

Tyur(¢) = A+ B - cos* (¢ — ¢p) - sin?(¢ — ¢y) (3.12)
s’écrit :
Ly (§) = 60 + €161 + G262 + G365 + E16_1 + Ey0_ + E30_3 (3.13)
avec g = A+ 8¢ = Dm0 gy = — D400 of g3 = —Bebidn,

L’aspect des signaux THG théoriques d’interface et de biréfringence et leur décomposition de
Fourier sont présentés sur la figure 3.14. Comme les signaux THG de biréfringence ont une
dépendance plus complexe avec la polarisation que le signal THG d’interface, les coefficients de
Fourier nuls apparaissent pour un ordre plus élevé (a partir de 'ordre 4). Cette spécificité sera
utilisée par la suite pour construire des masques spécifiques des régions d’interfaces et de bulk.
Les cartes des coefficients de Fourier calculés en chaque pixel des piles d’images PTHG utilisent
I'algorithme de transformée de Fourier rapide défini sur Matlab (FFT : Fast Fourier Transform)
(cf. figure 3.15).

- Méthode de construction des masques

Nous avons développé une méthode pour construire des masques sélectifs des régions d’interface
ou du bulk par seuillage du coefficient de détermination %2 calculé entre le signal polarimétrique
mesuré et le signal reconstruit a partir de coefficients de Fourier - d’ordres bien choisis - déduits
du signal polarimétrique brut.
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F1GURE 3.14 — Méthode d’analyse FT-PTHG du signal PTHG sur un pixel unique. a. Profils
d’intensité PTHG théoriques des signaux issus de U'interface (en haut) et du volume (en bas)
de matériaux anisotropes. b. Amplitudes correspondantes des coefficients de Fourier obtenues
par un traitement F'T' a une dimension. c. Reconstruction des signaux PTHG basée sur les 4
premiers coefficients de Fourier.
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FiGURE 3.15 — Méthode d’analyse des images PTHG par transformée de Fourier. a. Matrice
du signal PTHG réarrangée. b. Traitement F'T en deux dimensions.

Le coefficient de détermination est défini par :

o8

I
MR

(vi — i)

R* = corr (§,y) =11 € [0,1] (3.14)

(vi —v)

M=

1

<.
I

avec n le nombre de mesures polarimétriques réalisées, y; la valeur de la ¢¢ mesure, g; la i¢ valeur
du signal reconstruit et y la valeur moyenne des mesures polarimétriques. Ce coefficient est égal
au carré du coefficient de corrélation linéaire entre les valeurs reconstruites ¢; et les mesures y;.
Il est habituellement utilisé pour déterminer la qualité de prédiction d’une régression linéaire.
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Suite a la remarque du paragraphe précédent qui décrivait la spécificité des décompositions de
Fourier des signaux provenant des interfaces (termes non-nuls d’ordres 0 et 1 uniquement) et
du bulk (termes non-nuls d’ordre 0, 1, 2 et 3), nous définissons de maniére systématique les
trois fonctions suivantes :

Linter face(®) = || + 21| - cos [2(¢ — arg (é1))] (3.15)

Ipuk(¢) = |G| + 22| - cos [2(¢ — arg (¢2))] (3.16)

Irnes Buk(¢) = |éo| + 21| - cos [2(¢p — arg (¢1))] + 2 || - cos [2(¢ — arg (é2))] + 2 |és] - cos [2(¢ — arg (&3))[3.17)

La fonction 3.15 qui fait intervenir uniquement les ordres 0 et 1 est utilisée efficacement pour
construire un masque sélectif des régions d’interface. La seconde fonction 3.16 qui comporte
seulement les coefficients de Fourier d’ordres 0 et 2 est employée pour construire un masque
sélectif des régions de bulk en rejetant les regions avec des interfaces. L’équation 3.17 qui fait
intervenir les 4 premiers coefficients de Fourier permet de construire un masque des régions de
bulk et d’interfaces indifféremment. Les masques sont créés en choisissant un seuil sur les cartes
des coefficients de détermination associées aux trois fonctions.

- Méthode d’extraction des cartes de modulation
Les cartes de modulation et d’angle moléculaire ont ensuite été déduites des cartes des coeffi-

cients de Fourier. Comme nous I’avons vu dans le chapitre précédent, 'amplitude de modulation
du signal PTHG d’interface - définie par M = (I THG _ | THG) JITHG _ renseigne sur I'ordre

max mwn max
moléculaire de la structure étudiée. Ce signal suit une relation de dépendance avec 1'orientation
¢ de la polarisation de la forme A + B - cos?(¢ — ¢y), de sorte que la valeur du coefficient de
modulation peut étre estimée précisément a partir des parametres A et B obtenus par un fit sur
le signal THG d’interface : M = B/ (A + B). Dans le cadre du développement de notre analyse
par tansformée de Fourier, ce coefficient peut également étre déduit a partir des amplitudes des

deux premiers coefficients de Fourier :

4-|e

M=——"F
|éo| + 2|1

(3.18)

- Méthode d’extraction des cartes d’angle moléculaire

L’angle moléculaire moyen est estimé a partir du signal d’interface par ¢pg = —arg (¢;) /2 et a
partir du signal de biréfringence dans le volume par ¢g ou ¢+ /2 en fonction du type d’accord
de phase et de parametres géométriques.

3.5.2 Application biologique 1 : Etude de la désorganisation des
structures lipidiques soumises a un échauffement

Dans cette sous-partie, nous présentons une premiere application de la détection de ’ordre
moléculaire sur des structures lipidiques dynamiques en utilisant le mode d’acquisi-
tion PTHG rapide. A travers I’étude du signal PTHG sur des MLVs - qui sont des systemes
modeles constitués d'une superposition de couches lipidiques concentriques (cf. figure 3.16.a) -
nous montrons la pertinence de 1’approche par transformée de Fourier FT-PTHG dé-
veloppée précédemment pour extraire rapidement ’ordre et ’orientation moléculaire a 1’échelle
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submicrométrique. Nous venons ensuite caractériser la désorganisation moléculaire induite
dans ces structures lipidiques par une élévation de la température de I’échantillon au-dela
de leur température de transition de phase.

a) Contrastes PTHG sur une MLV a température ambiante

Des solutions aqueuses contenant plusieurs dizaines de MLVs ont été synthétisées suivant le
méme protocole que celui décrit au chapitre 2. Nous avons ensuite réalisé sur ces MLVs des
acquisitions en PTHG rapide avec 18 polarisations incidentes linéaires et un pas angulaire de
10°.

Pour la description des signaux qui suit, on se reportera a I'image du contraste PTHGO réalisée
pour une polarisation parallele a 'axe y (parallele a I'axe vertical dans le plan d’imagerie) sur
la figure 3.16.b. Les contrastes PTHG sur les MLVs font apparaitre deux types de signaux
THG associés a deux mécanismes de génération distincts du fait du caractere biréfringent des
MLVs :

(i) un signal typique des hétérogénéités sur 'interface entre la MLV et le solvant environ-
nant.

(ii) un signal de biréfringence réalisé par accord de phase dans le volume de la MLV,
moins contrasté que le signal d’hétérogénéité.

Comme nous 'avons discuté dans le chapitre précédent, ces deux signaux présentent des dé-
pendances différentes avec la polarisation d’excitation. Les profils des intensités PTHG issues
de deux domaines - I'un a la périphérie de la MLV et I'autre a l'intérieur - sont présentés sur la
figure 3.16.c. On observe que I'intensité du signal d’interface est maximale pour une polarisation
d’excitation parallele aux liaisons C-C, c’est-a-dire orthogonale a l'interface. En revanche, le
signal 1ié a la biréfringence dans un domaine intérieur a la MLV présente deux maxima quand
la polarisation varie en 0° et 180°.

C. Polarization profile d. Fourier
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FI1GURE 3.16 — Investigation de 'ordre moléculaire sur une vésicule lipidique multilamellaire
(MLV) via une analyse de Fourier sur l'intensit¢é PTHG. a. Schéma illustratif de la struc-
ture moléculaire d’'une MLV. b. Image PTHGO d'une MLV issue d’une séquence de 18 images
PTHG acquises pour 18 polarisations d’excitation linéaires avec un pas angulaire de 10°. Barre
d’échelle : 5 pum. c. Profils d’intensité PTHG et d. coefficients de Fourier extraits sur deux
domaines situés sur I'interface et dans le volume.
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Du fait de leur dépendance différente avec ’orientation de la polarisation d’excitation, ces deux
signaux possedent des signatures de Fourier distinctes. En effet, le signal d’interface présente
des coefficients d’amplitude nulle a partir du second ordre, tandis que le signal de biréfringence
présente des composantes quasi-nulles a partir de I'ordre 4 et une amplitude du coefficient
d’ordre 2 supérieure a celui de l'ordre 1 (cf. figure 3.16.d).

b) Analyse FT-PTHG des signaux PTHG par transformée de Fourier

Pour analyser les signaux PTHG sur chaque pixel, nous avons utilisé la méthodologie FT-
PTHG - développée précédemment - qui repose sur le calcul des coefficients de Fourier de la
réponse THG selon la variable de la polarisation d’excitation. Nous avons extrait des cartes
des coefficients par transformée de Fourier, puis construit des masques sélectifs de 'interface
et de l'intérieur de la MLV, et enfin nous avons extrait des cartes de 1'ordre moléculaire et
d’orientation des lipides a 1’échelle submicrométrique.

- Calcul des cartes des coefficients de Fourier

La premiere étape de cette analyse repose sur le calcul de la transformée de Fourier de la
pile d’images résolue en polarisation. Comme on peut le voir sur la figure 3.17, les signaux
d’interface sont dominés par les deux premiers coefficients de Fourier (¢g, ¢1). En revanche, les
signaux liés a la biréfringence sont caractérisés par la présence additionnelle des coefficients
d’ordres supérieurs a l'ordre 2 (¢ et c3).

Amplitude Phase

0" order

15t order

FIGURE 3.17 — Cartes d’amplitude et d’angle des trois premiers coefficients de Fourier.

- Construction des masques

Nous avons ensuite tiré profit des différences dans les signatures spectrales des signaux THG
polarimétriques d’interface et de biréfringence pour construire de maniere automatique des
masques binaires sélectifs de ’interface et du domaine intérieur. Nous avons procédé en
déterminant des seuils adaptés sur deux coefficients de détermination %2 calculés entre le signal
PTHG réel et le signal reconstruit (¢) a partir de coefficients de Fourier bien choisis. Pour
rappel, le masque d’interface utilise la fonction I e, face(@) calculée a partir des coefficients de
Fourier ¢, et ¢, tandis que le masque de bulk est calculé & partir de la fonction Igy(¢) qui
utilise les coefficients cg, ¢y et c3. Les filtres ont ensuite été érodés puis dilatés avec les fonctions
imerode et imdilate sur Matlab. La figure 3.18 présente les masques sélectifs de 'interface et de
la région intérieure de la MLV.
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Interface mask  Biref. mask

1. Modulation Angle map -

0 ' @. H 0
FIGURE 3.18 — Masques, cartes de modulation PTHG et d’angles moléculaires obtenus a partir
d’une analyse par transformée de Fourier.

- Extraction de ’ordre moléculaire via la carte de modulation

Parallelement, nous avons calculé la carte de 'amplitude de modulation a partir des ampli-
tudes des deux premiers coefficients de Fourier M = |60ﬂ€21‘|51|. Pour extraire ’ordre moléculaire
de maniere spécifique sur l'interface, nous avons appliqué le masque d’interface sur la carte de

modulation. La carte de modulation spécifique de 'interface est présentée sur la figure 3.18.

- Extraction de l’orientation des axes cristallins via la carte angulaire

De maniere similaire, nous avons déterminé l'orientation des axes cristallins en appliquant les
masques d’interface et de bulk sur la carte angulaire. Comme les dépendances des signaux
THG avec la polarisation d’excitation sont différentes sur 'interface et dans le bulk, il convient
de les traiter séparément. L’orientation des axes cristallins sur l'interface des MLVs s’obtient
directement avec la phase du coefficient de Fourier a l'ordre 1. Par des considérations sur
I’accord de phase dans le bulk, nous avons vu dans le chapitre II que ’angle moyen déduit
de deux pics d’intensité rapprochés de la réponse PTHG donne 'orientation de I’axe lent. De
plus, 'axe extraordinaire d’un cristal biréfringent uniaxe négatif (i.e. axe rapide) se déduit
de la réponse PTHG dans le bulk en rajoutant une phase de 7/2 a I’axe ordinaire (axe lent).
Ce qui revient ici a ajouter une phase de m/2 a la phase du coefficient de Fourier a l'ordre 1
pour trouver 'orientation de l'axe extraordinaire (= l'axe des lipides) dans le bulk. La carte
de lorientation des lipides ainsi obtenue est présentée sur la figure 3.18. En accord avec les
propriétés structurelles connues des MLVs, les lipides sont orientés radialement au niveau du
plan équatorial.

b) Description de la désorganisation des lipides

Nous avons ensuite cherché a valider la capacité de notre systeme d’imagerie PTHG rapide
pour décrire la désorganisation moléculaire sur des MLVs soumises a une élévation de la tempé-
rature. Les changements de conformation des bicouches de lipides induits par une élévation de
la température sont décrits plus en détail dans 'encart 3.5. La difficulté qui s’oppose générale-
ment a I'imagerie polarimétrique sur des MLVs ayant subies une transition de phase est qu’elles
se déforment avec une dynamique inférieure a la seconde. Notre dispositif d’imagerie permet
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ici d’imager ce type d’échantillons grace a sa réolution temporelle de l'ordre de la dizaine de
millisecondes.

Encart 3.5 - Désorganisation des lipides (a partir de [153])

Pour une température suffisamment faible (inférieure a la température de transition de phase
des lipides), la plupart des liaisons C-C des chaines hydrocarbonées des lipides sont en configu-
ration "trans’, qui est la configuration la plus stable. Les chaines des lipides sont paralleles les
unes avec les autres et la bicouche lipidique posséde une conformation ordonnée de type .
L’apport d’énergie au systeme via une élévation de la température, augmente la mobilité mo-
léculaire caractérisée notamment par une probabilité plus importante d’induire le passage des
liaisons C-C d’une configuration "trans” vers une configuration “cis” gauche ou droite. Dans les
bicouches lipidiques, les orientations des chaines des lipides présentent donc une plus grande
dispersion angulaire associée a une conformation désordonnée o de la bicouche.

Lorsque la conformation des chaines lipidiques est ordonnée, la fluidité membranaire est faible,

tandis que lorsque la conformation est désordonnée, la fluidité augmente.

a. b. c. e.
‘x) 5 ;_:1 ﬂf) ﬁ 07“ conformation «
P00 P ﬁ{ | }{%
e fE 0 WY g
0 { d Q S 1) ol%, 0
h \ it (N RN
) Y | \/ﬂf WA \
2 E/ /\ ' / o conformation 8 ; _oeese
l 10 20 30

Température (°C)

FIGURE 3.19 — Description de la désorganisation des lipides. a. Phospholipide en configuration
tout- "trans’. b. Phospholipide avec une liaison gauche. ¢. Membrane en conformation 3. d.
Membrane en conformation a. e. Mesure de la fluidité du DMPC en fonction de la température.

Adapté de [153].

Nous avons ici réalisé des acquisitions PTHG successives sur les mémes MLVs (N=8) & tempé-
rature ambiante (20°C') et a température élevée (38°C'), c’est-a-dire en dessous et au-dessus de
leur température de transition a 24° (cf. encart 3.6).

Pour chaque acquisition, nous avons extrait les valeurs de 'amplitude de la modulation PTHG
sur les pixels de 'interface des structures en utilisant la méthode d’analyse FT-PTHG. La fi-
gure 3.20.a présente les histogrammes des amplitudes de modulation sur les pixels de 'interface
d’une MLV a 20°C' (histogramme bleu) puis portée a 38°C' (histogramme gris). On observe une
diminution des valeurs de modulation et une plus grande dispersion des valeurs de modulation
lorsque la température augmente.

Les données sur 1’évolution de I'amplitude de modulation moyenne sur N = 8 MLVs sont repor-
tées sur la figure 3.20.b. On observe une diminution significative de I'amplitude de modulation
de 70 % a 55 % lorsque la température passe de 20°C' a 38°C.
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Encart 3.6 - Matériel et méthode : Conditions d’imagerie des MLVs

Les expériences avec une température ajustable ont été menées en utilisant une micro-chambre
Oko-Lab (H301-T-UNIT-BL-PLUS,USA). L’imagerie PTHG de chaque échantillon a été réali-
sée successivement a 20°C (température ambiante de la piece, systeme éteint) et a 38°C' (controle
de la température de la chambre réalisé). Ces deux températures sont en-dessous et au-dessus
de la température de transition des lipides de DMPC (24°C)

o
o0

Pixel count
Mean
modulation

o

B

,
v

0.3 1 20 40
Modulation Temperature (°C)

F1GURE 3.20 — Désorganisation de la structure lipidique. a. Histogrammes de I'amplitude de
modulation PTHG sur les pixels de 'interface d'une MLV soumise a une transition de phase
induite par une élévation de la température. b. Données statistiques des valeurs moyennes
mesurées sur 8 MLVs

d) Conclusion

Nous avons présenté dans cette partie une premiere application de la détection de I’ordre
moléculaire sur des structures lipidiques dynamiques en utilisant le mode d’acquisition
PTHG rapide. A travers I’étude du signal PTHG sur des MLVs - qui sont des systemes modeles
constitués d’'une superposition de couches lipidiques concentriques (cf. figure 3.16.a) - nous
avons montré la pertinence de ’approche par transformée de Fourier FT-PTHG dé-
veloppée précédemment pour extraire rapidement ’ordre et ’orientation moléculaire a 1’échelle
submicrométrique. Nous avons ensuite caractérisé la désorganisation moléculaire induite
dans ces structures lipidiques par une élévation de la température au-dela de leur tempé-
rature de transition de phase. Ce dernier résultat valide la capacité de notre technique a sonder
I'organisation dans des échantillons qui se déforment a des dynamiques inférieures a la seconde.
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3.5.3 Application biologique 2 : Détection de la biominéralisation
des particules précurseurs des otolithes dans l’oreille interne
du poisson zebre

Nous présentons ici une seconde application de la microscopie PTHG rapide ol nous avons
exploré la possibilité de déterminer la nature (cristalline/isotrope) de particules pré-
sentes dans I’environnement 3D dynamique de 'oreille interne de ’embryon du
poisson-zeébre au cours des stades précoces de formation de I'otolithe.

Ces particules précurseurs des otolithes - dont nous rappelons quelques spécificités dans I'en-
cart 3.7 - présentent un caractere fortement dynamique lié & un déplacement 3D rapide (vitesse
entre 1 et 50 pwm/s [140]) induit par un courant rapide dans la cavité otique. Cette forte dyna-
mique, conjuguée a leur formation particuliere - difficile a reproduire dans un environnement
ex vivo - et la difficulté de leur appliquer un marquage ont empéché jusqu’a ce jour de conclure
précisément la nature de ces particules. Pour cette raison spécifique, nous avons cherché a les
imager avec notre dispositif optique et a étudier leur réponse polarimétrique.

Encart 3.7 - Particules endogénes dans les cavités des otolithes

L’otolithe est une structure minéralisée de petite taille présente dans 1’oreille interne des ver-
tébrés. Il est impliqué dans la détection de la gravité et de l'accélération pour 1’équilibration
des organismes. Il est constitué principalement d’aragonite, une forme de carbonate de calcium
(CaCO3).

Chez les poissons-zebres, dans les quelques heures avant et apres 'apparition de I'otolithe (entre
les stades embryonnaires 20 hpf et 24 hpf), des particules micrométriques apparaissent de ma-

niere éphémere dans la cavité otique.

Encart 3.8 - Matériel et méthode : Imagerie des particules d’otolithe endogénes
Les particules endogenes qui nagent autour des otolithes dans la cavité otique ont été imagées
sur des embryons agés de 20 a 24 hpf issus de la lignée transgénique Casper développée par
[154] et élevée dans Ianimalerie du laboratoire. Les ceufs sont conservés dans un incubateur
a 28°C jusqu’a ce qu’ils aient atteint les stades souhaités pour 'imagerie. Apres avoir enlevé
mécaniquement les chorions sur les plus jeunes embryons, les embryons ont été anesthésiés par
immersion dans une solution de tricaine diluée & 0.016 % préparée a partir d’une solution de
base (MS-222 Sigma, St. Louis, MO, USA) et de I'eau provenant de 'animalerie. Les embryons
ont ensuite été incorporés dans une solution d’agarose a basse température de fusion (Invitrogen,
cat 15517—014, Carlsbad, CA, USA) diluée a 2 % pour étre immobilisés, puis ont été montés
sur le fond d’une petite boite de Petri scellée par une lamelle de verre. Un petit volume de la
solution de tricaine mentionnée a été versé dans la boite de Petri pour imager 1’échantillon avec
I'objectif 25x a immersion. L’imagerie a été réalisée a température ambiante (20°C'). L’imagerie
a été réalisée par immersion de I'objectif dans la boite de Petri remplie de la solution de tricaine

mentionnée.
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Nous avons imagé ces particules sur des embryons dgés de 20 a 24 hpf de la lignée Casper (pour
plus de détails voir 'encart 3.8). Des expériences préliminaires ont permis de valider la présence
d’un fort contraste THG issu de ces particules a I'intérieur de la cavité otique localisée derriere
la téte du poisson-zebre (cf. figures 3.21.a et b).

Nous avons ensuite réalisé des acquisitions avec notre systeme PTHG a commutation rapide
de la polarisation sur ces particules pour déterminer leur nature (isotrope/anisotrope). Ces ac-
quisitions ont été conduites sur un champ d’environ 2.5 x 10 um pour 4 polarisations orientées
a 45° les unes des autres. Apres avoir appliqué un seuillage sur I'intensité THG moyennée des
4 images de la pile, les particules ont été isolées avec la fonction regionprops sur Matlab. La
valeur moyenne de l'intensité PTHG sur chaque particule a ensuite été calculée pour chacune
des polarisations, puis la valeur de la modulation sur chaque particule a été extraite. La figure
3.21.c reprend ces différentes étapes du processus d’analyse.

C) THG

Mean THG .
intensity Modulation

intensity

1 B Endogenous particles
|:| Polystyrene beads

Plxel count

0 0 Modulation 1

FIGURE 3.21 — Détection in vivo de I'anisotropie de particules endogenes flottant dans la cavité
otique de I’embryon de poisson-zebre. a. Schéma de la cavité de I'otolithe vers 22 hpf. b. Imagerie
THG de la cavité de I'otolithe avec les microparticules flottantes. Barre d’échelle : 20 um. c.
Extraction de la valeur moyenne de I'amplitude de modulation PTHG sur les microparticules.
d. Histogramme de la modulation PTHG sur les microparticules d’otolithe endogenes (en bleu)
et sur les billes de polystyréne injectées (en gris).

Pour interpréter les résultats des mesures PTHG sur les particules endogenes, nous avons réalisé
3 expériences de controle, présentées ci-dessous :

- 1¢ expérience controéle :

La premiere expérience a consisté a comparer la réponse PTHG sur les particules endogenes
avec celle obtenue sur des microbilles de polystyrene fluorescentes introduites dans la cavité
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otique par microinjection (protocole décrit dans I'encadré 3.9). Les valeurs des amplitudes de
modulation mesurées sur ces deux types de particules sont présentées sur ’histogramme de la
figure 3.21.d. La modulation mesurée sur les particules endogenes est égale a 35 % £ 16 % alors
que les billes isotropes en polystyréne - injectées dans la cavité et qui servent de contréle - pré-
sentent une modulation sensiblement plus faible de 18 % £ 8 %. Cette différence de modulation
révele la nature cristalline anisotrope de ces microparticules flottantes.

- 2¢ expérience controle :

Un second type de controle a été réalisé sur des billes de polystyréne immobiles dans la configu-
ration décrite dans 'encart 3.10 et sur la figure 3.22.b. On trouve une réduction de 'amplitude
de la modulation de 35416 % sur les particules endogenes & 16 +12 % sur les billes immobiles.

- 3¢ expérience controéle :

Un troisieme type de controle a été réalisé avec et sans commutation de la polarisation inci-
dente. On observe une diminution de 'amplitude de la modulation mesurée sur les particules
endogenes, sur les billes de polystyrenes injectées dans la cavité et immobilisées dans 1’agarose,
respectivement de 35+ 16 % 420412 %, de 18£8 % a 148 % et de 16 12 % 2 9+8 %. On
pourrait s’attendre a voir chuter considérablement I’amplitude de modulation, cependant cette
modulation PTHG résiduelle mesurée en I'absence de commutation de la polarisation est de
nature artéfactuelle. Elle trouve son origine dans le mouvement des particules et dans les bruits
de mesure. Cependant, ces mesures controles montrent que la modulation PTHG mesurée sur
des microparticules d’otolithe endogenes est statistiquement supérieure a celle sur des billes
injectées et ne peut étre attribuée qu’a l'anisotropie du matériau. (cf. figure 3.22)

Encart 3.9 - Matériel et méthode : Imagerie des particules injectées dans la cavité
otique

Les embryons controles agés de 30 hpf ont subi une microinjection d’'un volume de 0.5 nL d’une
solution de micro-billes fluorescentes dans une des deux cavités otiques en utilisant une seringue
de microinjection en verre. La solution de billes fluorescentes injectées - de diametre de 1 um -
a été préparée par dilution a la concentration 0.01 % d’une solution de base (Invitrogen, F8821,
Carlsbad, CA, USA) avec de I'eau distillée.

Encart 3.10 - Matériel et méthode : Imagerie des micro-billes statiques
Des micro-billes non fluorescentes (Sigma, LB11, Darmstadt, Germany) de 1.1 pm de diametre
ont été incorporées a de l'agarose puis déposées sur une lame de verre et recouvertes d’une

lamelle de verre pour étre imagées.

c) Conclusion

Ces expériences démontrent la capacité unique du dispositif d’aquisitions PTHG rapide pour
la détection de la biominéralisation in vivo sur des échantillons dynamiques.
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FIGURE 3.22 — Mesures de la modulation PTHG sur des microparticules de la cavité de I'oto-
lithe et sur des billes de polystyréne. a. A gauche, Schéma d’une injection de microparticules
fluorescentes dans la cavité de I'otolithe du poisson-zebre. A droite, imageries THG et 2PEF
simultanées des billes injectées. Barre d’échelle : 10 um. b. Schéma du montage des billes de
polystyrene incorporées dans un gel d’agarose. c. Amplitudes de modulation mesurées sur des
microparticules endogenes, des billes fluorescentes de polystyrene injectées et des billes de po-
lystyrene immobiles, avec et sans commutation de la polarisation. Le nombre de particules
analysées est indiqué au-dessus de chaque histogramme.

3.5.4 Conclusion de la partie 5

Nous avons rapporté dans cette partie deux applications sur des environnements biologiques
dynamiques qui tirent pleinement profit du développement de la PTHG rapide et d’une
nouvelle méthode d’analyse FT-PTHG des signaux PTHG par transformée de Fou-
rier pour détecter ’ordre moléculaire sur des structures biologiques dynamiques. La
nouvelle méthodologie consiste en effet a extraire 'ordre moléculaire en utilisant le calcul des
coefficients de Fourier en chaque pixel de I'image en intensité THG résolue en polarisation.
Nous avons montré une capacité nouvelle a mesurer la désorganisation moléculaire sur
des structures lipidiques induite par une transition de phase, puis nous avons réussi a dé-
tecter la nature cristalline des particules d’otolithe qui flottent dans 'oreille interne de
I’embryon de poisson-zebre.

3.6 Détection in vivo des domaines biréfringents dans
les matériaux biologiques

Une propriété de la réponse THG polarimétrique - qui a été rappelée dans le chapitre précédent
mais qui est rarement mentionnée dans la littérature - est que le signal THG issu des interfaces
d’échantillons isotrope s’évanouit pour une polarisation circulaire, tandis que le signal issu du
volume de matériaux biréfringents est préservé. De sorte que I'acquisition d’images THG pour
deux états de polarisation incidents, I'un linéaire (L-THG) et I'autre circulaire (C-THG), révele
efficacement les propriétés d’anisotropie dans les matériaux.
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Comme il a été évoqué plus haut, notre dispositif de commutation rapide a pu étre optimisé
pour obtenir des états de polarisation linéaires et circulaires pour des valeurs de tension particu-
lieres appliquées a 'EOM. Nous avons tiré profit de cette capacité pour développer un nouveau
mode d’acquisition C-L-THG rapide qui bascule rapidement entre des polarisations circu-
laires et linéaires dans la perspective de détecter la présence de domaines biréfringents
dans des structures biologiques anisotropes.

Dans un premier temps, nous avons réalisé une caractérisation de la sensibilité de cette
méthode de détection de la biréfringence sur des échantillons modeles, puis dans un se-
cond temps nous ’avons appliquée dans un contexte in vivo a la détection des vésicules
biréfrigentes dans les cellules intestinales du vers c-elegans.

3.6.1 Caractérisation de la sensibilité de la méthode de détection de
la biréfringence

Pour caractériser la sensibilité de cette méthode de détection de la biréfringence, nous avons
enregistré des images C-L-THG sur des échantillons biologiques modeles caractérisés par des
degrés différents d’anisotropie. Les expériences ont été conduites successivement sur une gout-
telette d’huile (structure isotrope), un cristal d’otolithe (structure fortement biréfringente)
et une vésicule multilamellaire (structure semi-anisotrope). Pour extraire le degré de biré-
fringence sur ces structures, nous avons développé une nouvelle méthodologie que nous décrivons
dans le paragraphe suivant.

a) Méthodologie d’analyse des acquisitions C-L-THG

Le contraste relatif entre les images C-THG et L-THG est d’autant plus élevé que le degré de
biréfringence des structures est important. Pour rendre compte quantitativement du niveau de
biréfringence, nous avons défini un parametre d’anisotropie normalisé défini par :

. B CTHG
Anisotropie — LTHG + CTHG

(3.19)

A partir de chaque acquisition d’images C-L-THG, nous avons extrait la carte de ce parametre

OAnisotropie .

b) Etude de la réponse C-L-THG sur 3 échantillons modéles

Nous nous sommes intéressés a 3 types d’échantillons qui possedent des degrés d’anisotropie
différents. Sur la figure 3.23 sont présentés pour chaque échantillon : les images C-THG et L-
THG, la carte du parametre d’anisotropie - filtrée avec un masque construit en fixant un seuil
sur les images L-THG pour éliminer le bruit - et les histogrammes des valeurs de ce parametre
sur chaque pixel de la carte :

(1) Gouttelette d’huile :

Sur la gouttelette d’huile, le signal L-THG apparait au niveau de l'interface entre la goutte-
lette et 'eau environnante (cf. fig. 3.23.a). Ce signal d’interface s’évanouit intégralement pour
une polarisation incidente circulaire. Par conséquent, la carte du parametre d’anisotropie et
I'histogramme déduit de cette carte présentent des valeurs faibles (comprises entre 0 — 0.2) qui
rendent compte du caractere isotrope de la structure moléculaire de la gouttelette d’huile.
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(7i) Otolithe d’un embryon de poisson-zébre :

En revanche, un signal L-THG apparait dans le volume de l'otolithe et ce signal est préservé
sur I'image C-THG. On peut également noter que les domaines qui produisent un signal C-
THG sont légerement plus étendus que ceux qui génerent un signal L-THG. Le signal L-THG
réalisé par accord de phase dépend en effet de 'orientation relative entre les axes cristallins et
la polarisation incidente, tandis que le signal C-THG généré présente un aspect similaire au
signal L-THG moyenné pour plusieurs orientations d’une polarisation d’excitation linéaire. A
I'intérieur de la structure, les valeurs du coefficient d’anisotropie présentent des valeurs élevées
- avec une répartition gaussienne autour de 50 % - en accord avec les propriétés de biréfringence
du matériau.

