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Résumé 

La microscopie à Génération de Seconde Harmonique (GSH) est une technique 

d'imagerie qui permet, à l'aide d'un faisceau laser à impulsion, de produire un signal 

dont la fréquence est le double de la fréquence du faisceau laser. Ce type de micro

scopie est utilisé principalement en biologie pour étudier les tissus riches en collagène 

de type l, II et III. Ceci est possible grâce à la structure non centrosymétrique des 

fibrilles de collagène. Le collagène est présent partout dans le corps et peut être clas

sifié en plusieurs types. Le collagène de type l est celui qui est présent en plus grande 

quantité dans le corps et se retrouve dans les tissus connectifs. Le collagène de type 

II est présent presque exclusivement dans le cartilage et forme la majeure proportion 

du poids sec de la matrice extracellulaire de ce dernier. L'ostéo-arthrite est une des 

maladies qui affecte le cartilage articulaire et mène ultimement à la dégradation du 

tissu. Une des étapes à ce processus de dégradation est la modification de l'arrange

ment ultrastructural de collagène et, éventuellement, à la dégradation des fibrilles de 

collagène. 

Dans ce mémoire, le collagène de type II fut imagé à l'aide de la microscopie GSH. 

Des échantillons de genoux en santé et malades furent utilisés pour notre analyse. 

La structure de collagène fut étudiée de deux manières. Premièrement, la surface 

du cartilage fut analysée grâce à des échantillons épais de la surface du cartilage 

provenant de genoux de bovins. Nous avons ainsi constaté que la modification du 

maillage de collagène se produit tout d'abord à la surface du cartilage pour se propager 

vers l'intérieur de l'articulation. Ensuite, nous avons découvert que des concentrations 

de contrainte sur la surface du cartilage créent un alignement dans les fibrilles qui 

constitue le maillage de collagène, ce qui favorise la formation de regroupements 

de fibrilles allant jusqu'à quelques dizaines de microns, affaiblissant l'arrangement 

ultrastructural de collagène. 

Des échantillons minces de sections transversales de tissus ont également été analy

sés. On retrouvait, parmi ceux-ci, des échantillons de genoux atteints d'ostéo-arthrite 

ainsi que des échantillons de genoux en santé. Dans les échantillons de genoux atteints 
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d'ostéo-arthrite, on observe des régions endommagées d'environ 500 1J,m,2 où le signal 

de seconde harmonique est plus élevé qu'ailleurs dans le tissu. Nous montrons que 

ceci est causé par la formation de regroupements de fibrilles dans ces régions. Bref, 

la microscopie GSH semble être une technique d'imagerie prometteuse pour le diag

nostique précoce de l'ostéo-arthrite. Avec la miniaturisation des endoscopes utilisant 

des fibres optiques, la combinaison de ceux-ci avec la microscopie GSH permettrait 

son utilisation in vivo en causant très peu de dommages aux patients. 

Étudiant Directeur de recherche 

III 



Remerciements 

J'aimerais tout d'abord remerCler mon directeur de recherche, François Légaré 

pour m'avoir offert ce projet de maîtrise et de m'avoir guidé dans sa progression. J'ai 

beaucoup appris à ses côtés et la passion qu'il met à son travail m'a donné l'envie 

de poursuivre mes études au doctorat. Je le remercie également d'avoir mis à ma 

disposition son laboratoire de microscopie et d'avoir veillé à ma réussite. Également, 

j'aimerais remercier Cameron Brown pour avoir fournis les échantillons nécessaires à 

la réalisation de ma maîtrise et de m'avoir enseigné les rudiments de la préparation 

d'échantillons de cartilage. Également, ses connaissances sur la biologie du cartilage 

ont été d'une grande aide pour la compréhension de mes résultats. J'aimerais aussi 

remercier Lora Ramunno et Konstantin Popov pour leur aide grâce aux simulations 

numériques qu'ils ont effectués sans quoi il aurait été très difficile de trouver une 

explication valable pour nos résultats. 

J'aimerais également remercier toute l'équipe du laboratoire pour m'avoir aidé 

tout au long de ma maîtrise et de m'avoir aidé à faire fonctionner le microscope les 

nombreuses fois où il refusait de marcher. 

J'aimerais aussi remercier ma famille pour m'avoir soutenue durant ces deux an

nées. À mon papa et ma maman pour continuer de veiller sur moi et de prendre 

de mes nouvelles. J'aimerais également remercier mes amies Kathryn, Andrée-Anne, 

Myriam et Catherine pour leur amitié et leur soutien. 

IV 



Table des matières 

Résumé .... 
Remerciements 

1 Introduction 

2 Histologie et Ostéo-arthrite 
2.1 Collagène de type l .. 
2.2 Collagène de type II 
2.3 Structure du collagène 
2.4 Cartilage ....... . 
2.5 Os .......... . 

2.5.1 Articulation de l'os 
2.6 Ostéo-arthrite....... 

2.6.1 Stade précoce de l'ostéo-arthrite . 

3 Optique non-linéaire 
3.1 Microscopie optique non-linéaire .............. . 

3.1.1 Microscopie à Génération de Seconde Harmonique. 
3.1.2 Microscopie à Génération de Troisième Harmonique 
3.1.3 Microscopie CARS ........ . 

3.2 Génération de Seconde Harmonique (GSH) 
3.2.1 Introduction ............ . 

11 

IV 

1 

7 
7 
7 
8 

10 
12 
13 
13 
16 

17 
17 
19 
19 
20 
21 
21 

3.2.2 Oscillateur anharmonique ..... 22 
3.2.3 Description de la génération de seconde harmonique en utilisant 

les équations d'ondes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 26 
3.2.4 Accord de phase. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 31 
3.2.5 Génération de seconde harmonique dans les fibrilles de collagène 33 

4 Montage expérimental 
4.1 Source laser . . . . . 
4.2 Microscope ..... 
4.3 Ellipticité du faisceau laser. 

4.3.1 Sans miroirs dichroïques 
4.3.2 Avec un miroir dichroïque 

4.4 Préparation des échantillons 
4.4.1 Échantillons épais ..... 

V 

35 
35 
36 
37 
37 
41 
43 
43 



4.4.2 Échantillons minces . 44 

5 Microscopie GSH de la surface de cartilage 46 
5.1 Arrangement ultrastructural normal. . . . . . . . . . . . . . . . . .. 47 
5.2 Fibrillation avancée du cartilage . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 48 
5.3 Initiation et progression de la formation de regroupement de fibrilles. 48 
5.4 Modification de l'arrangement ultrastructural de collagène selon la pro-

fondeur .............................. 53 

6 Microscopie GSH dans des échantillons minces de cartilage 57 
6.1 Genoux sains - cartilage normal 58 
6.2 Genoux atteints d'ostéo-arthrite 59 
6.3 Comparaison du signal GSH 65 
6.4 Simulations numériques. 71 

7 Conclusion 78 

Vi 



Table des figures 

1.1 Représentation des fibres de collagène. ................. 2 
1.2 Image de microscopie électronique à balayage (MEB) de cartilage ar-

ticulaire. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 4 

2.1 Schéma représentant le modèle de Benninghoff de l'arrangement des 
fibrilles de collagène dans la matrice extracellulaire. . . . . . 8 

2.2 Représentation du modèle d'architecture de collagène actuel. 9 
2.3 Représentation d'une fibre de collagène. . . . . . . . . . . . 11 
2.4 Illustration de l'os montrant l'os compact et l'os spongieux. 14 
2.5 Schéma d'un articulation diarthrose entre deux os. . 15 

3.1 Localisation de la fluorescence. . . . . . . . . . . . . 18 
3.2 Diagramme de Jabloski . . . . . . . . . . . . . . . . 20 
3.3 Représentation de la génération de seconde harmonique. 23 
3.4 Fonction du potentiel d'énergie pour un milieu non centrosymétrique. 24 
3.5 Fonction du potentiel d'énergie pour un milieu centrosymétrique.. .. 26 
3.6 Variation spatiale de l'amplitude du champ de l'onde fondamental et 

de sa seconde harmonique. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 30 
3.7 Graphique représentant l'accord de phase des vecteurs d'onde dans le 

cas de la génération de seconde harmonique. 32 

4.1 Schéma du montage expérimental. . . . . . . 36 
4.2 Puissance à la sortie du microscope en fonction de l'angle de la polari-

sation du faisceau entrant. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 39 
4.3 Puissance à la sortie du microscope pour une polarisation parallèle et 

perpendiculaire à celui du laser pour différents angles d'entrée de la 
polarisation. Sans miroir dichroïque. .................. 40 

4.4 Puissance à la sortie du microscope pour une polarisation parallèle et 
perpendiculaire à celle du laser pour différents angles d'entrée de la 
polarisation. Avec un miroir dichroïque. . . . . . . 42 

4.5 Image de genoux de bovin atteint d'ostéo-arthrite. . . . . . . . . . .. 44 

5.1 Image de microscopie de seconde harmonique (GSH) de la surface de 
cartilage provenant d'un genou en santé. . . . . . . . . . . . . . . .. 47 

5.2 Tissu hautement fibrillé provenant d'une région de dégradation visible. 49 

VIl 



5.3 Origine de fibrillation visible montrant la transition à partir d'un ni-
veau microscopique de la perturbation vers un niveau macroscopique. 50 

5.4 Tissu d'apparence normal dans une zone de transition. ........ 52 
5.5 Tissu macroscopiquement normal dans la zone de transition montrant 

une dégradation plus avancée que celle de la figure 5.4. . . . . . . .. 54 
5.6 La progression de la dégradation du collagène en fonction de la pro-

fondeur (intervalle de 2 /-lm de A à H). 56 

6.1 Image GSH de cartilage articulaire. . . 59 
6.2 Graphique de l'intensité normalisée du signal GSH en fonction de 

l'angle de la polarisation linéaire du faisceau laser dans un échantillon 
en santé. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 60 

6.3 Images de collagène contenu dans le cartilage articulaire provenant de 
genoux atteints d'ostéo-arthrite. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 61 

6.4 Images de collagène contenu dans le cartilage articulaire provenant de 
genoux atteints d'ostéo-arthrite. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 62 

6.5 Images de collagène contenu dans le cartilage articulaire provenant de 
genoux atteints d'ostéo-arthrite. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63 

6.6 Graphiques de l'intensité normalisée du signal GSH en fonction de 
l'angle de la polarisation du faisceau laser. . . . . . . . . . . . . . .. 64 

6.7 Graphique du signal GSH acquis dans la direction backward dans des 
régions endommagées et normales de genoux malades et des régions 
normales de genoux en santé. ...................... 67 

6.8 Graphique du signal GSH acquis dans la direction forward dans des 
régions endommagées et normales de genoux malades et des régions 
normales de genoux en santé. ...................... 68 

6.9 Ratio normalisé du signal dans la direction forward et backward dans 
des régions endommagées et normales de genoux malades et des régions 
normales de genoux en santé. ...................... 70 

6.10 Représentation du volume occupé par les fibrilles dans le volume focal. 73 
6.11 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-

tions de Green du ratio de l'intensité dans la direction forward sur celle 
dans la direction backward dans un maillage normale de collagène en 
fonction du ratio de remplissage p. ................... 74 

6.12 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc
tions de Green du ratio de l'intensité dans la direction forward sur celle 
dans la direction backward dans un maillage endommagé de collagène 
en fonction du nombre de fibrilles. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 75 

6.13 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction forward 
en fonction du ratio de remplissage pour un tissus normal. ...... 75 

6.14 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction backward 
en fonction du ratio de remplissage pour un tissus normal. ...... 76 

Vlll 



6.15 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction forward 
en fonction du nombre de fibrilles par regroupement Nb dans un tissu 
endommagé à un ratio de remplissage de p=O,35. ........... 76 

6.16 Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction backward 
en fonction du nombre de fibrilles par regroupement Nb dans un tissu 
endommagé à un ratio de remplissage de p=O,35. ........... 77 

IX 



Liste des tableaux 

4.1 Table de la puissance pour différents angles avec et sans compensateur 
de Berek. ................................. 43 

x 



Chapitre 1 

Introduction 

L'ostéo-arthrite est une famille de maladies qui affecte les articulations, principa

lement au niveau des genoux et des hanches. Bien qu'il affecte toute l'articulation, le 

changement le plus important et le plus reconnu par la communauté scientifique est 

la dégradation du cartilage articulaire [1, 2]. Le cartilage est un tissu conjonctif dont 

la fonction principale est de réduire la friction entre les os dans les articulations et 

de distribuer les contraintes sur toute la surface de l'articulation. Une des principales 

composantes de la matrice extracellulaire est le collagène de type II. Il est constitué de 

fibrilles de diamètres variables formant un maillage et dont les propriétés mécaniques 

sont assurées par un entremêlement des fibrilles encapsulant les protéoglycanes, qui 

toutefois conservent une direction radiale générale (voir figure 1.1c). À un niveau 

structural plus élevé, les fibrilles de collagène forment une structure d'arc, partant de 

l'os pour courber à la surface du cartilage. Ils produisent un entrelacement dense et 

pseudoaléatoire, ce qui leur confère une très bonne résistance à la compression [1]. 

La fonction principale des protéoglycanes est de contribuer au maintien de la ma

trice et à l'adhésion cellulaire en retenant les molécules d'eau [3]. L'attraction des 

molécules d'eau fait gonfler le cartilage et le maillage de collagène crée une force de 

résistance à ce gonflement et confère une certaine rigidité au cartilage. À un certain 

stade de la progression de la maladie, il y a modification de l'organisation du maillage 

de collagène, causée par les métalloprotéinases (MMPs), des enzymes qui dégrade la 

matrice extracellulaire [4, 5], et des facteurs mécaniques. Ceci affaiblie les propriétés 
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a b c 

FIGCRE 1.1 - Représentation des fibres de collagène. (a) Fibrilles sur toute leur lon
gueur, allant de l'os jusqu'à la surface. (b) Fibrille individuelle. (c) Plusieurs fibrilles 
entremêlées pour former un maillage. [9] 

mécaniques du cartilage, particulièrement sa résistance à la compression, ce qui mène 

à sa dégradation. Lorsque le corps n'est plus capable de régénérer le cartilage à la 

même vitesse que sa dégradation, l'ostéo-arthrite apparaît [1, 4]. Plusieurs facteurs 

peuvent causer cette perte d'équilibre, que ce soit des facteurs héréditaires, consti

tutionnels, métaboliques, environnementaux ou biomécaniques [4]. De ce fait, il y a 

dégradation du cartilage jusqu'au point où l'os se trouve à découvert, ce qui cause 

des douleurs [4, 6]. Malheureusement, il n'existe actuellement aucun traitement qui 

permette de guérir complètement cette maladie, bien que plusieurs recherches soient 

en cours en ce sens [4, 7]. Présentement, lorsque la progression de l'ostéo-arthrite est 

à un stade trop avancé, la seule solution reste le remplacement de l'articulation par 

une prothèse [4, 8]. 

Les étapes menant à la dégradation du cartilage sont un sujet encore débattu de 

nos jours. Toutefois, il est reconnu dans la littérature que la perte des protéoglycanes 

et la modification de la structure du maillage de collagène sont des changements 

biologiques associés à l'ostéo-arthrite [2, 4, 10, lI]. À l'échelle ultrastructurale, la mo-
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dification du maillage de collagdne peut 0tre repr6sent6e comme un rrd6m0lementrr des

fibrilles de collagdne entre elles pour former des regroupements de fibrilles ("bundles")

(voir la figure I.2) ll,12l. Cette 6tape de Ia d6gradation du maillage de collagdne est

consid6r6e comme irr6versible [12]. La perte des prot6oglycanes est fortement inter-

d6pendante de l'6tat du maillage de collagdne. En effet, la perte de prot6oglycanes

mdne i la d6gradation du collagdne et la d6gradation du collagdne mdne d la perte

de prot6oglycanes. Ce dernier se produit g6n6ralement sur toute la profondeur du

cartilage [4].

Pour trouver un moyen de gu6rir I'ost6o-arthrite, il est n6cessaire de pouvoir me-

surer sa progression. Ainsi, en ce moment, les techniques utilis6es pour imager le

cartilage i,n-ui,uo est la radiographie, l'imagerie magn6tique, la scintigraphie, l'ultra-

sonographie et I'endoscopie [13]. Or, comme ces techniques n'offrent pas des images

ayant une trds grande r6solution, il est difficile d'y discriminer les diff'6rentes 6tapes

de d6gradation du cartilage ce qui ne permet pas de distinguer avec pr6cision les

r6gions atteintes d'ost6o-arthrite des r6gions saines. Egalement, il existe plusieurs

techniques d'imageries er-u'iuo tel que la microscopie optique et Ia microscopie 6lec-

tronique qui sont largement utilis6es dans la recherche [1, 10, 14] et oflrent une trds

bonne r6solution, mais il est impossible de mesurer une progression sur le temps de Ia

maladie ou encore de les utiliser pour diagnostiquer des patients. Egalement, ces tech-

niques oflrent soit peu d'informations (la microscopie optique offrant un trds mauvais

contraste puisque le collagdne et les prot6oglycanes ont un indice de r6fiaction sem-

blable) [15] ou n6cessitent une pr6paration des 6chantillons minutieuse (microscope

6lectronique) [11. Toutefbis, la grande majorit6 de la matrice extracellulaire du carti-

lage est compos6e de collagdne de type II, une prot6ine non centrosym6trique, ce qui

permet I' imagerie du cartilage d, l 'aide de la microscopie GSH. De plus, comme men-

tionn6e pr6cddemment, une des 6tapes principales de la progression de l'ost6o-arthrite

est la d6gradation du maillage de collagdne [16]. Ainsi, Ia GSH est une technique de

microscopie de choix pour imager ces changements de la structure de collagdne et

permet d'obtenir des images of la structure du maillage de collagdne est visible.

La microscopie GSH est pr6sentement largement utilisde pour imager plusieurs



Figure 1.2 � Image de Microscopie électronique à balayage (MEB) du collagène
provenant du cartilage articulaire. Gauche : Large regrouppement de �brilles orienté
approximativement perpendiculaire à la surface de l'os et associé à une structure
en "noeuds". Barre d'échelle, 2µm. Droite : (a) Image montrant la transition entre
du cartilage endommagé ou �brillé (F) et du cartilage normal (N). Barre d'échelle,
20µm. (b) Un agrandissement de l'image (a) du cartilage normal (région N) mon-
trant sa structure pseudoaléatoire. (c) Un agrandissement de l'image (a) du cartilage
endommagé (région F) montrant le "démêlement" du maillage de collagène. Barre
d'échelle, 5µm. [1]
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structures telles que le sarcomdre contenu dans les muscles [17, 18], la tubuline conte-

nue dans les microtubules [17, 19, 201, le collagdne de type I (que I'on retrouve dans

plusieurs tissus biologiques tels que Ie f'ascia I2I-23]1, les muscles squelettiqu es [1.7 , 21,

24 l , le  fb ie  [25 ] ,  les  tendons [21 ,26-34 l , les  neurones  [20 ] ,  le  derme [28 ,31 ,34-36] ,  la

dent ine [28, 34] et  l 'os 128, 34,371),  le col lagdne de type I I  [16, 29,38-47]1(que I 'on

retrouve principalement dans le cartilage) et le collagdne de type III [29] (que I'on

peut retrouver dans les vaisseaux sanguins).

Plusieurs recherches sont pr6sentement en cours ayant pour but de trouver de nou-

velles techniques pour imager Ie cartilage articulaire. Certains groupes de recherche

travaillent entre autres sur la tomographie d coh6rence optique sensible A la polarisa-

tion (PS-OCT) qui, contrairement d la tomographie d coh6rence optique (OCT), est

sensible d la polarisation de I'onde r6fl6chie. Ainsi, il indique la pr6sence d'6l6ments

ayant une fbrte anisotropie tels que le collagdne de type I et II [39]. Cette technique f'ut

util is6e pour d6tecter la ddgradation du cartilage i un stade pr6cocela2l. Egalement,

des recherches au niveau de la microscopie optique non-lin6aire ont 6t6 efl'ectu6es. La

premidre 6quipe de recherche A avoir imag6e Ie cartilage d I'aide de la microscopie

GSH a observ6 que le signal GSH est beaucoup plus d6pendant de la polarisation

laser dans des r6gions atteintes d'ost6o-arthrite [38], contrairement aux r6gions en

sant6. De plus, une autre 6quipe de recherche s'est pench6e sur la sensibilit6 de la

polarisation du signal GSH et a observ6 un changement du comportement du signal

GSH dans les r6gions atteintes d'ost6o-arthrite [16].

Dans ce m6moire, la possibilit6 d'util iser la microscopie GSH comme outils de

recherche et de diagnostic de I'ost6o-arthrite sera d6montr6e. Tout d'abord, aux cha-

pitres 2 et 3, une revue de la th6orie concernant principalement I'anatomie des articu-

Iations, l 'ost6o-arthrite, Ia microscopie optique non-lin6aire et Ia g6n6ration de seconde

harmonique sera faite. Par Ia suite, au chapitre 4, une description du montage exp6ri-

mental sera faite ainsi que I'analyse de I'ellipticit6 induite dans le microscope. De plus,

une description de la pr6paration des 6chantillons biologiques sera pr6sent6e. Ensuite

au chapitre 5, les r6sultats concernant l ' imagerie GSH de la surface de cartilage sur

des 6chantillons 6pais provenant de bovins seront pr6sent6s. Au chapitre 6, les r6sul-



tats concernant I'imagerie de sections transversales minces de cartilage provenant de

genoux humains seront pr6sent6s. Finalement, le chapitre 7 pr6sentera la conclusion

de nos recherches.



Chapitre 2

Histologie et Ost6o-arthrite

Le collagdne est une des prot6ines Ies plus abondantes du corps humain [a3]. Il

repr6sente de 20 A 25% de toutes les prot6ines contenues dans le corps. Il se trouve es-

sentiellement dans la matrice extracellulaire et permet d cette dernidre de r6sister aux

forces de tension. Il existe au-dessus de 20 types de collagdne, mais dans le contexte

de cette maitrise, seulement les types I et II sont 6tudi6s. La diff'6rence entre ces dif-

f6rents types de collagdne est essentiellement Ia s6quence d'amino-acides composant

Ies chaines a qui composent la fibrille de collagdne. Chaque type de collagdne a une

fbnction particulidre et se trouve A un endroit particulier dans le corps.

2.L Collagdne de type I

Le collagdne de type I est Ie plus commun. Il se trouve dans plusieurs endroits dans

le corps, tel que dans les tissus connectif's comme le derme, les tendons, Ies ligaments,

mais 6galement Ies os, la dentine et le cementum. Sa principale fbnction est d'assurer

une bonne r6sistance au tension.

2.2 Collagdne de type II

Le collagdne de type II est pr6sent presque exclusivement dans Ie cartilage hyalin

et le cartilage 6lastique. Sa principale fbnction est d'assurer une bonne r6sistance d



Collagen fibre arrangement

FIcuRp 2.1 - (Gauche) Sch6ma repr6sentant le moddle de Benninghoff de I'arrange-
ment des fibrilles de collagdne dans Ia matrice extrcellulaire. (Droite) Sch6ma reppr6-
sentant la forme des cellules dans les diff'6rentes couches du cartilage. [39]

la pression. Plusieurs moddles ont 6t6 6tudi6s pour d6terminer la structure du col-

Iagdne dans le cartilage hyalin. Le moddle classique pr6sent6 par Benninghotr [ a]

(voire figure 2.1) suggdre que les fibrilles de collagdne prennent naissance dans l'os

sous-chondral, se courbent au niveau de la zone transitionnelle, devenant donc paral-

Idle d la surf'ace dans la zone superficiel, et redescendent jusqu'd, I'os sous-chondral. A

la surface du cartilage, les fibres sont paralldles d celle-ci, fbrmant une couche "tan-

gentiellerr ayant une 6paisseur de 100 pm. Toutefois, des recherches plus r6centes [15]

suggdrent que les fibrilles de collagdne forment des feuilles qui prennent naissance d I'os

sous-chondral et ensuite courbent pour 6tre paralldle d la surf'ace du cartilage, mais,

contrairement au moddle classique, termine d la couche superficielle, ne redescendant

pas vers I'os sous-chondral (figure 2.2).

2.3 Structure du collagdne

Le collagdne se pr6sente sous fbrme de fibres qui ont habituellement un diamdtre de

I'ordre de 10 pm. Les fibres de collagdne sont fbrm6es d'agr6gats de fibrilles plus fines

d'un diamdtre variant entre 10 et 300 nm et de plusieurs micromdtres de long. Ces
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fibrilles sont compos6es de mol6cules de tropocollagdne qui sont elles-m6mes consti-

tu6es de trois chaines de polypeptides, des chaines a, enroul6es entre elles selon une

configuration h6licale (voire figure 2.3) [451. Ces mol6cules de tropocollagdne sont

Iongues d'environ 280 nm et ont un diamdtre de 1,5 nm. Elles sont mises bout d

bout pour fbrmer de longues chaines et plusieurs de ces chaines sont regroup6es pour

former les fibrilles. Il existe un certain espacement entre la t6te d'une mol6cule et

la queue d'une autre et, A cause de I'organisation des fibrilles, il y a une p6riodicit6

dans Ia structure des fibrilles sur une longueur de 67 nm. Sur cette longueur, il y a

alternance entre les r6gions oi toutes les mol6cules de tropocollagdne se superposent

et oi certaines pr6sentent des trous. Ceci est d0 aux espacements entre les mol6cules

de tropocollagdne, comme le montre la figure 2.3.