(iii) MLV :

La structure de la MLV présente une réponse intermédiaire entre les deux cas précédents :
le signal L-THG d’interface disparait sur I'image C-THG, alors que le signal L-THG issu du
volume - réalisé par accord de phase - est conservé sur I'image C-THG. On note ici aussi que
le signal C-THG est généré sur l'intégralité de la surface intérieure de la MLV, alors que le
signal L-THG présente une hétérogénéité spatiale sous 1'aspect d'une croix dont I’orientation
dépend de l'orientation de la polarisation incidente avec les axes neutres de la structure. Sur
I’histogramme des valeurs du parametre d’anisotropie, deux groupes de valeurs se détachent
du diagramme : des valeurs proches de 0 associées a 'extinction du signal sur l'interface et des
valeurs plus élevées issues de l'intérieur de la MLV qui décrivent la propriété d’anisotropie de
la structure.

c) Discussion sur la pertinence du parameétre d’anisotropie

Dans les trois cas précédents, les cartes du parametre d’anisotropie permettent une identification
directe des signaux de biréfringence. De plus, ils convergent vers la définition d’une valeur de
référence - évaluée a 0.17 - qui peut étre utilisée comme une valeur seuil de la sensibilité de notre
systeme pour détecter la présence de régions avec des propriétés anisotropes dans I’échantillon
sondé.

3.6.2 Application biologique : Détection des vésicules biréfrigentes
dans les cellules intestinales du ver c-elegans

Apres avoir développé un parametre de mesure du degré de biréfringence et caractérisé la
sensibilité de cette méthode sur des cas modeles, nous I’avons ensuite appliquée dans un contexte
in vivo pour la détection des vésicules biréfringentes dans les cellules intestinales du
ver c-elegans.

Nous avons réalisé des acquisitions C-L-THG sur des vers c-elegans préparés suivant le protocole
3.12.

a) Visibilité des vésicules dans les cellules intestinales en contraste C-L-THG

Les acquisitions L-THG fournissent des images morphologiques tres contrastées des nombreuses
vésicules micrométriques dans les cellules intestinales et de I’épithélium (cf. figure 3.25.a). Ce
fort contraste qui émerge des structures est attribuable a la fois & leur dimension (de 'ordre du
micron) et & leur composition riche en lipides.
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Chapitre 3. Microscopie THG polarimétrique rapide pour I'imagerie in vivo

L-THG C-THG C-THG / (L-THG + C-THG)
- (g)
[0}
=
e
e)
o
<
I
@]
>
S

0 017

FI1GURE 3.23 — Détection de structures biologiques biréfringentes en utilisant le mode de com-
mutation C-L-THG et la méthodologie développéee ci-dessus. (a-c) Acquisitions C-L-THG,
(d-f) cartes et (g-i) histogrammes du parametre d’anisotropie sur une gouttelette d’huile (iso-
trope), un otolithe d’embryon de poisson-zeébre dgé de 3 jours (biréfringent) et sur une MLV
(semi-biréfringent). Barre d’échelle : 5 pm.

A la différence du contraste L-THG, le contraste C-THG s’évanouit sur la plupart des vésicules
mais persiste seulement sur quelques rares vésicules (cf. figure 3.25.b). La carte d’anisotropie
(cf. figure 3.25.c) montre que le parametre d’anisotropie atteint sur ces derniéres vésicules une
valeur supérieure a 0.17, ce qui traduit leur caractere biréfringent avec un degré d’anisotropie
supérieur au seuil de sensibilité de notre dispositif.

b) Discussion

Nous avons utilisé ici une nouvelle modalité d’imagerie C-L-THG rapide réalisée avec
un dispositif optique de commutation rapide entre une polarisation linéaire et une polarisation
circulaire combinée a une analyse ratiométrique via le calcul d’un parametre d’anisotropie
en chaque pixel. Grace a ces développements, nous avons été capable d’identifier in vivo et sans
marquage les vésicules biréfringentes parmi les vésicules des cellules intestinales du ver. A partir
de cartes d’anisotropie extraites sur un volume 3D, on pourrait également envisager d’identifier
facilement et en 3D la fraction de vésicules biréfringentes localisées dans les cellules intestinales.
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3.6 Détection in vivo des domaines biréfringents dans les matériaux biologiques

Encart 3.11 - Vésicules lipidiques dans les cellules intestinales du ver c-elegans
Les cellules intestinales du ver c-elegans contiennent une forte densité de vésicules lipidiques
dont une faible proportion de granules présentent de fortes propriétés de biréfringence et sont

des organelles reliées aux lysosomes - comme il a été montré en microscopie a polariseurs

croisés par [155].

a. Pharyngeal-intestinal Fertilized egg
valve Anus

Intestine

-A“‘ﬁ

Vulva Stomatointestinal

muscle

Gonad arm Spermatheca

X DIC
. . ’(.“V-E‘ : -

Polarization

wild type

wild type

FIGURE 3.24 — Anatomie du ver c-elegans. Adapté de [156]. Imagerie DIC et en polarisation

d’un ver c-elegans de souche sauvage. Adapté de [155].

Encart 3.12 - Matériel et méthode :

Les vers c-elegans imagés proviennent de la souche sauvage Bristol N2. Les nématodes ont
été élevés a 20°C sur des plaques NGM ensemencées avec des bactéries E. coli de la souche
OP50. Le montage des nématodes pour 'imagerie a été réalisé sur une couche d’agarose a 10 %
préparée sur une lamelle de verre. Des larves L4 ou des jeunes adultes ont ensuite été transférés
dans une goutte de billes de polystyréne (Polyscience Inc. cat 00876, Warrington, PA, USA)
sans traitement anesthésiant. Une lamelle de verre a ensuite été ajoutée et les animaux ont été

imagés immédiatement.

3.6.3 Conclusion de la partie 6

Dans cette partie, nous avons montré que le mode d’acquisition C-L-THG rapide combiné
avec une analyse ratiométrique a 1’échelle submicrométrique permet de détecter efficace-
ment la présence de domaines biréfringents dans des environnements biologiques
in vivo.

L’étude de cas modeles (gouttelettes d’huile, MLVs et otolithes) nous a permis de fixer une
valeur supérieure du seuil de la sensibilité de notre systeme pour détecter la biréfringence des

121



Chapitre 3. Microscopie THG polarimétrique rapide pour I'imagerie in vivo

C-THG / (L-THG + C-THG)

FI1GURE 3.25 — Détection des vésicules biréfringents dans le ver c-elegans. a. Imagerie L-THG.
b. Imagerie C-THG. Carte d’anisotropie.

échantillons. Pour affiner la caractérisation du seuil de sensibilité de cette technique de détec-
tion de la biréfringence qui est limitée a la fois par la faible dimension des vésicules que I'on veut
sonder et par leur degré de biréfringence, on pourrait réaliser des acquisitions sur des MLVs de
dimensions différentes avec des degrés d’anisotropie différents.

A partir de cette caractérisation préliminaire, nous avons ensuite appliqué cette méthode dans
un contexte in vivo a la détection des vésicules biréfringentes dans les cellules intes-
tinales du ver c-elegans. Un avantage de cette technique sur la microscopie confocale avec
des polariseurs croisés est sa capacité a venir sonder des échantillons dans des environnements
in vivo dynamiques.
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3.7 Conclusion du chapitre 3

3.7 Conclusion du chapitre 3

Dans ce chapitre, nous avons présenté notre nouveau dispositif d’'imagerie PTHG basé sur la
combinaison d’une commutation rapide de la polarisation (de l'ordre de la dizaine de microse-
condes) avec un mode d’acquisition XPY ou la polarisation est commutée entre les lignes pour
atteindre une résolution temporelle sur les mesures polarimétriques de ’ordre de la
dizaine de millisecondes a |’échelle du pixel.

Nous avons optimisé ce systéeme pour réaliser deux types d’acquisitions : (i) une imagerie
PTHG qui repose sur le balayage de la polarisation d’excitation d’états linéaires situés le long
de 'équateur de la sphere de Poincaré et (ii) une imagerie C-L-THG avec une polarisation
d’excitation qui décrit des états linéaires et circulaires le long d’un méridien.

Nous avons ensuite illustré 'adéquation de notre systeme d’imagerie pour venir sonder les
orientations moléculaires ou les symétries dans le plan d’imagerie sur des échantillons
qui se déforment ou qui sont en mouvement a une échelle temporelle inférieure a la seconde
sans subir d’artefacts de mesures liés au mouvement.

D’une part, en utilisant le mode P-THG, nous avons démontré sa capacité a mesurer la
désorganisation moléculaire induite par une transition de phase sur des structures
lipidiques, puis a détecter la nature cristalline des particules d’otolithe qui flottent
dans l'oreille interne de ’embryon de poisson-zebre. Pour ces acquisitions PTHG, nous avons
développé une nouvelle méthodologie d’analyse de 1’ordre moléculaire par transfor-
mée de Fourier pour extraire rapidement des informations des acquisitions PTHG.

D’autre part, nous avons montré le potentiel de ce systeme d’imagerie utilisant le mode C-L-
THG pour détecter des microstructures biréfringentes dans des échantillons biolo-
giques dynamiques. Nous avons caractérisé la sensibilité de notre systeme sur des échantillons
modeles présentant des degrés divers d’anisotropie (gouttelettes d’huile, otolithe, MLVs), puis
nous avons montré la capacité de notre systeme a détecter in vivo des vésicules biréfringentes
dans les cellules intestinales du ver c-elegans. Nous avons développé ici un nouvel outil pour
extraire des informations sur l’anisotropie des structures avec une méthode ratiométrique
a partir des images L-C-THG.
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Chapitre 4

Imagerie THG multi-échelle des tissus
myélinisés dans le CNS de la souris et
du poisson-zebre
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L’identification in vivo des changements pathologiques de la myéline dans le CNS humain a
partir du contraste IRM est une étape décisive dans le diagnostic de pathologies neurodégé-
nératives. Cependant l'intérét des IRM 1T ou 3T - dont sont équipés les hopitaux - est limité
pour la détection de nouvelles lésions de petites dimensions dans la substance blanche, de 1é-
sions de taille quelconque dans la matiere grise, ainsi que pour le diagnostic de changements
pathologiques diffus dans la substance blanche d’apparence normale qui se développent chez
des individus atteints de sclérose en plaques. Les techniques d’imagerie d’'IRM 7T ou DIR 3T -
récemment développées et encore peu déployées en milieu hospitalier - permettent de visualiser
ces types de lésions grice a leur meilleure sensibilité. Cependant leur résolution (de 'ordre de
200 pm) reste insuffisante pour résoudre des fibres individuelles de quelques microns de dia-
metre.

A Tinverse, le champ d’application des techniques d’imagerie résolues a 1’échelle de I'axone
unique est restreint a des tissus de faible épaisseur (de l'ordre de quelques centaines de mi-
crons) a cause de leur faible pénétration. Les microscopies de fluorescence confocales et a deux
photons ont par exemple été utilisées avec succes pour imager ex vivo des tissus myélinisés fixés
et des tranches vivantes, ainsi que pour I'imagerie in vivo de petits échantillons transparents
comme le poisson-zebre ou de souris via une fenétre cranienne. Ces techniques d’imagerie re-
quierent toutefois un marquage de la myéline qui n’est pas toujours réalisable ou fiable.

A ce jour, I'utilisation des techniques d’imagerie optique sans marquage (OCT, SCoRe, CARS)
capables de détecter des changements pathologiques dans la microstructure des tissus myélini-
sés comme la présence de fibres démyélinisées est encore marginale dans les études in vivo. De
plus, la compréhension du contraste qu’elles fournissent sur les tissus myélinisés reste incom-
plete. Le développement de méthodes de microscopie quantitative sans marquage permettant
de caractériser la myéline in situ reste un enjeu tres important. Ce développement est souhai-
table, non seulement pour extraire des informations robustes sur 1’évolution des changements
pathologiques a 1’échelle de la fibre individuelle et du tissu dans la perspective d’une meilleure
corrélation entre ces changements et les signes cliniques observés, mais également pour évaluer
Iefficacité de traitements thérapeutiques dans le cadre d’essais cliniques.

Dans ce chapitre 4, nous montrons que la microscopie THG se positionne comme une technique
prometteuse pour 'imagerie des tissus myélinisés non marqués grace a sa résolution submi-
crométrique et sa grande sensibilité. En nous appuyant sur les avancements présentés dans les
chapitres précédents (cf. chapitre 2 pour la compréhension du contraste P-THG sur des inter-
faces verticales entre des milieux d’indices différents et chapitre 3 pour le développement de
la microscopie P-THG rapide), nous avons mené un travail exploratoire de caractérisation
multi-échelle des contrastes THG et P-THG ex vivo sur des tissus myélinisés de
souris et in vivo des tissus de la moelle épiniere du poisson-zebre. Nous avons ensuite
mené une étude applicative de cette technique sur des tranches vivantes de cervelet de sou-
ris pour renseigner le processus de myélinisation des fibres des cellules de Purkinje
dans les folia. L’étude des tissus de souris s’inscrit dans le cadre d’une collaboration avec
I’équipe de Bruno Stankoff qui travaille sur les mécanismes fondamentaux et ’aspect clinique
de la myélinisation et de la remyélinisation de la sclérose en plaques a I'Institut du Cerveau
et de la Moelle épiniere (ICM) a I'hopital de la Pitié Salpétriere & Paris. Nous avons collaboré
étroitement avec Bruno Stankoff, Anne Desmazieres et Marie-Stéphane Aigrot pour concevoir
les expériences, discuter la compréhension des contrastes observés et préparer les tissus imagés.
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Chapitre 4. Imagerie THG multi-échelle des tissus my¢élinisés dans le CNS de la souris et du
poisson-zebre

Nous présentons dans une premiere partie les résultats d’une caractérisation extensive du
contraste THG sur des tissus myélinisés du CNS de souris et du poisson-zebre. A partir d’ac-
quisitions réalisées sur des tissus fixés de CNS de souris, nous montrons la capacité de 'imagerie
THG a fournir une description multi-échelle de ’architecture de la myéline, depuis la
fibre myélinisée individuelle jusqu’aux faisceaux de matiére blanche sur ’ensemble
du tissu. Nous allons voir que le contraste THG renseigne la diversité architecturale de la
myéline a ces différentes échelles grace a sa sensibilité aux axones myélinisés ayant une orien-
tation longitudinale aussi bien qu’a ceux ayant une orientation transverse au plan d’imagerie.
Pour renseigner le contraste in wivo et caractériser des états de myélinisation évolu-
tifs, nous avons ensuite imagé des axones myélinisés chez le poisson-zebre au cours des
stades précoces du développement. Nous rapportons une caractérisation de 1’évolution du
contraste THG polarimétrique sur des axones myélinisés du poisson-zebre de différents calibres
- de diametre de plusieurs microns pour les axones Mauthner et de ’ordre du micron pour les
axones dorsaux. Enfin, nous avons mené une étude combinant des aspects expérimentaux et
numériques sur les contrastes THG et P-THG émergeants de structures cylindriques
modeles qui reproduisent la géométrie des axones myélinisées avec des propriétés optiques
simplifiées pour mieux comprendre le mécanisme de contraste THG sur des fibres myélinisées.
Dans une seconde partie, nous présentons une application de I'imagerie THG pour rensei-
gner I’évolution du processus de myélinisation dans des tissus vivants de cervelet
de souris non marqués. Nous rapportons la capacité du contraste THG a fournir une car-
tographie d’ensemble des axones myélinisés des cellules de Purkinje regroupés en faisceaux
de matiere blanche a I’échelle de la tranche de cervelet, et détaillée sur les axones myélinisés
individuels dans la matiere grise des folia. Nous avons également décrit la progression du
processus de myélinisation des fibres grace a 'apparition progressive du contraste THG
avec le développement de l'arborescence des fibres myélinisées a 1’échelle des folia. La capa-
cité - rapportée dans ce chapitre - de tracer P’arborescence des fibres myélinisées en
s’appuyant sur une acquisition THG volumétrique d'un folium offre de nouvelles perspectives
pour 'extraction future de parametres morphologiques quantitatifs permettant de caractériser
le motif de progression de la myélinisation. Nous mettons également en évidence la capacité
des contrastes THG et THG polarimétrique a révéler les propriétés optiques de 1’axone
myélinisé individuel et a distinguer des tissus de cervelet normaux et pathologiques.

4.1 Caractérisation des contrastes THG et P-THG dans
le CNS de souris et du poisson-zebre

Malgré les premieres démonstrations de la sensibilité du contraste THG sur des tissus myélinisés
rapportées dans la littérature (cf. [94], [95], [97], [122]) la caractérisation du contraste THG sur
des fibres myélinisées reste incomplete et le contraste PTHG dans ce contexte n’a pas encore été
décrit ni analysé. Nous présentons dans cette partie une premiere caractérisation extensive
des contrastes THG et PTHG sur des tissus myélinisés du CNS de souris et du poisson-
zebre.
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4.1 Caractérisation des contrastes THG et P-THG dans le CNS de souris et du poisson-zébre

4.1.1 Caractérisation de la sensibilité du signal THG sur les tissus
myélinisés du CNS de souris

Dans cette sous-partie, nous décrivons les résultats d'un travail exploratoire sur le contraste
THG a travers le CNS d’un systéme murin pour renseigner la sensibilité du signal THG sur
les fibres myélinisées d'un modele vertébré. Pour confirmer que le fort signal THG émergeant
des tissus myélinisés trouve son origine dans la gaine de myéline comme il a été rapporté
précédemment par [94], [95], [97] et [122], nous avons imagé des tissus fixés de cerveau et
de moelle épiniere prélevés sur une souris transgénique PLP-EGFP adulte préparés comme
indiqué dans l’encart 4.1. Cette lignée exprime le marqueur GFP sous le promoteur de la
protéine protéolipidique (PLP) responsable de I’adhésion des couches cytoplasmiques dans la
membrane de la myéline [157].

Encart 4.1 - Matériel et méthode : Préparation des tranches fizées de cerveau et
de moelle épiniére de souris

Le cerveau et la moelle épiniere d’une souris transgénique PLP-EGFP adulte agée de 3 mois
sacrifiée ont été extraits puis découpés en tranches de 200 - 300 um d’épaisseur avec un chopper
mécanique. Ces tranches ont été réalisées dans le plan frontal du cerveau, dans le plan sagittal du
cervelet et dans les plans transverses et paralleles a ’axe de la moelle épiniére. Apres découpe,

elles ont été fixées par immersion dans une solution de PFA pendant 30 mn et conservées au

réfrigérateur a 'ICM avant d’étre imagées dans notre laboratoire.

Nous avons acquis séquentiellement le signal de fluorescence par excitation a deux photons
(2PEF) généré de maniere spécifique par la myéline marquée, puis le signal THG. Les acqui-
sitions présentées dans ce chapitre ont été réalisées avec l'objectif Olympus XL Plan 25 X
a immersion a eau d’ouverture numérique NA = 1.05 et une puissance sous l'objectif entre
20 mW et 30 mW pour la fluorescence et entre 70 mW et 100 mW pour la THG.

Dans les paragraphes suivants, nous présentons une synthése des caractéristiques du
contraste THG obtenus sur les domaines myélinisés du CNS présentés sur les figures
4.2 - 4.4.

a) Colocalisation du signal THG avec les axones myélinisés et identification des
domaines de substance blanche et grise

Pour caractériser le signal THG émergeant des substances blanches et grises et sa colocalisation
avec le signal 2PEF issu des gaines de myéline, nous avons fait une premiere série d’acquisitions
sur des champs de vue couvrant le corps calleux (CC) et le cortex (CTX) (cf. figure 4.1).
On rappelle ici que le corps calleux (CC) - est un large faisceau de substance blanche
du cerveau qui relie les deux hémispheres du cerveau, tandis que le cortex (CTX) constitue
la matiere grise périphérique des hémispheres cérébraux et présente une densité d’axones
myélinisés beaucoup plus faible.

Les acquisitions réalisées sur un champ de dimension 500 x 500 pm? font apparaitre un contraste
THG sur des domaines myélinisés identifiés grace au signal 2PEF spécifique de la myéline mar-
quée (cf. figure 4.1.a). On observe une colocalisation de ces deux contrastes sur 'ensemble
des fibres dans le champ de vue, aussi bien sur les domaines plus ou moins fortement myéli-
nisés. Cette colocalisation indique que les fibres myélinisées sont ici la source principale du
contraste THG.
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Chapitre 4. Imagerie THG multi-échelle des tissus my¢élinisés dans le CNS de la souris et du
poisson-zebre

Nous allons voir que le signal THG permet d’identifier sans ambiguité le cortex et le corps
calleux grace a 'aspect tres différent du contraste THG issu de ces deux structures. Similai-
rement au contraste 2PEF (cf. figure 4.1.c), le contraste THG (cf. figure 4.1.b) émergeant du
corps calleux a un aspect relativement uniforme sur les denses faisceaux de fibres, et les fibres
myélinisées individuelles ne sont pas discernables a cause de leur forte densité. En revanche, sur
les deux régions du cortex - appartenant aux hémispheres cérébraux droit et gauche séparés
par le sillon médian (SM) - on peut remarquer une grande hétérogénéité du contraste THG
avec la présence de domaines submicrométriques isolés fortement contrastés qui proviennent
des fibres myélinisées individuelles hors-plan, comme nous allons le voir plus en détail dans la
sous-partie b).

On peut également noter que le contraste THG présente une résolution spatiale apparente 1é-
gerement meilleure que le contraste 2PEF, apparente notamment sur les fibres myélinisées du
corps calleux. Cette différence entre les deux contrastes peut s’expliquer par leurs mécanismes
de génération distincts : la THG est un processus cohérent du troisieme ordre avec une dépen-
dance avec le cube de l'intensité d’excitation, tandis que le 2PEF est un processus du second
ordre avec une dépendance quadratique avec 'intensité d’excitation. Cette différence entre les
ordres non-linéaires de ces deux processus est a ’origine d’un volume d’excitation de plus petite
dimension pour le processus THG (cf. chapitre 1).

De plus, les niveaux de signaux THG moyens sont tres différents sur les deux régions comme
on peut le voir sur les histogrammes d’intensité THG déduits de ces domaines 4.1.d (cf. histo-
gramme 4.1.e pour la 2PEF). Le corps calleux produit de forts signaux THG avec environ 400
photons/pixel dans nos conditions d’imagerie (resp. environ 1800 photons/pixel pour le signal
2PEF), tandis que les régions du cortex génerent des contrastes sensiblement plus faibles avec
en moyenne 150 photons/pixel pour la THG (resp. environ 50 photons/pixel pour la 2PEF). Ces
histogrammes font apparaitre une différence de sensibilité entre les contrastes THG et 2PEF
qui peut s’expliquer par la singularité des mécanismes de génération de ces deux contrastes.
En effet, le signal 2PEF évolue proportionnellement a la densité de fluorophores, tandis que le
signal THG présente une réponse plus complexe avec deux régimes selon la dimension ¢gyet
des structures par rapport a la longueur de cohérence [, : pour ¢guer < l/2 le contraste THG
augmente quadratiquement avec le nombre d’émetteurs, et lorsque ¢spuer > l/2, le contraste
croit avec la taille de la structure mais avec une dynamique plus faible (cf. chapitre 1.4).

En résumé, nous avons montré que la sensibilité du contraste THG aux fibres myélinisées est a
I'origine de la génération de signal THG aussi bien sur la substance blanche que sur la substance
grise, avec des aspects et des niveaux de signal moyen tres différents qui permettent clairement
de les identifier.

b) Sensibilité du contraste THG sur les fibres myélinisées horizontales et verticales
dans les couches corticales

Pour mieux caractériser la sensibilité du contraste THG sur des fibres individuelles dans les
plans paralleles et transverses au plan d’imagerie, nous nous sommes intéressés a la structure
du cortex qui présente une large distribution angulaire d’axones incluant des fibres transverses
sur une coupe coronale.

Les images présentées sur la figure 4.2 proviennent d’acquisitions 3D en contrastes 2PEF et
THG réalisées sur une région corticale a proximité du sillon médian, avec un échantillonnage
fin (0.23 x 0.23 x 1 um?) sur une profondeur de 100 ym. Ces images font apparaitre un gradient
d’intensité THG (et 2PEF) entre le bas et le haut du champ (500 x 500 pm?) qui résulte des
variations spatiales de la densité et de l'orientation des fibres myélinisées entre les différentes
couches corticales (cf. figure 4.2.a).
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4.1 Caractérisation des contrastes THG et P-THG dans le CNS de souris et du poisson-zébre
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FIGURE 4.1 — a. Imagerie THG/2PEF sur un champ couvrant deux domaines du cortex (CTX)
et une région du corps calleux (CC) de tissus fixés provenant d’une souris transgénique PLP-
EGFP. Barre d’échelle : 100 um. b. (c.) Agrandissements du contraste THG (resp. 2PEF) sur
une région du corps calleux et du cortex, révélant le faisceau de fibres myélinisées dans le corps
calleux et les axones individuels transverses sous l’aspect de domaines ponctuels fortement
contrastés dans le cortex. Barre d’échelle du zoom : 50 pm. d. (e.) Histogrammes des intensités
THG (resp. 2PEF) sur ces deux régions.

L’agrandissement du contraste THG (et 2PEF) sur un plan XY de la région 1 (cf. figure 4.2.b)
fait apparaitre des domaines de dimension submicrométrique d’intensité 2 a 5 fois supérieure a
celle du fond. La reprojection X7 moyennée sur une dizaine de pixels indique que le contraste
THG provient d’axones verticaux. En revanche, la région 2 (cf. figure 4.2.c) présente une
majorité de fibres paralleles au plan d’imagerie XY et une quasi-absence de fibres verticales
sur la reprojection XZ. L’orientation spécifique des fibres myélinisées sur ces deux domaines de
la coupe coronale suggere que la région 1 se trouve dans la couche corticale I, tandis que la
seconde région - avec des fibres paralleles dans le plan d’imagerie - est située dans les couches
IT ou III.

Par ailleurs, les profils THG et 2PEF superposés et normalisés (cf. figure 4.2.d et e) - tirés des
domaines indiqués sur les figures 4.2.b et ¢, dans les plans XZ et XY respectivement - confirment
la colocalisation de ces deux signaux a 1’échelle submicrométrique. Le contraste THG trouve
donc ici aussi son origine dans la présence de fibres myélinisées.

En résumé, 'apparition d’un fort contraste THG, colocalisé avec le contraste 2PEF, sur les fibres
myélinisées du cortex démontre la capacité du contraste THG a détecter des fibres
myélinisées perpendiculaires au plan d’imagerie (cf. figure 4.2). Le récent travail de
Redlich et al. [96] de caractérisation du contraste THG sur le cortex de souris en configuration
in vivo est venu confirmer ces observations sur le cortex et renseigne l'orientation des fibres
selon les couches corticales.
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FIGURE 4.2 — a. Imagerie en contrastes THG et 2PEF a forte résolution d'une région du cortex
a proximité du sillon médian. b. Zooms XY a 15 um de profondeur et reprojection YZ sur
la région 1 (couche corticale I). Visualisation des axones myélinisés sous 'aspect de domaines
ponctuels micrométriques dans le plan XY et de domaines longilignes dans le plan XZ. Barre
d’échelle du zoom : 20 pum. c. Zooms XY a 15 um de profondeur et reprojection YZ sur la région
2 (couches corticales II & III). Visualisation des axones myélinisés sous 1'aspect de domaines
longilignes dans le plan XY et de domaines ponctuels micrométriques dans le plan XZ. d, (e.)
Profils d’intensités THG et 2PEF superposés extraits des deux sous-domaines indiqués sur b.
(c. respectivement).

c) Diversité des contrastes THG dans la substance blanche et la matiére grise du
cerveau et de la moelle épiniere

Nous avons ensuite cherché a renseigner le contraste THG dans d’autres domaines du CNS.
Nous présentons sur la figure 4.3 des acquisitions réalisées dans le cerveau sur les régions du
caudoputamen (CP) et du cervelet ainsi que dans la moelle épiniére de souris.

Apres avoir noté ici aussi la colocalisation des contrastes 2PEF et THG issus des fibres myélini-
sées sur chacune des régions imagées, on peut remarquer que la substance blanche est également
a l'origine d’'un fort signal THG (environ 500 photons/pixel) relativement homogene sur des
domaines de plusieurs dizaines de microns. La matiére grise fait apparaitre un contraste forte-
ment hétérogene et plus faible (environ 90 photons/pixel) que la substance blanche, caractérisé
par un fort signal émergeant sur les fibres myélinisées individuelles éparses sur un fond tres
faiblement contrasté. Par exemple, dans le caudoputamen, les faisceaux de fibres myélinisées -
qui relient les ventricules latéraux - apparaissent avec un fort contraste THG distinct de celui
provenant de la matiere grise.
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On peut remarquer la présence additionnelle d'un signal THG non-spécifique de la myéline
faiblement contrasté dans la matiere grise, qui fournit une description intéressante de la struc-
ture du tissu cellulaire. Ce signal est généré par la présence de structures micrométriques
comme les dendrites des cellules de Purkinje dans la couche moléculaire du cervelet (cf. figure
4.3) ou les nucléoles des noyaux des cellules gliales et diverses composantes cellulaires dans
le cortex (cf. figure 4.1.b). Par ailleurs, on peut aussi noter 'absence de signal THG dans les
noyaux des corps neuronaux étoilés et pyramidaux dans le cortex (cf. figure 4.1.b), ou les corps
des cellules de Purkinje (cf. figure 4.3). Les noyaux ou corps cellulaires sont ainsi révélés en
contraste négatif.

En bref, dans le cerveau et la moelle épiniere, la source principale de signaux THG pro-
vient des faisceaux d’axones et des fibres myélinisées individuelles. Le contraste THG
décrit avec précision la diversité architecturale de la myéline dans les substances blanche et
grise, augmentée d’'une description de la structure du tissus cellulaire associée a la composante
non-spécifique de la myéline du contraste THG.

CA CA Cervelet SC - coronal

FIGURE 4.3 — Imagerie THG /2PEF sur différents tissus du CNS d’une souris transgénique PLP-
EGFP (caudoputamen (CA), cervelet, moelle épiniere en coupes longitudinale et coronale)
révélant la diversité de l'architecture des fibres myélinisées dans la substance blanche et la
matiere grise.

d) Description structurelle multi-échelle de la moelle épiniére de souris

Sur la base des observations précédentes, nous avons ensuite évalué la capacité de la micro-
scopie THG a fournir une description multi-échelle d'un tissu myélinisé. Pour cela, nous avons
considéré une section coronale de moelle épiniere d’une souris normale sur laquelle nous avons
réalisé des acquisitions THG & plusieurs échelles, depuis le tissu jusqu’a la fibre individuelle (cf.
figure 4.4).