2.4 Cartilage

Les articulations contiennent du cartilage hyalin, Ie type de cartilage le plus pr6-

sent dans le corps humain [461. Il fbrme une couche mince sur les os au niveau des

articulations et est constitu6 de trois types de cellules (cellules chondrog6niques, chon-

droblastes, chondrocytes) qui sont support6es par une matrice extracellulaire. Le col-

lagdne constitue 40% dr poids sec de la matrice extracellulaire, principalement celui

de type II, mais contient 6galement des types IX, X et XI en faible proportion. La

matrice extracellulaire du cartilage contient 6galement des prot6oglycans, des glyco-

prot6ines, et du fluide extracellulaire.

La matrice de cartilage est riche en aggr6cans, une large mol6cule prot6oglycane

qui est compos6e d'une prot6ine au centre autour de laquelle sont attach6es, par des

liens covalents, des mol6cules glycosaminoglycanes I47, 48]1. De 100 A 200 aggr6cans

sont li6s entre eux de manidre non covalente, ce qui fbrme d'6normes composites

aggr6canes de 3 d 4 p de long. Ces grosses mol6cules prot6oglycanes possddent

une grande charge n6gative, ce qui a pour eff'et d'attirer les cations, notamment les

ions de sodium (l/o*), qui, d leur tour, attirent des mol6cules d'eau. Ainsi, une

grande quantit6 d'eau se retrouve rremprisonn6rr dans le cartilage de telle sorte qu'il

10



Figure 2.3 � Représentation d'une �bre de collagène. Les �brilles sont formées de
mollécules de tropocollagène et présentent une structure périodique sur une longueur
de 67 nm. [43]
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compose 80% du poids humide du cartilage. Ces mol6cules d'eau permettent ainsi au

cartilage de rdsister d une grande fbrce de compression. Les prot6oglycans remplissent

les interstices entre les fibres de collagdne et leurs chaines glycosaminoglycanes fbrment

des liens 6lectrostatiques avec le collagdne. La structure mol6culaire compos6e de

fibres de collagdne et de substances fbndamentales permet ainsi de r6sister A la force

de tension cr66e par la pression osmotique

2.5 Os

L'os est la substance Ia plus dure du corps humain [a9]. Il est compos6 de cellules

entour6es d'une matrice extracellulaire calcifi6e. Cette matrice extracellulaire calcifi6e

est compos6e de fibres, en grande majorit6 du collagdne de type I, et de substances

fbndamentales. Les cellules contenues dans I'os incluent les cellules ost6oprog6nitrices,

qui se diff6rentient en ost6oblastes. Ces derniers ont pour fbnction de s6cr6ter Ia

matrice extracellulaire et lorsqu'ils s'en retrouvent entour6s, deviennent inactif's et

se transfbrment en ostdocytes. L'espace occup6 par celle-ci est appel6 lacuna. Les

ost6oclastes, des cellules provenant de pr6curseurs de moelle osseuse f'usionn6s, sont

responsables de la r6sorption et du remodelage osseux.

La matrice extracellulaire est compos6e d'6l6ments organiques et inorganiques.

Les 6l6ments inorganiques composent 65% du poids sec de I'os et sont constitu6s

essentiellement de calcium et de phosphore. IIs existent principalement sous Ia fbrme

de cristaux hydroxyapatites (Caro(P04)6(OH)r) mais 6galement sous fbrme amorphe.

Les cristaux hydroxyapatites sont dispos6s de manidre ordonn6e le long des fibres de

collagdne. Les surf'aces libres des cristaux sont entour6es de substances fbndamentales

amorphes et les ions en surf'ace des cristaux attirent les mol6cules de HrO, ce qui forme

des bulles d'hydratation et permet I'6change d'ions avec le fluide extracellulaire. La

composante organique principale de I'os est Ie collagdne de type I. En efl'et, i l constitue

de 80 d 90 % des composantes organiques de I'os. Il est form6 en large regroupement de

fibrilles (entre 50 et 70 nm de diamdtre) et est hautement cross-linked pour emp6cher

qu'il soit facilement extrait.
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Les os sont classifi6s selon leurs fbrmes. On retrouve les os longs, les os courts,

les os plats, les os irr6guliers et les os s6samoides. Lorsque I'on regarde la structure

d'un os long, on remarque deux difl '6rentes structures de I'os (figure 2.4).La structure

compacte sur Ia surf'ace ext6rieure de I'os est appelde I'os compact tandis que la r6gion

poreuse au centre de l'os, entourant Ia cavit6 contenant la moelle osseuse, est appelde

I'os spongieux. Il existe deux types d'os, l 'os primaire et I'os secondaire. L'os primaire

est pr6sent lors de la fbrmation de I'os, durant Ie d6veloppement foetal et Ia r6paration

des os. La structure est abondante en ost6ocytes ainsi qu'en regroupements irr6guliers

de fibres de collagdne et Ia quantit6 de min6raux est moins abondante que dans l'os

secondaire. L'os secondaire est composd de lamelles osseuses dispos6es de manidre

paralldle I'une d l'autre ou concentrique. Les fibres de collagdne sont arrang6es pour

qu'elles soient paralldles les unes aux autres d, I' int6rieur des lamelles. De plus, la

structure est plus calcifi6e, ce qui Ia rend plus solide que I'os primaire.

2.5.L Art iculat ion de l 'os

Les articulations sont classifi6es selon Ie degr6 de mouvement disponible entre les os

du joint. Les articulations oi Ie mouvement est trds minime sont appel6es synarthroses

tandis que celles dont le mouvement est relativement grand (comme l'articulation

du genou) sont classifi6es comme 6tant une articulation diarthrose. La plupart des

articulations situ6es aux extr6mit6s des os sont diarthroses (voire figure 2.5). Ces

dernidres sont recouvertes d'une couche de cartilage hyalin (cartilage articulaire).

Habituellement, des ligaments maintiennent le contact entre les os de I'articulation

et celui-ci est scell6 avec une capsule d'articulation.

2.6 Ost6o-arthrite

L'ost6o-arthrite est laforme laplus commune de I'arthrite [50]. EIle regroupe plu-

sieurs maladies distinctes dont les symptdmes du point de vue biologique, morpho-

logique et clinique sont semblables. La maladie n'afl'ecte pas seulement Ie cartilage,

mais I'articulation entidre, incluant I'os sous-chondral, les ligaments, Ia membrane
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Figure 2.4 � Illustration de l'os montrant l'os compact et l'os spongieux [49].
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Figure 2.5 � Schéma d'un articulation diarthrose entre deux os. [49]

synoviale et les muscles péri-articulaires [51]. Ultimement, il y a dégénération du

cartilage articulaire se traduisant par la �brillation du collagène, des �ssures, des ul-

cérations et la perte complète de l'épaisseur de la surface articulaire. L'ostéo-arthrite

est le résultat d'évènements mécaniques et biologiques qui déstabilisent l'équilibre de

la dégradation et de la synthèse des chondrocytes, de la matrice extracellulaire du

cartilage articulaire et de l'os sous-chondral. Bien qu'elle puisse être initiée par plu-

sieurs facteurs, que ce soit génétique, développemental, métabolique et traumatique,

l'ostéo-arthrite implique tous les tissus de l'articulations diarthrose. L'ostéo-arthrite

se manifeste par des changements morphologiques, biochimiques, moléculaires et bio-

mécaniques dans la matrice et les cellules, ce qui mène à l'"adoucissage", la �brillation,

l'ulcération, la perte de cartilage articulaire, la sclérose et l'éburnation de l'os sous-

chondral, des ostéophytes et des kystes sous-chondral. Losrqu'elle est cliniquement

visible, l'ostéo-arthrite est caractérisée par des douleurs au niveau des articulations,

des endolorissements, une limitation des mouvements, des crépitations, des épanche-

ments occasionnels et des in�ammations à di�érents degrés sans e�et systémique.
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2.6.I Stade pr6coce de I'ost6o-arthrite

L'ost6o-arthrite est principalement diagnostiqu6e cliniquement grAce A I'historique

du patient, par I' imagerie d rayons X et des douleurs [52]. Etant donn6 que ces ca-

ract6ristiques apparaissent seulement d un stade avanc6 de I'ost6o-arthrite, peu de

choses sont connues sur les 6vdnements se produisant au d6but de la maladie. Ainsi,

plusieurs des recherches r6centes se sont concentr6es sur les 6vdnements se produisant

au d6but de la progression de Ia maladie. Les 6tudes ont d6montr6 que Ia totalit6 du

cartilage est touch6e lorsque I'articulation est affect6e par I'ost6o-arthrite et non seule-

ment des r6gions localis6es. Il a en eff'et 6t6 d6montr6 que des 6chantillons ayant une

I6gdre fibrillation de la surface montrent des changements mOtaboliques similaires A

ceux pr6sents dans une section de cartilage d'apparence normale dans une articulation

gravement aff'ect6e par I'ost6o-arthrite, indiquant que les changements biochimiques

sont pr6sents dans la totalit6 de I'articulation [52].

Un des 6vdnements clairement identifiable dans le d6veloppement de I'ost6o-ar-

thrite est I'augmentation du volume (gonflement) du tissu. Ceci est possible si les

propri6t6s de r6sistance de l'arrangement ultrastructural de collagdne sont af{'ect6es,

empOchant ce dernier de r6sister d, Ia pression cr66e par les propri6t6s osmotiques des

aggr6cans. Ceci explique que les 6vdnements prdcoces d I'ost6o-arthrite impliquent

des processus influant sur I'arrangement ultrastructural de collagdne, mais pas n6-

cessairement sur la structure des fibrilles de collagdne. Egalement, il a 6t6 d6montr6

qu'il y a perte de prot6oglycans dans Ie tissu d un stade pr6coce de Ia maladie pour

Otre remplac6s par des chondrocytes (cellules du tissu cartilagineux) dans le but de

maintenir I' int6grit6 tissulaire.

16



Chapitre 3

Optique non-lin6arre

3.1 Microscopie optique non-lin6aire

Dans la plupart des interactions entre la lumidre et la matidre, la polarisation

induite dans le mat6riau est lin6airement proportionnelle d la composante 6lectrique

du champ 6lectromagn6tique de la lumidre. Toutefois, lorsque I'intensit6 appliqu6e

est suffisamment intense, soit une composante 6lectrique 6lev6e, cette approximation

n'est plus valide et il faut consid6rer la polarisation en utilisant une expansion en

s6rie de puissance de la fbrce du champ 6lectrique appliqu6 E 1Se1. La polarisation du

milieu peut donc Otre exprim6e comme suit :

p :  X0)  .  E + y@, E.  E iy { :D: . f i .  E.  E (3 .1 )

Les lasers ont permis I'obtention de champs 6lectromagn6tiques suffisamment in-

tenses pour permettre l'observation d'eff'ets non-lin6aires. La GSH fut d'abord obser-

v6e en 1961 par Franken et al., soit un ans aprds la d6couverte du laser d rubis [54],

et depuis, la possibilit6 d'util iser cet eff'et non-lin6aire pour imager les mat6riaux

f'ut 6galement d6montr6e [55]. Plus tard, il fut d6montr6 qu'il est possible d'obtenir

un contraste d'imagerie du signal GSH dans les tissus biologiques [56], ce qui ou-

vra Ia porte au d6veloppement de techniques de microscopie optique non-lin6aire. La

microscopie d g6n6ration de seconde harmonique (GSH), la microscopie CARS ("Co-
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Figure 3.1 � Localisation de la �uorescence. (a) Signal émis par la �uorescence à un
photon. (b) Signal émis par la �uorescence à deux photons, un processus non-linéaire
de la conversion de la lumière [30].

herent Anti-Stokes Raman Scattering") et la microscopie à génération de troisième

harmonique (GTH) sont parmi les plus utilisées. Ces trois techniques de microscopie

utilisent des lasers pulsés dont la durée des impulsions va de l'ordre de la centaine de

femtosecondes à quelques picosecondes. Ceux-ci permettent d'obtenir une puissance

crête su�samment élevée pour la génération d'e�ets non-linéaires tout en gardant une

puissance moyenne basse, ce qui prévient l'endommagement des tissus biologiques via

des e�ets thermiques [57].