Nous avons commencé par décrire le contraste THG sur I’ensemble du tissu en réalisant une
mosaique (3 x 3 champs) a faible résolution moyennée sur plusieurs plans (cf. figure 4.4.c.).
Sur ce large champ, on peut identifier les cordons ventraux, latéraux et dorsaux (décrits sur la
figure 4.4.b) d’ou émerge un fort contraste THG caractéristique de la matiére blanche (MB).
Les cornes ventrales et dorsales de la matiére grise (MG) sont également visualisables grace
a un contraste THG plus faible et hétérogene, tandis que le canal central au centre de I'image
apparait avec un contraste négatif.
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Nous avons ensuite imagé la région a proximité de la corne ventrale a haute résolution (0.23 x
0.23 x 1 um?) pour visualiser les structures myélinisées a I’échelle micrométrique. Cette acqui-
sition révele les fibres individuelles avec un contraste THG remarquable : une multitude
d’anneaux groupés de diametres variables identifient les gaines de myéline individuelles dans
les cordons spinaux transverses. En revanche, les axones myélinisés épars de la matiere grise
- sans orientation privilégiée - sont visibles soit sous 'aspect d’anneaux (indiqués par des tri-
angles jaunes) lorsqu’ils ont une orientation transverse soit par deux traits rectilignes (indiqués
par des fleches jaunes) lorsqu’ils sont contenus dans le plan d’imagerie. Ces anneaux ou traits
rectilignes identifient les positions des gaines de myéline des fibres du tissu.

En conclusion, le contraste THG présente une capacité formidable pour fournir une descrip-
tion multi-échelle du tissu myélinisé, depuis une échelle large - informative de la structure
d’ensemble de la matiére blanche et de la matiére grise (qui suggere la possibilité de segmenter
efficacement ces deux domaines) - jusqu’a la fibre myélinisée individuelle.

a. Cranial Matiére grise

Corne
ventrale

Corne

dorsale

Caudal Substance blanche

b. Fissure médiale

Cordon 0
dorsal Sillon médian
dorsal

FIGURE 4.4 — (a) Schéma de la géométrie de la moelle épiniere de souris. (b) Description de
la structure de la moelle épiniere dans le plan transverse (c¢) Imagerie THG d’'un tissu fixé
de moelle épiniere de souris en coupe transverse. Echelle 100 pm. Zoom sur la région de la
corne ventrale. Echelle 50 pum. Visualisation des gaines de myéline d’aspect annulaire dans la
substance blanche et d’aspects annulaire et rectiligne dans la matiere grise. Echelle 10 pm.

e) Conclusion

Les résultats présentés dans cette partie montrent qu'un contraste THG émerge de 1’ensemble
des tissus fixés du CNS de la souris en raison de sa forte sensibilité aux fibres myélinisées
quelle que soit leur orientation par rapport au plan d’imagerie. Nous avons notamment observé
que le contraste THG qui émerge de la substance blanche est relativement uniforme et présente
intensité de 5 a 8 fois supérieure a celle qui apparait sur la substance grise et qui présente
également un contraste plus hétérogene. De plus, nous avons montré la capacité de 'imagerie
THG a fournir une description structurelle multi-échelle depuis le tissu - en mettant en
évidence sa capacité remarquable a renseigner la diversité architecturelle des fibres myé-
linisées en distinguant la matiere blanche de la matiere grise - jusqu’a la fibre individuelle
myélinisée en révélant les gaines de myéline.
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4.1.2 Caractérisation du contraste THG polarimétrique dans la moelle
épiniére du poisson-zebre a différents stades de la myélinisa-
tion

Bien que les échantillons fixés soient un bon support pour une caractérisation préliminaire des
contrastes d’imagerie, ils ne présentent pas la complexité d’'un environnement in vivo dynamique
avec des états de myélinisation évolutifs. Pour cette raison, nous nous sommes ensuite intéressés
au modele du poisson-zébre qui est un support adéquat pour I'imagerie des fibres myélinisées
pendant le processus de myélinisation embryonnaire. Nous présentons ici une caractérisation in
vivo de ’évolution du contraste THG polarimétrique sur des fibres myélinisées de
la moelle épiniére du poisson-zebre présentant plusieurs degrés de myélinisation.
Cette étude a pour objectif de renseigner la capacité de cette modalité a fournir des informa-
tions quantitatives pertinentes et robustes sur I’évolution de la morphologie et de
la structure moléculaire des gaines de myéline.

Dans les paragraphes suivants, apres avoir rappelé des aspects clés du processus de myélinisa-
tion chez le poisson-zebre, nous décrivons ’évolution temporelle des contrastes THG et P-THG
sur deux types d’axones reticulospinaux : les axones dorsaux - qui présentent un diametre
d’environ un micron - et les axones Mauthner - dont le diametre est compris entre 3 a 6
microns aux stades considérés. Nous discutons enfin les avantages et limites de la PTHG pour
I'imagerie du développement de la gaine de myéline selon le diametre axonal des fibres.

a) Le poisson-zébre : un modeéle d’intérét pour 'imagerie in vivo du processus de
myélinisation

Le poisson-zeébre est un modele largement utilisé pour explorer des processus dynamiques, et
en particulier pour étudier la myélinisation. Il est important de rappeler que le processus de
myélinisation présente de grandes similitudes avec le processus de remyélinisation dont la com-
préhension est fondamentale pour développer de nouvelles stratégies remyélinisantes dans la
perspective de soigner des pathologies démyélinisantes. C’est la raison pour laquelle la myélini-
sation du poisson-zebre est par exemple utilisée comme support d’étude pour identifier certains
régulateurs chimiques et pour tester rapidement 'efficacité de thérapies remyélinisantes en uti-
lisant des stratégies de criblage in vivo sur des molécules potentiellement remyélinisantes.

En nous appuyant sur les revues [158], [159], [160], nous présentons ici quelques éléments infor-
matifs pour aborder la suite de notre étude sur la myélinisation du CNS du poisson-zebre.

- Le poisson-zebre, un modele privilégié pour I’imagerie in vivo

Le poisson-zebre (Danio rerio) - membre de la famille téléoste - est un organisme modele alter-
natif au modele rongeur - davantage chronophage et cotiteux - pour l'investigation in vivo du
processus de myélinisation. Il présente notamment les atouts suivants :

1) Une grande similitude entre ["ultrastructure et la composition de la myéline du poisson-zebre
(protéine basique de la myéline Mbp, protéine zéro de la myéline Mpz et protéine protéolipi-
dique Plp) avec celles des mammiféres - ainsi qu’une conservation des mécanismes moléculaires
incluant des cascades de signalisation et des facteurs de transcription (Nkz2.2, Sox10, Oligl,
Olig?2) spécifiques des oligodendrocytes - qui font de cet organisme un modele pour I’étude de
la myélinisation des vertébrés.

2) Le développement tres rapide et Vefficacité des manipulations génétiques sur les poissons-
zebres permettent de générer rapidement et efficacement des nouvelles lignées.

3) Son développement externe, sa transparence optique et sa petite taille rendent possible
I'imagerie in wvivo de l'intégralité du CNS du poisson-zebre en microscopie optique de ma-
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niére non invasive.

4) Son développement tres rapide permet de suivre I'intégralité du processus de myélini-
sation sur une dizaine jours.

5) La centaine d’oeufs par ponte et une maintenance peu contraignante en font également un
modele peu cotiiteux.

- Anatomie et physiologie de la moelle-épiniére du poisson-zeébre

La structure de la moelle épiniere du poisson zebre - représentée sur la figure 4.5.a - comprend
deux domaines distincts : la substance blanche composée des axones réticulospinaux (Mauth-
ner, ventraux et dorsaux) et la matiére grise.

Les axones Mauthner sont deux larges fibres nerveuses qui partent des cellules de Mauthner -
localisées dans le cerveau postérieur - et croisent la ligne médiane pour descendre dans la moelle
épiniere vers leurs cibles postsynaptiques, les neurones moteurs contralatéraux, qui innervent
les muscles axiaux. En réponse a un stimulus auditif, vibratoire ou tactile, les cellules Mauthner
déclenchent une réponse de fuite, appelée réponse de démarrage en C (C-start response). Le
déclenchement de cette réponse est initié par la transmission d’'un message issu des cellules
Mauthner a destination des muscles axiaux par l'intermédiaire des axones Mauthner et des
neurones moteurs contralatéraux. En réponse a ce message, les muscles du tronc et de la queue
du poisson se contractent alternativement, ce qui lui donne un aspect courbé en forme de C.
Ces contractions musculaires provoquent une propulsion rapide du poisson vers ’avant. Du fait
du calibre et de I'importance primordiale des axones Mauthner dans la survie des poissons, ce
sont les premiers axones du poisson-zebre a étre myélinisés, ce qui lui assure des les premiers
jours une fuite rapide grace a une coordination musculaire rapide et performante.

Les axones réticulospinaux ventraux et dorsaux sont issus respectivement de cellules MiV1
(middle rhombencephalon, ventral, level 1) et MiM1 (middle rhombencephalon, median, level
1) et descendent ipsilatéralement. Les axones ventraux - adjacents aux axones Mauthner
- forment des faisceaux descendants assurant la transmission des informations de commande
tandis que les axones dorsaux ascendants transmettent 'information sensorielle. Ces deux
faisceaux d’axones sont également fortement myélinisés.

Au centre de la substance blanche se trouve la matiere grise de la moelle épiniere - constituée
des corps cellulaires des neurones - qui entoure le canal central contenant le liquide céphalora-
chidien.

La structure de la moelle épiniere est entourée par deux membranes : la pie-mere et la dure-
mere.

- Dynamique temporelle du mécanisme de myélinisation de la moelle épiniere

La dynamique temporelle de la myélinisation de la moelle épiniere du poisson-zebre a été décrite
précisément a travers plusieurs études (cf. [162], [163], [164], [165], [166]) dont nous récapitulons
les étapes principales ci-dessous en faisant référence aux illustrations de la figure 4.5 :

(i) Environ 10 heures apres apparition des cellules Mauthner (7-9 hpf) est initiée son extension
axonale (axone Mauthner) dont le diametre a été estimé entre 0.6 um et 1.2 pm. La formation
de cette extension procede par la migration du cone de croissance de la cellule Mauthner le
long de la moelle épiniére avec une vitesse continue et réguliere d’environ 100 pm/h. Le cone de
croissance atteint la région rostrale de la moelle épiniere autour de 20 hpf, et une heure plus tard
(21 hpf) les embryons sont capables de répondre aux stimuli grace a l'initiation des fonctions
synaptiques. Les neurones MiM1 sont formés vers 10-12 hpf et la formation de leur extension
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a. Structure de la moelle épiniére b. Spécification et migration des oligodendrocytes
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FIGURE 4.5 — Processus de myélinisation de la moelle-épiniere du poisson-zebre. a. Schéma
d’une section transverse de la moelle épiniere. Adapté de [161]. b. Spécification et migration
des oligodendrocytes c. Initiation de la myélinisation par des oligodendrocytes individuels.
Adapté de [159]. d. Dynamique temporelle de la myélinisation des axones de la moelle-épiniere
du poisson-zebre.

axonale débute vers 20 hpf, tandis que les neurones MiV1 apparaissent plus tardivement vers
20-27 hpf et leurs axones vers 30 hpf [166].

(ii) Apres la spécification des cellules progéniteurs du pMN (primary Motor Neural) autour de
16 - 18 hpf, les premiéres cellules précurseurs des oligodendrocytes (OPCs) de la moelle épiniere
apparaissent autour de 24 hpf dans le domaine pMN de la zone ventriculaire, puis elles proli-
ferent et entament leur migration vers les régions axonales cibles pour occuper uniformément
les tissus du CNS a partir de 36 hpf (cf. figure 4.5.b) [162].

(iii) A partir de 60 hpf / 72hpf [162], les premiers OPCs se différencient en oligodendrocytes
matures qui présentent une forme asymétrique et expriment la protéine basique de la myéline

(mbp) (cf. figure 4.5.¢).

(iv) Cette étape de différenciation est suivie d’une phase exploratoire courte (environ 5 heures)
tres dynamique pendant laquelle les oligodendrocytes développent leurs extensions, contactent
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les axones et forment des internodes pour identifier la totalité des axones qu’ils vont myéliniser
[163] (cf. figure 4.5.c). Les premicres gaines de myéline ont été rapportées vers 3 dpf autour
des axones Mauthner et des axones ventraux adjacents et autour de 4 dpf autour des axones
dorsaux [164].

(v) Au terme de cette période exploratoire, une minorité (28 %) des extensions se rétracte, tan-
dis que la majorité (72 %) des extensions est conservée entre 2 et 7 dpf. Les premieres gaines
de myéline sont présentes a partir de 54 hpf/3-4 dpf autour des axones Mauthner [165]. Deux
jours apres l'initiation de la myélinisation, les oligodendrocytes ne forment plus aucune gaine
de myéline [163].

(vi) Le processus de myélinisation se poursuit avec la compaction des gaines de myéline dont
la dynamique temporelle n’est pas bien établie, certaines études rapportent la présence des
premieéres gaines de myéline compactes vers 4 dpf tandis que d’autres la décrivent vers 7 dpf.
La myélinisation de ’axone Mauthner s’étale sur une courte période de 3 dpf a 10 dpf tandis que
celle des axones secondaires de la moelle épiniére dure environ un mois. De plus, le processus
de myélinisation présente un gradient spatial avec une progression depuis la région antérieure
vers la région postérieure du poisson-zebre.

Une fois formées, les gaines de myéline peuvent survivre durant toute 1’existence du poisson.
Par ailleurs, il existe chez le poisson-zeébre un processus de remyélinisation efficace pour régé-
nérer la myéline sur des portions d’axones grace a la présence permanente d’OPCs capables de
se différencier en oligodendrocytes tout au long de sa vie.

- Evolution du diametre axonal et de I’épaisseur de la gaine de myéline

Un aspect qui nous intéresse tout particulierement pour notre étude sur ’évolution temporelle
du contraste THG et PTHG sur les axones de la moelle épiniere concerne I’évolution des
dimensions des axones et de leur gaine de myéline. Buckley et al. [164] ont caractérisé
précisément 1’évolution du diametre des axones réticulospinaux au cours du développement
embryonnaire ainsi que le g-ratio (rapport entre le diametre axonal - sans la myéline - et celui
de 'axone myélinisé, cf. schéma sur la figure 4.6.c). A partir des valeurs du diametre axonal
Gazone €t du g-ratio g rapportées entre 3 dpf et 15 dpf par [164], nous avons estimé 1'ordre de
grandeur de Iépaisseur de la myéline de ces axones (R = 12;; Gazone) (cf. figures 4.6.b, d). Les
informations qui nous seront directement utiles pour la compréhension ultérieure des contrastes
sont résumées sur la figure 4.6, tandis que les données completes sont réunies dans 'annexe E.
Buckley et al. ont rapporté que le diametre axonal des axones Mauthner augmente linéaire-
ment, passant de 3.5 a 7.1 um entre 3 et 10 dpf, tandis que le g-ratio - évalué a 0.91 - conserve
une valeur constante au cours du développement grace a une forte régulation de 1’épaisseur de
la myéline en fonction du diametre axonal (cf. figure 4.6.a). L’épaisseur de la gaine de myéline
déduite de ces données présente une augmentation linéaire en passant de 0.17 pm (inférieure a
la résolution latérale) & 3 dpf et a 0.35 um (bords de la myéline résolus latéralement) a 10 dpf
(cf. figure 4.6.b).

A la différence de ’axone Mauthner, les axones ventraux et dorsaux conservent un diametre
constant a partir de 3 dpf, environ égal a 1.2 pum et 1.0 um respectivement (cf. figure 4.6.d).
Leur g-ratio - évalué a 0.86 et 0.89 - permet de remonter a des épaisseurs de la gaine de myéline
de 0.09 pum et 0.06 pwm qui sont trop petites pour que leur interfaces interne et externe puissent
étre résolues en microscopie THG.
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FI1GURE 4.6 — Evolution des dimensions des axones myélinisés réticulospinaux au cours du déve-
loppement. a. Courbes de tendance de 1’évolution des diametres des axones dorsaux, ventraux
et Mauthner en fonction du stade de développement rapportés dans I’étude [164]. b. Courbe de
tendance de I’évolution de ’épaisseur de la gaine de myéline de ’axone Mauthner en fonction de
I'age, calculée a partir du g-ratio et du diametre axonal donnés par [164]. La ligne en pointillé
indique la résolution latérale du volume d’excitation pour la THG. c. Schéma illustratif des
grandeurs considérées. d. Tableau récapitulatif des valeurs de g-ratio et des diametres axonaux
rapportées et des épaisseurs de myéline estimées.

b) Description multi-échelle de la structure de la moelle épinére du poisson-zébre
en contraste THG

Nous avons débuté notre étude sur 'embryon de poisson-zebre en renseignant le contraste THG
sur la moelle épiniere. Pour identifier les axones myélinisés d’intérét, nous avons réalisé des ac-
quisitions multimodales séquentielles en contrastes THG et 2PEF sur des poissons issus de deux
lignées transgéniques, la premiére lignée, Tg(sox10 :mRFP), possede un marquage spécifique des
cellules de la lignée des oligodendrocytes (cellules précurseurs des oligodendrocytes ou OPCs,
oligodendrocytes prémyélinisants et myélinisants), tandis que la seconde, Tg(mbp :mCherry-
CAAX), présente uniquement un marquage de la myéline dans les oligodendrocytes matures.
Les caractéristiques de ces lignées sont présentées dans l'encart 4.2. Le protocole de montage
des embryons pour I'imagerie et les conditions d’acquisitions sont détaillés dans ’encart 4.3.
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Encart 4.2 - Matériel et méthode : Lignées des poissons-zébres

La lignée Tg(sox10 :mRFP) - founie par I’équipe de Bruce Appel - exprime la protéine fluores-
cente rouge mRFP sous le controle du promoteur soxl0 présent dans les cellules de la lignée
des oligodendrocytes (précurseurs des oligodendrocytes, oligodendrocytes myélinisants) [167].
La seconde lignée Tg(mbp :mCherry-CAAX) - construite par le laboratoire de David Lyons -
exprime la protéine mCherry-CAAX sous le promoteur de la protéine mbp spécifique des mem-
branes cellulaires de la myéline [168]. Ces deux lignées sont mises en reproduction régulierement

et élevées dans ’animalerie du LOB.

Encart 4.3 - Matériel et méthode : Procédure de préparation des embryons de
poissons-zébres et conditions d’tmagerie multiphotonique

Les embryons agés de 48 hpf a 5 dpf issus de chacune de ces lignées ont été préparés de maniere
similaire aux embryons dédiés a 'imagerie des particules d’otolithe endogenes présentés dans
le chapitre précédent. Apres avoir éventuellement retiré mécaniquement les chorions résiduels,
les embryons ont été anesthésiés par immersion dans une solution de tricaine diluée a 0.016 %
a partir d’une solution de base (MS-222 Sigma, St. Louis, MO, USA) et de 'eau provenant
de I'animalerie. Ils ont ensuite été incorporés dans de I'agarose a basse température de fusion
(Invitrogen, cat 15517014, Carlsbad, CA, USA), puis montés sur une lamelle de verre scellée
sur le fond d’une petite boite de Petri en les orientant sur un flanc (sauf indication contraire)
avant d’étre immobilisés avec la solidification de I'agarose. Un petit volume de la solution de
tricaine déja mentionnée a été ajouté dans la boite de Petri pour maintenir I’anesthésie pendant
I'imagerie de 1’échantillon avec 1'objectif 25 x a immersion. La température de 1’échantillon
sous l'objectif coincidait avec la température ambiante (20°C). Les deux signaux 2PEF/P-
THG ont été acquis séquentiellement avec des conditions d’imagerie identiques (fréquence pixel
= 100 kH z, échantillonnage latéral : 2.3 pum, accumulations= 4 a A, = 1100 nm) mais des
puissances différentes (signal 2PEF : P, = 20 — 30 mW, signal THG : P, = 70 mW/).

- Description structurelle de la partie postérieure du poisson-zébre avec le contraste
THG

Avant de nous intéresser spécifiquement aux axones myélinisés de la moelle épiniére, nous pro-
posons d’apporter un élément contextuel en situant la moelle épiniére par rapport aux autres
structures de la partie postérieure de I’embryon de poisson-zebre. Sur la figure 4.7.a, nous pré-
sentons une reprojection X7 d’une pile d’acquisitions XY en contraste THG superposée au
contraste 2PEF qui ont été réalisées sur le tronc d’un embryon de la lignée Tg(sox10 :mRFP)
agé de 5 dpf (de langlais, days post fertilization) et orienté latéralement. La composante du
contraste THG issue des structures micrométriques du tissu et non-spécifique de la myéline four-
nit une image morphologique détaillée de I’anatomie de la partie postérieure de ’embryon dans
le plan transverse a la moelle épiniére : on peut notamment identifier les nageoires dorsale et
ventrale et la notochorde entourée des muscles dont on distingue principalement les inter-
faces externes. Grace a la profusion des cellules gliales présentes a ce stade du développement
dans la moelle épiniere, le contraste 2PEF - spécifique des précurseurs des oligodendrocytes
(OPCs) - permet de localiser précisément la moelle épiniére située entre la nageoire dorsale
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et la notochorde.

- Identification des axones réticulospinaux dans le plan XY en contraste THG
Dans un second temps, pour identifier sans ambiguité le contraste THG qui provient des axones
myélinisés en s’appuyant sur le contraste de fluorescence, il parait plus aisé d’imager des pois-
sons issus de la lignée transgénique Tg(mbp :mCherry-CAAX) avec un marquage spécifique
des oligodendrocytes myélinisants. C’est également sur cette seconde lignée qu’ont été réalisées
I’ensemble des acquisitions présentées dans la suite de cette sous-partie.

Sur l'acquisition multimodale réalisée a forte résolution dans un plan parallele a la moelle
épiniere d’'un embryon agé de 3.5 dpf orienté sur le flanc, la moelle épiniere est facilement re-
connaissable entre la notochorde et les muscles dorsaux (cf. figure 4.7.b). Le signal 2PEF se
manifeste au niveau de I'axone Mauthner par deux lignes fortement contrastées renseignant la
position des gaines de myéline dans le plan équatorial de ’axone, et sur les axones ventraux -
entre ’axone Mauthner et la notochorde - et sur les axones dorsaux - a proximité des muscles
dorsaux.

On observe que le signal THG apparait sur I’ensemble de la structure de ’axone Mauthner et
sur les axones dorsaux et ventraux avec un fort sursignal par rapport au signal provenant du
tissu cellulaire environnant. Cette derniere observation confirme le fait que la myéline est une
forte source de contraste THG dans le CNS du poisson-zebre, similairement au CNS de
souris.

- Identification des axones réticulospinaux dans un plan XZ en contraste THG
Enfin, nous avons visualisé le contraste THG dans un plan transverse de la moelle-épiniere a
partir d’une reprojection X7 d’une pile d’acquisitions XY réalisées a plusieurs profondeurs sur
un poisson agé de 5 dpf orienté sur le ventre (cf. figure 4.7.c).

A ce stade du développement, la structure des axones Mauthner (MA) fait apparaitre le si-
gnal THG le plus contrasté, colocalisé avec le signal 2PEF et d’aspect annulaire. On peut
ici souligner la grande similitude entre ce profil annulaire dans le plan XZ et celui observé les
fibres de la moelle épiniere de souris dans le plan XY (cf. figure 4.4.c), obtenus tous deux sur
un plan transverse de moelle épiniere. De plus, un signal THG important se manifeste aussi
sur les axones ventraux (AV) - a proximité immédiate de I'axone Mauthner - et sur les axones
dorsaux (AD) sous I'apparence de domaines de dimension submicrométrique distribués sur des
régions localisées.

Un faible contraste THG non-spécifique de la myéline permet également d’identifier les mem-
branes des corps cellulaires (CC) des neurones de la matiere grise. Un contraste THG faible
et diffus émerge également du tissu entre la matiére grise et la pie-meére (PM) qui délimite la
moelle épiniéere.

- Conclusion

En tirant profit de la composante du signal THG non-spécifique de la myéline, nous avons
cartographié I'anatomie de la partie postérieure de I’embryon de poisson-zebre dans un plan
transverse, ce qui nous a permis de localiser précisément la moelle épiniere.

Nous avons ensuite mis en évidence que la myéline des axones Mauthner, ventraux et dorsaux
induit un fort contraste THG, confirmé par sa colocalisation avec le signal 2PEF spécifique
de la myéline. En particulier, le contraste THG qui émerge de 'axone Mauthner présente un
aspect annulaire dans un plan transverse, dont nous chercherons a comprendre 1’origine dans
la sous-partie 4.3 avec le modele des pipettes étirées. On peut déja remarquer la différence de
contraste THG qui émerge de 'ensemble de 'axone Mauthner (axone et myéline) a 3.5 dpf (cf.
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FIGURE 4.7 — Imagerie THG/2PEF combinée sur la moelle épiniére du poisson-zeébre. a. Re-
projection X7 des contrastes a partir d’une acquisition 3D sur un poisson-zébre transgénique
Tg(sox10 :mRFP) agé de 5 dpf orienté sur le flanc. Echelle : 50 pm. b. Imagerie XY sur un
poisson transgénique Tg(mbp :mCherry-CAAX) agé de 3.5 dpf . Echelle : 50 um. Zoom sur un
petit domaine de 'axone Mauthner. Echelle : 10 um c. Reprojection X7 des contrastes sur la
moelle épiniére d'un poisson-zebre de la méme lignée agé de 5 dpf orienté sur le ventre. Echelle :
10 pm

figure 4.7.b) et de celui d’aspect creux qui caractérise 'axone a 5 dpf (cf. figure 4.7.c), ce qui
indique que le contraste THG issu des axones évolue au cours du développement de I’embryon.
Dans la suite, nous allons chercher a caractériser la sensibilité du contraste THG polarimétrique
sur des axones myélinisés de différents calibres en utilisant les outils développés au chapitre
précédent. A partir d’'une caractérisation de I’évolution temporelle des parametres qui rendent
compte de l'organisation moléculaire (modulation PTHG et angle ¢,) dans des structures or-
ganisées, nous allons chercher a décrire la formation des gaines de myéline qui entourent les
axones dorsaux et les axones Mauthner.
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c) Evolution temporelle du contraste THG polarimétrique sur les axones dorsaux

Nous avons commencé 'étude du contraste THG polarimétrique (PTHG) sur des axones myé-
linisés en nous intéressant aux axones dorsaux qui sont des fibres de petits calibres. Nous
présentons dans un premier temps une caractérisation du contraste PTHG généré sur ces struc-
tures a 3 dpf et 5 dpf, sur laquelle nous nous appuierons pour renseigner dans un second temps
I’évolution du contraste sur ces axones entre 3 dpf et 5 dpf.

- Caractéristiques du contraste THG polarimétrique sur les axones dorsaux

Nous avons observé l'apparition des contrastes THG et 2PEF provenant du marquage de la
lignée transgénique Tg(mbp :mCherry-CAAX) détectables sur les axones dorsaux autour de
3 dpf, qui indique la présence de ces axones myélinisés des 3 dpf, c¢’est-a-dire plus précocément
que ce qui a été rapporté dans I’étude de Buckley et al. [164].

Nous présentons sur la figure 4.8 les différents supports utiles pour la caractérisation des si-
gnaux PTHG : I'image 2PEF (P, = 20 mW sous l'objectif) acquise séquentiellement avec les
images PTHG (P, = 80 mW), et les cartes des deux parametres (la modulation PTHG et
I'angle ¢) extraits a posteriori de la pile d'images PTHG grace a l'analyse de Fourier décrite
dans le chapitre 3. Les acquisitions en contraste PTHG ont été obtenues pour un ensemble
de polarisations d’excitation linéaires avec une composante au premier ordre parallele au plan
xy et orientée entre 0° et 170° par rapport a ’axe y avec un pas de 10° (cf. figure 4.8.a).

Les images en contraste THG font apparaitre une forte dépendance du sursignal THG
émergeant du faisceau d’axones avec 'orientation de la polarisation d’excitation. Cette
dépendance est caractérisée par un maximum du sursignal THG lorsque la polarisation d’ex-
citation est a 90° de 'axe y (signal PTHGY0) - i.e. orthogonale au faisceau (courbe bleue de
la figure 4.8.a) - et un minimum pour une polarisation a 0° de l'axe y (signal PTHGO) - i.e.
parallele au faisceau (courbe verte de la figure 4.8.a).

Le signal 2PEF, qui provient spécifiquement des gaines de myéline des axones, fait apparaitre
distinctement les axones individuels (cf. figure 4.8.b). La collection quasi-simultanée du signal
de fluorescence avec le signal THG garantit la similitude des domaines imagés sur les deux
acquisitions, ce qui permet in fine de comparer les deux signaux a 1’échelle micrométrique. A
I'exception du contraste THG émergeant du tissu cellulaire environnant - absent sur I'image
2PEF - le sursignal PTHG (et en particulier le signal PTHG90) apparait largement colocalisé
avec le signal 2PEF le long des fibres myélinisées.

La carte de modulation PTHG donne des valeurs importantes et relativement homogenes
sur des pixels alignés le long du faisceau d’axones myélinisés, qui traduit la forte dépendance
du signal THG avec l'orientation de la polarisation (cf. figure 4.8.c).

Enfin, la carte angulaire fait ressortir une majorité de pixels avec des valeurs angulaires
proches de 90°, ce qui confirme que l'intensité PTHG90 domine les intensités PTHG associées
aux autres orientations de la polarisation sur les axones myélinisés (cf. figure 4.8.d).

Pour obtenir des informations plus précises sur les positions relatives des signaux PTHG /2PEF,
sur les valeurs de la modulation PTHG et du parametre angulaire ¢q sur les fibres individuelles
myélinisées, nous avons extrait les profils de ces 4 parametres en fonction de la position en
x en tirant profit du parallélisme des fibres avec I'axe y. Les profils PTHG et 2PEF ont été
calculés par moyennage des contrastes sur quelques lignes de I'image. Les profils de modulation
et d’angle ont ensuite été extraits par le biais d’une analyse par transformée de Fourier sur les
profils PTHG a une dimension spatiale.
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FIGURE 4.8 — Caractérisation du contraste THG polarimétrique sur les axones dorsaux myéli-
nisés a 3 dpf et 5 dpf. a. Contrastes THG sur les axones dorsaux associés a une polarisation
d’excitation orientée a 0° (PTHGO) et a 90° (PTHG90) de I'axe y. b. Contrastes 2PEF. c.
Cartes de modulation. d. Cartes angulaires (parametre ¢y).