Contrairement à plusieurs techniques de microscopie à balayage laser tel que la mi-

croscopie à �uorescence à un photon, la microscopie optique non-linéaire o�re une très

bonne résolution. En e�et, étant donné la grande puissance nécessaire pour produire

les e�ets non-linéaires, ceux-ci sont générés seulement au plan focal de l'objectif, là où

l'intensité est la plus élevée (voire �gure 3.1b). Toutefois, dans le cas de la �uorescence

à un photon, le signal est généré sur toute l'épaisseur de l'échantillon, produisant ainsi

beaucoup de signal provenant d'éléments à l'extérieur du plan focal (voir �gure 3.1a)

et diminuant ainsi le contraste de l'image. De plus, le signal produit par la plupart des

techniques de microscopie optique non-linéaire provient d'une propriété intrinsèque

du matériau, son utilisation ne nécessite donc pas de marquage ou de coloration pour

obtenir un contraste d'imagerie, rendant possible son utilisation in vivo.
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3.1.1 Microscopie 5 G6n6ration de Seconde Harmonique

La g6n6ration de seconde harmonique (GSH) est un processus non-lin6aire se pro-

duisant seulement dans des milieux non centrosym6triques [5a]. Pour cette technique

de microscopie, un laser d impulsion de fi6quence centrale z est focalis6 dans un 6chan-

til lon et I' interaction non-lin6aire r6sulte en la g6n6ration de photons dont la fr6quence

est le double de la fr6quence laser (22), soit Ia moiti6 de la longueur d'onde, comme le

montre le diagramme de Jablonski d la figure 3.2(a). Etant donn6 que la g6n6ration

de seconde harmonique n'implique pas d'absorption d'6nergie (si I' intensitd n'est pas

trop 6lev6e), il ne se produit pas de dommages thermiques ou de photoblanchiment si

la longueur d'onde du faisceau pompe est A I'ext6rieur de la bande d'absorption [58].

Il est trds facile de discriminer le signal de seconde harmonique du faisceau pompe

ou d'un signal d'autofluorescence puisqu'il possdde une longueur d'onde qui est exac-

tement la moiti6 de Ia longueur d'onde du f'aisceau pompe. La microscopie GSH ne

peut 6tre utilis6e que dans un milieu ne poss6dant pas de centre d'inverision, permet-

tant son utilisation pour imager des milieux non centrosym6triques, des interfaces ou

des environnements dont Ia non centrosym6tricit6 a 6t6 induite par un champ 6lec-

trique [SS]. Cette condition A la production du signal peut Otre un avantage puisqu'il

permet de cibler un 6l6ment de l'6chantillon 6tudi6 tel que Ie collagdne, comme il peut

6tre un d6savantage en rendant son utilisation peu versatile.

3.1.2 Microscopie d, G6n6ration de Thoisidme Harmonique

La g6n6ration de troisidme harmonique (GTH) est un processus non-lin6aire otr

le f'aisceau pompe, de fr6quence z, gdndre un signal coh6rent d'une fr6quence 3z [59]

(voir figure 3.2(c)). Tout comme Ia g6n6ration de seconde harmonique, ce processus

n'implique pas d'absorption de photons et donc pas de photoblanchiement associ6 A

une exposition trop prolong6e. Toutefois, contrairement A la GSH, un milieu non cen-

trosym6trique n'est pas n6cessaire pour obtenir un signal. Le signal de troisidme har-

monique peut 6tre obtenu A partir d'interf'aces et de particules dont la taille avoisine

Ia grosseur de la tache fbcale [60]. La microscopie GTH est d'ailleurs principalement
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Figure 3.2 � Diagramme de Jabloski (a) de la GSH (b) de la génération de signal
CARS et (c) de la GTH.

utilisée pour imager les corps gras tel que les membranes cellulaires [60, 61] ainsi que

les neurones et les structures sous-cellulaires [62].

3.1.3 Microscopie CARS

La microscopie CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) est un processus

optique non-linéaire résonant du troisième ordre χ(3) qui permet l'imagerie avec un

contraste spectroscopique basé sur l'e�et Raman. Dans ce processus, deux faisceaux

laser de fréquence νp et νS génèrent un signal de fréquence 2νp−νS. Le milieu est com-

posé de molécules ayant une fréquence vibrationnel Ω observée dans le spectre Raman

de telle sorte que νp − νS = Ω. Ainsi, en stimulant le mode vibrationnel de la molé-

cule à la fréquence de Raman Ω, il est possible d'obtenir un signal Anti-Stokes à une

fréquence νCARS = 2νp − νS (�gure 3.2(b)) générée seulement par une molécule spé-

ci�que, créant le contraste d'imagerie [63]. Un des avantages de la microscopie CARS

est qu'il ne requiert pas d'agents �uorescents, qui sont sujets au photoblanchiment,

étant donné que le contraste vibrationnel Raman est inhérent à l'espèce moléculaire

présent dans la structure biologique imagée [64]. De plus, la microscopie CARS est
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un processus coh6rent et oflre donc une meilleure sensibilit6 que le processus Raman

spontan6. Etant donn6 que le signal CARS provient d'un processus non-lin6aire, il

affiche une fbrte d6pendance d I'intensit6 et le signal est g6n6r6 seulement dans le

volume focal du f'aisceau laser, permettant d'imager des sections d'6chantillons 6pais

et d'obtenir des images en trois dimensions de haute r6solution (tout comme Ia GSH

et la GTH d'ailleurs). Egalement, il peut offrir une grande s6lectivit6 chimique 6tant

donn6 qu'il est possible de changer le mode Raman A, imager en modifiant la longueur

d'onde du faisceau pompe ou Stokes. Finalement, Ie signal CARS peut Otre d6tect6

en pr6sence de signal d'autofluorescence puisque la fr6quence du signal CARS est

trds bien d6finie. Toutefbis, la probl6matique majeure avec la microscopie CARS est

la contribution non-r6sonnante du signal qui peut diminuer le contraste d'imagerie.

Ce dernier provient de deux sources) Ia contribution 6lectronique non r6sonnante qui

est pr6sente mOme lorsque Ies conditions de r6sonance Raman ne sont pas rencon-

tr6es et la contribution 6lectronique et Raman du milieu environnant. Pour ce type

de microscopie, il est pr6f6rable d'util iser des impulsions picosecondes plut6t que des

impulsions femtosecondes puisqu'il permet d'obtenir un meilleur ratio de signal sur

bruit en ayant une largeur spectrale 6quivalente d celle d'un mode vibrationnel de Ra-

man. La popularit6 de ce type de microscopie ne cesse d'augmenter depuis plusieurs

ann6es [65-701 et les principales applications biologiques pour laquelle il est utilis6 est

I'imagerie de la my6line [71, 721et des cellules [65, 68, 69, 731. Ceux-ci offrent en effet

un bon contraste d'imagerie 6tant donn6 la pr6sence de liens C-H qui produit un fort

signal CARS.

3.2 G6n6ration de Seconde Harmonique (GSH)

3.2.I  Introduction

La g6n6ration de seconde harmonique est un processus optique non-lin6aire qui

se produit lorsqu'un champ 6lectromagn6tique suffisamment intense interagit avec un

milieu non centrosym6trique poss6dant une susceptibilite non-lin6aire yl2) f7al. Il y
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a ainsi une modification des propri6t6s optiques du mat6riau et il y a conversion de

deux photons en un seul photon ayant le double de Ia fr6quence originale.

Lorsqu'un mat6riau est soumis d, un champ 6lectrique intense, la polarisation in-

duite peut €tre d6crite par l'6quation 3.1 oi X(1) est la susceptibilit6 lin6aire et y(2)

et 1(s) sont respectivement la susceptibilit6 optique non-lin6aire du second et troi-

sidme ordre. Par mesure de simplicit6, nous posons F@ft): y(z)9211) et F{3)1t; :

X@83(t). La composante 6lectrique du faisceau laser peut 6tre repr6sent6e comme

EQ) :Ee - i ' t +c . c . (3 2)

et si la susceptibilit6 optique non-lin6aire X(2) ..1 non nulle, on retrouve une polari

sation induite donn6e par

P(2) Q) : y(z) fiz 111 : 2ro\Q) EE. + (eoy(z) 92"-i'2ut + c.c) . (3.3)

On remarque que cette dernidre 6quation contient un terme ind6pendant de la fr6-

quence (la rectification optique) ainsi qu'un terme apportant une contribution d une

fr6quence 2w (la contribution non-lin6aire). Ainsi, ce second terme peut mener A, la

g6n6ration de radiation dont la fi6quence est le double de la fr6quence d'origine.

Comme le montre les figures 3.2(a) et 3.3, lors de la g6n6ration de seconde harmo-

nique, deux photons de fr6quence ar sont annihil6s et un photon de fr6quence 2a esl

cr66 simultan6ment.

3.2.2 Oscillateur anharmonique

Le processus de g6n6ration de seconde harmonique se produit seulement dans des

milieux non centrosym6triques. En effet, si I 'on repr6sente la position d'un 6lectron

dans le moddle de Lorentz comme suit :

i + z1i + alr t aft2 : -eEQ) lm
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FIcuRn 3.3 - G6om6trie de la seconde harmonique. Un faisceau de fr6quence 0r passe
A travers un milieu poss6dant une susceptibilite non-lin6aire yQ) et le faisceau de
fr6quence a,, ainsi qu'un faisceau ayant Ie double de la fr6quence (2u) en ressort. [74]

ori e(t) est Ie champ 6lectrique appliqu6 sur un 6lectron de charge -e. Ainsi, dans

cette 6quation, nous avons la fbrce d'amortissement qui est donn6e par -2m1r el Ia

force de rappel est donn6e par

;  t -  - 2
f  rappel  :  

- ITaOX -  mo-f- (3 5)

L'6nergie potentielle correspondante d cette fbrce de rappel est donn6 par :

(3 .6 )

Ce potentiel d'6nergie correspond A la parabole pr6sente A Ia figure 3.4. Le premier

terme du potentiel correspond au potentiel harmonique (forme de parabole) tandis

que le second terme correspond d Ia correction anharmonique. Ce potentiel correspond

A celui d'un milieu non centrosym6trique en raison de I'absence d'un centre d'inversion

p a r  r a p p o r t  d  r : 0 .

Si I'on considdre le champ 6lectrique de la fbrme :

E1t\ : E1e-iurt I E2e-i'zt I c.c. (3.7)

aucune solution g6n6rale de I'6quation 3.4 n'est connue pour un champ 6lectrique de

cette fbrme. Toutefois, en utilisant une proc6dure semblable d Ia th6orie de pertur-

(l (*): - 
f 

t,"oo.,d,r:|^4n" +!^ort
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Frcunp 3.4 - Fonction du potentiel d'6nergie pour un milieu non centrosym6-
trique. [74]

bation Rayleigh-Schrodinger en m6canique quantique, il est possible d'obtenir une

solution. En effet, en appliquant cette m6thode, on retrouve les 6quations du mouve-

ment pour Ies diff6rentes contributions (du premier au troisidme ordre) :

La contribution de la polarisation lin6aire correspondant A, Ia solution est donn6e

par :

i@ +211G) iwf i r@: - "81t11*

iQ) + 21rt@ -l w2orQ) + a [Z(1)]2 : g

r@ +21r t (3)  iu f ; r@ a2oi (J) iQ) :g

p( t )@) :  €ox( l )  @)E(u) :  -1gsa0Q,1)

tandis que la susceptibilit6 lin6aire correspondante est donn6e par

t t \ /  ,  l y ' ( r t l ^ ' )
\  \ w r l  -  

c o D ( u 1 )  
.

Dans Ie cas de la g6n6ration de seconde harmonique, la polarisation

(3 8)

(3.e)

(3.10)

(3 .11 )

(3 .12)

non-lin6aire
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oscillant A une fi6quence 2wy est donn6e par

p(z) (2a) :  €oX(2) (2w1,a1,u) E(2w)2 :  - I ' {er(z) (2ur)

ce qui nous donne la susceptibilit6 non-lin6aire suivante

xQ) (2rr, . , r ,at)  :  
f f i r , t (zrr)  [ r , t , i r r)J ' .

Frow"l : -m"oi -t mbis

Le potentiel associ6 est le suivant :

On voit ainsi qu'il est possible d'obtenir une susceptibilit6 non-lin6aire du second

ordre du champ 6lectrique appliqu6 contribuant A, Ia polarisation dans un milieu non

centrosym6trique.