Les profils PTHG90 et 2PEF superposés font apparaitre une colocalisation du sursignal
THG avec le signal 2PEF. Alors que le signal 2PEF présente des pics uniques avec une largeur
a mi-hauteur proche de 2 um sur les fibres, le sursignal THG sous le pic 2PEF présente soit un
pic avec une largeur a mi-hauteur d’environ 1.5 um, soit deux pics plus minces espacés d’envi-
ron de 1 um. Cette différence entre les profils THG et 2PEF peut étre expliquée en premiere
approximation par la meilleure résolution latérale et axiale du contraste THG par rapport au
contraste 2PEF. Compte tenu de la gamme de valeurs estimées par Buckley et al. pour les
diametres des axones dorsaux (0.5 —2 pum), la dimension des axones par rapport a la résolution
du contraste THG joue en effet un role important dans sa capacité a distinguer les bords des
axones myélinisés. En réalité, le mécanisme de contraste THG est complexe, et ce point donnera
lieu a une discussion dans la sous-partie 3 en s’appuyant sur des simulations numériques de
THG par des structures cylindriques de petit diametre.

Les 18 profils PTHG superposés - associés a 18 orientations différentes de la polarisation
d’excitation - mettent également en évidence la forte dépendance du signal THG avec 1'orienta-
tion de la polarisation d’excitation (cf. figure 4.8.a). Le profil de modulation caractérise plus
précisément ces variations en faisant ressortir des valeurs de modulation importantes (entre 0.4
et 0.6 au niveau des maxima) sur les domaines colocalisés avec ceux donnant un fort contraste
2PEF (cf. figure 4.8.b). Par conséquent, les signaux PTHG90 ou la modulation PTHG sont
deux parametres qui apparaissent efficaces pour identifier distinctement les axones dorsaux
myélinisés.

Le profil angulaire confirme que le signal THG acquis sur les axones dorsaux avec une pola-
risation incidente orientée a 90° de 'axe = domine celui obtenu pour les autres orientations de
la polarisation d’excitation (cf. figure 4.8.d).
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On peut noter que les noeuds de Ranvier entre les internodes des gaines de myéline sont faci-
lement identifiables par une interruption du contraste 2PEF (indiqué par des triangles blancs)
le long des axones mais qu’il apparailt plus difficile de les distinguer avec le contraste THG sur
des axones de cette taille.

- Evolution du contraste PTHG au cours du développement

Au cours du développement des embryons de poissons-zebres entre 3 dpf et 5 dpf, le contraste
THG fait apparaitre une densification du faisceau des axones dorsaux (cf. figure 4.8). Pour
caractériser les changements de 1’épaisseur de la myéline et la contribution éventuelle de 'ordre
lipidique, nous avons ensuite caractérisé 1’évolution de la modulation PTHG sur des poissons-
zebres toutes les 12 heures entre 3 dpf et 5 dpf qui est représentée sur la figure 4.9. Les
amplitudes de modulation ont été calculées en appliquant sur la carte de modulation un filtre
sur la valeur du R? = 0.5 au premier ordre et sur I'intensité THG pour éliminer les pixels avec
un faible contraste.
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FIGURE 4.9 — Caractérisation de ’évolution de la modulation PTHG sur les axones dorsaux.

On peut observer que la valeur médiane de 'amplitude de modulation augmente de 0.35 & 0.63 -
entre 3 dpf et 5 dpf (cf. figure 4.9.a). Cette augmentation significative de la modulation traduit
a priori de maniere conjointe I’augmentation de la densité des lipides et de leur organisation
dans les gaines de myéline.

- Conclusion sur le contraste THG polarimétrique issu des axones dorsaux

Le contraste THG présente une grande sensibilité sur les axones dorsaux myélinisés dont
la gaine de myéline est sous-résolue en microscopie THG. Le contraste THG polarimétrique se
révele comme un outil efficace pour identifier les axones individuels grace au sursignal généré
sur les fibres pour une polarisation d’excitation orthogonale au faisceau (cf. figure
4.8). Nous avons également vu que la dépendance du signal THG avec 'orientation de la
polarisation - caractérisée par le parametre de modulation - augmente de maniere significative
entre 3 et 5 dpf (cf. figure 4.9). Comme la dimension des axones ventraux est inchangée entre
les stades 3 dpf et 5 dpf [164], cette augmentation de la modulation est directement attribuable
a 'augmentation du volume de la myéline et de ’ordre lipidique autour des axones.
Par ailleurs, en comparaison avec le contraste 2PEF, le contraste PTHG possede une meilleure
capacité a résoudre les axones individuels grace ses plus grandes résolutions axiale et latérale,
et présente également ’avantage de ne pas présenter de photoblanchiment.
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d) Evolution temporelle du contraste THG polarimétrique sur les axones Mauthner

Dans cette sous-partie, nous nous intéressons a la sensibilité du contraste THG polarimétrique
sur les axones Mauthner dont le calibre est largement supérieur a celui des axones dorsaux.
Nous décrivons dans un premier temps les composantes d’amplitude et de phase du
contraste PTHG généré sur ces structures a partir des cartes et des profils extraits sur un
segment de I’axone. Cette caractérisation servira dans un second temps a renseigner I’évolution
du contraste PTHG émergeant de ces axones aux stades précoces de développement.
Soulignons que la méthode d’analyse basée sur I'extraction des parametres a partir des cartes
s’est avérée convaincante pour caractériser I’évolution du contraste sur des faisceaux denses
d’axones de petits calibres, cependant ’analyse des profils est ici la méthode la plus appropriée
pour extraire des informations sur des axones myélinisés individuels de large diametre, dont la
myéline apparait distincte de I’axone. Dans le but d’extraire des profils robustes - par le biais
d’un moyennage de la réponse le long des axones - tout en conservant la précision submicromé-
trique des acquisitions, nous avons amélioré notre processus d’extraction de profils pour corriger
la courbure de I'axone et son écart angulaire par rapport a l'axe y. Cette amélioration consiste
dans le développement d’un algorithme de recalage des lignes de la pile d’images PTHG et
de I'image 2PEF gréace a une opération de convolution. Avant de présenter les premiers résultats
sur les axones Mauthner, nous détaillons dans le paragraphe suivant ce programme de recalage
spécifiquement développé pour ce type d’axones de large calibre.

- Opération de recalage des lignes

Nous décrivons ci-dessous les étapes de 'opération de recalage des lignes - illustrées sur
la figure 4.10 - qui ont été appliquées de maniére systématique a I'image 2PEF et a la pile
d’images P-THG :

- Délimitation de la région d’intérét :

L’étape préliminaire du traitement des images consiste a délimiter une région d’intérét de
petites dimensions (ici L, = 40 px; L, = 30 px) pour sonder un domaine d’intérét ou le
plan équatorial de 1’axone est confondu avec le plan d’imagerie (cf. fig.4.10.a). Par ailleurs, la
courbure de I'axone ne doit pas étre trop importante pour que le recalage soit possible sans
induire d’artefacts.

- Calcul de la matrice de convolution Mc :

L’opération de recalage des lignes repose sur I’évaluation de la correspondance de chaque ligne
par rapport a la premiere grace a l'opérateur du produit de convolution. Le produit de la
convolution de chaque ligne avec la premiere ligne - choisie comme référence du recalage -
est estimé sur toutes les images de la pile PTHG pour optimiser la robustesse du résultat,
et les coefficients issus des produits de convolution sont stockés dans une matrice 3D M de
dimensions L, x (2L, — 1) x Np (cf. fig.4.10.b).

- Calcul du plan de convolution Po :

La matrice M est ensuite sommée suivant la troisieme dimension associée aux polarisations
et le résultat est stocké dans une matrice 2D P¢ (cf. fig.4.10.c).

- Identification de la position des mazxima de convolution :

Par définition, le maximum des coefficients de convolution donne la meilleure correspondance
entre les lignes. Par conséquent, 'identification du coefficient maximum sur chaque ligne de la
matrice P, puis le calcul de la distance relative de sa position (en pixels) par rapport a l’axe
longitudinal médian indique la correction a apporter a chaque ligne (cf. fig.4.10.d).

- Recalage des lignes des piles d’images PTHG et 2PEF :

Une fois la correction appliquée, la nouvelle pile d’images est enregistrée pour I'extraction des
profils (cf. fig.4.10.¢).
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a. Définition de la ROI b. Calcul de la matrice de convolution
PTHG stack M. : matrice de convolution
PTHG(xo)
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FIGURE 4.10 — Description de la méthode de traitement des images pour ’extraction des profils.
a. Définition de la ROI. b. Calcul de la matrice de convolution. ¢. Calcul du plan de convolution
d. Identification de la position des maxima de convolution. e. Enregistrement de la pile d’images.

- Analyse des profils évalués sur les axones Mauthner

Grace a la correction appliquée, des profils robustes d’intensités PTHG et 2PEF peuvent étre
extraits de la pile d’acquisitions THG polarimétrique et de I'image 2PEF. Les profils d’angle
et de modulation PTHG sont ensuite calculés par une analyse de Fourier unidimensionnelle
a partir des profils P-THG. Nous allons décrire successivement les amplitudes et positions
relatives des maxima des profils P-THG superposés (cf. figure 4.11.a), des profils 2PEF (cf.
4.11.b), de 'amplitude de modulation (cf. 4.11.c) et du parametre angulaire (cf. 4.11.d) sur le
segment d'un axone Mauthner myélinisé.

Le profil rouge sur la figure 4.11.b. qui décrit I'intensité du signal 2PEF issu du marquage mbp-
mCherry de la myéline est le profil le plus facilement interprétable. Il révele deux pics de forte
intensité dont la position des maxima fournit avec une bonne approximation I’emplacement des
centres des gaines de myéline dans le plan longitudinal. Quant a l'intensité du signal 2PEF,
elle donne ici une information intéressante sur le degré de myélinisation de ’axone par sa
dépendance linéaire avec le nombre de fluorophores mcherry liés a la protéine mbp dans la
gaine de myéline.

Les profils P-THG superposés sur la figure 4.11.a. font apparaitre 4 pics : les deux pics
centraux présentent une faible variation d’intensité avec 1’orientation de la polarisation d’exci-
tation, tandis que l'intensité des deux pics les plus externes expriment une forte dépendance
vis-a-vis de l'orientation de la polarisation d’excitation. Sur ces pics externes, la plus forte in-
tensité THG est observée pour une polarisation d’excitation perpendiculaire a I’axone (profil
PTHGY0), tandis que la polarisation d’excitation parallele a I’axone permet a peine de les dis-
tinguer sur le profil PTHGO.

La présence inattendue des pics centraux peut étre attribuée a un phénomene de refocalisation
du faisceau induit par la courbure de l'interface horizontale supérieure de I'axone myélinisé
spécifique a des fibres de ce calibre. Comme ce signal ne contient pas d’informations sur la myé-
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FIGURE 4.11 — Analyse des profils a partir des acquisitions 2PEF et PTHG sur une portion
d’axone Mauthner d’un poisson-zebre 4gé de 4 dpf. a. Images recalées du contraste THG pour
des polarisations d’excitation orientées a 0° (PTHGO) et 90° (PTHG90) de l'axe y. Profils d’in-
tensité PTHG extraits de la pile d’images PTHG acquises pour des orientations de polarisation
d’excitation entre 0° et 170° avec un pas angulaire de Af = 10°. b. Contraste 2PEF et super-
position des contrastes 2PEF et PTHG90. Profils des intensités 2PEF, PTHGO et PTHGO90. c.
Carte de modulation PTHG. Profil de modulation superposé aux profils 2PEF et PTHG90. d.
Carte PTHG angulaire. Profil angulaire superposé aux profils 2PEF et PTHG90.

line, nous n’y ferons plus référence dans cette sous-partie, cependant nous y reviendrons dans
la sous-partie suivante en discutant les résultats des simulations numériques sur le contraste
THG issu des structures cylindriques.

La superposition des profils 2PEF, PTHGO et PTHG90 (qui sont les profils THG correspon-
dant aux extrema d’intensité THG sur les bords externes) sur la figure 4.11.b., fait apparaitre la
colocalisation des pics externes sur les profils PTHG avec les pics du profil 2PEF,
ce qui indique que la forte modulation PTHG observée sur les bords de ’axone trouve son
origine dans la structure de la gaine de myéline. Cette observation fournit également
une méthode pour estimer le diametre des fibres myélinisées a partir de la mesure de la distance
entre les deux pics externes du profil PTHG90.

Le profil de modulation, tracé en noir sur la figure 4.11.c., présente une forte amplitude sur
les bords de I'axone, ou la modulation atteint 70 % sur cet exemple, tandis qu’elle demeure
modérée (environ 10 %) au centre. La superposition du profil de modulation avec les profils
PTHGY0 et 2PEF confirme le fait que cette forte modulation du signal PTHG sur les bords
externes trouve son origine dans la myéline. Par conséquent, la mesure de I'amplitude des deux
pics de modulation sera un parametre clé pour évaluer la progression de la myélinisation de
I’axone Mauthner.
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Enfin, I’étude du profil angulaire a partir de la figure 4.11.d montre que 'orientation de la
polarisation d’excitation qui maximise le signal THG sur la fibre myélinisée est perpendiculaire
a I'axone au niveau de la myéline et - de maniére étonnante - parallele a 'axone sur la région
interne a proximité immédiate de la myéline. La compréhension de la dépendance angulaire
du contraste THG sur la fibre myélinisée sera approfondie dans la partie 1.3 de ce chapitre en
nous appuyant sur des expériences menées sur des pipettes de verre étirées conjointement a des
simulations menées sur des structures cylindriques modeles qui reproduisent la géométrie des
axones myélinisées avec des propriétés optiques simplifiées.

- Capacité a détecter des états de myélinisation distincts sur un méme axone

En nous appuyant sur la caractérisation des signaux rapportée précédemment, nous avons
ensuite testé la capacité du contraste PTHG a détecter des états de myélinisation distincts
sur des domaines d’'un méme axone Mauthner a un stade de développement donné. On
rappelle ici que le processus de myélinisation des axones Mauthner procede séquentiellement
avec la formation simultanée par les oligodendrocytes de plusieurs internodes trés courts autour
des axones, puis leur épaississement parallement avec leur allongement pour former les nceuds
de Ranvier.

Pour évaluer la capacité du contraste PTHG a différencier des états de myélinisation distincts
sur deux domaines proches d’'un méme axone, nous avons imagé successivement en contrastes
2PEF et PTHG des régions présentant deux segments avec des degrés différents de myélinisation
en nous appuyant sur le contraste 2PEF autour de 60 hpf. La figure 4.12.a présente un exemple
d’imagerie combinée 2PEF /PTHG sur un embryon agé de 60 hpf. Le contraste 2PEF permet
distinctement d’identifier la présence de la gaine de myéline autour d’un segment d’axone formée
par un oligodendrocyte en haut de I'image (1), et un état de myélinisation moins avancé sur le
segment en bas de I'image (2). L’extraction des cartes de modulation sur des petits segments
de ces deux domaines, puis des profils associés (cf. figure 4.12.b) a mis en évidence dans ce cas
une différence significative de la valeur de la modulation PTHG sur ces deux segments : 70.6 %
sur le segment 1, contre : 53.4 % sur le segment 2.

Nous avons ensuite réalisé une étude statistique pour évaluer s’il existe de maniere reproductible
une corrélation entre I'intensité THG, la valeur de la modulation PTHG et l'intensité 2PEF
mesurée sur les bords de I'axone (cf. figure 4.13).

Les mesures d’intensité THG et de modulation PTHG réalisées sur des segments d’axones avec
une intensité 2PEF moyenne de 125 et 236 photons/pixel (cf. figure 4.13.b) présentent une dif-
férence d’amplitude de la modulation PTHG légere mais significative avec une valeur moyenne
de 0.58 et 0.64 respectivement (cf. figure 4.13.a), et une différence non-significative de 'intensité
THG avec une valeur moyenne de 150 et 163 photons/pixel (cf. figure 4.13.c).

La différence de modulation PTHG associée a la différence d’intensité 2PEF mesurée suggere
que I'amplitude de modulation est ici un parametre sensible de la progression de 1’en-
roulement des bicouches de myéline autour de I'axone. Identiquement au résultat sur
I’augmentation de la modulation PTHG sur les axones dorsaux observée entre 3 dpf et 5 dpf,
cette augmentation de la modulation peut étre expliquée par la présence de déformations plus
importantes du volume focal lorsque 1’épaisseur de la myéline augmente conjointement avec
I'ordre lipidique.

- Evolution temporelle du signal PTHG sur les axones Mauthner

Nous avons ensuite étudié ’évolution des contrastes PTHG et 2PEF sur la myéline des
axones Mauthner au cours du développement des embryons entre 2 dpf et 5 dpf
dont les résultats sont présentés sur les figures 4.14 et 4.15.
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F1GURE 4.12 — Caractérisation des contrastes 2PEF, PTHG et de la modulation PTHG au
voisinage des internodes sur un embryon de poisson-zebre agé de 60 hpf. a. Imagerie des
contrastes THG et 2PEF sur un domaine de I’axone Mauthner présentant des degrés distincts

de myélinisation. Barre d’échelle : 5 ym. b. Etude THG polarimétrique sur deux segments de
cet axone.
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Avant la myélinisation : a 48 hpf
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Encart 4.4 - Matériel et méthode :

A partir de nos premieres observations et des données présentes dans la littérature rapportant
la présence du contraste 2PEF sur les axones Mauthner de la moelle épiniere de poisson-zebre
a 60 hpf, nous avons choisi 48 hpf comme premier repere temporel de notre étude. Nous avons
réalisé des acquisitions sur des domaines de ’axone Mauthner a partir du début de ’extension
du witellus toutes les 4 heures entre 48 hpf et 72 hpf puis toutes les 12 heures entre 3 dpf
et 5 dpf. Les profils ont été extraits par moyennage des réponses sur des segments recalés de
40 — 50 pum de longueur.

Des 48 hpf, c’est-a-dire antérieurement au processus de myélinisation, les axones Mauthner sont
déja visibles en contraste THG (cf. figure 4.14.a). Leur visibilité signifie que la différence entre
les indices de réfraction An = Nggone — Nmitieu ext = 1.38 — 1.34 = 0.04 [169] et les susceptibilités
du troisieme ordre Ax® = &) Xfﬁg”w ot €ntre la structure cylindrique de l'axone et le
milieu environnant sont suffisantes pour faire émerger un faible signal THG sur des structures
de ce calibre. L’amplitude de modulation du signal PTHG s’éleve & 0.47 (cf. figure 4.15.a) qui se
situe entre les valeurs de modulation mesurées expérimentalement sur des interfaces verticales
quartz/milieu d’indice (~ 0.20) et des gouttelettes d’huile/milieu d’indice (~ 0.54) associées au
méme écart d’indices et présentées dans le chapitre 2. A ce stade, un signal de fond 2PEF ap-
parait de maniere diffuse dans la région le domaine pMN localisé entre le notochorde et 1’axone
Mauthner ou sont localisés les progéniteurs pMN qui produisent ensuite les OPCs (cf. figure
4.14.a).

a. 48 hpf b. 3 dpf c. 3.5 dpf d. 4 dpf

Axone
Mauthner

Rz : ¢ 1
£ Z T - b4 . $ L
Domaine A
PMN
| ¥

FI1GURE 4.14 — Evolution temporelle des contrastes 2PEF et THG sur I’'axone Mauthner au
cours du processus de myélinisation a (a) 48 hpf, (b) 3 dpf, (c¢) 3.5dpf et (d) 4 dpf.
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Début de la myélinisation : entre 52 hpf et 60 hpf

A partir de 52 hpf, il apparait un faible signal 2PEF diffus a proximité de I’axone Mauthner
qui traduit la migration des OPCs depuis le domaine pMN jusqu’a I'axone Mauthner. Un
signal 2PEF plus intense émerge ensuite rapidement au niveau des bords de ’axone sur des
portions discontinues qui révele de maniére non-ambigué l'initiation des premiers internodes
autour de 'axone Mauthner. Les membranes cellulaires des oligodendrocytes myélinisants sont
parfois visibles avec un faible contraste 2PEF. Entre 48 hpf et 60 hpf, nous avons mesuré
une augmentation exponentielle du signal de fluorescence a deux-photons (cf. figure 4.15.c), en
accord avec un enroulement continu. Au cours de cette méme période, la modulation PTHG
augmente linéairement de 0.47 & 0.62 (cf. figure 4.15.a). En supposant que le rayon de courbure
de I'axone n’interfére pas significativement dans la modulation PTHG mesurée, ce parameétre
se révele donc sensible a 'apparition des premieres gaines de myéline.
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FIGURE 4.15 — Evolution temporelle de (a.) la modulation PTHG, de (b.) l'intensité THG et
de (c.) l'intensité 2PEF sur 1’axone Mauthner entre 48 hpf et 5 dpf (N=5).

Suite de la myélinisation : apres 64 hpf

Autour de 3 dpf, le signal 2PEF apparait sur les deux bords latéraux de segments de I’axone
Mauthner et sur des segments d’axones réticulospinaux ventraux (cf. figure 4.14.b). A partir
de 3.5 dpf, le signal 2PEF apparait sur les axones dorsaux (cf. figure 4.14.c).
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Au-dela de 60 hpf, le signal de fluorescence continue d’évoluer exponentiellement (cf. figure
4.15.c). En revanche, la modulation P-THG diminue de 0.60 a 0.46 entre 64 hpf et 5 dpf (cf.
figure 4.15.a) et le contraste THG ne présente pas de tendance spécifique (cf. figure 4.15.b).
On peut supposer que cette diminution de la modulation THG trouve son origine dans des effets
géométriques spécifiques lorsque le faisceau d’excitation se propage sur des gaines de myéline
dont la dimension avoisine la résolution latérale de ’excitation. De plus, nous avons observé un
dédoublement de l'interface de la myéline a partir de 4 dpf qui renforce cette hypothese. Ces
mécanismes de contraste seront étudiés dans la section suivante.

- Caractérisation spatiale et temporelle du diametre de ’axone Mauthner
Enfin, nous présentons une caractérisation des variations spatiales et temporelles du dia-
metre de I’axone Mauthner (cf. figure 4.16).

Encart 4.5 - Matériel et méthode : Conditions d’imagerie

Les variations spatiales et temporelles du calibre de 'axone Mauthner ont été renseignées a
partir des profils THG issus de plusieurs régions de la moelle épiniere de 5 poisson-zebres a 3
étapes du développement (3 dpf, 4 dpf et 5 dpf). Ces régions ont été choisies sur 6 fenétres
espacées de 200 pum en progressant depuis une région située au niveau du début de 'extension

du witellus (reférence spatiale) vers la région postérieure de la moelle épiniere. (cf. figure 4.16.a)
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FIGURE 4.16 — Caractérisation des variations spatiales et temporelles du diametre de I'axone
Mauthner. a. Image multimodale (THG, SHG et 2PEF) de la moelle épiniére de poisson-zebre
présentant la position des premieres fenétres imagées a partir du début de I’extension du vitellus.
b. Mesures du diametre de ’axone Mauthner réalisées a 200 pm d’intervalle sur une longueur
de 1 mm chez 5 individus a 3, 4 et 5 dpf.
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Nos mesures font apparaitre la présence d'un gradient spatial du diameétre de 1’axone
Mauthner le long de la moelle épiniere pour chacun des trois stades du développement
étudiés (cf. figure 4.16.b). Ce gradient est caractérisé par une diminution linéaire du diametre
de ’axone depuis le début de I'extension du witellus jusque dans la région postérieure du poisson
(—1.0 pm, —1.7 um et —1.5 um sur une longueur de 1 mm respectivement a 3 dpf, 4 dpf et
5 dpf). Par ailleurs, ces résultats mettent en évidence l'existence d'un gradient dans 1’évolution
temporelle du diametre de ’axone Mauthner, passant de 3.2 ym a 3 dpf a 4.8 um a 4 dpf et
5.6 um a 5 dpf au niveau du début de I'extension du witellus.

- Conclusion sur le contraste THG polarimétrique issu des axones Mauthner

Dans cette sous-partie, nous avons montré que le contraste THG issu du plan équatorial des
axones Mauthner présente une forte dépendance avec 'orientation de la polarisation.
Contrairement a notre hypothese de départ, le parametre de modulation ne permet pas de ca-
ractériser de maniere directe la myélinisation sur les axones Mauthner qui ont un large calibre
a tous les stades du processus de myélinisation. En effet, 'amplitude de modulation croit bien
pour des états de myélinisation précoces (entre 48 hpf et 60 hpf) mais décroit pour des états de
myélinisation plus tardifs (entre 64 hpf et 5 dpf). On peut faire I'hypothese que lorsque 1’épais-
seur de la myéline est latéralement sous-résolue, 'imagerie PTHG est effectivement efficace
pour détecter des changements de myélinisation (augmentation de la densité des lipides
et de l'ordre lipidique). Cependant, pour des épaisseurs de myéline proches ou supérieures a la
résolution latérale du faisceau, 'interprétation du parametre de modulation est plus complexe.

e) Conclusion

Ce travail de caractérisation de la réponse THG polarimétrique sur des axones myélinisés du
poisson-zebre a été inspiré par des travaux récents qui proposent que le contraste CARS polari-
métrique permet de caractériser ’ordre lipidique et éventuellement la présence de perturbations
des couches lipidiques a 1’échelle submicrométrique autour d’axones de la moelle épiniere de
souris [131] et des axones Mauthner du poisson-zebre [106].

Bien que nous ayons mis en évidence la forte sensibilité du contraste THG sur les axones
myélinisés de la moelle-épiniére du poisson-zébre (axones Mauthner et dorsaux) induite
par la présence de la gaine de myéline autour des axones, I'analyse du contraste THG polari-
métrique a révélé des résultats inattendus. En effet, nous avons observé une augmentation de
Pamplitude de modulation sur des axones dorsaux de calibre micrométrique avec
une gaine de myéline sous-résolue passant de 0.35 a 0.63 entre les stades embryonnaires
3dpf et 5dpf, cependant 1’évolution de la modulation est ambigué pour des axones Mauthner
avec un plus large calibre (environ 5 um). A des stades précoces de la myélinisation de 'axone
Mauthner, I'amplitude de modulation augmente sensiblement en passant de 0.47 a 0.63 entre
48 hpf et 60 hpf, puis elle diminue légerement de 0.60 a 0.46 entre 64 hpf et 5 dpf stades
tardifs de myélinisation de 1’axone Mauthner.

On peut faire '’hypotese qu’il existe deux régimes de variations de I'amplitude de la modulation
PTHG en fonction de I'épaisseur de la gaine de myéline (cf. table 4.6) :

- lorsque I’épaisseur de la gaine de myéline augmente tout en étant inférieure a la résolution
latérale de I'excitation, 'amplitude de modulation augmente

- lorsque I’épaisseur de la gaine de myéline est de 1'ordre de grandeur de la résolution latérale
de l'excitation, I'amplitude de modulation diminue.

Nous verrons que le diametre de I’axone a également une influence sur le contraste THG pola-
rimétrique, a travers les aberrations optiques que ’axone peut induire.
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4.1.3 Caractérisation du contraste THG polarimétrique sur des sys-
temes cylindriques isotropes modeles

Pour comprendre 'origine physique du contraste (P-)THG sur les axones myélinisés, nous avons
cherché a caractériser expérimentalement et numériquement la réponse (P-)THG sur
des structures cylindriques isotropes qui reproduisent la géométrie des axones myélinisées
avec des propriétés optiques (indice de réfraction n et susceptibilité du troisiéme ordre y®))
et des dimensions qui varient.

a) Caractérisation expérimentale du contraste sur des pipettes en verre étirées

Nous avons commencé par étudier expérimentalement 'influence des désaccords d’indice
et de la géométrie cylindrique des axones myélinisés sur le contraste (P-)THG en ima-
geant des capillaires de verre étirés remplis et immergés dans des solutions dont les indices
de réfraction sont contrdlés avec précision (cf. figure 4.17.a). Ce modeéle expérimental isotrope
simple présente les avantages suivants :

(i) Sa forme cylindrique et ses dimensions modélisent fidelement la géométrie de larges axones
myélinisés.

(ii) L’indice de réfraction élevé des capillaires (n=1.47-1.49) reproduit celui de la myéline dans
une approximation raisonnable.

(iii) Comme les capillaires de verre étirés sont classiquement utilisés pour 'injection de cel-
lules dans les poisson-zebres, nous avons pu les remplir avec des liquides d’indices de réfraction
controlés.

Encart 4.6 - Matériel et méthode : Préparation des pipettes

Les capillaires de borosilicate (Phymep, modéle GC100-10, ¢pezy = 1.0 mm, ¢ine = 0.58 mm)
chauffage en platine en conjuguant un chauffage a forte température avec une faible force pour
obtenir des extrémités de pipettes fines et allongées. L’extrémité pleine des pipettes a ensuite été
cassée pour les remplir avec des solutions d’indice (LI) & I'aide d’un systéme d’injection utilisé
classiquement en biologie. Afin d’empécher les solutions de s’évaporer pendant la préparation
puis de se mélanger avec le milieu environnant pendant I'imagerie, les extrémités des pipettes
étirées remplies ont été scellées en faisant fondre le verre au contact d’une résistance. Enfin, nous
avons monté ces pipettes étirées et remplies dans des solutions d’'indice (LE) (cf. fig. 4.17.a). Les
solutions d’indice ont été préparées par dilutions successives de solvants d’indices (eau distillée,
glycérol pour l'indice a 1.40, TDE pour l'indice & 1.47) avec de I'eau distillée pour obtenir les
indices de réfraction (respectivement 1.33, 1.40 et 1.47) mesurés précisément au réfractometre
a 589.3 nm. Nous avons introduit un colorant (rhodamine) dans les solutions de remplissage
(LI) comme controle de 1'étanchéité des pipettes. Au total, 9 échantillons - correspondant aux

3x3 combinaisons des milieux d’indices extérieurs et intérieurs - ont été préparés.
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Encart 4.7 - Matériel et méthode : Conditions d’imagerie et traitement des
images sur les pipettes

Deux types d’acquisitions ont été réalisées : 1) une premieére acquisition 3D combinant les
contrastes THG et 2PEF, et 2) des acquisitions polarimétriques PTHG/2PEF dans le plan
équatorial des pipettes. Ces deux imageries ont été réalisées au niveau de 'extrémité des pi-
pettes sur trois régions présentant des diametres différents - un diametre fin (¢ = 15— 20 um),
intermédiaire (¢ = 20 — 30 pwm) et large (¢ = 30 — 40 pwm). Les acquisitions 3D ont ensuite été
reprojetées orthogonalement puis moyennées sur 10 images pour en extraire des profils XZ. Les
acquisitions polarimétriques ont permis 'extraction des profils P-THG par moyennage sur des
segments de 10 um de longueur a partir desquels nous avons évalué les extréma d’intensité et

les parametres de modulation et d’angle par une analyse de Fourier unidimensionnelle.
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FIGURE 4.17 — Caractérisation des contrastes sur les pipettes de borosilicate étirées. a. Schéma
du modele expérimental. b. Reprojection des contrastes THG/2PEF sur les pipettes remplies
et immergées dans des milieux d’indices de réfraction différents. c¢. Imagerie THG/2PEF dans
le plan équatorial des pipettes et extraction des profils PTHG dans ce plan. d. Visualisation
des profils PTHG associés aux numéros de la figure c.

i) Analyse des reprojections X7

Nous avons réalisé des acquisitions 3D séquentielles des contrastes THG et 2PEF sur les pi-
pettes étirées dont nous présentons des reprojections XZ sur la figure 4.17.b. pour des régions
correspondant a un diametre de 15 — 20 pum. On notera que le contraste 2PEF - induit par la
présence de la rhodamine dans le liquide a I'intérieur des pipettes - est confiné a l'intérieur des
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pipettes, ce qui indique la bonne étanchéité des pipettes et valide le modele utilisé.