Toutefois, si I'on refait le mOme exercice dans un milieu centrosym6trique, on

retrouve Ia force de rappel suivante

(3 .13)

(3 .14 )

(3 .15 )

f  -  I  , - ,  1
t / ( i )  : - l F , "o r rd i - rmw\ t ' - nmbra .  ( 3 .16 )

qui est un potentiel sym6trique comme pr6sent6 A la figure 3.5. En appliquant un

champ de la fbrme

Eft) : E1e-i'tt I E2e-i'zt I Ese-i'st I c.c. (3 .17 )

sur des 6lectrons dont Ie d6placement A partir de l'6quilibre est donn6 par

i  + z1i + u2or - b(t .t)r : -eE Q) I m (3 .18)

on peut trouver une solution en appliquant la m6thode Rayleigh-Schrodinger comme

dans le cas d'un milieu non-centrosym6trique. Avec cette m6thode, on retrouve les
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FIcuRp 3.5 - Fonction du potentiel d'6nergie pour un milieu centrosym6trique. [74]

dquations du d6placement pr6sent6es comme suit :

i@ +2yQ i uf ir \  :  -"EQ)l^.

i@ +21V@ +wf i r@:g.

i (3) + 21t@ * uf;r@ - b (r{r). 7(t)) r(1) : 0.

(3 .1e)

(3.20)

(3 .21)

Etant donn6 que Ie d6placement du second ordre d6crit par l '6quation 3.20 est amorti,

mais pas entraind, la solution en r6gime permanent disparait. Ainsi,

i Q )  : 0 (3.22)

et il ne peut y avoir de g6n6ration de seconde harmonique dans un milieu centrosy-

m6trique.

3.2.3 Description de la g6n6ration de seconde harmonique en

utilisant les 6quations d'ondes

Pour ddcrire le processus de seconde harmonique utilisant les 6quations d'onde,

nous allons supposer que le milieu est sans perte d la fr6quence fondamentale c,,r1 et
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d la fr6quence de seconde harmonique 0)2:2u11751. Avec le champ 6lectrique total

donn6 par

E(2, t) :  Er(2, t) + E2(2, t)

Et1t ,  t )  -  A i (z)e ik jz  
" - ia i t  

*  c .c .

or)

ki : niwif c

n . ,  :  l l t t lw  l ) t t2  .

L'6quation d'onde est donnde par

o'Ei  _ert)@i)o2Ei _ |  o '  b.
Ar ' -  e  AP 

-  
, * ' 67" i

dont ob6issent toutes les composantes de fr6quences du champ 6lectrique.

La polarisation non-lin6aire est repr6sent6e par :

(3.23)

(3.24)

(3.25)

(3.26)

(3.27)

P*"  ( r , t )  :  Pr ( r , t )  +  P" (z , t ) (3.28)

PiQ, t )  :  P : (z )e- " ' t t  I  c .c .  (3 '29)

avec j : L,2. Les expressions de l'amplitude de la polarisation du f'aisceau pompe et

de la seconde harmonique sont donn6es respectivement par

P1(z) : 4esd"sE2Ui : 4eod"rAzAisi(kz-kr)z (3.30)

et

P2(z) : 2esd"s El : 2rod"nA?e'ok"

En substituant les 6quations 3.30 et 3.31 dans l'6quation

6quations d'amplitude coupl6es pour la g6n6ration de

(3 .31)

d'onde 3.27 et en d6rivant

somme de fr6quences, onIes
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obtient :

et

ou

L,k :2h -  k2.  (3 .34)

Par mesure de simplicit6, nous exprimons I'amplitude du champ (qui est complexe

et varie lentement) comme suit :

'#o"ole-t'Lxz

: .  . 2  sLw2usff t2 - iLkz
-  A , P

K2c'

^,: (#**)' ' '  u,"or,

et
/  |  \ t / z

or: 
l r^*) 

u2eio'

avec l' intensit6 totale des deux ondes qui est donn6e par :

r:(4+)'/'

dAt- :
d,z

dAz
dz

(3.32)

(3.33)

(3.35)

(3.36)

I :  I t l  I z

dont chaque terme d'intensit6 est donn6 par :

(3.37)

I i  :2n iescViS (3 38)

Etant donn6 que I'intensit6 du champ ne varie pas avec la propagation, I'amplitude

des champs normalis6 ul et u2 est d6finie de tel sorte que ul+ulest 6galement conserv6

et satisfait la relation

u l ] r )2  - t  u2(z )2  :1

Nous introduisons le paramdtre de la distance normalis6e C: zll oi

(3.3e)
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la phase relative des champs interagissants

0 :26t - 6z - l  A'kz

et le paramdtre d'accord de phase normalis6

(3.41)

As:  Ak l .  (3 .42)

En substituant les quantit6s ui, di, ( et As introduites pr6c6demment dans les

6quations (3.32) et (3.33), nous obtenons, aprds plusieurs r6ductions, les 6quations

coupl6es des trois quantit6s r6elles u1, u2 et 0 :

du t
- - - : - : -  :  UtUlSI I ] .U.

t \

duz t
) r  

:  -uTSlnA)
(r\

d0  cosd  d
i : As - -; (In u2ru2) .
dc sln t d(

ftn @?u,cos d) : s.

(3.43)

(3.44)

(3.45)

Par mesure de simplicit6, nous assumons un accord de phase parfait, c'est-d-dire que

Ak : As : 0. Nous pouvons donc r66crire l'6quation pr6c6dente comme suit :

(3.46)

Etant donn6 que ln (ulu2cosd) est une quantit6 constante, que nous d6finirons comme

f, Ia solution A l'6quation pr6c6dente est donn6e par

u2ru2cos? :  l . / t  A n \
\ r . + ,  /

f est ind6pendant de la distance de propagation ( et ainsi est d6termin6 seulement

par les valeurs connues de 21, uz et 0 A I'entr6e du milieu non-lin6aire.

En utilisant I'6quation pr6c6dente et l '6quation (3.39), nous pouvons d6coupler les
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u, (fundamental)

\ u- (second harmonic)

nonnalized propagation distancc, C = z I t

FrcuRp 3.6 - Variation spatiale de I'amplitude du champ de I'onde
de sa seconde harmonique dans Ie cas d'un accord de phase parfait d,
frontidre u2(0) : 0 [75].

6quations (3.43) d (3.45). Ainsi, l'6quation (3.44) devient

44 :  +2 ln  t t ' 2  o  ^ ' l t / 2
d (  L .  

-  u i )  u i -  I ' l

uz(e) :  tanh(

tandis que la solution pour l 'onde fondamentale est donn6e par

Io

A

U

q)
N

6

tr
t r 0

(3 .48)

Ceci est I'6quation de I'amplitude du champ de Ia seconde harmonique. La solution

d6pend des conditions initiales.

Si I'on prend par exemple les conditions initiales of il n'y a pas de lumidre de se-

conde harmonique incidente (zr(0) :1et u2(0) :0),  on obt ient lasolut ion suivante:

fondamental et
la condition de

(3.4e)

ut'(e) : sech ( (3 .50)

Ce qui nous donne les courbes pr6sent6es d la figure 3.6. Toutefois, en microscopie

optique non-lin6aire, trds peu de signal de seconde harmonique est produit et on peut

consid6rer eue u1 reste constant lors de la propagation dans Ie tissus biologique.
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3.2.4 Accord de phase

L'accord de phase est un paramdtre essentiel d Ia g6n6ration de la seconde har-

monique. En effet, lorsqu'il ), a g6n6ration de signal de seconde harmonique dans Ie

volume focale, s'il n'y a pas un accord entre la phase des ondes 6lectromagn6tiques

g6n6r6es, il se produit de l' interf6rence destructive entre ceux-ci et aucun signal n'est

g6n6r6. Dans Ie cas de la g6n6ration de seconde harmonique, l 'accord de phase est

donn6 par

L .k :2h  -  k2 (3 .51 )

et I'intensit6 du signal produit, en utilisant I'approximation of I'intensit6 du f'aisceau

Iaser reste constant, est donnde par

(3.52)

Si une condition d'accord de phase parfbite est rencontr6e (Ak : 0), le signal qui

peut Otre produit est maximum. Toutefbis, si ce n'est pas Ie cas, il y a d6croissance

rapide de I'intensit6 du signal maximum qui peut 6tre produit (voire figure 3.7).

Egalement, 6tant donn6 que Ie l' indice de r6fiaction d'un milieu d6pend de Ia longueur

d'onde du faisceau laser, pour que l'accord de phase soit parfait, i l est n6cessaire de

satisfaire la condition suivante

2ntwt _ D2u2

C C

Toutefbis, Ia conservation de I'6nergie dicte que

(3.53)

o . _zwI -  w21 (3 .54)

r, : 1 f,^ o') 
l"i\*|!ri !il'

ce qui ne peut €tre satisfait en

tion 3.53. En eff'et, dans le cas de

m6me temps que la condition pr6sent6e d l'6qua-

la seconde harmonique, ceci n6cessiterais que

n(u1) :  n(2u1)
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FIcuRn 3.7 - Graphique repr6sentant I'accord de phase des vecteurs d'onde dans le
cas de Ia g6n6ration de seconde harmonique. [75]

ce qui n'est pas possible puisque n(o) change avec c,.'. Dans les tissus biologiques, il

est presque impossible d'obtenir un accord de phase parfait 6tant donn6 les condi-

tions sp6cifiques pour I'obtenir. Toutefbis, pour des applications of Ia g6n6ration du

maximum de signal de seconde harmonique est requise) un accord de phase parfait

peut 6tre g6n6r6 en utilisant des cristaux bir6fringents.

En consid6rant le cas of Lk : 0, d, mesure qu'un faisceau se propage d, travers

un milieu non centrosym6trique, l'amplitude du signal augmente lin6airement avec

z et, en cons6quence, l ' intensit6 augmente quadratiquement avec z. D'un point de

vue microscopique, lorsque la condition d'accord de phase parfait est satisf'aite, les

dipOles atomiques individuels qui constituent Ie mat6riau sont orient6s ad6quatement

pour que les champs 6mis par les dipOles soient additionn6s de manidre coh6rente

dans Ia direction de la propagation du faisceau laser. La puissance du signal 6mis est

donc proportionnelle au carr6 du nombre d'atome. Si la condition d'accord de phase

parfait n'est pas satisfaite, l '6mission de signal est moins 6lev6e. Cette diminution

du signal est proportionnelle A sinc2 (LkLl2) qui est repr6sent6e graphiquement A

la figure 3.7 or) L est Ia distance dans Ie milieu oi il y a g6n6ration de seconde

harmonique. Ainsi, on voit que l'eflicacit6 de Ia g6n6ration de seconde harmonique

3n
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diminue lorsque l\kl L augmente. Lorsque tr est plus grand qu'approximativement

TlLk,le champ 6lectromagn6tique de seconde harmonique produit devient d6phas6

par rapport d, celui du faisceau pompe et il se produit de l' interf6rence destructive.

Pour cette raison, la longueur pour lequel l 'accord de phase est toujours valable dans

un milieu uniforme, appel6e longueur de coh6rence, est d6finie par

L " o h : 2 l L k ' (3 .56)

Donc, dans le cas of le signal est produit sur un distance plus grande que la longueur

de coh6rence, il y a interf'6rence destructive et le signal g6n6r6 est faible. Toutefois,

si Ie signal est g6n6r6 sur une plus petite distance que la longueur de coh6rence, les

champs dlectromagn6tiques g6n6r6s seront additionn6s de manidre constructive sur

toute la longueur mais I' intensit6 maximale de seconde harmonique qui puisse 6tre

produit ne sera pas atteinte.

3.2.5 G6n6ration de seconde harmonique dans les fibril les de

collagdne

La polarisation induite par un champ 6lectrique E est donn6e par l'6quation 3.1

oi X(1) est la polarisabilit6 de la matrice et yQ) et 1(s) sont les matrices d'hyperpola-

risabilit6 du premier et du second ordre. En assumant une sym6trie cylindrique et de

Kleinmann [74], l'hyperpolarisabilit6 de premier ordre se r6duit d, deux 6l6ments qui

sont repr6sent6s comme suit :

P2,,a : xL')o E'",0 + xl')" nl,,

P2.,": Xf,'),8,,,8,,o

(3 .57)

(3.58)

oi 8,,, et E,,o sont les champs 6lectriques fondamentales polaris6s dans la direction

r et y respectivement (La direction z 6tant Ia direction de propagation du champ

6lectrique) [26].

Ainsi, un f'aisceau laser polaris6 lin6airement selon un angle O par rapport d l'axe



de la fibrille produit un signal de seconde harmonique dont l ' intensit6 est donn6e par :

Is(o) : I, lQ cos2o + sin2 o] 2

1"(O) : 1o fsin 20]2

(3.5e)

(3.60)

or) 1o est I'intensit6 totale mesur6e avec un faisceau polarisd perpendiculairement et le

ratio / : (rf)rl*L?,) est une mesure de I'efl'et de la polarisation axiale de la fibrille.
\ /

L'angle entre l'orientation de Ia polarisation du faisceau laser et I'axe de la fi-

brille d6termine l'intensit6 du signal produit. Lorsque la direction de propagation du

f'aisceau laser incident est paralldle A I'axe de la fibrille, aucun signal de seconde har-

monique n'est g6n6r6, peu importe la polarisation [28]. Ceci est caus6 par la sym6trie

cylindrique de la fibrille (C*) qui, Ie long des fibrilles, cr6e un arrangement centrosy-

m6trique d l'6chelle du volume focale pour toutes polarisations. Toutefois, toute autre

orientation du f'aisceau laser cr6e un arrangement non centrosym6trique qui produit

un signal de seconde harmonique. Lorsque Ia polarisation du faisceau laser est paral-

Idle d I'axe des fibrilles, le signal GSH produit est maximum et lorsque la polarisation

du faisceau laser est perpendiculaire A I'axe de la fibrille, le signal est plus faible [26].

q )
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Chapitre 4

Montage exp6rimental

4.1 Source laser

Pour eff'ectuer les exp6riences, un laser d impulsion Titane :Saphir (Tsunami, Spec-

tra Physics, Santa Clara, USA) qui peut g6n6rer des impulsions d'environ 150 femto-

secondes avec un taux de r6p6tition d'environ 80 N{Hz a 6t6 utilis6. Pour les besoins

de I'exp6rience, Ia longueur d'onde centrale du faisceau laser est ajust6e d 810 nm. A

la sortie du laser, une lame demi-onde et un prisme de Glan-Thompson sont util is6s

pour ajuster la puissance d, environ 50 mW. Cette puissance permet d'obtenir suffisa-

ment de signal de seconde harmonique sans toutefbis endommager l'6chantillon. Pour

augmenter Ia r6solution spatiale du microscope, Ia taille du point focale doit 6tre mi-

nimis6e par I'util isation de toute l'ouverture num6rique de I'objectif du microscope.

Pour ce faire, le diamdtre du faisceau laser est augment6 en utilisant deux lentilles

(f u-60 mm et f rz:775 mm) s6par6es de 235 mm. Devant l 'entr6e du microscope,

une lame demi-onde est install6e pour changer l'angle de la polarisation du faisceau

laser qui est focalis6 sur l '6chantillon et permettre ainsi de faire des mesures de signal

GSH en fonction de Ia polarisation. Egalement, un compensateur de Berek est install6

aprds Ia lame demi-onde pour corriger I'ellipticit6 induite par le miroir dichroique qui

se trouve d l' int6rieur du microscope. En effet, lorsque la polarisation n'est pas ver-

ticale ou horizontale, cette polarisation lin6aire devient elliptique par son passage d

travers le miroir dichroique du microscope, une composante optique dont la fbnction



Figure 4.1 � Schéma du montage expérimental utilisé pour les expériences. H : Lame
demi-onde ; P : Prisme de Glan ; L : Lentille ; G : Miroirs Galvanométriques ; D : Miroir
dichroïque ; O : Objectif ; S : Échantillon ; C : Condenseur ; f : Filtre ; PMT : Tube
Photomultiplicateur ; B : Compensateur de Berek.

est de transmettre les longueurs d'onde du laser et de ré�échir ceux de la seconde

harmonique. Un schéma du montage est présenté à la �gure 4.1.

4.2 Microscope

Pour acquérir les images, nous utilisons un microscope à balayage (Till Photonics

GmbH, Munich, Germany) utilisant un système de miroirs galvanométriques pour

balayer le faisceau laser sur l'échantillon. Pour focaliser le faisceau laser sur l'échan-

tillon, un objectif de microscope Olympus UplanSApo 20X à immersion à air, avec

une ouverture numérique de 0,75 est utilisé pour faire l'acquisition des images dans

les sections transversales de genoux et les échantillons épais de cartilage sont imagés

avec un objectif 40X à immersion à l'eau ayant une ouverture numérique de 1,15. La

hauteur de l'objectif par rapport à l'échantillon est contrôlée par un moteur méca-

nique et piezoélectrique et une platine de translation permet de déplacer l'échantillon

dans le plan XY. Le signal généré dans la direction forward (même direction que

la direction de propagation du faisceau laser) est collecté avec un condenseur (IX2-
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LWUCD, Olympus, Japan) poss6dant une ouverture num6rique de 0,55. Egalement,

pour des mesures oil le ratio du signal forrvard et backward est important, un objectif

40X ayant une ouverture num6rique de 0,80 (Olympus, Japan) est utilis6 pour col-

lecter le signal de GSH. Deux filtres (SENtIRock, Rochester, NY, USA) sont utilis6s

pour filtrer le signal, le premier est un filtre d large bande pour bloquer le f'aisceau

pompe de longueur d'onde de 810 nm, et Ie second est d bande 6troite pour trans-

mettre seulement les longueurs d'onde dans I'intervalle de 405 + 10 nm. Le signal est

d6tect6 par un tube photomultiplicateur (PMT). Pour ce qui est de la collection du

signal dans la direction backrvard (direction oppos6e d Ia direction de propagation

de laisceau laser), I'objectif utilisd pour fbcaliser l'6chantillon est 6galement utilis6

pour collecter le signal. Ce dernier est ensuite s6par6 du f'aisceau pompe A, I'aide d'un

miroir dichroique qui transmet Ia lumidre A une longueur d'onde autour de 810 nm et

r6fl6chit celle autour de 405 nm. Finalement, le mOme filtre A bande 6troite que celui

utilis6 dans la direction forrvard est utilis6 pour laisser passer seulement le signal de

seconde harmonique et celui-ci est d6tect6 d I'aide d'un tube photomultiplicateur. La

r6solution du microscope d6pend de la r6solution de la tache focale du faisceau laser.

Celui-ci est de I'ordre de la longueur d'onde du laser.

4.3 Ellipticit6 du faisceau laser

4.3.1 Sans miroirs dichroiques

Comme mentionn6 d, la section pr6c6dente, Iors des mesures of il est n6cessaire

de changer I'angle de la polarisation du f'aisceau laser pour observer la variation du

signal, il est important de v6rifier que le passage du faisceau laser A trarrers les op-

tiques du microscope n'induit pas d'ellipticit6. Pour ce faire, la puissance du laser d

I'objectif a tout d'abord 6t6 mesur6e d difl6rents angles de Ia polarisation du f'aisceau

Iaser pour v6rifier que le changement d'angle du laisceau laser ne change pas son in-

tensit6 transmise d travers le microscope. Par la suite, la lin6arit6 de Ia polarisation

d I'objectif du microscope a 6t6 mesur6 en mesurant la puissance du laser d I'objectif
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en fbnction de I'angle de la polarisation du faisceau laser en utilisant un polariseur A

la sortie. Ainsi, pour chaque angle de la polarisation du f'aisceau laser d I'entr6e du

microscope) nous avons effectu6 deux mesures; la premidre est la puissance d l'objec-

tif en positionnant un prisme de Glan A un angle tel que la puissance transmise est

maximum si le faisceau ne subit pas de modification de sa polarisation et Ia deuxidme

est une mesure d'intensit6 avec le prisme de Glan positionn6 perpendiculairement A

cet angle. En mesurant la puissance d la sortie du microscope, sans discriminer la

polarisation d'entr6e, nous obtenons Ie graphique pr6sent6 d la figure 4.2. En utilisant

le prisme de GIan pour analyser la polarisation de sortie, nous obtenons les mesures

pr6sent6es d, Ia figure 4.3.La puissance initiale du faisceau laser A l'entr6e du micro-

scope est de 220 mW. Comme Ie montre la figure 4.2, la puissance d I'objectif est

d'environ 144 mW. Ceci est dfi principalement aux pertes dans le microscope) que ce

soit d0 A un trop grand diamdtre du faisceau dont une partie n'est pas r6fl6chie sur

certains miroirs, ceux-ci 6tant trop petits, ou par la trop petite taille du d6tecteur sur

le puissance-mdtre. Egalement, le signal parasite dans Ie puissance-mdtre est autour

de 2,3 4,3 mW. Lors des mesures en utilisant Ie prisme de Glan (figure 4.3), il est

d noter qu'environ 20 % de pertes sont induites par Ie rev6tement inad6quat sur le

prisme de Glan et que d'autres pertes sont 6galement pr6sentes car le faisceau laser

possdde un plus grand diamdtre que l'ouverture du prisme de Glan.

On remarque tout d'abord A la figure 4.2 w faible changement de I'intensit6 en

fonction de I'angle de la polarisation (variation totale de 1,5 mW pour une puissance

totale d'envison 143 mW) laissant supposer que les composantes optiques prdsentes

dans le trajet optique A I'int6rieur du microscope ne produisent pas de variation de

I'intensit$ en fonction de Ia polarisation. Ensuite, en observant le graphique de Ia

figure 4.3, on note une l6gdre diminution de I'intensit6 de la polarisation paralldle

lorsque Ia polarisation n'est pas horizontale (0 et 180 degr6s) ou verticale (90 degre).

L'inverse est observable avec la polarisation perpendiculaire lorsque la polarisation

n'est pas horizontale ou verticale. Toutefois, ces changements sont assez minimes et

ne m6ritent pas de corrections A notre opinion.
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FrcuRn 4.2 - Puissance d la sortie du microscope en fonction de l'angle de la polari-
sation du faisceau entrant.
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Figure 4.3 � Puissance à la sortie du microscope pour une polarisation parallèle et
perpendiculaire à celui du laser pour di�érents angles d'entrée de la polarisation. Les
mesures ont été prises à la polarisation parallèle à celle d'un faisceau polarisé linéaire-
ment ne subissant pas d'e�ets d'ellipticité ainsi que perpendiculaire à la polarisation
ce même faisceau. La ligne noire (avec des points carrés) représente la puissance de
la composante du faisceau à une polarisation parallèle à la polarisation d'un faisceau
laser non a�ecté par les optiques et la ligne rouge (avec des points ronds) montre la
puissance de la composante du faisceau laser perpendiculaire à la polarisation d'un
faisceau laser non modi�é. Sans miroir dichroïque.
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4.3.2 Avec un miroir dichroique

Pour I'acquisition d'images dans la direction backivard, il est n6cessaire de placer

un miroir dichroique dans le trajet optique du faisceau laser. Il a donc 6t6 v6ri-

fi6 comment l' installation de cette composante optique induit de I'ellipticit6 dans la

polarisation du f'aisceau laser. Nous avons donc ef{'ectu6 les m6mes mesures que pr6-

cddemment, soit mesurer la puissance d I'objectif pour la polarisation paralldle A celle

que devrait avoir Ie faisceau laser si sa polarisation n'est pas modifi6e par les com-

posantes optiques et une mesure de la puissance d une polarisation perpendiculaire

d cette dernidre. Les r6sultats obtenues sont pr6sent6s A la figure 4.4. La puissance

d I'objectif du f'aisceau laser en fonction de I'angle de Ia polarisation d'entr6e a 6ga-

lement 6t6 mesur6e et aucune modification notable de la puissance a 6t6 remarqu6e,

indiquant que le miroir dichroique ne modifie pas la transmission du faisceau laser.

Comme le montre la figure 4.4, la polarisation du f'aisceau laser est grandement

modifi6e par le passage de celle-ci d, travers Ie miroir dichroique. En eff'et, on remarque

une forte diminution de la puissance de la composante paralldle lorsque la polarisation

n'est pas horizontale (0 et 180 degr6s) ou verticale (90 degre) et une augmentation de

Ia puissance de la composante perpendiculaire, ce qui d6montre un changement de la

polarisation du f'aisceau laser vers une polarisation elliptique.

Pour palier d de probldme, un compensateur de Berek fut plac6 entre la lame

demi-onde servant d changer I'angle de Ia polarisation et I'entr6e du microscope.

En changeant l 'orientation du compensateur, il est possible d'induire un retard de

phase entre la composante verticale et horizontale de la polarisation, compensant

ainsi l 'ellipticit6 cr66e par le miroir dichroique. Nous obtenons ainsi les puissances

pr6sent6es d la table 4.7. Le compensateur de Berek f'ut plac6 d un angle de 11,4

degr6es. Nous voyons ainsi que la puissance de la composante perpendiculaire du

faisceau laser a grandement diminu6 et il est plausible d'assumer que la polarisation

du laisceau laser arrivant sur l '6chantillon est maintenant lin6aire. D'autres angles

de la polarisation du laisceau laser ont 6galement 6t6 mesur6s sans toutefois que les

mesures soient not6es puisqu'elles s'apparentaient fbrtement d celles pr6sent6es d la
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Figure 4.4 � Puissance à la sortie du microscope pour une polarisation parallèle
et perpendiculaire à celle du laser pour di�érents angles d'entrée de la polarisation.
La ligne noire (avec des points carrés) représente la puissance de la composante du
faisceau à une polarisation parallèle à la polarisation d'un faisceau laser non a�ecté
par les optiques et la ligne rouge (avec des points ronds) montre la puissance de la
composante du faisceau laser perpendiculaire à la polarisation d'un faisceau laser non
modi�é. Avec un miroir dichroïque.