De maniere surprenante, les profils THG transverses enregistrés sur les différents échantillons
présentent une grande diversité en fonction des liquides d’indices utilisés. On observe en parti-
culier que les contrastes relatifs entre les interfaces verticales et horizontales sont tres différents.
Les interfaces verticales apparaissent d’autant plus contrastées par rapport aux interfaces ho-
rizontales que l'indice du milieu intérieur ou extérieur est faible devant celui du borosilicate
(n = 1.47). En revanche, le contraste THG présente un profil annulaire sur les interfaces inté-
rieures et extérieures lorsque 'indice des solutions avoisine celui du verre. Comme nous 1’avons
décrit dans le chapitre I, les axones myélinisés présentent des propriétés optiques (n = 1.34
dans le milieu environnant, n = 1.44 dans la myéline et n = 1.38 dans 'axone [169]) qui se
rapprochent de la configuration expérimentale avec un indice du milieu extérieur a n = 1.33
et un milieu intérieur a n = 1.40 dont le profil THG XZ est marqué par une astérisque jaune
sur la figure 4.17.b. Le profil THG transverse associé présente un contraste sur les interfaces
extérieures verticales et un contraste annulaire sur l'interface intérieure.

it) Analyse polarimétrique

Nous avons ensuite renseigné le contraste THG polarimétrique dans le plan équatorial
des pipettes (cf. figures 4.17.c, d. et 4.18).

On peut noter que les profils extraits sur les interfaces verticales entre des milieux d’indices tres
différents présentent des pics dédoublés d’allure gaussienne, tandis que les pics perdent
leur allure gaussienne pour prendre un aspect asymétrique élargi vers ’intérieur de la
pipette sur des interfaces entre des milieux de mémes indices.

On observe que la modulation PTHG mesurée au niveau des maxima d’intensité des
profils PTHG est d’autant plus grande que le désaccord d’indice entre les liquides
et le borosilicate est important (cf. figures 4.18.c et d.). Plus précisément, sur 'interface
extérieure (resp. intérieure) la modulation atteint 0.48 (resp. 0.61) pour un désaccord d’indice
entre 'eau et le borosilicate de An = 0.14, 0.42 (resp. 0.40) pour un désaccord d’indice entre le
glycerol et le borosilicate de 0.07, et 0.06 (resp. 0.03) pour un désaccord d’indice entre le TDE
et le borosilicate quasi-nul. On peut également noter que la modulation sur le bord intérieur
apparait amplifiée par un fort désaccord d’indices sur le bord extérieur, mais que cet effet est
marginal lorsque le désaccord est moins important.

Conformément aux expériences réalisées sur des interfaces verticales présentées dans le chapitre
2, I'analyse de Fourier révele que le signal THG est maximal pour une orientation de la pola-
risation d’excitation perpendiculaire a ’axe de la pipette sur les interfaces intérieures
et extérieures lorsque le désaccord d’indice est grand (cf. figure 4.18.e). Au contraire, cette
analyse fait ressortir des angles qui n’ont pas de signification particuliere lorsque les milieux
ont un indice semblable a cause de la faible modulation du signal PTHG, sans toutefois mettre
en évidence de basculement de 90°.

En résumé, ces expériences d’imagerie THG sur des pipettes étirées dans différentes conditions
d’immersion et de remplissage montrent que I’aspect annulaire du profil THG transverse
issu des axones myélinisés est induit par un désaccord d’indice faible entre I’axone et la myéline.
De plus, les fortes modulations du contraste PTHG observées sur le plan équatorial des
axones myélinisés sont induites au premier ordre par des désaccords d’indices importants entre
la myéline et ’axone, et entre la myéline et le milieu environnant. Comme nous I’avons vu dans
le chapitre 2, les interfaces entre des milieux d’indices de réfraction différents induisent de fortes
distorsions sur le volume focal du faisceau d’excitation, qui sont a l'origine d’une modulation
importante du signal PTHG.
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FIGURE 4.18 — d. Variations (a, b) des intensités PTHG90, (c, d) de la modulation PTHG et
(e) des valeurs angulaires évaluées sur les interfaces externes et internes des pipettes imagées
dans les différentes conditions expérimentales.

b) Modélisation numérique du contraste PTHG sur des modéles cylindriques iso-
tropes

Conjointement a la caractérisation expérimentale du contraste PTHG sur des pipettes étirées,
nous avons réalisé des simulations numériques sur des structures cylindriques en utilisant le
modele FDTD - dont le principe a été détaillé dans le chapitre 2. Le but de ce travail mené
en collaboration avec Nicolas Olivier est ici d’évaluer numériquement I'impact des distor-
sions subies par le faisceau d’excitation sur la modulation PTHG calculée sur les
interfaces d’une structure cylindrique creuse isotrope en fonction des propriétés
optiques des milieux d’immersion et de remplissage de la structure.

Dans un premier temps, nous avons vérifié la validité du modele FDTD en simulant les ré-
ponses PTHG sur des géométries imitant des pipettes étirées remplies et immergées dans des
milieux d’indices différents et en comparant ces résultats avec les résultats expérimentaux sur
les pipettes. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés a la réponse PTHG sur des
structures dont les propriétés optiques et géométriques sont similaires a des axones myélini-
sés de différents calibres.
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Les structures cylindriques considérées ont été décrites en superposant deux cylindres :

- un premier cylindre de large diametre modélise soit le quartz (pour les pipettes), soit la myé-
line (pour les fibres myélinisées).

- un second cylindre de plus petit calibre - centré sur le premier cylindre - modélise la structure
interne constituée d’un liquide d’indice (pour les pipettes) ou I’axone (pour les fibres myélini-
sées).

puis ces structures ont été insérées dans un milieu environnant comme décrit sur la figure 4.19.

a. b.

+— LE :liquide externe (n,,,) \ — Milieu environnant (n,,)
- C : capillaire de verre en < Myéline (n=1.47)

borosilicate (n=1.47)
Axone (n;,)

i \ LI : liquide interne
D contenant de la

rhodamine (n;,)

FI1GURE 4.19 — Géométries cylindriques modélisées. a. Pipettes étirées. b. Axones myélinisés.
- Résultats des simulations menées sur des modeles de pipettes étirées
Nous présentons ici les résultats des simulations réalisées sur des géométries semblables aux

pipettes étirées dont une description est donnée dans I’encart 4.8. Le principe de simulation
FDTD sur une géométrie donnée est décrit sur la figure 4.20.a.

Encart 4.8 - Description des structures modélisées

Les propriétés géométriques et optiques des structures considérées sont décrites ci-dessous :

- Le cylindre extérieur a un diametre constant ¢.,; = 16 um et possede les propriétés optiques
du borosilicate données dans le tableau 4.8.

- Le cylindre intérieur a ici un diametre constant ¢;,; = 6 um. Ce cylindre intérieur et le
milieu environnant modélisent successivement trois milieux différents : soit de 1’eau, soit une
solution de glycérol diluée avec de I’eau, soit un liquide de TDE dilué avec de ’eau, dont
les propriétés optiques ont été mesurées (la description des mesures de la méthode utilisée pour

déterminer les valeurs de x©® est donnée dans l'annexe F) et sont résumées dans le tableau

ci-dessous :
Milieu Indice n | x® (10722 m? V~2)
Milieu 1 : eau 1.33 1.68
Milieu 2 : glycérol dilué avec de 1'eau 1.41 2.20
Milieu 3 : TDE dilué avec de 'eau 1.47 3.50
Borosilicate 1.47 1.87
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Sur la figure 4.20.c, nous présentons les profils d'intensité PTHG mesurés dans le plan équa-
torial des cylindres pour des polarisations d’excitation paralléle (signal PTHGO tracé en vert)
et orthogonale (PTHGY0 tracé en bleu) a I’axe du cylindre. Les quatre cas ici présentés cor-
respondent aux 4 configurations ou la structure interne et le milieu environnant sont soit de
I'eau, soit du TDE dilué. La figure 4.20.d présente les graphes de modulation PTHG qui
sont déduits de ces deux profils d’intensité. En faisant référence a ces graphes d’intensité et de
modulation PTHG, nous allons détailler point par point différentes observations.

Dans ces 4 cas, les profils d’intensité PTHGO et PTHG90 présentent 4 pics - symétriques
par rapport a l'axe de la pipette et quasi-localisés sur les 4 interfaces. On peut noter que I’am-
plitude de ces pics THG varie fortement en fonction des conditions d’indice n et de x® : on
trouve par exemple la plus forte intensité THG sur les interfaces entre le quartz et le liquide
de TDE dilué. En effet, en regle générale, le signal THG calculé est d’autant plus grand que
les milieux possedent des indices proches et que la différence entre les valeurs de leur x® est
grande. Par ailleurs, on peut noter le dédoublement du pic de signal THG sur 'interface exté-
rieure entre le quartz et I'eau, induit par une grande différence entre les indices linéaires n de
ces deux milieux, en accord avec les effets de dédoublements d’interfaces décrits dans la partie
IV du chapitre 2. On peut également remarquer la présence d’un signal THG entre les pics
centraux lorsque l'indice de réfraction de la structure interne est égal a celui du quartz. Cet
effet est vraisemblablement induit par une refocalisation du signal d’excitation dans la structure
intérieure lorsque son indice de réfraction est élevé par rapport a celui du milieu environnant.

Apres avoir donné quelques éléments sur 'allure générale des profils, on s’intéresse ici a décrire
les intensités PTHG relatives pour deux polarisations orthogonales. Sur les interfaces entre
un milieu et le quartz ot Nmirien < Nguartz, le signal THG maximal est obtenu pour une polari-
sation d’excitation orthogonale a I’axe de la structure. Dans le cas inverse ou nmiticu = Nquartz+
c’est le signal THG induit par une polarisation d’excitation parallele a la structure qui domine.
A noter, changer le milieu intérieur ou extérieur a peu d’influence sur 'intensité THG calculée
sur les pics issus des interfaces entre des milieux gardés identiques.

Quant a la modulation PTHG calculée sur les pics THG, elle est calculée comme (I PT HG90—
IPTHGO)/max(IPTHGO; I PTHG90), puis mesurée au niveau des pics d’intensité PTHG. On
observe qu’elle diminue lorsque le désaccord d’indice diminue. Plus précisément, la modulation
PTHG sur le pic interne passe de [0.76;0.75] a [—0.25; —0.19] lorsque Iindice du milieu intérieur
passe de 1.33 a 1.47, c’est-a-dire que son amplitude diminue et que la polarisation d’excitation
qui maximise le signal THG généré bascule de 90° a 0°. De maniere identique, la modulation
sur le pic externe passe de 0.57 a —0.24 lorsque I'indice du milieu extérieur passe de 1.33 a 1.47.

Pour se rapprocher d'une configuration proche des axones myélinisés, nous avons également
calculés les profils d’intensité et de modulation PTHG ou le milieu intérieur correspond a du
glycérol dilué et le milieu extérieur est de I'eau (cf. figure 4.20.b). De maniére intéressante, on
observe ici une quasi-absence de signal THG sur la premiére interface horizontale (eau-quartz)
et un signal plus fort sur la seconde interface horizontale (quartz-glycérol). Ce résultat donne
une idée de 'aspect annulaire que ’on pourrait trouver en tracant le profil THG transverse
annulaire sur 'interface interne des pipettes, et qui est en accord avec le profil obtenu expéri-
mentalement sur les pipettes.

158



4.1 Caractérisation des contrastes THG et P-THG dans le CNS de souris et du poisson-zébre

a b Intensité PTHG
42 1 2 3 4y Iy loge
0° 6
0
o N
XY — | 0° 2
—90° | ’
| y
Intensité PTHG Modulation PTHG
1y 104 M
" | 08
I90" H
i 06
XZ 3 04
02
2 3 0
i 02
04
! 1 06
}\_, A x 08 X
% 5 6 4 20240661 % 5564202406050
C. Intensité PTHG d. Modulation PTHG
Noye =1.33 Noy =1.47 Noy =1.33 Noy =1.47
104 M 104 M
lowa loey v 08 08
lgo Igo- 0.6 0.6
3 3 04 0.4
3 Q 02 02
o < 0 0
D 2 I o2 02
c € 04 0.4
1 1 / -06 06
0 }\ _Aem k _J Lom byt @ byt ()
0 8 6 4 2 0 2 4 6 810 108 6 4 20 2 4 6 810 0 8 6 4 2 0 2 4 6 810 108 6 4 20 2 4 6 8 10
I " Ior 1.04 M
4 4 0.8
Igo0 Iooe| ¥ v 06
3 3 04
> S 02
- o 0
] 2 2 i
] | | 3 N vaév
< | ! | | < -0.4
1 1 0. 06
\ / x | | x L y
Lo UL e UL e | iy 2 A
0 8 -6 4 2 0 2 4 6 810 108 64 20 2 4 6 8 10 10 8 6 4 2 0 2 4 6 810 10 8 64 20 2 4 6 8 10

FIGURE 4.20 — a. Vues XY et XZ de la propagation du faisceau d’excitation sur les structures
utilisées dans la modélisation numérique. b. Profils PTHG et modulation dans les cas ou le
milieu intérieur est de glycérol dilué et le milieu environnant est de I’eau. c. Profils d’intensité
PTHG lorsque les milieux intérieurs et extérieurs sont soit de I’eau soit du TDE dilué. d. Profils
de modulation PTHG associés. Les fleches noires indiquent les positions ot la modulation PTHG
a été évaluée.

Pipette Milieu intérieur Milieu extérieur | Modulation intérieure | Modulation extérieure
Cas 1 Eau (n = 1.33) Eau (n = 1.33) 0.76 0.57
Cas 2 Eau (n = 1.33) TDE (n = 1.47) 0.75 —0.24
Cas 3 TDE (n = 1.47) Eau (n = 1.33) —0.25 0.57
Cas 4 TDE (n=1.47) | TDE (n = 1.47) —0.19 —0.24
Cas 5 | Glycerol (n =1.41) | Eau (n = 1.33) 0.46 0.57

- Résultats des simulations réalisées pour des géométries d’axones myélinisés
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Apres avoir validé le modele numérique FDTD sur des géométries avec les mémes propriétés
optiques que les pipettes, nous avons réalisé des simulations sur des géométries dont les di-
mensions et les propriétés optiques sont proches de celles des axones myélinisés imagés dans le
poisson-zebre. Les structures modélisées sont décrites dans I'encart 4.9.

Encart 4.9 - Description des structures simulées

Les axones myélinisés ont été décrits par deux cylindres superposés, un premier de large
diametre avec les propriétés du TDE dilué, un second plus mince et centré sur le premier avec
les propriétés du glycérol dilué et un milieu environnant correspondant a de l’eau. Nous avons

ici évalué deux effets sur l'intensité PTHG mesurée :

- 'augmentation de la dimension des structures :

Axone Gint (M) | Gext (pm) | Amyetine (#m) | g-ratio | Modulation
Mauthner 3.50 3.84 0.17 0.91 0.76

Ventral 1.16 1.34 0.09 0.87 0.35

Dorsal 0.96 1.08 0.06 0.89 0.25

- augmentation de la dimension de la gaine de myéline :

Axone | @it (um) | Gext (M) | Adpmyarine (pm) | g-ratio | Modulation
Axone 1 3.50 3.68 0.09 0.95 0.77
Axone 2 3.50 3.84 0.17 0.91 0.76
Axone 3 3.50 5.84 1.17 0.60 0.65

Nous présentons sur la figure 4.21.a les résultats obtenus sur des géométries avec les mémes
dimensions que les axones Mauthner (a 5 dpf), des axones ventraux et dorsaux données dans
le tableau 4.9.

Un premier aspect intéressant des résultats obtenus correspond a 'augmentation de l’in-
tensité THG induite par une polarisation d’excitation orthogonale a I’axone sur le domaine
correspondant a la myéline lorsque la dimension de la structure intérieure augmente. En effet,
d’une part, lorsque le rayon de courbure de la structure interne augmente, la région sondée
par le volume focal ressemble davantage a une lamelle verticale, ce qui implique que les effets
de distorsion du faisceau sont plus importants et générent un fort signal THG. D’autre part,
I'augmentation de I'épaisseur de la myéline contribue également a l'augmentation du signal
THG calculé. Par ailleurs, on observe ici aussi la présence d’un signal a l’'intérieur de
la structure interne, induit par des effets de refocalisation du faisceau d’excitation sur la
structure intérieure.

Un second aspect d’intérét provient de la différence entre 'allure des signaux THG induits par
les deux polarisations d’excitation. En effet, alors que les signaux PTHG sur la géométrie des
pipettes présentaient uniquement des différences d’amplitude, on observe ici la présence d’un
dédoublement du pic THGO induit par un champ d’excitation avec une polarisation paral-
lele a la géométrie donnée par 'axone Mauthner.
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Enfin, on observe que 'amplitude de la modulation PTHG augmente de 0.025 a 0.76 lorsque
I’épaisseur de la gaine de myéline passe de 0.06 um a 0.17 um.

Nous avons ensuite cherché a déterminer I'influence de ’épaisseur de la gaine de myéline
sur les signaux PTHG observés. En considérant une structure interne de diameétre constant
(similaire au diametre de I'axone Mauthner a 5 dpf), nous avons fait varier la dimension de la
structure externe pour décrire des épaisseurs de myéline égales a 0.09 um, 0.17 um et 1.17 pym
(ou des valeurs de g-ratio de 0.6, 0.91 et 0.95) qui correspondent & des cas dans des structures
biologiques différentes (cf. tableau 4.9).

D’une part, on peut observer que 'amplitude du signal THG augmente lorsque ’épais-
seur de la myéline augmente (cf. figure 4.21.b). Cependant, les profils PTHG évoluent
fortement lorsque ’épaisseur de la gaine de myéline augmente puisqu’on passe d’'une premiere
structure ou elle est mince (0.09 pm) et non-résolue a une troisieme structure dont la gaine
est plus épaisse (1.17 um) et donc résolue. Par conséquent, le signal PTHG90 présente un seul
pic dans le premier cas, et deux pics dans le troisieme cas, similairement aux cas de pipettes
étirées.

D’autre part, on peut voir que la modulation PTHG est constante autour de 0.77 — 0.76
lorsque 'épaisseur de la gaine de myéline passe de 0.09 pm a 0.17 pm, mais qu’elle diminue
de 0.76 a 0.65 lorsque ’épaisseur de la myéline augmente de 0.17 um a 1.17 um.
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FIGURE 4.21 — a. Intensité et modulation PTHG calculées sur des géométries similaires aux
axones Mauthner, aux axones ventraux et aux axones dorsaux. b. Intensité et modulation
PTHG sur des axones myélinisés de diametre intérieur constant en faisant varier I’épaisseur de
la myéline. La zone grisée correspond a la myéline.

En résumé, les simulations numériques réalisées reproduisent semi-quantitativement les
modulations PTHG obtenues expérimentalement sur les pipettes (cf. figure 4.20 et
tableau 4.8). Il est probable que les amplitudes de modulation PTHG plus élevées obtenues avec
les simulations numériques proviennent de la définition des parametres de convergence utilisés
dans le programme de simulations qui pourront étre ajustés ultérieurement en vue d’obtenir
des résultats numériques quantitatifs.
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Les simulations conduites sur des géométries ressemblant aux axones myélinisés ont permis de
retrouver les formes typiques des signaux mesurés expérimentalement (cf. figure 4.21). Nous
avons vu qu’il existe deux régimes de variations de I'amplitude de modulation : un premier
régime correspond a une gaine de myéline sous-résolue ou la modulation PTHG augmente
lorsque I’épaisseur de la gaine de myéline augmente. Un second régime est associé a une
gaine de myéline qui est dans la plage ou elle commence a étre résolue, lorsque la gaine devient
plus épaisse que la résolution, la modulation diminue légerement.

c¢) Conclusion

Les études expérimentales et numériques du contraste THG issu des pipettes étirées ont mon-
tré que l'aspect annulaire du contraste THG observé sur des axones paralleles au
plan d’imagerie trouve son origine dans les propriétés optiques linéaires de la gaine de
myéline et de axone.

L’évaluation numérique de la modulation PTHG sur des structures avec les mémes proprié-
tés optiques que les axones myélinisés est cohérente avec les résultats expérimentaux sur les
axones Mauthner myélinisés : on observe une augmentation de la modulation PTHG avec
Papparition de la gaine de myéline, puis une diminution de la modulation lorsque
I’épaisseur de la gaine de myéline croit. Ces simulations montrent qu’il existe un couplage
de la modulation PTHG avec 1’épaisseur de la gaine de myéline et le rayon de courbure de
I'axone (ou avec le diamétre axonal). En revanche, les simulations donnent des valeurs de mo-
dulation sur les axones dorsaux beaucoup plus faibles que celles obtenues expérimentalement.
Le point central mis en évidence par les simulations est que ’épaisseur de la myéline et le
diametre axonal contribuent de maniére conjointe sur la valeur de la modulation
calculée. La contribution de lordre lipidique x® sur la modulation n’a pas été estimée mais
on peut remarquer que les effets d’indices linéaires n sont a l'origine de fortes modulations
(entre 0.6 et 0.7 sur des axones de large calibre). Par conséquent, la parametre de modulation
ne peut pas étre utilisé directement pour accéder a 'ordre lipidique. En revanche, il peut étre
exploité pour accéder a I’épaisseur de la gaine de myéline.

Pour caractériser expérimentalement les propriétés des axones myélinisés, on pourra utiliser
les contrastes THG et PTHG et les comparer a des simulations théoriques du signal THG qui
évaluent les contributions conjointes du diametre de la structure, de 1’épaisseur de la gaine
de myéline et de 'ordre lipidique dans la réponse pTHG mesurée sur les axones myélinisés.
Pour décrire 'ordre lipidique des structures, il faudrait tenir compte de la forte anisotropie de
la gaine de myéline avec un x® tensoriel qui comporte des termes diagonaux et de celle de
I’axone qui présente également une réponse optique anisotrope. On peut noter que les mesures
du diametre des axones Mauthner (gradient spatial et temporel) réalisées sont utiles pour ex-
traire ’épaisseur de myéline. Pour les petits axones, il parait plus compliqué de déméler les
effets de courbure et d’épaisseur de myéline puisqu’on peut plus difficilement déterminer leur
diametre (2 pics THG peuvent correspondre a deux axones ou aux bords d’un seul axone). Une
perspective est d’utiliser le signal de fluorescence pour déterminer leur diametre et remonter a
I’épaisseur de leur myéline. La modulation est davantage sensible a I’ordre moléculaire que sur
les gros axones (on a moins l'effet de slab vertical), cependant la modulation varie tres forte-
ment avec le diametre intérieur sur cette plage. De plus, on a peut-étre des effets de faisceaux
(en collant des axones myélinisés) sur la modulation.
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4.1.4 Discussion sur les contrastes THG et P-THG issus des tissus
myélinisés
Conclusion

Dans cette premiere partie, nous avons présenté les résultats d’'une caractérisation extensive
du contraste THG sur des tissus myélinisés fixés du CNS de souris et du poisson-zebre.
Dans un premier temps, nous avons montré que le signal THG généré sur les tissus du CNS de
souris est colocalisé avec les gaines de myéline. En nous appuyant sur cette propriété, nous
avons mis en évidence la capacité de 'imagerie THG a fournir une description structurelle
multi-échelle du CNS de souris, depuis la fibre individuelle myélinisée jusqu’au
tissu. Le contraste THG révele également avec une forte sensibilité les domaines de matiere
grise dont le contraste est distinct de celui issu de la substance blanche.

Dans un second temps, pour renseigner le contraste THG in vivo et caractériser des états
de myélinisation évolutifs, nous avons imagé des axones myélinisés chez le poisson-zébre
au cours des stades précoces du développement. On peut noter que la THG est sensible a
des axones individuels avec un diametre d’un micron. Nous avons rapporté une caractérisation
de I’évolution du contraste THG polarimétrique sur des axones myélinisés du poisson-zebre de
différents calibres - de diametre de plusieurs microns pour les axones Mauthner et de 'ordre
du micron pour les axones dorsaux.

Pour finir, nous avons mené une étude combinant des aspects expérimentaux et numériques sur
les contrastes THG et P-THG produits par des structures cylindriques modeles qui
reproduisent la géométrie des axones myélinisées avec des propriétés optiques simplifiées pour
mieux comprendre le mécanisme de contraste THG sur des fibres myélinisées. Notamment, nous
avons montré I'influence des indices de réfraction dans I’aspect annulaire du contraste THG ob-
servé sur une section transverse d’axones paralleles au plan d’imagerie.

La compréhension de la physique des signaux THG polarimétriques par le biais des expériences
sur des systemes modeles et des simulations numériques FDTD est apparue comme un élément
essentiel pour interpréter les contrastes observés sur des tissus myélinisés. Il est possible qu’avec
une mesure PTHG et une calibration réalisée a partir des simulations FDTD, I’épaisseur de la
gaine de myéline puisse étre estimée, de sorte a évaluer le g-ratio.

Positionnement de 'imagerie THG par rapport aux autres modalités de contraste

Comme il a été rappelé dans le chapitre I, les microscopies SCoRe, OCT et CARS - qui ne
requierent pas la présence de fluorophores et reposent exclusivement sur des propriétés optiques
intrinseques des tissus - présentent également une forte sensibilité aux axones myélinisés. Nous
discutons ici comment ces techniques se positionnent par rapport au contraste THG pour
I'imagerie des tissus myélinisés.

Tout d’abord, le contraste de ’OCT plein champ possede une pénétration intéressante dans
les tissus (> 300 wm sur des rongeurs vivants [57]) et nécessite une illumination modérée.
Cependant, ’OCT se combine difficilement avec la microscopie confocale ou multiphotons pour
visualiser des marquages fluorescents.

La microscopie confocale de réflectance (SCoRe) est caractérisée par sa sensibilité aux
fibres paralleles au plan d’imagerie et par sa capacité a estimer les diametres extérieurs des
fibres myélinisées & partir du contraste qui émerge des interfaces horizontales extérieures [56].
Si ces mesures sont valides sur des axones myélinisés de larges diametres comme les nerfs
sciatiques, elles auront tendance a surestimer le diametre des petits axones a cause de la faible
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résolution axiale du faisceau. Un avantage de la microscopie THG par rapport a l'imagerie
SCoRe est d’estimer plus précisément le diametre des fibres myélinisées en tirant profit de
I’aspect annulaire du profil THG transverse des fibres. En effet, le signal qui provient des
interfaces verticales est mieux résolu que celui provenant des interfaces horizontales utilisé en
microscopie SCoRe. De plus, le contraste THG est sensible aux fibres hors-plan, comme nous
I’avons vu pour I'imagerie des fibres du cortex de souris qui présentent des orientations diverses.
Enfin, la microscopie CARS permet en principe une imagerie chimiquement sélective, basée
sur la réponse vibrationnelle des nombreuses liaisons CH présentes dans les régions lipidiques.
Par ailleurs, des études récentes en microscopie CARS polarisée ont montré sa capacité a
sonder I'ordre moléculaire des lipides dans les gaines épaisses de myéline ainsi qu’a leurs défauts
structurels ([131], [106]). En pratique cependant, I'imagerie CARS est génée par la présence d'un
bruit de fond non spécifique qui en limite la sensibilité sur les petites structures. Les études
récentes effectuées notamment par 1’équipe de Daniel Coté indiquent que la myéline de 1’axone
Mauthner du poisson-zebre n’est détectable en CARS qu’apres trois jours, soit plus tard que ce
que montrent nos résulats avec la THG. Par ailleurs, un aspect non discuté dans la littérature
jusqu’ici est que le signal CARS, résultant de la superposition cohérente de deux faisceaux
focalisés, est nécessairement altéré par les aberrations liées aux distorsions du volume focal au
voisinage d’une interface. On s’attend a ce que cet effet ait tendance a réduire le signal CARS
au voisinage d’une structure aberrante. Sur ce point, on peut noter que le contraste THG peut
au contraire étre augmenté par la présence d’aberrations, comme au niveau d’une petite fibre
verticale.
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4.2 Imagerie THG du cervelet de souris sur un modele
de sclérose en plaques

A la suite de la caractérisation expérimentale et numérique de la réponse THG sur des axones
myélinisés individuels de calibres variés qui a fait I’'objet de la partie précédente, cette seconde
partie présente une application de I'imagerie THG sur des tissus vivants et myélini-
sants de cervelet de souris. Ce travail a été mené en collaboration avec I’équipe de Bruno
Stankoff a 'CM qui possede une connaissance théorique pointue sur la pathologie et sur les
modeles expérimentaux de la sclérose en plaques ainsi qu'une grande expertise technique pour
la préparation d’échantillons de tissus du CNS de souris.

Nous commencons cette partie avec la présentation d’éléments contextuels sur la structure du
cervelet qui est un siege important de changements pathologiques dans la sclérose en plaques.
Nous présentons ensuite un premier résultat de notre travail sur la capacité du contraste THG
a fournir une description multi-échelle de la structure des fibres myélinisées sur des
tranches organotypiques non marquées de cervelet de souris. Nous montrons ensuite le potentiel
de la microscopie THG pour caractériser le I’arborescence des fibres dans des folia pen-
dant le processus de myélinisation. Puis nous explorons la réponse THG polarimétrique
sur les axones myélinisés individuels. Enfin nous rapportons la capacité des contrastes
THG/PTHG a détecter des changements pathologiques sur deux modéles présentant des
altérations de la myéline, le premier a subi un traitement avec un agent inflammatoire (agent
LysoPhosphatidylCholine (LPC)), et le second est un modeéle mutant avec un déficit de myéline
(modele shiverer).

4.2.1 Le cervelet : une structure étudiée dans la recherche sur la
sclérose en plaques

Le cervelet (<cerebellum> : petit cerveau) est une partie du systéme nerveux central située
chez 'homme au-dessous de 'encéphale et en arriere du tronc cérébral (fig. 4.22.a). 11 joue un
role central dans le controle moteur et dans certaines fonctions cognitives. En effet, méme si le
cervelet occupe seulement 10 % du cerveau, il contient la moitié de I’ensemble des neurones,
soit une centaine de milliards ! [170] Par le biais de ce réseau complexe de neurones, le cervelet
communique avec différentes parties du cerveau et de la moelle épiniere et fournit un important
traitement d’informations (cf. figure 4.22.b). Cette structure est fréquemment atteinte dans des
stades avancés et parfois dans les stades précoces de la sclérose en plaques. Les lésions céré-
belleuses sont a 1’origine de symptomes cliniques variés tels I'ataxie, une perte d’équilibre, des
troubles de 'articulation et des tremblements ainsi qu’'un déficit de I'attention ou la difficulté
a former ses pensées. Il a été rapporté que les atteintes précoces au cervelet ont une valeur
prédictive sur I’évolution de la maladie, cependant elles restent difficiles a dépister.

Nous présentons dans cette premiere partie la structure anatomique du cervelet, les change-
ments pathologiques et les signes cliniques résultant d’une atteinte du cervelet par la sclérose en
plaques, les motivations de I'utilisation du cervelet comme support d’étude de cette pathologie
et enfin les modeles expérimentaux d’inflammation et de démyélinisation qui ont été développés
pour mieux comprendre les mécanismes de la sclérose en plaques.
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a) La structure anatomique du cervelet

Le cervelet est constitué de trois structures distinctes : la matiére grise, la matiére blanche
et trois paires de noyaux situés dans la partie profonde du cervelet.

- La matiere grise :

Comme on peut le voir sur la figure 4.22.c, la matiere grise est répartie a la surface du cer-
velet pour former le cortex cérébelleux et en profondeur pour former les noyaux cérébelleux.
Le cortex cérébelleux possede une structure laminaire caractéristique avec trois couches dis-
tinctes : la couche moléculaire - la plus externe - la couche des cellules de Purkinje et la couche
granulaire - la plus interne. Il est creusé par de nombreux sillons dont les plus profonds sé-
parent des lobules cérébelleux. Dans chaque lobule, des sillons moins profonds séparent les folia
cérébelleux. Les termes en couleur dans les paragraphes suivants font référence a la figure 4.22.d.

La couche des cellules de Purkinje :

Les cellules de Purkinje sont les cellules principales du cortex cérébelleux et portent leur nom de
I’anatomiste qui en fit leur description en 1837. Elles appartiennent a la catégorie des neurones
GABAergiques, c’est-a-dire qu’elles exercent une action inhibitrice sur les cellules cibles. Leurs
corps cellulaires ont un aspect caractéristique en forme de poire - d’environ 20 um de largeur
chez I'’homme - et sont alignées dans la couche moyenne du cortex cérébelleux située entre la
couche moléculaire et la couche granulaire.

Les axones des cellules de Purkinje comptent parmi les plus longs neurones du cerveau. Ils
partent de la base du corps cellulaire, traversent la couche granulaire et projettent dans la
substance blanche cérébelleuse sur les noyaux cérébelleux profonds, de la moelle, du bulbe, du
cortex et du tronc cérébral. Ces axones sont myélinisés et leur segment axonal initial (AIS) a
une longueur qui varie entre 20 um et 30 um.

Les arbres dendritiques des cellules de Purkinje se déploient dans la couche moléculaire du
cervelet et présentent des ramifications tres développées, un aspect aplati et sont orientés per-
pendiculairement aux fibres paralleles.

La couche moléculaire :

La couche moléculaire contient deux types d’interneurones inhibiteurs, les cellules étoilées lo-
calisées dans la partie superficielle de la couche moléculaire et les cellules en corbeille qui se
trouvent plus en profondeur. Leurs axones assurent un rétrocontrole sur les cellules de Purkinje.

La couche granulaire :

Dans la couche granulaire sont présentes les - auxquelles elle doit son nom
- et les cellules de Golgi. Les sont des petits neurones glutamatergiques -
décrits comme les plus petites cellules du cerveau entier - qui exercent une action excitatrice sur
les cellules cibles. Ils recoivent I'information sensorimotrice du cortex cérébral et de la moelle
par les fibres grimpantes et les fibres moussues. Les axones des cellules granulaires ne sont pas
myélinisés et remontent vers la couche moléculaire superficielle - pauvre en cellules - du cor-
tex cérébelleux pour former les qui bifurquent perpendiculairement aux arbres
dendritiques des cellules de Purkinje qu’elles relient en un contact unique ainsi qu’aux inter-
neurones de la couche moléculaire (les cellules étoilées et les cellules en corbeille). Les cellules
de Golgi - localisées au voisinage des somas de cellules de Purkinje - sont activées par les fibres
moussues et régulent les décharges des cellules granulaires a travers des connections inhibitrices.
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FIGURE 4.22 — Structure du cervelet. a. Structure du cerveau. b. Schéma des connections entre
le cervelet et le cerebrum. c. Coupe transversale du cervelet montrant les principaux types de
cellules. d. Structure du cervelet cérébelleux.

Le cortex recoit 3 types d’afférents (axones excitatoires) extra-cérébelleux : les fibres moussues
et les fibres grimpantes. Les fibres moussues regoivent I'information du cortex cérébral et éta-
blissent des connexions dans la couche profonde du cervelet avec les cellules granulaires. Les
fibres grimpantes amenent 'information en provenance de la moelle épiniéere jusqu’aux cellules
de Purkinje autour desquelles elles s’enroulent.

- La matiéere blanche :

La matiere blanche s’étend sous ces trois couches et forme le centre médullaire du cervelet. Elle
comporte les fibres myélinisées afférentes (moussues et grimpantes) provenant notamment de
la moelle épiniére, du tronc cérébral ou du cerveau, et les fibres efférentes (axones des cellules
de Purkinje).

b) Le cervelet : un siége important de changements pathologiques dans la sclérose
en plaques

- Signes cliniques et symptomes

Le cervelet et les voies nerveuses en relation avec le cervelet sont parfois affectés dans la phase
rémittente de la sclérose en plaques et trés fréquemment dans les phases progressives. La pré-
sence de lésions dans le cervelet est a 'origine de symptomes ponctuels ou chroniques variés
désignés sous le terme de syndrome cérébelleux. Ce syndrome se manifeste par des han-
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dicaps importants comme des tremblements dans un membre, une perte de coordination des
mouvements (ataxie) associée a une marche instable, une perte d’équilibre, des mouvements
oculaires saccadés (nystagmus) et/ou des troubles d’élocution (dysarthrie). Il a été montré que
les atteintes au cervelet font I’objet d’une faible récupération dans la phase rémittente [171], et
que, par conséquent, I'implication du cervelet dans la phase précoce signe une évolution rapide
de la maladie [172].

- Pathologie

L’imagerie par IRM a confirmé 'apparition de changements pathologiques dans le cervelet au
cours de la phase rémittente et des phases progressives. Des lésions dans la substance blanche du
cervelet sont en effet fréquemment visualisées sur des images par IRM, notamment au niveau des
pédoncules [173]. De plus, des études histopathologiques ont montré que le cortex cérébelleux
est également un siege de démyélinisation important avec en moyenne 38.7 % de son volume
qui est affecté par la démyélinisation chez des patients atteints de phases progressives [32]. Par
ailleurs, une inflammation diffuse dans le cervelet est a l'origine d’une atrophie générale du
cervelet [174].

Les caractéristiques de la pathologie a 1’échelle neuronale sont moins bien connues. Il a été
rapporté une diminution de la densité des cellules de Purkinje dans des lésions de la matiere
grise et la présence de sphéroides axonaux (lésions des axones des cellules de Purkinje) mais
pas de la densité des synapses [32]. En outre, I'inflammation serait également a l’origine de
dommages axonaux diffus dans les régions myélinisées et d’altérations fonctionnelles des canaux
ioniques qui modifient les propriétés de déclenchement des signaux [175].

c) Le cervelet : une structure d’intérét pour étudier les mécanismes de la sclérose
en plaques

La faible capacité du cervelet a se remyéliniser - a ’origine d’un mauvais pronostic lorsque des
lésions y apparaissent dans la phase précoce - et la sévérité des signes cliniques qui lui sont
associés dans la pathologie de la sclérose en plaques ont récemment suscité un surcroit d’intérét
pour I’étude de la structure du cervelet. Les études récentes visent en particulier a corréler les
modifications pathologiques aux signes cliniques et a développer des traitements pour la phase
progressive.

Un second aspect a 'origine de l'intérét pour le cervelet réside dans 'architecture spécifique
du cortex cérébelleux - constitué de trois couches repliées les unes sur les autres de maniere
compacte - qui assure une bonne survie des tranches en culture et qui permet d’imager effi-
cacement les neurones et les dendrites dans un plan unique, notamment pour des approches
électrophysiologiques.

d) Modéles expérimentaux de sclérose en plaques

L’acces limité a du matériel humain postmortem atteint de sclérose en plaques et les restrictions
importantes des conditions dans lesquelles sont menés les tests cliniques ont motivé I'utili-
sation de modeles de sclérose en plaques sur des souris pour étudier les mécanismes
immunitaire et pathologique impliqués dans I'évolution de la maladie et les tests de nouveaux
agents thérapeutiques [176].

Parmi eux, 'encéphalomyélite autoimmune expérimentale (EAE) ([177]) est le modele
animal de sclérose en plaques le plus largement utilisé. Il mime le processus inflammatoire
du CNS caractéristique de la sclérose en plaques apres une injection systémique d'un adjuvant
et de peptides synthétiques dérivés de protéines de myéline causant des dommages sur les
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oligodendrocytes a l'origine de lésions focales. Un inconvénient majeur de ce modele découle de
la simultanéité des processus de démyélinisation et de remyélinisation qui empéche d’étudier
indépendemment ces deux mécanismes.

A la différence de 'EAE, le lysophosphatidylcholine (LPC) ([178]) et le cuprizone ([179])
- deux modeles de démyélinisation induits par une toxine - sont utilisés pour étudier les
mécanismes successifs de démyélinisation puis de remyélinisation. L’injection du LPC dans le
cerveau ou la moelle épiniere d’une souris vivante conduit a la formation d’une lésion focale
démyélinisante via l'activation des microglies. Le traitement cuprizone - administré par voie
orale sur des animaux vivants - cause la disparition des oligodendrocytes et ’activation des
microglies a l'origine de la formation de lésions démyélinisantes dispersées dans le CNS des
animaux.

4.2.2 Le modele des tranches organotypiques de cervelet pour I’étude
du contraste THG

Dans le cadre de I’étude du contraste THG sur le cervelet de souris, nous avons choisi d’utiliser
comme support des tranches de cervelet maintenues vivantes en culture organotypique - qui
présente les avantages décrits dans I'encart 4.10. Le choix de ce modele a également été motivé
par I'expertise de I'lCM pour la préparation et la connaissance de ce support. Nous présentons
ici quelques éléments informatifs sur la dynamique temporelle du processus de myélinisation
des tranches organotypiques du cervelet de souris.

Encart 4.10 - Avantages des tranches organotypiques (a partir de la revue [180]) :
- La meilleure alternative aux expériences in vivo, sur des tranches fines de cerveau ou cultures
primaires de neurones qui sont tres fragiles.

- Préservation de la cytoarchitecture (réseaux neuronaux, interaction neurones-cellules gliales)
des tissus pour réaliser des expériences pharmacologiques (stratégies thérapeutiques), géné-
tiques ou d’imagerie sur une longue période (approches électrophysiologiques).

- Le modele le plus utilisé et le plus approprié pour étudier en 3D des mécanismes moléculaires
et cellulaires de la myélinisation, démyélinisation et remyélinisation des axones des cellules de
Purkinje.

- Conservation de la dynamique temporelle du processus de myélinisation sur des
tranches organotypiques de cervelet de souris

Il a été rapporté que la dynamique temporelle de myélinisation des cellules de Purkinje sur
des cultures organotypiques de souris est conservée par comparaison au développement in vivo
[181], depuis le début de la myélinisation des axones de cellules de Purkinje qui a lieu apres
la premiére semaine de développement postnatal [182] jusqu’a la fin du processus qui s’acheve
deux semaines apres la naissance. Lorsque les tranches de cervelet sont préparées (entre P8 et
P10), une majorité des axones des cellules de Purkinje ne sont pas encore myélinisés par les
oligodendrocytes. Un second point important est que les axones des cellules de Purkinje sont
les seuls axones myélinisés préservés sur les tranches organotypiques de cervelet car les autres
axones mélinisés afférents (fibres moussues, fibres grimpantes et les axones des neurones de
projection localisés dans les noyaux cérébelleux profonds) présents in vivo dégénérent au bout
de quelques jours de culture in vitro a cause de leur dissociation avec leurs corps cellulaires.
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- Chronologie des mécanismes de myélinisation, démyélinisation et remyélinisation

La figure 4.23.c présente la chronologie précise des mécanismes de myélinisation, démyélinisa-
tion et remyélinisation sur les tranches de cervelet de souris mises en culture organotypique :
- DIV3 : A partir de ce stade, les tranches deviennent fortement adhérentes aux membranes
semi-perméables, ce qui a 'avantage de les maintenir a plat pendant I'imagerie 2D. Par ailleurs,
la myélinisation des folia est déja initiée et la distribution des fibres myélinisées présente un
gradient spatial avec une densité moyenne de fibres a proximité de la substance blanche et
quelques rares fibres plus loin dans le cortex cérébelleux.

- DIV 3 - DIV 5 : Durant cet intervalle de temps se déroule I'épisode de myélinisation le plus
dynamique autour des fibres des folia.

- DIV 7 : Ce stade marque I’achevement de la myélinisation des folia, et correspond au moment
choisi pour appliquer le traitement démyélinisant (LPC) sur certaines tranches.

- DIV 9 (48 heures apres le traitement) : La démyélinisation est complete et la préservation
des corps des cellules de Purkinje malgré la démyélinisation témoigne de la bonne santé des
tissus.

- DIV 11 - DIV 13 : Cette période correspond a la phase de remyélinisation intensive des
axones démyélinisés sur les tranches ayant subies un traitement LPC.

d.
DIVO DIV3 DIVS DIv7 DIV9 DIV11 DIV13
! ! | | ‘ | I temps
Phase de Phase de Phase de
myélinisation démyélinisation remyélinisation

Cellules de
Purkinje

folium

Fibre
paralléle Couche
granulaire
Couche
Cellule moléculaire
granulaire

Substance
blanche

Fibres "7 vers les noyaux
moussues  Fibres profonds
grlmpantes

FIGURE 4.23 — a. Temporalité du processus de myélinisation. b. Dynamique de la myélinisation
des folia sur des cultures de tranches de cervelet. Folium adapté de [180].
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4.2.3 Description multi-échelle de la structure du cervelet de souris
en contraste THG

Nous présentons dans les paragraphes suivants les résultats de I'imagerie 2D en contraste THG
sur des tranches organotypiques de cervelet de souris. Nous commencons par décrire succinc-
tement le travail d’optimisation des conditions d’imagerie qui a été nécessaire pour mieux
conserver les tranches pendant les acquisitions, puis nous présentons les résultats de la carac-
térisation de la sensibilité du contraste THG sur des fibres myélinisées a plusieurs échelles :
sur les faisceaux de la matiere blanche dans I’ensemble du tissu, puis dans les folia, et enfin au
niveau des fibres individuelles de la matiere grise.

Les protocoles utilisés pour la préparation et la culture des échantillons sont réunis dans I'an-
nexe G.

- Premiers résultats et travail d’optimisation des conditions d’imagerie

Les premiers tests d’imagerie en contraste THG sur une tranche organotypique de cervelet de
souris ont été réalisés dans une chambre d’imagerie OKOLab & 37°C (température effective)
régulée en oxygene et en C'Os.

Contraste THG sur la matiére blanche de ’ensemble du tissu

Sur la mosaique 2D (15 x 8 champs) présentée sur la figure 4.24.a, le contraste THG fait ap-
paraitre l’architecture de la substance blanche dans son ensemble, caractérisée par de larges
faisceaux formés par les axones myélinisées des cellules de Purkinje qui s’étendent des folia
jusqu’au centre de la tranche. Le tissu cellulaire sur la partie externe des folia de la tranche est
également a l'origine d’un faible signal THG lié a la composante non-spécifique de la myéline
du signal THG. Le calcul du rapport Irpe, fibres/ ITHG tissu & partir du contraste THG issu d'un
domaine sur le faisceau et d’un autre sur le tissu externe a permis d’estimer une valeur supé-
rieure a 2, ce qui valide la tres forte sensibilité du contraste sur des fibres du cervelet.

Par ailleurs, on peut noter que 'amincissement non uniforme du tissu - plus prononcé dans la
substance grise que dans la substance blanche - permet difficilement de visualiser I’ensemble
des domaines de la tranche dans un plan d’imagerie unique. L’acquisition de larges mosaiques
en contraste THG sur les tranches organotypiques tirerait largement profit de 'imagerie de
I’échantillon en configuration inversée ou bien de la mise en place ultérieure d’un ajustement de
la puissance incidente sous 1’objectif en fonction du contraste THG généré sur la région imagée.

Contraste THG sur les folia

Des acquisitions mieux résolues sur des folia individuels montrent que les fibres myélinisées
individuelles sont localement dégénérées avec la présence de sphéroides axonaux (swellings)
dont les contours sont visibles en contraste THG. Ces premiers tests d’imagerie THG sur des
tranches organotypiques soulignent la nécessité d'une régulation adéquate des parametres de
température, d’oxygene et de CO, a l'intérieur de la chambre d’imagerie pour maintenir les
tranches en bonne santé.

- Caractérisation multi-échelle du contraste THG sur des tranches organotypiques
de cervelet

Comme décrit dans la littérature, la température de la chambre d’imagerie est un facteur cri-
tique pour conserver les tranches dans un état proche de leur état en culture au cours de
I'imagerie. Une diminution sensible de la température (35.5°C) a permis d’acquérir des images
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THG sur lesquelles 'arborescence des fibres parait beaucoup mieux préservée, ce qui nous a
donné la possibilité d’étudier plus précisément le contraste issu des fibres individuelles.

Contraste THG sur la matiére blanche dans les folia

Au centre de chaque folium imagé, un dense faisceau formé par la convergence des axones myé-
linisés issus des cellules de Purkinje est visualisable avec un fort signal THG (cf. figure 4.24.b).
Le rapport Iruc, fibres/ITHG tissu Mesuré entre un domaine du faisceau et la couche cellulaire
externe donne une valeur proche de 5, ce qui confirme également ici la treés bonne sensibilité
du contraste THG sur cette structure. Compte tenu de la forte densité des fibres au sein de ce
faisceau, les fibres individuelles sont difficilement identifiables sur les images en contraste THG.

Contraste THG sur les fibres individuelles dans la matiére grise des folia

A la différence du faisceau central, la couche granulaire révele des axones myélinisés individuels
épars avec une distribution en arborescence. Ces axones - localement contenus dans le plan
d’imagerie - sont identifiables distinctement sous I’aspect de segments (indiqués par des fleches
jaunes sur la figure 4.24.c).

Pour aller plus loin dans la caractérisation du signal sur une fibre individuelle, nous avons ex-
trait le profil transverse sur un axone au niveau du trait en pointillé tracé sur la figure 4.24.c. Ce
profil fait apparaitre deux pics minces - issus des gaines de myéline sur les deux bords latéraux
de I'axone - distants de 2 um, qui est en bonne adéquation avec les diametres rapportés dans
la littérature sur les axones des cellules de Purkinje.

Absence de contraste THG sur les autres fibres

On peut souligner que ni les dendrites - du fait de leur absence de myéline - ni les autres fibres
afférentes et efférentes myélinisées du cervelet - qui ne sont pas préservées apres quelques jours
de culture comme mentionné plus haut - ne sont visibles sur les acquisitions en contraste THG
sur les folia.

Contraste THG sur les autres structures

Ces acquisitions font également apparaitre la structure en couches caractéristique du cortex
cérébelleux :

(i) Les noyaux des cellules de Purkinje (indiqués sur la figure par des triangles jaunes)
- identifiables en contraste THG négatif - sont alignés en forme de couronne sur le bord du
folium, et les nucléoles a 'intérieur des noyaux cellulaires sont apparentes en contraste positif.
(ii) Les couches cérébelleuses moléculaire et granulaire situées de part et d’autre de la
couche des cellules de Purkinje présentent un contraste THG relativement faible. A fort grandis-
sement, ces deux couches révelent des propriétés optiques distinctes relatives a des compositions
cellulaires différentes. La couche moléculaire (CM) - située dans la partie la plus externe du
cortex cérébelleux - présente un contraste tacheté qui rappelle un effet de speckle. On peut
supposer que la superposition des fibres non-myélinisées des arbres dendritiques est a 1’origine
d’interférences localement constructives ou destructives du signal THG. A l'intérieur de la cou-
ronne de cellules de Purkinje, la couche granulaire (CG) qui compte un grand nombre de corps
neuronaux fait apparaitre des petits domaines en contraste négatif.

- Conclusion sur 'imagerie THG multi-échelle de la structure du cervelet

Dans cette sous-partie, nous avons montré la grande sensibilité du contraste THG sur les
fibres myélinisées de tissus de cervelet de souris. En nous appuyant sur cette propriété,
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FI1GURE 4.24 — Imagerie THG sur des tranches organotypiques de cervelet de souris. a. Mosaique
acquise sur un tissu conservé jusqu’a DIV en culture et imagé dans un environnement a 37°C'.
Echelle : 500 pm. b. Imagerie THG sur un folium a DIV6 avec une température dans chambre
d’imagerie de 35.5°C". Echelle : 100 um. c. Imagerie THG a forte résolution sur une région d'un
folium. Identification des fibres myélinisées et apergu du profil transverse associé.

nous avons ensuite montré la capacité du contraste THG a décrire la structure du tissu de
cervelet a basse résolution avec la présence d'un fort signal émergeant des faisceaux de
matiere blanche puis a plus forte résolution dans les folia et sur les fibres individuelles
de la matiere grise. Nous avons également été en mesure de visualiser les couches du cortex
cérébelleux grace au caractere non-spécifique du contraste THG.
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4.2.4 Evolution du contraste THG au cours du processus de myéli-
nisation du cervelet

La visibilité des axones myélinisés dans les folia nous a ensuite encouragés a étudier en 2D et
3D I’évolution du contraste THG sur les fibres des cellules de Purkinje pendant le processus de
myélinisation. Nous avons de nouveau utilisé des tranches organotypiques - qui sont un modele
classique et performant pour suivre I'avancement de la myélinisation (cf. encadré 4.10) - comme
support pour imager des folia a des stades successifs du développement entre DIV 3 et DIVS. Du
fait de la forte sensibilité de la structure et du métabolisme des tissus soumis a des fluctuations
des conditions de conservation, notamment pendant l'imagerie, de nouvelles tranches ont été
imagées aux différentes étapes.

a) Visualisation en contraste THG de la progression de la myélinisation sur ’arbo-
rescence des axones des cellules de Purkinje

Sur la figure 4.25.a, on peut visualiser le contraste THG sur trois folia conservés en culture
jusqu’aux stades DIV, DIV6 et DIVS. 1l apparait une nette progression de la myélinisation des
fibres depuis (i) le stade DIV/ ot le contraste THG révele un mince faisceau de matieére blanche
au centre du folium et quelques rares fibres myélinisées éparses dans la couche granulaire,
jusqu’au (ii) stade DIVS ou le faisceau central d’axones myélinisés présente un aspect plus
épais et ou de nombreuses fibres sont visibles dans la matiere grise.

b) Cartographie 3D de ’arborescence des fibres myélinisées

Pour s’affranchir des disparités qui peuvent exister entre les différentes profondeurs du folium,
une stratégie est de réaliser une imagerie 3D du contraste THG sur toute I'épaisseur des folia.
De plus, comme le nombre et la densité des fibres dépendent potentiellement de la dimension
des folia, il semble important de comparer deux a deux des folia identiques situés sur le haut
de deux tranches prélevées sur le méme animal puis mises en culture, et imagées, I'une a un
stade précoce, et 'autre a un stade plus avancé.

Dans ce but, nous avons réalisé des acquisitions THG 3D sur deux tissus provenant du méme
folium a DIVj et DIV6 - dont plusieurs plans sont présentés sur les figures 4.25.b et c¢. Ces
images nous permettent qualitativement de confirmer la densification de 1’arborescence entre
DIV et DIVG.

Pour aller plus loin dans la caractérisation de I’état de myélinisation des folia, la capacité remar-
quable a identifier les fibres myélinisées individuelles en 3D a partir du contraste THG nous a
incité a tracer 'arborescence des fibres myélinisées. Un résultat de tragage réalisé manuellement
avec le logiciel Imaris est présenté sur la 4.25.c.

Un prolongement de ce travail consistera a utiliser le tracage de ces arborescences pour extraire
une quantification de la progression de la myélinisation basées sur des mesures morphologiques
(densité, nombre , longueur, largeur, directionalité des fibres myélinisées...).

- Conclusion sur la visualisation de ’évolution de la myélinisation de ’arborescence
des fibres myélinisées en contraste THG

Dans cette sous-partie, nous avons montré que le contraste THG sur des acquisitions 2D permet
de suivre la progression de la myélinisation de ’arborescence des fibres myélinisées
caractérisée par la densification du faisceau central et I'apparition du contraste sur les fibres
dans la matiere grise. La capacité nouvelle de tracer les fibres myélinisées dans les folia
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FI1GURE 4.25 — Evolution du contraste THG sur les folia pendant le processus de myélinisation.
a. Visualisation du contraste THG provenant d'un plan d’imagerie sur des folia conservés en
culture jusqu’'a DIV, DIV6 et DIV7. b. Projection des contrastes THG provenant d’acquisi-
tions 3D sur deux folia développés jusqu’aux stades DIV et DIV6. c. Visualisation du tragage
de I'arborescence des axones myélinisés des cellules de Purkinje sur le folium imagé a DIV6.

a partir d’acquisition THG 3D, permettra ultérieurement de raffiner la caractérisation de la
progression de la myélinisation.

4.2.5 Contraste THG polarimétrique sur des axones myélinisés du
cervelet de souris

Nous avons réalisé une caractérisation du contraste THG polarimétrique sur quelques fibres
individuelles de la matiere grise du cervelet et comparé leur réponse avec les axones de la

moelle épiniere du poisson-zebre.
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a) Mise en évidence de la dépendance du contraste THG avec la polarisation sur
les images PTHG et la carte de modulation

Similairement aux axones Mauthner, le contraste THG qui émerge des segments de axones
myélinisés des cellules de Purkinje exprime une forte dépendance avec 'orientation de
la polarisation incidente, caractérisée par un trait unique sur le bord de ’axone lorsque la
polarisation est parallele a I’axone et par un double trait pour une polarisation orthogonale a
'axone (montré sur la figure 4.26.a). La carte de modulation fait ressortir une forte modulation
sous 'aspect d’un trait sur le bord de I'axone et la carte angulaire fait apparaitre un angle
parallele a I'axe axonal sur le bord de ’axone.
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FI1GURE 4.26 — Imagerie THG sur I’axone myélinisé d’une cellule de Purkinje. a. Cartes PTHGO,
PTHGO0, carte de modulation et carte angulaire. Echelle : 5 ym. b. Analyse des profils PTHG,
de modulation et angulaire sur une région d’intérét de ’acquisition précédente.

176



4.2 Imagerie THG du cervelet de souris sur un modele de sclérose en plaques

b) Caractérisation de la dépendance du contraste THG avec la polarisation sur les
profils extraits

Pour décrire précisément les positions relatives du contraste PTHG et des parametres étudiés,
nous avons extrait les profils sur une région d’intérét de petite dimension dont les lignes ont
été recalées en appliquant la méthode décrite dans la partie 1.2 de ce chapitre. La figure 4.26.b
présente les profils PTHG et les profils de modulation et angulaire déduits des signaux PTHG
superposés au profil PTHG90. Similairement aux profils tracés sur I’axone Mauthner, on re-
trouve une forte modulation des signaux PTHG sur les bords de I’axone.

Cependant, pour une polarisation orthogonale a ’axe axonal, on observe clairement ici l'appa-
rition de deux pics sur les interfaces extérieures avec une amplitude du signal THG plus faible
entre ces pics en comparaison de celle provenant du pic unique obtenu pour une polarisation
parallele a I'axone.

Sur le profil angulaire, ces variations se traduisent par la présence d’une valeur angulaire nulle
(associée a une polarisation parallele a 1’axone) entre ces deux pics PTHG90 et proche de 90°
(polarisation perpendiculaire a 1’axone) de part et d’autre des pics. On peut également noter
que le signal THG qui émerge du centre de ’axone est 1égerement majoré pour une polarisation
parallele a I'axone.

c) Comparaison avec la réponse PTHG sur les axones Mauthner

Pour comprendre 'origine des divergences entre les profils PTHG issus de ’axone Mauthner du
poisson-zebre et de 'axone de Purkinje dans le cervelet de souris, il faut s’intéresser aux valeurs
du g-ratio de ces différents types d’axones. Le g-ratio des fibres du cervelet de souris est estimé
autour de 0.7 — 0.8, tandis que celui de 'axone Mauthner a été évalué a 0.91 [164]. L’épaisseur
de la gaine de myéline déduite de la valeur du g-ratio de I'axone Mauthner est égale a 0.2 um
pour un diametre axonal d’environ 4 um, tandis que celle de ’axone d'une cellule de Purkinje
est égale a 0.4 um pour un diametre axonal d’environ 2 ym. Connaissant la résolution latérale
du volume focal qui est d’environ 0.4 um, les deux interfaces de la gaine de myéline peuvent
effectivement étre visualisées en contraste THG sur des fibres du cervelet.

Par ailleurs, pour expliquer que seule la polarisation d’excitation orthogonale a l’axone de
Purkinje permet de visualiser les bords de I'axone, nous avons réalisé des simulations FDTD sur
des géométries cylindriques isotropes du méme calibre que la fibre de Purkinje. Ces simulations
reproduisent le dédoublement des bords de la myéline observé expérimentalement pour une
polarisation, ce qui signifie que le désaccord d’indice entre l'axone, la myéline et le milieu
environnant modifie 'aspect de la réponse THG sur la myéline. Il serait intéressant ici aussi
d’évaluer numériquement 'effet de I’anisotropie de la myéline sur la résolution de la myéline.

d) Perspective d’une étude de la réponse THG polarimétrique pendant le dévelop-
pement

Une étude plus complete de I’évolution des signaux THG polarimétriques sur des axones myé-
linisés des cellules de Purkinje a été compromise par la grande fragilité des fibres myélinisées
des tranches organotypiques pendant 1’étape de myélinisation. Pour tenter de caractériser 1’évo-
lution de 'ordre moléculaire de la gaine de myéline a plusieurs étapes de la myélinisation et
de la remyélinisation, il faudrait envisager I'utilisation de tranches organotypiques fixées. Un
autre aspect intéressant a approfondir est de caractériser ’épaisseur de la myéline dans les
tranches organotypiques remyélinisées qui a été rapportée étre inférieure a celles des gaines
non-démyélinisées.
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e) Conclusion de I’étude THG polarimétrique menée sur les axones myélinisés du
cervelet

Nous avons mis en évidence la forte dépendance de la réponse THG avec ’orientation de
la polarisation incidente. Bien que la compréhension du signal ne soit pas encore complete,
ces variations contiennent la signature de ’ordre moléculaire de la fibre myélinisée.