42



Angle [ ' ] Puissance [mW]
Sans compensateur de Berek Avec compensateur de Berek
Paralldle Perpendiculaire Paralldle Perpendiculaire

0
22 .5
o  / . o

Taeln 4.1 Table de la puissance pour diff6rents angles avec et sans compensateur
de Berek.

tab le 4.1.

4.4 Pr6paration des 6chantillons

4.4.L trchanti l lons6pais

Trois genoux normaux et sept genoux malades provenant de bovins furent utilis6s

pour obtenir des 6chantillons 6pais de 200 pm d 1 mm. Nous les avons obtenus d'un

abattoir moins de 24 heures aprds I'abattage of ils ont 6t6 imm6diatement congel6s

d une temp6rature d'environ -10 'C. Les genoux malades 6taient s6lectionn6s parmi

ceux qui possddent des r6gions de 10 d 20 mm of le cartilage 6tait d6grad6 pour laisser

I'os sous-chondral expos6 (voir figure 4.5). Les genoux normaux ont 6t6 s6lectionn6s

parmi ceux qui ne prdsentaient par de signes visibles de fissures ou de fibrillation.

Avant les exp6riences, les genoux sont d6congel6s avec une solution saline de 0.15N4 d

la temp6rature ambiante de 19'C. Le cartilage 6tait enlev6 du condyle f6morale avec

un scalpel et la surface 6tait plac6 dans le fbnd d'une boite de Petri dont la base est

constitu6e d'une lame de microscope pour permettre la microscopie GSH. Une lame

de microscope ainsi qu'un poids de 50 g 6tait plac6 au dessus de l'6chantillon pour

emp6cher celui-ci de bouger. La boite de Petri est rempli d'une solution saline de

0.15N4 pour maintenir I'hydratation. Dans les genoux normaux, des 6chantillons d'en-

viron 10x10 mm 6taient util is6s alors que dans les genoux malades, des dchantillons

plus grands (environ 10x15 mm) 6taient util is6s pour imager Ia transition entre Ie

bord d'une l6sion et une r6gion qui ne semble pas atteinte A, vue d'oeil. De images

de 200x200 et 500x500 pm furent prises d dif{'6rentes distances du bord de Ia l6sion

340340
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FrcuRp 4.5 - Image de genoux de bovin atteint d'ost6o-arthrite. Les cercles repr6-
sentent une r6gion s6vdrement atteinte d'ost6o-arthrite oi I'os est visible, le cartilage
ayant 6t6 compldtement d6grad6 d, ces r6gions. Les 6chantillons ont 6t6 collect6s autour
de ces r6gions.

dans les genoux malades et de manidre al6atoire dans les genoux en sant6. Etant

donn6 I'6paisseur de l'6chantillon, le signal qui est produit dans la direction forrvard

est r6tro-diffus6 dans la direction backward et donc seulement Ia d6tection backward

est utilis6e pour ces 6chantillons.

4.4.2 Echantil lons minces

Les 6chantillons minces ont 6t6 collect6s A partir de genoux humains et ont 6t6

pr6par6s par des collaborateurs d I'Universit6 d'Oxford au centre Nuffield Department

of Orthopaedics, Rheumatology and Musculoskeletal Sciences. Huit genoux malades

et huit genoux normaux ont 6t6 utilis6s pour l'6tude. Les genoux normaux ont 6t6

obtenues A partir de patients subissant une amputation au dessus du genoux tandis

que les genoux malades ont 6t6 obtenus par des patients subissant un remplacement

partiel du genoux (Unicompartmental Knee Replacement : UKR) dans un centre or-
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thop6dique sp6cialis6. Aprds les op6rations, les 6chantillons sont emmen6s frais dans

le laboratoire de pathologie pour la fixation des 6chantillons minces. Pour les genoux

malades, chaque plateau tibiale est sectionn6 obliquement Ie long d'une ligne passant

A travers un l6sion of il y a perte compldte du cartilage et A travers le point le plus

post6rieur de Ia transition visible d I'oeil nu entre du cartilage endommag6 et du car-

tilage normal. Des coupes similaires ont 6t6 effectu6es pour les genoux normaux. Les

sections transversales ont 6t6 fix6es en les trempant dans une solution de fbrmald6-

hyde A 10 % pendant 12 h, ont ensuite 6t6 d6calcifi6es durant 24 h dans de I'acide

nitrique pour finalement 6tre fix6es avec de la cire. Les sections de 10 pm sont coup6es

avec un microtome Leica RNtl2135 (Leica Ntlicrosystems, Allemagne) et ont 6t6 plac6es

sur une lame de microscope et recouvertes d'une Iamelle de protection ("coverslip")

numdro 1. Puisque les 6chantillons sont trds minces, il devrait y avoir trds peu de 16-

trodiffusion du signal de seconde harmonique g6n6r6e dans la direction forrvard dans

les mesures signal dans la direction backrvard. Toutefois, il se produit une r6flexion

de Fresnel sur la lame de microscope se trouvant au dessus de l'6chantillon. Lors de

l'acquisition d'images, pour limiter cet efl'et, nous plagons une goute d'eau sur la lame

de microscope, ce qui cr6e une courbure et un 6loignement de la surf'ace de r6flextion,

limitant les efI'ets de la rdflexion de Fresnel [211.
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Chapitre 5

Microscopie GSH de la surface de

cartilage

La surface du cartilage est l 'endroit of Ies contraintes sont les plus 6lev6es et

donc, logiquement, est Ie premier endroit oir les modifications de I'arrangement ul-

trastructural des fibrilles de collagdne devraient apparaitre. Ceci en fait un endroit

of il est relativement lacile de rep6rer des signes de la maladie sous la forme de la

modification du maillage de collagdne. En imageant la surf'ace de cartilage provenant

de genoux de bovins d I'aide de la microscopie GSH, il nous a 6t6 possible d'observer

plusieurs r6gions of le maillage de collagdne s'est fbrtement r6organis6. Pour ce faire,

nous avons pr6par6 des 6chantillons de Ia surface du cartilage provenant de genoux

de bovin atteints d'ost6o-arthrite (en p6riph6rie des zones oi le cartilage est d6grad6

jusqu'd l'os sous-chondral) ainsi que d'autres 6chantillons de cartilage pr6lev6s sur des

genoux de bovins dont Ie cartilage n'est pas endommag6. Etant donn6 l'dpaisseur des

dchantillons imag6s (environ 200 trtm A 1mm), le signal forrvard ne peut €tre collect6,

comme d6cris dans la section 4.2, puisque la grande majorit6 du signal est diflus6e

par l'6chantillon. Toutefbis, une partie de ce signal, par r6trodifl 'usion d I'int6rieur

de l'6chantillon, peut 0tre collectde dans la direction backrvard. Les images acquises

avec ces 6chantillons sont donc une combinaison du signal g6n6r6 dans la direction

fbrrvard et backrvard. Dans ce chapitre, la structure du maillage de collagdne normal

et endommag6 A Ia surf'ace du cartilage sera imag6e A, l 'aide de la microscopie GSH



FIcURB 5.1 - Image de microscopie de seconde harmonique (GSH) de la surface de
cartilage provenant d'un genou en sant6. Taille de I'image : 500x500 pm

et analys6e.

5.1 Arrangement ultrastructural normal

La figure 5.1 montre un maillage de collagdne provenant d'un genou n'6tant pas

atteint d'ost6o-arthrite. Ce maillage de collagdne provenant de cartilage sain montre,

par la faible variation du signal GSH sur toute I'image, un alignement faible mais

consistant en direction du stress principal [16]. De plus, aucune texture visible n'est

observ6e dans la structure de collagdne, indiquant que le maillage de collagdne provient

bel et bien d'un genou en sant6. Un signal relativement uniforme est visible, laissant

supposer que Ia structure du cartilage est comparativement lisse. Ceci est possible

puisque dans la structure de cartilage, les fibrilles de collagdne sont entrem0l6es entre

elles comme pr6sent6es d, la figure 1.1(c).
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5.2 Fibrillation avanc6e du cartilage

La figure 5.2 montre le tissu dans un 6tat de fibrillation avanc6e. Les trois images

ont 6t6 acquises dans la m6me r6gion d diff6rentes profbndeurs, d Ia fiontidre de

la partie visible A l'oeil nu de la fibrillation (voir figure 4.5). Le tissu montre une

texture consistante de fibrilles de collagdne clairsemdes et rrd6m6l6es" sur toute la

profbndeur. On remarque des regroupements de fibrilles d'environ 10 pm de diamdtre

of le signal GSH est plus 6lev6 que pour le reste de I'image. Ceci est caus6 par

I'am6lioration de I'accord de phase du signal GSH parce que dans ces domaines, les

fibrilles sont align6es de manidre plus ordonn6e et la majorit6 d'entre elles contribuent

d l'augmentation de I'intensit6 du signal. Ces regroupements compacts de fibrilles

se retrouvent entour6s d'un maillage de fibrilles 'rondul6es'r qui ont un alignement

g6n6ral dans Ia m6me direction. On retrouve ainsi un alignement A, la fbis d l'6chelle

submicrom6trique (par les petits regroupements de fibrilles apparaissant comme des

filaments minces sur toute la surf'ace de l' image) et A l'6chelle du micron (par des

regroupements de plusieurs fibrilles fbrmant des structures de quelques microns de

diamdtre indiqu6es par les fldches et dont I'orientation diff'dre souvent du reste du

maillage de collagdne). Ces structures sont coh6rentes avec celles observ6es autour des

cellules A un stage pr6coce de Ia d6gradation d I'aide de Ia microscopie de contraste par

interf'6rence difl '6rentielle [76]. Ils r6sultent d'une perte de coh6sion dans Ie maillage

de collagdne et d'une perte de viabilit6 m6canique. Toutefois, il n'est pas certain que

Ia r6gion de cartilage imag6e provienne de Ia zone superficielle ou si cette dernidre a

d6je 6t6 6rod6e pour exposer les couches sous-jacentes.

5.3 Initiation et progression de la formation de re-

groupement de flbrilles

La figure 5.3 acquise d la frontidre de la partie visible d l'oeil nu de la fibrillation,

montre un large regroupement de fibrilles ("bundle") se fbrmant A Ia surface du car-

tilage articulaire. Autour de ce large regroupement de fibrilles, on retrouve de plus
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Figure 5.2 � Tissu hautement �brillé provenant d'une région de dégradation visible.
L'image (A) est acquise à la surface de l'échantillon tandis que les images (B) et (C)
sont acquises à une profondeur de 10 et 20 µm de la surface de l'échantillon, dans la
même région. Les �èches désignent des regroupements de �brilles qui se sont formés.
Taille des images : 200x200 µm
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Figure 5.3 � Origine de �brillation visible montrant la transition à partir d'un niveau
microscopique de la perturbation vers un niveau macroscopique. Taille de l'image :
500x500 µm
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petits regroupements de fibrilles qui semblent connect6s au regroupement principal,

le tout entour6 d'un maillage de collagdne. Au bas de I'image, les fibrilles d, la racine

du large regroupement de fibrilles montrent la transition graduelle de la formation du

regroupement de fibrilles A l'6chelle submicrom6trique vers I'6chelle de la dizaine de

microns. La contrainte de traction appliqu6e sur le large regroupement de fibrilles agit

dans la direction de I'alignement des fibrilles et est transf'6r6e au reste de la matrice

extracellulaire par la r6gion d la racine du regroupement de fibrilles. La configuration

en 6ventail du maillage de collagdne dans la partie inf'6rieure gauche de I'image peut

€tre interpr6t6e comme 6tant un alignement en direction de la contrainte de telle

sorte que les fibrilles sont tir6es d I'ext6rieur de leur configuration normale. Ainsi,

Ies contraintes appliqu6es au large regroupement de fibrilles sont transf6r6es au reste

du maillage de collagdne et mdnent d Ia fbrmation de plus petits regroupements de

fibrilles dispos6s en fbrme d'6ventail.