4.2.6 Contraste THG sur des tissus pathologiques

Nous nous sommes ensuite intéressés a évaluer dans quelle mesure le contraste THG est sensible
aux défauts de la myéline. Pour cela, nous avons utilisé des tissus de cervelet provenant de deux
modeles pathologiques dismyélinisés : (a) des tranches organotypiques préparées sur une souris
normale auxquelles a été appliqué 'agent LysoPhosphatidylCholine (LPC) et (b) des tranches
préparées sur une souris mutante hypomyélinisées shiverer.

a) Contraste THG sur des tranches organotypiques traitées avec ’agent LPC

Comme décrit plus haut, 'agent LPC initie une réaction immunitaire avec activation des micro-
glies présentes dans le tissu, a 'origine d’une inflammation de la myéline entourant les axones.
Il a également été rapporté que les corps neuronaux des cellules de Purkinje et les neurones des
cellules granulaires se conservent en présence du traitement LPC [178].

Encart 4.11 - Matériel et méthode : Traitement LPC démyélinisant

Le traitement LPC a été appliqué aux tranches organotypiques au stade DIV7 (habituellement
vers 18h) en déposant les membranes semi-perméables dans des puits contenant 1 m/L d’une
solution de LPC. Cette solution est préparée par dilution a 1/100 d’une solution de LPC
décongelée et vortexée (ex : 10 uL) dans le milieu de culture (ex : 1 mL). 15 heures apres
I'application du traitement (généralement le lendemain matin a 9 h), le traitement LPC a été
évacué et les membranes ont été rincées par contact de la face du dessous avec du milieu de
culture, puis elles ont été déposées dans des puits contenant 1 mL de milieu de culture frais.

Les tranches ont été imagées au stade DIV9.

A la différence des tissus non-traités (cf. figure 4.27.a), les tissus traités avec le LPC ne pré-
sentent pas de contraste THG sur les fibres myélinisées individuelles de la couche granulaire
mais révelent un fort contraste THG sur des petits domaines de forme ovoide répartis dans tout
le folium (cf. figure 4.27.b). Ces observations confirment la disparition de la myéline sous 'effet
du traitement LPC. De plus, les petits domaines observés sont probablement des agrégats de
débris de myéline formés par les microglies/ vésicules de dégradation a I'intérieur des microglies
apres la destruction des gaines de myéline. Un marquage spécifique des microglies permettrait
de colocaliser les débris de myéline identifiables en contraste THG avec les microglies rendus
visibles en fluorescence. Par ailleurs, le contraste THG négatif qui persiste au niveau des noyaux
des cellules de Purkinje des tranches traitées, montre que la concentration de la solution LPC
utilisée n’endommage pas la structure du tissu.
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F1GURE 4.27 — Comparaison des contrastes THG émergeants de tissus de cervelet non-traité et
traité avec du LPC. a. Contraste THG sur un folium d’une tranche organotypique de cervelet
non-traitée. b. Contraste THG sur un folium traité avec le LPC. Echelle : 100 um

b) Contraste THG sur des tissus shiverer

Le second aspect de I’étude du contraste THG sur des tissus avec des défauts de myélinisation
utilise le modele hypomyélinisé shiverer décrit dans I’encart 4.12. Comme nous allons le voir, la
présence d’'une fine gaine de myéline peu compacte autour des fibres induit une persistance du
contraste THG sur le faisceau central, ce qui nous a permis une comparaison quantitative des
réponses THG et PTHG sur des régions de la substance blanche des tissus normaux et shiverer
(cf. figure 4.28).

Encart 4.12 - Matériel et méthode : Préparation des tissus et méthode d’imagerie
Les tissus imagés ont été prélevés sur une souris controle et sur une souris shiverer (homozygote
pour la mutation récessive autosomale shiverer). Ces deux souris - agées de 2 mois - sont issues
de la méme portée congue de deux parents shiverer hétérozygotes (caracteére récessif du gene
shiverer). Des tranches de 100 pum d’épaisseur ont été réalisées dans ’ensemble du cervelet
de ces deux souris puis ont été fixées dans du PFA a I'ICM. Nous avons imagé au LOB le
contraste THG dans des plans situés a environ 20 pum de profondeur sur des folia de 6 tranches
provenant de régions identiques dans les deux cervelets. Pour chaque folium, nous avons réalisé
3 acquisitions P-THG dans 3 petites régions d’intérét de la substance blanche en remontant

depuis 'extrémité du faisceau de fibres myélinisées vers I'intérieur des folia.

Les acquisitions THG sur des tissus normaux et shiverer font apparaitre une diminution quali-
tative du contraste THG entre les faisceaux denses d’axones myélinisés et la couche moléculaire
sur les tissus shiverer en comparaison des tissus normaux en accord avec les premieres obser-
vations rapportées par Farrar et al. [94].

Cette étude statistique caractérise plus précisément la sensibilité du contraste THG polarimé-
trique sur ces tissus : le contraste THG chute de 45.0 % et la modulation PTHG diminue de
15.7 %.
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Encart 4.13 - Modéle de souris shiverer :

Le modele shiverer est un modele mutant de souris qui présente un déficit de myéline dans
le CNS [183]. Ce déficit trouve son origine dans une mutation récessive autosomale du gene
codant la protéine basique de la myéline (MBP : Myelin basic protein) [184], responsable de
I’adhésion des plis cytoplasmiques. Cette mutation empéche une compaction correcte de la
myéline, qui a pour conséquence la formation de gaines de myéline plus fines avec un nombre
réduit d’enroulements dans la gaine de myéline autour des axones exclusivement dans le CNS
des souris [185]. Cependant, aucune altération majeure de la structure des axones n’a été
rapportée bien qu’ils présentent un diametre plus petit que ceux des souris normales. Ce défaut
de myélinisation est associé a une distribution des canaux de sodium tout le long de I’axo-
lemme, de sorte que la conduction axonale est assurée mais que la propagation des potentiels
d’action s’effectue sans accélération/saut (non saltatoire). Les souris shiverer ont un comporte-

ment distinct caractérisé par des tremblements (shivering), des convulsions et une mort précoce.

FI1GURE 4.28 — Ultrastructure de la myéline imagée en microscopie électronique a balayage sur

des axones de moelle épiniere de souris de type sauvage et shiverer. Barre d’échelle : 1.5 pum.
Adapté de [186].

Encart 4.1 - Matériel et méthode : Méthode d’analyse

Pour étre sélectif des régions myélinisées sur ces images, nous avons construit un filtre en
imposant un seuil sur le calcul du R? > 0.5 et un seuil sur le bruit pour conserver uniquement
les pixels avec en moyenne plus d’'un photon par pixel par accumulation. Nous avons ensuite
réalisé une opération d’érosion (-1) - dilatation (+4) sur le filtre calculé pour retirer les pixels
isolés et prendre en compte des régions étendues de faisceaux denses myélinisés.

Apres avoir appliqué ce masque dans chaque région d’intérét, nous avons extrait 3 parametres
quantitatifs :

(i) le niveau d’intensité THG

(ii) la modulation PTHG

(iii) la dispersion angulaire

c¢) Conclusion

A travers une caractérisation fine des contrastes THG et PTHG générés sur des tranches orga-
notypiques ayant subies une inflammation induite par ’agent LPC et sur des tranches fixées de
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FIGURE 4.29 — Comparaison des contrastes THG/PTHG sur des tissus fixés de souris sauvage et
mutante shiverer. a. Imagerie des contraste THG sur un folium normal et shiverer. b. Imagerie
PTHG de domaines dans la matiere blanche des folia. Extraction des diagrammes en intensité.
c. Cartes de modulation PTHG et diagrammes associés. d. Cartes angulaires et diagrammes
associés.

souris shiverer, nous avons montré que les parametres d’intensité THG et de modulation PTHG
issus de ces contrastes se révele capable de détecter des changements pathologiques de
la myéline. Cette capacité de la microscopie THG a détecter des défauts (absence de myéline
ou état hypomyélinisé) sur des tissus myélinisés non marqués offre un atout considérable par
comparaison aux techniques de fluorescence qui requierent 'utilisation de lignées mutantes et
transgéniques - a la fois viables et stables - dont la construction peut se révéler longue et com-
plexe, sans oublier la présence éventuelle d’autres mutations non désirées qui peuvent étre a
I'origine de modifications structurelles difficilement décelables.
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FIGURE 4.30 — Statistiques des distributions de (a, b) l'intensité THG moyenne, (c, d) de la
modulation PTHG.

4.2.7 Conclusion

Dans cette partie, nous avons mis en évidence la forte sensibilité du contraste THG qui
émerge des structures myélinisées sur des tranches organotypiques non marquées de cerve-
let de souris. Nous avons notamment rapporté la capacité a fournir des informations structu-
relles multi-échelles sur les fibres myélinisées, sur la matiere blanche a 1’échelle de I’ensemble
du tissu via une mosaique a basse résolution, sur un folium par I'imagerie d’un champ et jus-
qu’aux fibres individuelles de la matiere grise grace a 'imagerie tres résolue d’une petite région
d’intérét.

Nous avons également été capables de visualiser la progression de la myélinisation le
long de ’arborescence des axones des cellules de Purkinje a partir d’acquisitions réa-
lisées a différentes étapes du processus de myélinisation. Nous avons aussi montré la capacité
a tracer en 3D les fibres myélinisées individuelles dans la perspective d’une étude quantitative
sur la progression de la myélinisation (cf. figure 4.25).

Par ailleurs, nous avons montré que le contraste PTHG sur des axones myélinisés uniques pré-
sente une forte dépendance avec ’orientation de la polarisation.

Préalablement a une étude plus approfondie sur du matériel humain postmortem, nous avons
sondé la capacité a détecter des changements pathologiques de la myéline sur un modéle animal
de sclérose en plaques et sur un modele d’hypomyélinisation. La combinaison des contrastes
THG et PTHG ont révelé des changements pathologiques dans les deux cas.
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4.2.8 Perspectives

Cette étude a confirmé I'intérét de la microscopie THG pour 'étude des tissus myélinisés. Elle
redéfinit également les contours du champ d’applications de la THG polarimétrique et fournit
de nouvelles pistes a explorer que nous présentons ci-dessous.

a) Optimisation des conditions d’imagerie THG selon les propriétés des tissus myé-
linisés

Comme il a été décrit dans la littérature, I'intensité THG dépend de la dimension et de I'orien-
tation des structures imagées. Dans ce contexte, Redlich et al. [96] ont cherché a optimiser
le signal THG issu des structures myélinisées du cortex en choisissant une faible ouverture
numérique. On peut intuiter que le choix de I'ouverture numérique est en effet un facteur im-
portant a optimiser selon la dimension des fibres et de leur orientation des tissus imagés. De
plus, comme il a été détaillé ici, une grande résolution dédouble le contraste THG observé sur
les gaines myéline a partir d’'une certaine épaisseur. On peut supposer qu'une diminution de
I'ouverture numérique permettrait de rester dans un régime ou la modulation issue des gaines
de myéline sous-résolues augmente lorsque 1’épaisseur de la myéline croit et ainsi caractériser
plus précisément la formation de la myéline.

b) Imagerie multimodale des tissus myélinisés

L’imagerie THG présente 'avantage de pouvoir étre combinée avec d’autres contrastes non-
linéaires qui permettent d’accéder a des informations complémentaires sur les tissus. En parti-
culier, la collection des signaux THG provenant de I'axone et de la gaine de myéline peut étre
complétée par d’autres contrastes intrinseques des tissus, comme la SHG qui provient de la tu-
buline des axones, ou la fluorescence a deux photons issue de protéines endogenes. Par ailleurs,
nous avons mené une étude préliminaire sur des tissus vivants ou la combinaison THG-FLIM
se révele tres intéressante pour accéder a des informations structurelles et métaboliques com-
plémentaires (cf. figure 4.31) et devra faire I'objet d’investigations plus approfondies. De plus,
le contraste THG peut également étre combiné avec la fluorescence a deux photons sur des
tissus fixés immunomarqués (comme avec un marquage de la calbindine pour les cellules de
Purkinje, Nav pour les noeuds de Ranvier). Enfin, I'implémentation d’un systéme d’imagerie
confocale sur le microscope actuel permettrait d’acquérir le contraste SCoRe et de bénéficier
de la complémentarité de ces deux contrastes.

c) Imagerie THG de biopsies de tissus humains post mortem

Une troisieme perspective de ce travail est de caractériser le contraste THG sur des biopsies de
tissus humains post mortem non marquées réalisées sur des individus atteints de pathologies
caractérisées par une neurodégénération comme la sclérose en plaques. Les contrastes THG
et PTHG sont en effet apparus comme des techniques efficaces pour dérire les changements
microstructurels de la myéline inaccessibles par IRM. Un premier aspect du travail consistera a
caractériser les contrastes THG et PTHG sur des lésions de la matiere blanche périventriculaire,
du cervelet, du cortex et du tronc cérébral a différents stades d’évolution de la maladie. Un
second aspect sera d’évaluer la possibilité de détecter des changements qui affectent la myéline
dans la matiere blanche d’apparence normale.

d) Imagerie THG en profondeur de tissus myélinisés épais

Les fibres myélinisées sont des structures diffusantes sur lesquelles le signal THG s’atténue
rapidement comme montré sur la figure 4.32. Sur la corne ventrale de la moelle épiniere de
souris présentée dans la partie 4.1, on trouve en effet une longueur d’atténuation d’environ
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FI1GURE 4.31 — Imageries FLIM et THG séquentielles sur un folium de cervelet de souris.

20 um dans la substance blanche, et d’environ 50 gm dans la matiere grise (pour la puissance
d’excitation d’environ 100 mW). La longueur d’atténuation est limitée soit par la puissance de
la source laser OPO (puissance moyenne < 150 mWW sous 'objectif), soit par I’échauffement
des tissus (au-dela d’une puissance moyenne de 150 mW sous 'objectif). Pour espérer imager
plus en profondeur des tissus épais, 1'utilisation d’une source OPA (OPA : optical parametric
amplifier) peut étre envisagée.

La disponibilité récente des sources laser par amplificateur paramétrique optique a redéfini les
profondeurs d’imagerie accessibles pour les processus a 3 photons (3PEF et THG). En augmen-
tant la puissance-créte des impulsions générées par la source laser, les imageries THG/3PEF
atteignent désormais des profondeurs de plus de 1 mm a travers le cortex de souris en contraste
3PEF ([187], these en cours de Julia Ferrer-Ortas). Malgré des contraintes liées & une plus
grande phototoxicité, les sources OPA sont prometteuses pour I'imagerie THG de tissus myé-
linisés épais.

e) Comparaison des contrastes THG-IRM

Une derniere perspective est de corréler les contrastes obtenus par imagerie par résonance
magnétique (IRM) (résolution d’environ 200 pm) avec le contraste THG résolu a 1’échelle de la
fibre unique (résolution submicrométrique) pour enrichir l'interprétation des images par IRM
sur les domaines myélinisés. Le développement du systeme ChroMS grand volume a haute
résolution [188] dans le laboratoire profitera potentiellement & fournir une imagerie THG 3D
détaillée d’un organe entier de souris qui pourra ensuite étre comparée aux images IRM. De
plus, le contraste par imagerie THG polarimétrique pourra étre comparé a celui fourni par 'TRM
par diffusion (DWI) qui donne 'orientation et ’anisotropie des faisceaux de fibres myélinisées.
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FIGURE 4.32 — Caractérisation de la longueur d’atténuation du signal THG sur un tissu de
moelle épiniere de souris sauvage. Imagerie THG d’un champ a proximité de la corne ventrale
a.a z =0 pm (resp. b. & z = 20 wm) a forte résolution. Signaux moyennés dans le champ
sur 50 um c. & z = 0 pm (resp. d. z = 20 pwm) de profondeur. e. Profil du profil THG sur les
régions encadrées en orange dans la substance blanche et en vert dans la matiere grise. f. Carte
des longueurs d’atténuation dans le champs.
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Chapitre 5

Conclusion

5.1 Conclusion du travail de theése

Dans cette these, nous nous sommes intéressés a 'imagerie multiphotonique par génération
de troisieme harmonique (THG) combinée a des mesures résolues en polarisation (PTHG) sur
des systemes biologiques pour accéder a des informations complémentaires sur la morphologie
et la microstructure des structures anisotropes. Grace a sa forte sensibilité aux discontinuités
des propriétés optiques et a ’anisotropie des matériaux, la microscopie THG est en effet un
outil de choix pour visualiser la gaine de myéline dans les tissus biologiques ainsi que certains
biocristaux, le tout sans marquage et avec une résolution submicrométrique. Nous récapitulons
ci-dessous nos contributions au domaine de I'imagerie THG des systémes biologiques :

Dans le chapitre II, nous avons présenté un travail fondamental de caractérisation ana-
lytique, numérique (modele FDTD) et expérimentale de la réponse PTHG sur des
structures modéles.

Tout d’abord, nous avons proposé un formalisme qui permet d’unifier les descriptions rap-
portées dans la littérature pour décrire les signaux PTHG générés dans le volume et sur les
interfaces de matériaux anisotropes. Nous nous sommes intéressés en particulier au couplage
entre les propriétés d’anisotropie linéaires (indice n) et non-linéaires (réponse THG x®)) pour
extraire les orientations des axes optiques principaux des matériaux a I’échelle du volume focal
d’excitation.

Nous avons ensuite étudié la réponse PTHG issue d’interfaces paralleles a ’axe de propaga-
tion du faisceau. Nous avons mis en évidence expérimentalement et numériquement la présence
d’aberrations induites par les différences d’indices linéaires a ’origine d’'une réponse THG po-
larimétrique artefactuelle entre des matériaux isotropes. Puis nous avons réévalué la capacité a
détecter 'ordre moléculaire a partir du signal PTHG issu d’interfaces verticales pour détecter
Iordre moléculaire et l'orientation cristalline. Ces récents développements profitent directe-
ment a la compréhension des signaux polarimétriques émergeant des axones myélinisés mais
également a d’autres applications possibles comme une future caractérisation par THG de bio-
minéraux tels que les calculs rénaux et les otolithes.

Dans le chapitre III, nous avons présenté un nouveau systéme de microscopie PTHG
rapide destiné a l’'imagerie in wvivo de structures biologiques. Jusqu’ici restreint a
I'imagerie d’échantillons immobiles ou faiblement dynamiques, le champ d’applications de la
microscopie PTHG s’étend désormais a des échantillons dynamiques a une échelle temporelle
inférieure a la seconde.
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Ce systeme est basé sur la combinaison d’un systéeme de commutation rapide de la polarisation
(de l'ordre de la dizaine de microsecondes) avec un mode d’acquisition XPY ou la polarisation
est commutée entre les lignes pour atteindre une résolution temporelle sur les mesures pola-
rimétriques de 'ordre de la dizaine de millisecondes a 1’échelle du pixel. Nous avons optimisé
ce systéme pour réaliser deux types d’acquisitions : (i) une imagerie PTHG qui repose sur le
balayage de la polarisation d’excitation d’états linéaires situés le long de ’équateur de la sphere
de Poincaré et (ii) une imagerie L-C-THG avec une polarisation d’excitation qui décrit des états
linéaires et circulaires le long d’un méridien.

Nous avons ensuite illustré l'adéquation de notre systeme d’imagerie pour venir sonder les
orientations moléculaire ou l'anisotropie dans le plan d’imagerie sur des échantillons qui se
déforment ou qui sont en mouvement a une échelle temporelle inférieure a la seconde sans su-
bir d’artefacts de mesures liés au mouvement. D’une part, en utilisant le mode P-THG, nous
avons démontré sa capacité a mesurer la désorganisation de I'ordre moléculaire induite par une
transition de phase sur des structures lipidiques soumises a un échauffement, puis a détecter
la nature cristalline des microparticules précurseurs d’otolithe qui circulent rapidement dans
I'oreille interne de I'embryon de poisson-zebre. Pour ces acquisitions PTHG, nous avons dé-
veloppé une nouvelle méthode d’analyse des signaux PTHG par transformée de Fourier pour
extraire rapidement des mesures a partir d’'images PTHG. D’autre part, nous avons montré le
potentiel de ce systeme d’imagerie utilisant le mode L-C-THG pour détecter in situ le caractere
biréfringent d’échantillons biologiques. Nous avons caractérisé la sensibilité de notre systeme
sur des échantillons modeéles présentant des degrés divers d’anisotropie (gouttelettes d’huile,
otolithe, MLVs), puis nous avons montré la capacité de notre systeme a détecter in vivo des
vésicules biréfringentes dans les cellules intestinales du ver c-elegans. Nous avons développé ici
un nouvel outil pour extraire des information d’anisotropie avec une méthode ratiométrique a
partir des images L-C-THG.

Dans le chapitre I'V, nous avons présenté un travail systématique de caractérisation des
contrastes THG et PTHG émergeant des structures myélinisées, depuis le tissu
jusqu’a la fibre individuelle.

Dans un premier temps, nous avons confirmé que la gaine de myéline des axones est la source
principale de signal THG dans les tissus myélinisés a partir de I'imagerie de tissus fixés du
CNS de souris. Nous avons également montré que le contraste THG est sensible aux fibres
myélinisées quelle que soit leur orientation par rapport au plan d’imagerie. En nous appuyant
sur cette propriété, nous avons mis en évidence la capacité de 'imagerie THG a fournir une
description structurelle multi-échelle du CNS de souris, depuis la fibre individuelle myélinisée
jusqu’au tissu en distinguant la matiere grise de la substance blanche.

Ensuite, nous avons caractérisé I’évolution des contrastes THG/PTHG sur des axones myélini-
sés présentant plusieurs états de myélinisation, a partir de 'imagerie in vivo d’axones myélinisés
de la moelle épiniére du poisson-zeébre au cours des stades précoces du développement (entre
2 et 5 jours). Nous avons rapporté une caractérisation de 1’évolution du contraste THG pola-
rimétrique sur des axones myélinisés du poisson-zebre de différents calibres - de diametre de
plusieurs microns pour les axones Mauthner et de ’ordre du micron pour les axones dorsaux.
Enfin, nous avons mené un travail combinant des aspects expérimentaux et numériques pour
comprendre le mécanisme de contraste THG sur des fibres myélinisées individuelles. Pour cela,
nous nous sommes intéressés aux contrastes THG et P-THG émergeants de structures cy-
lindriques modeles qui reproduisent la géométrie des axones myélinisées avec des propriétés
optiques simplifiées. Nous avons notamment montré 'influence des indices de réfraction, de
I’épaisseur de la myéline et du rayon de courbure dans la réponse PTHG observée au niveau de
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la gaine de myéline d’axones paralleles au plan d’imagerie.

Dans un second temps, nous avons réalisé une application d’imagerie THG sur des tissus vivants
de cervelet de souris. Tout d’abord, nous avons mis en évidence la forte sensibilité du contraste
THG qui émerge des structures myélinisées sur des tranches organotypiques non marquées de
cervelet de souris. Nous avons notamment rapporté la capacité a fournir des informations struc-
turelles multi-échelles sur les fibres myélinisées, sur la matiere blanche a 1’échelle de I’ensemble
du tissu via une mosaique a basse résolution, sur un folium par I'imagerie d’un champ et jus-
qu’aux fibres individuelles de la matiere grise grace a l'imagerie tres résolue d’une petite région
d’intérét. Ensuite, nous avons également été capables de visualiser la progression de la myé-
linisation le long de I'arborescence des axones des cellules de Purkinje a partir d’acquisitions
réalisées a différentes étapes du processus de myélinisation. Nous avons montré la capacité a
tracer en 3D les fibres myélinisées individuelles dans la perspective d'une étude quantitative
sur la progression de la myélinisation. Enfin, nous avons démontré la capacité a détecter des
changements pathologiques de la myéline sur un modele animal de sclérose en plaques et sur
un modele d’hypomyélinisation. La combinaison des contrastes THG et PTHG ont révélé des
changements pathologiques dans les deux cas.

En bref, la compréhension de la physique des signaux THG polarimétriques par le biais des
expériences sur des systemes modeles et des simulations numériques FDTD est apparue comme
un élément essentiel pour interpréter les contrastes observés sur des tissus myélinisés. Ce travail
ouvre la voie a de nombreux sujets d’étude que nous décrivons rapidement ci-dessous.

5.2 Travail futur

Une premiere série de perspectives sur lesquelles débouche cette étude concerne la caractéri-
sation de biomatériaux semi-cristallins comme les otolithes grace a leur réponse THG po-
larimétrique. En effet, les développements analytiques, numériques et expérimentaux présentés
appuient la possibilité de détecter et caractériser les axes cristallins des matériaux anisotropes
grace a leur signature PTHG. L’ajout éventuel d’un systeme d’imagerie par réflectance confo-
cale (sensible uniquement aux effets d’indices linéaires) sur le microscope THG et la réalisation
de nouvelles simulations FDTD prenant en compte les effets tensoriels permettraient de décou-
pler les effets d’indices linéaires et de susceptibilité non-linéaire y®) pour une caractérisation
fine de leur nature optique et de leur orientation.

Une seconde série de perspectives concerne la poursuite de I’étude sur les tissus myéli-
nisés présentée dans ce manuscrit. Un premiere aspect est d’imager de grands volumes
de tissus myélinisés, soit ex wvivo avec I'approche d’imagerie 3D grand volume a haute réso-
lution en coupes sériées (ChroMS [188]) développée récemment au laboratoire, soit avec une
excitation de type OPA permettant I'imagerie 3 photons/ THG du cerveau de souris a des pro-
fondeurs millimétriques, potentiellement in vivo. Un second aspect est de combiner 'imagerie
THG avec d’autres imageries optiques (3PEF, FLIM, CARS, réflectance) pour accéder a des
informations structurales et fonctionnelles complémentaires comme d’autres structures cellu-
laires marquées (cellules de Purkinje, noeuds de Ranvier), ou la fluorescence endogene de tissus
vivants. Un troisiéme aspect consiste a évaluer la sensibilité des contrastes THG/PTHG sur
des tissus pathologiques, comme au sein de lésions de la matiére blanche et de la matiere grise
et de changements dans la matiere blanche d’apparence normale, chez la souris atteinte d’encé-
phalomyélite auto immune expérimentale (EAE) et sur des tissus humains post-mortem. Enfin,
une derniere perspective serait d’effectuer une comparaison systématique des contrastes THG
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5.2 Travail futur

et IRM pour relier le contraste par IRM avec une résolution millimétrique avec ’architecture
des tissus a 1’échelle cellulaire en s’appuyant sur le contraste THG. Ce dernier point pourrait
notamment servir a améliorer 'interprétation des images IRM ou d’IRM par diffusion en terme
de contenu myélinisé, en se basant sur les comparaisons IRM - PTHG.
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Annexe A

Expression de la polarisation
non-linéaire induite

Dans cette annexe, nous nous intéressons a la forme de la polarisation d’ordre 3 - P(3w) -
induite par des matériaux présentant soit une symétrie hexagonale de type C,,, soit une
symétrie isotrope.

A.1 DMatériau avec une symeétrie hexagonale

- Expression générale de la polarisation d’ordre 3 induite :

Pour commencer, nous allons considérer un matériau avec une symétrie C.,,, aussi notée
6mm, avec un axe principal selon x. D’apres [73], le tenseur x©®) se réduit a 21 composantes
dont seulement 10 sont indépendantes. Ces éléments non-nuls sont décrits ci-dessous et, pour
davantage de simplicité dans la lecture, nous remplacons ici I’expression XS’;)CI par ijkl :

TTXX
Yyyy = 2222 = yyzz + yzzy + yzyz
yyzz = zzyy
yzzy = 2yyz
Yzyz = 2Yyzy
= yyrx (A1)
= xaYY
= zyyx
= yxxy
= yryx
= xyTy

En faisant 'hypothese de symétrie de Kleinman (absence de résonances), on trouve 1’égalité
des termes de méme couleur dans I'équation précédente. Le tenseur x® se réduit ainsi & 3
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A.1 Matériau avec une symétrie hexagonale

composantes indépendantes parmi les 21 éléments non-nuls, que ’on réécrit ainsi :

13 1.3 _— B — 03 _ _ _ 1.3
7,\5/1/)1/1/ — 75\(,,,. - ;\1/,1},:: - \E/ - \1/ Yz \ 1/1/ \ z/z/ \ 1/ y gXL (AQ)
N S R C N S )
e T e 6 e 3)
= ny:cr = Xymcy nyy:z = Xzzea = Xzawz — Xzdze = 3X

Comme les composantes de la polarisation induite d’ordre 3 - 13(3w) - se déduisent de ’expres-
sion :

Pi(3w) = €0 Y X B (w) B (w) By () (A.3)

gkl
On en déduit :

TTYY Yy zyry

PBw) =€ | (0 + X2, + X2 )E2E, + \;,‘f;,,[,E3 + (\w + \1, YO )E E2 (A4)

yyll
3 3 2 2 3
(X\De +Xi£m +sz)E E.+ (9, +x9. + X8 )E2E, + Y _E?

ou encore sous une forme simplifiée :

E, (x‘(‘ )E2 +xYE: + X(3)E2)

cr z

P(Bw) =€ | B, (xWE2+ ! E§+x'f)E2 (A.5)

z

E.(XYE: +\"E} + " E2

cr

- Polarisation d’excitation linéaire :

On s’intéresse a l'expression de la polarisation induite d’ordre 3 en fonction de I'état de la
polarisation d’excitation. Pour une polarisation d’excitation linéaire orientée dans le plan
(zy) et qui forme un angle ¢ avec 'axe z, le champ électrique se décompose au premier ordre
sur les axes = (axe extraordinaire) et y (axe ordinaire) selon :

E,(F,w) cos(¢)eike
E\(Fw) = | By(F,w) | = Ay (7) | sin(¢)eto? (A.6)
0 0

ot A;(7) € R On en déduit I'expression de la polarisation induite d’ordre 3 :

= X\(|3) cOs3(¢)e3ikez + Xg) COS(¢) Sin2(¢)ei(2ko+ke)z
P(7,3w) = eoAi’(F) xﬁi) cos?(¢) sin(¢)ei(2kg+ko) + \ Sln3<¢)63ikoz (A.7)
0

- Polarisation d’excitation circulaire :

Pour une polarisation d’excitation circulaire, le champ électrique se décompose au premier
ordre sur les axes x et y selon :

E.(F,w) gikez
. xT ) A )
E\(Fw) = | E,(F,w) | = \1/(5)) jetkoz (A.8)
0 0
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Annexe A. Expression de la polarisation non-linéaire induite

et la polarisation induite d’ordre 3 s’exprime :

(3) 3ikez _ +,(3) 5i(2ko+ke)z
D (7 AN | XH(g)e i(2ke+k >)<zw ) (3) 3ikoz
P(T,g(.U) = €0 2\/5 l( cr € © ° - \L € ° ) (Ag)

0

A.2 Matériau isotrope

- Expression générale de la polarisation d’ordre 3 induite

Dans le cas d’un milieu homogene isotrope, le tenseur de susceptibilité x® se réduit a 21
composantes dont seulement 3 sont indépendantes :

TTXTX = YYyy = 2222 = Yyzz + yzzy + yzyz

YIXT = TXZE = TTYY = YYTX = YY2z = 22YY
CTZT = XEZTZ = TYTY = YTYT = YRYZ = Y2y

(A.10)
CITZ = TZEZT = TYYT = YTTY = YZ2Y = 2YYz

Avec I’hypothese de symétrie de Kleinman, les termes en couleur de ’équation précédente sont
égaux. Par conséquent, le tenseur se réduit a 1 composante indépendante :

XS’J)@: = X (8530 + Oy + dudp) (A.11)

et 'expression de la polarisation induite du troisieme ordre se trouve simplifiée telle que :

E.(E; + E. + E2)
P(3w) = 3xy) | B, (E? + E2 + E?) (A.12)
E.(E;+ E; + E2)

- Polarisation d’excitation linéaire :

Dans la cas particulier d’'une polarisation d’excitation linéaire, la polarisation induite
d’ordre 3 se réécrit :

) o (cos(@)(cos(9) +sin’(9))\
P(7,3w) = A3 (7)x$ | sin(¢)(co <§>+sm (9)) | ¥ (A.13)
soit :
) cos(d))
P(7,3w) = A3 (AXG) | sin(g) | e¥%2 (A.14)
0
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A.2 Matériau isotrope

- Polarisation d’excitation circulaire :

Pour une polarisation d’excitation circulaire, la polarisation induite d’ordre 3 est nulle :

0
= Ag(F) 3 i =
B(7,3w) = eg =2y | 0] e¥ikez = A.15

(T OJ) €o 2\/5 Xo 0 € ( )
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Annexe B

Solution THG de I’équation d’onde

B.1 Equation d’onde

A partir des équations de Maxwell :

V- D(7\t) = p(7.t)
V- B(Ft)=0
L= OB(7,t) (B.1)
V x E(rt)=—
x Bt = -
S OD(7,t) =
VA = 22D G
ot
Pour un milieu non-magnétique,
= 1 =
H(7,t) = —B(7F,t) (B.2)
Ho
non-linéaire,

et sans courant libre, j(7,t) = 0, on en déduit :

—

L = OH (F, 1)

E(rt) =— B.4
V x B(71) =~ (B.4)
- DE(F,t)  OP(F1)
H(rt) = B.5
Vo H( ) = g (B:5)
et on retrouve I’équation d’onde :
. = o(¥ x H(7 1) = 23
S = 2 - OH (7, 1) ( ’ ) 1 0°E(T,t) 1 0°P(rt)
VXV X B 1) = —poV x ( ot ) Ho ot 202 a2 og BY
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B.2 Equation d’onde non-linéaire

Le premier terme de 1’équation précédente peut étre remplacé par : VXxVxE=V (6 . E) —
V2E. Comme V - D(F, t) = 0 dans un milieu isotrope sans source, on a V- E(7t) = 0.
L’équation d’onde s’écrit :

L= 1 REF ) 1 92P(Ft)
E(F L) — — L= ’
VIE( ) 2 Ot? epc?  Ot?

(B.7)

Le terme de polarisation peut étre décomposé en un terme linéaire et un terme non-linéaire :
- =(1 ~NL

= =(1) = =(1) =2
P(Ft)=P (ft)+P (Ft)ou P (7,t) = exWE(7 t). On en déduit :

—

= —-NL
. L+ X PEF L) 1 9*P (71
V2E(F t) — ( = d B.8
(%) c2 ot? €oC? ot? (B.8)
En posant € = 1 4+ y(I), 'équation d’onde se réécrit

WREFY) _ 1 3B (R

= 2 e O E(rt 1 0°P (r,t
VQE Ft) — ) — ’ B.9
(7 ¢) 2 o2 €02 ot? (B.9)

B.2 Equation d’onde non-linéaire

Pour un milieu dispersif, les champs électrique E, de déplacement linéaire D et de polarisation

PNL peuvent étre décrits comme une somme des différentes composantes fréquentielles :

D(7,t) = >~ Da(7, 1) (B.10)

En introduisant les équations précédentes dans 1’équation d’onde, on obtient une équation
d’onde valable pour chaque fréquence :

=2 75 eD(wn) PEN(Tt) _ 1 0°Py(7'1)
2 ot? ez Ot2

(B.11)

B.3 Equation d’onde d’ordre 3 dans approximation pa-
raxiale

On s’intéresse ici a résoudre I'équation d’onde a la fréquence 3w :

L= () RE(Ft) 1 02Ps(Ft)
VEE (1) = — B el o (B.12)

195



Annexe B. Solution THG de I'équation d’onde

pour un champ monochromatique a la fréquence 3w

Es(7,t) = E3(P)e ™ 4 c.c.

. e (B.13)
Pg(T?, t) = P3(,,7)6—20.J3t + c.c.

et dans 'approximation paraxiale (direction de propagation du faisceau proche de l'axe
optique du systeme, défini selon 'axe z) :

{@@:@@ww

B = (e .

On note que les amplitudes complexes A et p3 varient en fonction de r, ce qui signifie que les

champs E:Q, et Fg, ne représentent pas nécessairement des ondes planes.
De plus, la polarisation induite d’ordre 3 s’écrit :

3(7) = eox® A, (7) (B.15)

Ey(7) = Ay (7F)ettr* (B.16)

Comme le champ Eg(F t) se propage principalement suivant la direction z, il est ici judicieux
d’utiliser I'expression du laplacien : V2 = a 2 + V2. L’équation d’onde se calcule comme suit :

2

62A3 0A 3 2 A iksz _ w3 (3) 3ik1 2
5,2 (1) + 2iks——=(r) — K3 A3(7) | + V3 A3(7) + © 3(7*7 et = A, (7)ePHi7(B.17)

D’apres 'approximation de ’onde lentement variable (hypothese selon laquelle I'enve-
loppe du faisceau varie lentement dans le temps et 1’espace par rapport a la longueur d’onde) :

0?As 8A3
20| << 20 (5.15)
L’équation d’onde paraxiale se simplifie donc :
0A w2 Ny
2iky— > (1) + ViAs(7) = =5 X DAY (B.19)
ou Ak = 3ky — ks soit :
3A3 s iw;; S o ik
—(r) = P. ez B.2
82 T) 277,3060 3(T)6 ( O)

B.4 Résolution de I’équation d’onde pour des faisceaux
gaussiens

Cette équation d’onde paraxiale est résolue dans le cas d’un faisceau d’excitation dont la dis-
tribution d’intensité transverse est gaussienne.
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B.4 Résolution de I’équation d’onde pour des faisceaux gaussiens

a) Faisceaux gaussiens

On fait I'’hypothese que pour un champ d’excitation gaussien, le champ harmonique est égale-
ment gaussien et que son waist et son parametre confocal dépendent du waist et du parametre
confocal du faisceau d’excitation par les relations w§ 3 = wg/3 et by = kswg 3/2, de sorte que le
champ d’excitation et le champ harmonique sont décrits par les équations :

1+iC

Ag(Z) _9,.27/,,2 .
A _ 3r? Jwg (14i¢)
() =15 c°

A7) = 22 o
(B.21)

b) Milieu isotrope

L’équation d’onde paraxiale pour un processus de génération de troisieme harmonique se ré-
écrit :
dA,?, _ SZCU X(g) 3 €iAkZ
dz  2nzc Y1 +1i¢)?

(B.22)

L’amplitude du champ harmonique du troisieme ordre se déduit en intégrant la relation précé-
dente entre zy et z qui sont les coordonnées axiales des plans d’entrée et de sortie du milieu :

B 3w

Ag(Z) X(3)A?J3(Ak720,2) (B23)

2nsc

ou l'intégrale J; s’écrit :

2 eiAkz’
Js(Ak, 2o, :/—d’ B.24
sk 20.2) = | e (B.24)
Dans le cas d’un milieu homogene infini (29 = —oo et z = +o0), l'intégrale J; se calcule
analytiquement :
0 si Ak <0
J<Ak7207z> = { ﬂbZAke—bAk/2 siAk>0 (B25)

On en déduit une expression de I'intensité THG, sachant que I(3w) = 2ngeoc |A(3w)|” :

I3 0 si Ak <0 B.96
— . 2 )
(3w) 2n3epc 2?;::CX(3)A§ (L’QZAke‘bAk/z)‘ si Ak >0 ( )

0 si Ak <0

c) Réponse d’un milieu anisotrope

- Polarisation d’excitation linéaire
On g’intéresse a la résolution de I’équation d’onde pour un matériau non-linéaire anisotrope
uniaxe avec une symétrie C,,. Nous calculons ici 'expression analytique de I'intensité THG
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Annexe B. Solution THG de I'équation d’onde

en combinant ’aspect tensoriel et d’accord de phase.
Nous avons vu dans 'annexe A que la polarisation induite d’ordre 3 s’écrit :

o X‘(F) COS3(¢)63U€5Z + Xg) COS(qb) Sin2(¢) i(2kotke)z
i) = 0 AL(7) | (3 cos?(9) sin(g)e e b= 4 ([ sind (@)etthos (B.28)
0

On réinjecte cette expression dans I’équation d’onde paraxiale d’ordre 3 :

aAg(F)_ w3 By(7)ehs? (B.29)

2nsceq

Et on trouve :

dA3 _ 3iw [Xl(l ) COS3(¢)ei(3k1e—k3e) + X(3) COS(¢) sin2(¢) z’(2k10+k1e—k3e)z} Ai’

dz 2n3ec . (1+13C)2
dvgjy — 72?:;20 [ (cf’) COSQ<¢) Sln(gb) i(2k1e+k10—k30)2 n \ Sln3<¢>€l(3k1o—k3o)z} (1_?7,14)2 <B30)
dA3 . 0

dz

As e = 559 [\ c0s3(6) T (Akece, 21, 22) + X c08(9) in?(9) T (Akeoee, 21, 72)| AT

‘A37y = 32w X((v*) cos (¢) Sin(¢)‘]<AkoeeOa 21, Z2) + ,\(\") Sin3(¢)‘]<Akooom 21 Z2) ~’4:13 (B31)

2n3oC

As. =0

On peut noter que les coefficients donnés par 'intégrale J viennent pondérer chaque terme. On
remarquera que les termes croisés sont pondérés par des coefficients différents.

Dans le cas d'un milieu uniaxe a biréfringence positive (An = n.—n, > 0) et a dispersion
normale (n, < ng,) :

- I’accord de phase de type [ eee — e et ooo — 0 est associé a des vecteurs d’onde Akeeee €t Akoooo
négatifs qui ne permettent pas de compenser la phase de Gouy, ainsi J(Akeeee, —00, +00) =
J(Akooooa —0Q, +OO) =0

- I'accord de phase de type II eee — e est associé a un vecteur d’onde Ak, négatif qui ne
permet pas de compenser la phase de Gouy, ainsi J(Akeppe, —00,+00) = 0

Par exemple, le tenseur associé aux cristaux présentant une symétrie hexagonale est dépourvu
du terme diagonal y fs)ss La génération d’un signal avec 1’accord de phase de type I (sss — f)
est donc impossible.

On trouve donc que le champ non-linéaire d’ordre 3 se réduit a une seule composante :

0
A3(¢) = 2§LZ3chz(r) COS2(¢) Sjn(é)J(Akoeeoa —0Q, "‘OO)A? (B32)
0

Le champ non-linéaire d’ordre 3 généré est polarisé selon y a partir d’'un champ avec une
polarisation orientée a un angle ¢ de l'axe x.

e bt AK?
8ns,.C

I,(3w, ¢) = D cost(g)sin®(g) | Ar|° e P2 (B.33)

Dans le cas d’'un milieu uniaxe a biréfringence négative (An = n.—n, < 0) et a dispersion
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B.4 Résolution de I’équation d’onde pour des faisceaux gaussiens

normale (n, < ns,), J(Akeeee, —00, +00) = J(Akpooo, —00, +00) = J(Akpeeo, —00, +00) = 0.
On trouve donc :

2219 cos () sin() J (Akeope, —00, +00).A?

As(¢) = 0 (B.34)
0

Le champ non-linéaire d’ordre 3 généré est polarisé selon x a partir d’'un champ avec une
polarisation orientée a un angle ¢ de 'axe x

9eqw? b AK? 2

8ng,,c

L(3w, ¢) = X | cos?(@)sin' () [Ai[° e "2 (B.35)

- Polarisation d’excitation circulaire
Nous avons vu dans 'annexe A que la polarisation induite d’ordre 3 par un faisceau d’excitation
avec une polarisation circulaire s’écrit :

) A?(F) X|(\ ) 3ikez Xgﬁ) i(2kotke)z
— . (3) i(2ke+ko)z _ . (3) 3ikoz .
B = ey 5 i (8 BROCSS (B-36)

0

En réinjecte cette expression dans 1’équation d’onde paraxiale d’ordre 3, on trouve :

dAz. __ 3iw [ (3) ciBkie—kse)z _ . (3) z‘(2k10+k15—k36)z} A}

dz ~  2nsec XH (144¢)? 3

dA iw [ A

Asy ziﬁc [l <X(s)6 i2h1ethio—hao)z _ (%) gilBkio—kso)z )} iy (B.37)
d.AB,z _ 0

dz

«43 x = Ju X|( J(Akeeeea 21, 22) (:g)J(Akeooe’ 1 22)} A?

) 2n3eC cr
Asy = 322 i (XD T (Akoeeor 21, 22) = 1T (Akaooo, 21, 22) ) | A3 (B.38)
As . =0
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Annexe C

Modele de simulation semi-analytique

La méthode numérique standard utilisée pour calculer le signal THG généré par un faisceau
focalisé sur une géométrie d’échantillon arbitraire a été proposée par Cheng et al. [110]. Elle
repose sur 3 étapes de calcul illustrées sur la figure C.1 : (i) la description du champ focalisé a
la longueur d’onde fondamentale, (ii) le calcul de la distribution de la polarisation non linéaire
induite, et (iii) la propagation de la polarisation non-linéaire en champ lointain.

Focalisation (représentation Propagation en champ lointain
spectrale angulaire) (fonctions de Green)
A A
r ) r N

Région focale:
P(Bw)=¢® E.E.E

Propagation Propagation
vers l'arriére vers l'avant
(B-THG) (F-THG)

FiGure C.1 — Modele semi-analytique de modélisation du signal THG

i) La distribution du champ gaussien focalisé

La distribution du champ gaussien focalisé est calculée a partir du champ au niveau de la
pupille avant en utilisant une intégrale de diffraction Debye-Wolf ([112], [113]). Pour un faisceau
gaussien polarisé selon ’axe x et focalisé avec un objectif a forte ouverture numérique, elle s’écrit
en coordonnées cylindriques :

. 1010(07 Z) + -7011(P, Z) + 005(2925) []210(/)7 Z) - ]211(;0; Z)]
E(p,¢,z) = E sin(29) [I210(p, 2) — L1 (p; 2)] (C.1)
—2icos(p)I120(p, 2)

ou Ij,,, est défini par :
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Limn(p, 2) = /amw fu(0)cos*?(0) sin™(0) cos™(0) J,(kpsin(f))e= <O qg (C.2)
0
et le facteur de remplissage f,,(6)
full) = e—51n(0)/(fosin(Omaz))? (C.3)

On remarquera l'asymétrie zy du faisceau focalisé polarisé linéairement.

ii) La polarisation non-linéaire

La polarisation non-linéaire induite par D'interaction entre le champ fondamental focalisé¢ E (w)
et un matériau - décrit numériquement par une grille réguliere avec une réponse THG (x®))
présentant une distribution spatiale - est calculée analytiquement a partir de la relation sui-
vante :

P (30) = &g > XN B (W) B (w) Ei(w) (C.4)
7.kl

iii) Champ THG

La derniere étape consiste a propager I'ensemble des polarisations non-linéaires du troisieme
ordre générées par I’ensemble des sources THG de coordonnées r appartenant au volume d’exci-
tation V' jusqu’en un point de coordonnée R appartenant au détecteur situé en champ lointain.
L’amplitude du champ de troisieme harmonique en champ lointain - ici calculée avec des fonc-
tions de Green Gpp - résulte d’interférences entre les polarisations non-linéaires induites au
niveau du volume d’excitation, et s’écrit :

Erp(R) = / PO (G p(R — 7)dV (C.5)
v
ou la fonction de Green en champ lointain Grp est donnée par :

— —

RR
1- 2

eikR

4R

GFF(E) = (C.6)

L’intensité THG émise totale Ipp est enfin calculée en sommant ’ensemble des intensités THG
calculées aux points de coordonnées R d’une grille 2D (dont les dimensions sont déterminées
par 'ouverture numérique de détection) qui représente la surface du détecteur.

IFF—A‘Egg)(§>‘2 dR (C.7)
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Annexe D

Reéglage précis des lames d’ondes

Pour orienter précisément la polarisation linéaire qui arrive dans 'EOM a 45° de ses axes
neutres, nous avons cherché l'orientation exacte des axes neutres de 'EOM. Pour cela, nous
avons orienté la lame demi-onde de sorte que la polarisation qui traverse ’'EOM soit inchangée
pour toutes les valeurs de tension appliquées, ce qui nous indique qu’elle est parallele a un des
axes neutres de 'EOM. Nous l'avons ensuite réorientée précisément a 22.5° de cette position.
En comparaison de sa position initiale, la lame demi-onde a été tournée d'un angle correctif
d’un degré dans le sens négatif et la lame quart-d’onde de deux degrés dans le sens négatif
(double de la rotation de la premiere lame d’onde).
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F1GURE D.1 — Etapes de réglage des lames d’onde.
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Annexe E

Evolution du diametre des axones
myélinisés et de ’épaisseur de la gaine
de myéline

Buckley et al. [164] ont caractérisé précisément I’évolution de I’épaisseur de la gaine de myéline
avec le diametre des axones de la moelle épiniere en évaluant le g-ratio - défini par le rap-
port entre le diametre de ’axone seul et celui de 'axone myélinisé. Ils ont mis en évidence la
constance du g-ratio (valeur moyenne : 0.91) sur les axones Mauthner malgré I'augmentation
rapide du diametre axonal - passant de 2.9 & 10.4 um entre 3 et 10 dpf - tandis que le g-ratio
des axones dorsaux et ventraux est fortement dépendant de leur diametre qui reste constant
0.3 — 2.6 um au cours du développement embryonnaire.
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F1GURE E.1 — Etude de la régulation de I’épaisseur de la myéline avec le diametre des axones
Mauthner, ventraux et dorsaux dans la moelle épiniére du poisson-zebre a partir de ’évaluation
du g-ratio. Mise en évidence de I'augmentation du g-ratio avec le diametre axonal sur les axones
ventraux et dorsaux dont la dimension reste inchangée pendant le développement larvaire,
tandis que le g-ratio de 'axone Mauthner conserve une valeur constante alors que son diametre
augmente dans le temps. Buckley et al. concluent sur une forte régulation de I’épaisseur de
la myéline de 'axone Mauthner et ’absence de régulation sur les axones ventraux et dorsaux.

Adapté de [164].
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Annexe F

Estimation des X<3> des liquides

Cette annexe présente la méthode d’estimation expérimentale des x® de liquides d’intérét,
dont les valeurs ont ensuite été utilisées pour décrire les propriétés optiques des matériaux dans
les modélisations numériques du signal THG. Cette méthode - décrite notamment par Clay et
al. [189] - consiste a déduire la valeur du ¥ des liquides & partir des profils axiaux d’inten-
sité THG mesurés lorsque le volume focal traverse successivement un milieu d’immersion, une
lamelle de verre et un liquide.

- Acquisition des profils d’intensité THG

La premiere étape correspond a l’acquisition expérimentale des profils d’intensité THG. Pour
cela, un liquide est monté entre une lamelle et une lame de verre en utilisant des espaceurs
pour éviter I'adhésion entre la lame et la lamelle. Une série d’images en contraste THG est
ensuite enregistrée lorsque le volume focal traverse ’eau d’immersion de l'objectif, la lamelle
et le liquide (cf. figure F.1.a). A partir de cette pile d’image, le profil d’intensité THG selon z
est extrait (cf. figure F.1.b). Ce profil THG fait apparaitre un premier pic d'intensité Iequ/verre
qui correspond & l'interface eau d’immersion/verre et un second d’intensité I,epe Jliquide ASSOCIE
a l'interface verre/liquide. Un second profil de référence est déterminé en substituant I'eau au
liquide dans la géométrie précédente.

a b. = 80 Liquid: o
= = [mmersion oil
Z g 801 — Water )
Exc E == Plant oil
1 THG & 40
— LT —> o
—> ! — = 20 glass hquid
Wi
S o 0 y y T i )
% ﬁ :é_ 0 40 80 120 160 200
2= z (um)

FIGURE F.1 — a. Géométrie utilisée pour I'estimation du x® d’un liquide & partir d'un balayage
en z b. Profils THG en z pour différents liquides. Adapté de [190].

- i i (3)
Estimation de ;...
La seconde étape consiste & déterminer numériquement la valeur du x) _ a partir des valeurs

expérimentales Iyerre/eau €t lequjverre- Loin des résonances, ces grandeurs sont reliées par la
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relation suivante ou liquide = eau (d’apres [189)) :

3
Xl(iq)uide(gw) _ J(bver‘reA"iverre) bverre(w> « 14+ Iverre/liquide (F 1)
Xq()ge)rre(?)(,U) J (bliquideA"Qliquide) bliquide (UJ) [eau/verre
On en déduit :
J (beauDKean) beau(w) 1
(3) 3 _ (3) 3 eau eau eau F2
RN b [ e e m fpy ey (F-2)
Ieau/verre
avec les parametres suivants :
- le parametre confocal b(w) :
2 2 2
wi  2n(w)A [n*(w) — NA?
b(w) = 27Tn(w)7 = e (F.3)
- le parametre Ak :
Ak = 62 ;"(3“) (F.4)
- I'intégrale J(bAk) :
) eibAm;S
bAK) = / —d F.5
TOAR) = o T rzigp™ (.5)

(3)

liquide
3 oy - X .
Enfin, la valeur de Xl(z'q)uide est estimée numériquement & partir des valeurs de X, . ILa. Jverre

et Lyerre/liquide €0 utilisant 1’équation (2).

- Estimation de y

- Résumé des valeurs d’indices de réfraction et de y©®

On résume dans le tableau ci-dessous les propriétés optiques des liquides utilisés pour modéliser
les milieux d’immersion et de remplissage des géométries cylindriques dans les simulations
numeériques présentées au chapitre IV :

Liquide Indice de réfraction n x®) (3w)
n(w) n(3w) (1072 m?2 V—2)

Eau 1.3234 1.3473 1.6800
Glycérol dilué | 1.4112 1.4325 2.915
Glycérol pur | 1.4627 1.4825 2.422
TDE dilué 1.4543 1.5034 3.080
TDE pur 1.4932 1.5497 3.535
Sorbitol 1.4627 1.4825

BKT7 1.5062 1.5360 2.13

On résume également les propriétés optiques des liquides utilisés dans la géométrie des interfaces
verticales des simulations numériques présentées au chapitre II :
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Annexe F. Estimation des x® des liquides

Liquide Fraction Indice de réfraction n x® (3w)
n(réfractometre) | n(w) | n(3w) | (1072 m? V—2)
Liquide 1 : Eau 1.0000 1.3335 1.3234 | 1.3473 1.680
Liquide 2 0.7402 1.3800 1.3675 | 1.3999 2.283
Liquide 3 0.5240 1.4192 1.4042 | 1.4436 2.784
Liquide 4 0.2454 1.4697 1.4515 | 1.5000 3.431
Liquide 5 : TDE | 0.0000 1.5142 1.4932 | 1.5497 4.000

avec NA = 0.74, Aope = 1100 nm

Pour essayer d’expliquer la valeur élevée du x©® du TDE, nous avons mesuré son spectre de
transmission (cf. figure F.2). Les faibles valeurs d’absorption mesurées aux longueurs d’onde
d’excitation (Aeze = 1100 nm) et harmonique (Arye = 367 nm) ne fournissent pas d’explication
simple pour justifier la présence d’une résonance a ces longueurs d’onde qui pourrait étre a

I'origine de la valeur élevée du x® du TDE.

v (em)

1(5)8000 24444 16176 12088 9649 8029 6875 6011 5340 4803 4365 4000

90

80

70
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20

10

FIGURE F.2 — Spectres de transmission du Thiodiéthanol (TDE) et de I'huile d’olive végétale.
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Annexe G

Matériel et méthodes

Encart G.1 - Préparation des tranches de cervelet sur des membranes de culture
Les souris d'une portée ont été élevées pendant 9 ou 10 jours apres leur naissance (P9 ou P10)
dans I’animalerie de 'TCM puis amenées dans notre laboratoire ou elles sont sacrifiées. Apres
prélevement, le cervelet de chaque souris est placé dans une solution tampon HBSS (x 1) a
4°C puis découpé en tranches de 250 - 300 um d’épaisseur avec un chopper mécanique. Les plus
belles tranches sont disposées sur deux membranes semi-perméables entre 'air et un milieu de
culture - pour maintenir une oxygénation correcte - dans une plaque a 6 puits puis conservées

dans un incubateur a 35.5°C avec régulation de CO, (cf. fig.4.23.a)

Encart G.2 - Préparation du milieu de culture des tranches

Le milieu de culture des tranches est une solution riche en glucose préparée en mélangeant
32 mL de produit de culture BME (x 1), 9.5 mL de sérum de cheval et 500 uL de de
PeniStreptomycine (antibiotique). Ce milieu de culture est ensuite filtré au moyen d'un
filtre avec des pores de 0.2 um puis réchauffé dans I'incubateur pendant une dizaine de minutes.
L’ancien milieu est évacué des puits puis remplacé par 1 mL de milieu de culture frais tous les

trois jours.

Encart G.3 - Imagerie des tranches

On dépose la membrane a imager dans une petite boite de Pétri avec lamelle de verre remplie
de 1 mL d’un milieu d’imagerie réchauffé dans l'incubateur. On verse ensuite délicatement
1 mL de ce milieu sur le dessus de la membrane. La boite de Pétri est enfin placée dans la
chambre OKOLab régulée en oxygene, en CO, (5 %), en humidité et en température (34-35°)

pour l'imagerie.
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Annexe G. Matériel et méthodes

Encart G.4 - Préparation du milieu d’itmagerie

Un volume de 10 mL de milieu d’imagerie est préparé en mélangeant 7.5 mL de DMEM, 2 mL
de HBSS, 0.5 mL de sérum de cheval, 100 L de GlutaMAX, 100 L de D-glucose et
100 L de PeniStreptomycine, puis filtré au moyen d’un filtre avec des pores de 0.2 um.

Encart G.5 - Traitement de fixation des tranches

La fixation des tranches est réalisée en déposant la membrane dans un puits contenant 1 mL
de PFA a 4 % puis en ajoutant 1 mL de PFA a 4 % sur le dessus de la membrane. Apres 20
minutes, le PFA est aspiré, puis le dessous de la membrane est rincé a trois reprises pendant 10
minutes dans une solution de PBS. La membrane avec la tranche est ensuite conservée dans
un puits contenant 2 mL de PBS a 4°C.

CO, incubator, 37°C

Gas
slice ‘ ‘

Mcllwain
tissue chopper
Cerebellar slices
. 300-400 pm thick

::i: :-—\t‘% ; ( /_? 4—\
4
T A

6-well plate

Culture msert

F1GURE G.1 — Procédure de préparation des cultures organotypiques sur des membranes semi-
perméables. Adapté de [180].
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myéline et des biocristaux

Résumé : Cette these s’intéresse a I'imagerie multi-
photonique par génération de troisieme harmonique
(THG) combinée a des mesures résolues en pola-
risation (PTHG) sur des systéemes biologiques pour
accéder a des informations complémentaires sur la
morphologie et la microstructure de structures ani-
sotropes. Une premiere application vise a extraire
des informations de la gaine de myéline qui est la
gaine lipidique entourant les axones du systéme ner-
veux central (CNS) des vertébrés, et dont la des-
truction dans des pathologies comme la sclérose en
plaques est a l'origine de perturbations dans la pro-
pagation des influx nerveux. Une seconde applica-
tion concerne les biocristaux, dont nous traiterons ici
I'exemple de l'otolithe situé dans l'oreille interne du
poisson-zebre. Grace a sa forte sensibilité aux dis-
continuités des propriétés optiques et a I'anisotropie
des matériaux, la microscopie THG apparait comme
un outil de choix pour visualiser ces deux structures
biologiques non-marquées avec une résolution sub-
micrométrique.

Titre : Microscopie par génération de troisieme harmonique résolue en polarisation pour l'imagerie de la

Mots clés : Microscopie non-linéaire, Microscopie THG, Polarisation, Myéline, Biocristal

Dans ce manuscrit, nous présentons d’abord un
travail fondamental de caractérisation analytique,
numérique (modéle FDTD) et expérimentale de la
réponse PTHG sur des structures modeles. Nous
avons notamment mis en évidence la présence
d’aberrations de la réponse PTHG au voisinage d'in-
terfaces paralleles a I'axe de propagation du fais-
ceau d’excitation induites par des désaccords d'in-
dices. Lévaluation de la modulation artefactuelle in-
duite par ces aberrations a permis d’interpréter la
composante de modulation PTHG sur ces interfaces
associé a I'ordre moléculaire dans des structures lipi-
digues modéles. Ensuite, nous décrivons la mise en
place d’un dispositif d’acquisition PTHG rapide dédié
a l'imagerie in vivo de structures biologiques. Nous
présentons de nouvelles applications biologiques de
la microscopie PTHG en utilisant une méthode d’ana-
lyse des signaux THG polarimétriques par trans-
formée de Fourier. Enfin, nous présentons une
étude systématique de caractérisation des contrastes
THG/PTHG sur les fibres myélinisées du CNS de
poisson-zebres et de souris.

Abstract : This thesis focuses on multiphoton ima-
ging by third harmonic generation (THG) combined
with polarization resolved measurements (PTHG) on
biological systems to access additional information
on the morphology and microstructure of anisotro-
pic structures. A first application aims at extracting
information from the myelin sheath which is a ubi-
quitous lipid structure of the central nervous system
(CNS) of vertebrates whose destruction in the pa-
thology of multiple sclerosis causes disturbances in
the propagation of nerve impulses. A second applica-
tion concerns biocrystals, of which we will deal here
with the example of the otolith located in the inner
ear of the zebrafish. Thanks to its high sensitivity to
discontinuities in optical properties and to the aniso-
tropy of materials, THG microscopy appears to be a
tool of choice for visualizing these unlabelled biologi-
cal structures with submicrometric resolution.

Title : Polarization-resolved third harmonic generation microscopy for myelin and biocrystals imaging

Keywords : Nonlinear microscopy, THG microscopy, Polarization, Myelin, Biocrystal

We first present a fundamental analytical, numerical
(FDTD model) and experimental characterization of
the PTHG response on model structures. In particu-
lar, we highlighted the presence of aberrations of the
PTHG response in the vicinity of interfaces parallel to
the excitation beam propagation axis induced by index
mismatches. The evaluation of the artifactual modu-
lation induced by these aberrations allowed the inter-
pretation of the PTHG modulation component at these
interfaces associated with the molecular order in mo-
del lipid structures. Next, we describe the implementa-
tion of a fast PTHG acquisition device dedicated to in
vivo imaging of biological structures. We present new
biological applications of PTHG microscopy using a
Fourier Transform Polarimetric THG (FT-PTHG) si-
gnal analysis method. Finally, we present a systema-
tic characterization study of THG/PTHG contrasts on
myelinated CNS fibers from zebrafish and mice.

Institut Polytechnique de Paris
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