Lorsque I'environnement m6canique de la surface articulaire est consid6r6, il peut

6tre facile d'interpr6ter les m6canismes de progression de regroupements larges de

fibrilles. Une grande contrainte de tension et de cisaillement appliqude d la surface

de collagdne par I' interm6diaire des regroupements de fibrilles va entrainer plus de

fibrilles hors de leur alignement d0 au grand stress appliqu6 localement. Cet effet

peut 6tre amplifi6 s'il est combin6 A I'activit6 des protdinases associ6e d la d6grada-

tion. Il est toutefbis plus difficile de d6duire les m6canismes derridre I'initiation de la

fbrmation de ce type de regroupements de fibrilles. Il est possible, d partir de r6gions

adjacentes aux tissus hautement endommag6s (figures 5.2 et 5.3) d'avoir un aperqu

des m6canismes menant d la modification de la matrice extracellulaire. Dans un tissu

d'apparence normal, des r6gions d'alignement similaires peuvent Otre observ6es. A

l'int6rieur d'une r6gion de 200x200 pm pr6sent6e A Ia figure 5.4, de nombreuses 16-

gions orient6es dans difl'6rentes directions peuvent 6tre observ6es. En efl'et, sur ces

figures, Ies deux images ont 6t6 acquises d, la m€me r6gion, mais avec une polarisa-

tion du faisceau laser perpendiculaire I'une par rapport d l'autre (repr6sent6 par les

fldches). La distribution de ces r6gions hautement align6es a de grandes implications,

car Ia distribution des contraintes sur Ia couche superficielle devient non unifbrme et
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Figure 5.4 � Tissu d'apparence normal dans une zone de transition. En variant
l'orientation de la polarisation du faisceau laser (indiqué par les �èches en bas des
images), des régions de collagène hautement alignées dans des directions di�érentes
peuvent être observées. Taille des images : 200x200 µm
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des concentrations de contraintes sont g6n6r6es d la frontidre des r6gions hautement

align6es. La progression logique de ces r6gions est similaire d celle de la croissance des

microfissures of les grandes fbrces de contraintes autour des extr6mit6s de ces miro-

fissures contribuent A leur progression (6longation). Dans le cas qui a 6t6 observ6, les

grandes contraintes autour des rOgions orh les fibrilles sont hautement align6es tirent

probablement les fibrilles de collagdne d I'ext6rieur du maillage coh6sif, cr6ant les

larges regroupements de fibrilles observ6s d Ia figure 5.3. Nous 6mettons l'hypothdse

que la formation de ces regroupements de fibrilles est une 6tape irr6versible dans le

processus de d6gradation du cartilage.

5.4 Modification de l'arrangement ultrastructural de

collagdne selon la profondeur

La figure 5.5 montre une r6gion or) I'alignement des fibrilles change en fonction

de la profondeur. Avec la progression de Ia d6gradation (d6gradation chimique et

d6formation due aux contraintes m6caniques), Ies fibrilles s'alignent au point ori i ls

se regroupent en nombre suffisant pour que leur texture puisse etre imag6e. A cette

6tape, les r6gions isol6es se sont jointes pour fbrmer des regroupements de fibrilles

plus longs et plus larges. La direction de I'alignement change avec la profondeur

pour fbrmer une architecture hautement anisotropique en lamelle. Il est possible que

le mouvement relatif entre les diff'6rentes "feuilles" mdne d Ia fibrillation visible et

des l6sions en surf'ace en plus de causer des discontinuit6s qui peuvent conduire A la

ddlamination des surfaces.

En plus de I'6tude de la progression des diff'6rentes 6tapes du processus de fibril-

Iation, il est 6galement possible d'imager la progression de Ia maladie en fbnction

de la profbndeur du maillage de cartilage. La figure 5.6 montre I'avancement de la

d6gradation selon Ia profondeur avec des images distanc6es d'une profondeur de 2 pm

chacune en partant de la surface pour progresser vers I' int6rieur du cartilage. Nous

voyons sur cette figure que plus nous progressons vers les r6gions profondes du car-
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Figure 5.5 � Tissu macroscopiquement normal dans la zone de transition (200x200
µm) montrant une dégradation plus avancée que celle de la �gure 5.4. L'image (A) a
été acquise à la surface du tissu tandis que les images (B), (C) et (D) ont été acquises
à une profondeur de 2, 4 et 6 µm de la surface respectivement. Taille des images :
200x200 µm
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ti lage, moins la fibrillation est importante. La figure 5.6(I) montre Ia progression du

front de fibrillation pour les diff6rentes profbndeurs imag6es. On peut ainsi supposer

que la d6gradation du collagdne d6bute d la surface du cartilage pour se propager gra-

duellement en profondeur. Ceci est probablement caus6 par le fait que les contraintes

que subissent les articulations sont plus 6lev6es d, la surface, rendant cette dernidre

plus sujette d une modification de sa structure. Ces r6sultats sont en accord avec plu-

sieurs autres recherches indiquant que I'ost6o-arthrite est pr6dominante A la surface

du cartilage et se r6pand progressivement en profondeur I51,771.

Pour conclure, dans ce chapitre, nous avons imag6 la structure de collagdne pro-

venant d'6chantillons 6pais de genoux de bovins. En utilisant comme r6f6rence un

maillage normale de collagdne, nous avons observ6 diff'6rentes 6tapes de Ia modifi-

cation du maillage de collagdne. Nous avons ainsi imag6 la formation d'agr6gats de

fibrilles (figure 5.3) caus6e par des contraintes locales menant d un alignement des

fibrilles (figure 5.4). Une fibrillation avanc6e du tisSu(figure 5.2) ainsi qu'une modifi-

cation de l'6tat du cartilage en fonction de la profondeur dans l'6chantillon (figure 5.6)

ont 6t6 observ6es.
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Figure 5.6 � La progression de la dégradation du collagène en fonction de la profon-
deur (intervalle de 2 µm de A à H). Le tissu normal paraît lisse tandis que le tissu
endommagé paraît texturé. Les �èches indiquent le front de la dégradation. L'image
(I) montre les frontières de la dégradation avec l'augmentation de la profondeur su-
perposées avec la surface dégradée de l'image (A). Le tissu apparait normal après 12
µm. Taille des images : 200x200 µm
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Chapitre 6

Microscopie GSH dans des

6chantillons minces de cartilage

L'utilisation d'6chantillons 6pais provenant d'6chantillons frais permet de bien

distinguer les difi '6rents signes de la d6gradation A Ia surf'ace du cartilage, mais seule-

ment la couche superficielle du cartilage peut Otre imagde, excluant les couches plus

profondes. Pour ce faire, des 6chantillons minces (-10 pr,m d'6paisseur) de sections

transversales de cartilage fix6es ont 6t6 utilis6es. La structure du maillage de colla-

gdne est organis6e en une structure d'arche de telle sorte que dans Ia zone radiale

(voire figure 2.1), les feuilles de collagdne sont perpendiculaires A la surface de car-

tilage et courbent dans la zone transitionnelle pour devenir paralldles d la surface

dans la zone superficielle (voir figure 2.2). Ainsi,6tant donn6 I'orientation diff6rente

du maillage de collagdne dans la zone radiale, Ies contraintes que subit ce dernier

I'affectent diff'6remment comparativement au maillage se trouvant dans la zone su-

perficielle.

Les images obtenues d l'aide des 6chantillons minces sont diff6rentes de celles

obtenues d l'aide d'6chantillons 6pais. Tout d'abord, 6tant donn6 Ia faible 6paisseur

des 6chantillons, il est possible de faire I'acquisition du signal dans deux directions. La

premidre 6tant la m6me que Ia direction de propagation du faisceau laser (direction

fbrrvard) et la seconde dans Ia direction oppos6e (direction backivard). Toutefois,

6tant donn6 que I'dchantillon est fix6e entre deux lames de microscopes, l ' interf'ace air-
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verre peut renvoyer une contribution significative du signal forrvard dans la direction

backrvard. Pour palier A, cette situation, une goutte d'eau est appliqu6e et permet

d'6loigner I' interface sur laquelle se fait la r6flexion. Puisque le signal GSH diverge

fortement, le signal fbrrvard qui est r6tro-diffus6 ne sera pas d6tect6 dans la direction

backrvard [21]. Le collagdne possdde une structure pour laquelle I' intensit6 du signal

GSH produit d6pend l'angle entre la polarisation laser et l 'axe des fibrilles 123,261. Le

signal est minimum lorsque Ia polarisation du laser est perpendiculaire d I'alignement

des fibrilles. Il est donc possible d'util iser cet eff'et pour d6tecter des changements

dans la structure et I'alignement g6n6rale des fibrilles du maillage de collagdne des

genoux malades. Pour faire I'analyse, des images dans Ia direction forrvard et backrvard

d'dchantillons minces de cartilage articulaire provenant de genoux en sant6 et malades

ont 6t6 acquises.

6.1 Genoux sains - cartilage normal

Des images GSH provenant d'6chantillons de genoux sains ont 6t6 acquises dans

le but de connaitre I'apparence de structure de collagdne ne pr6sentant aucune trace

de la maladie et, par le fait m€me, aucune modification du maillage de collagdne.

Ceci permet 6galement d'analyser Ie comportement du signal de seconde harmonique

dans un maillage de collagdne normal pour qu'il soit ensuite compar6 avec celui pro-

venant de r6gions malades de cartilage. La figure 6.1 montre des images typiques

d'un maillage de collagdne de type II provenant de cartilage articulaire. Egalement,

plusieurs images ont 6t6 acquises en changeant l 'angle de la polarisation du f'aisceau

Iaser d I'entr6e du microscope. En eff'et, I ' intensit6 du signal GSH produit par les

fibrilles de collagdne d6pend de l'angle relatif entre I'orientation de la polarisation du

faisceau laser et I'orientation de Ia fibrille. Ainsi, faire une analyse du signal g6n6r6

en fbnction de la polarisation du f'aisceau laser permet de connaitre I'alignement 96-

n6ral des fibrilles et leur degr6 d'organisation. La figure 6.2 montre un graphique de

l'intensit6 normalis6e du signal GSH en fonction de l'angle de la polarisation lin6aire

du faisceau laser. Ce dernier montre tout d'abord que la direction pr6f6rentielle des



Figure 6.1 � Image GSH de cartilage articulaire. (A) Image acquise dans la direction
forward. (B) Image acquise dans la direction backward. Les images ont une dimension
de 100x100 µm.

�brilles est dans la direction transversale à la surface du cartilage puisque, dans cette

direction, le signal est maximum. De plus, la forme de la courbe montre un niveau

d'organisation tout de même faible indiquant que les �brilles sont toujours organi-

sées selon un entrelacement pseudo-aléatoire semblable à la structure présentée à la

�gure 1.2b. Également, en e�ectuant une analyse semblable sur d'autres régions de

collagène provenant de genoux en santé, on remarque que le comportement du signal

GSH en fonction de la polarisation laser est semblable dans chaque région analysée.

De plus, la �gure 6.2 montre que le comportement du signal dans la direction forward

et backward en fonction de la polarisation est identique, que ce soit par l'angle de po-

larisation à laquelle le signal GSH est maximum, ou le ratio entre le signal maximum

et minimum.

6.2 Genoux atteints d'ostéo-arthrite

Comme présenté à la section 6.1, le maillage de collagène contenu dans le carti-

lage articulaire produit un signal GSH qui permet de déterminer la direction générale

des �brilles ainsi que leur degré d'alignement. À l'aide d'échantillons de genoux hu-
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Figure 6.2 � Graphique de l'intensité normalisée du signal GSH en fonction de l'angle
de la polarisation linéaire du faisceau laser dans un échantillon en santé. L'acquisition
a été e�ectuée dans une région d'environ 30x30 µm sur les images présentées à la
�gure 6.1. L'angle de zéro degré représente une polarisation verticale du faisceau
laser sur l'image.
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Frcunn 6.3 Images de collagdne contenu dans le cartilage articulaire provenant

de genoux atteints d'ost6o-arthrite. (A), (C), (tr) Images acquises dans la direction

fbru'ard. (B), (D), (F) Images acquises dans la direction backrvard. Les images repr6-

sentent des r6gions auxquelles il sera lait r6f'6rence en tant que r6gions a (A), (B), b

(C),  (D) et c (E),  (F).  Le cercle pr6sent e ( tr)  indique une r6gion qui pr6sente une

modification de Ia structure de collagdne, mais qui n'est pas visible A, cet angle de la

polarisation du faisceau laser. Les images sont de dimension 100x100 p,m'
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Frcunp 6.4 Images de collagdne contenu dans Ie cartilage articulaire provenant

de genoux atteints d'ost6o-arthrite. (A), (C), (E) Images acquises dans Ia direction

fbrrvard. (B), (D), (F) Images acquises dans Ia direction backrvard. Les images repr6-

sentent des r6gions auxquelles il sera lbit r6f'6rence en tant que r6gions d (A), (B),.

(C),  (D) et f  (E),  (F).  Les images sont de dimension 100x100 pm.
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FrcunB 6.5 Images de collagdne contenu dans le cartilage articulaire provenant

de genoux atteints d'ost6o-arthrite. (A), (C), (E) Images acquises dans Ia direction

fbrrvard. (B), (D), (F) Images acquises dans la direction backrvard. Les images repr6-

sentent des r6gions auxquelles il sera fait r6f'6rence en tant que r6gions g (A), (B), h

(C),  (D) et i  (E),  (F).  Les i rnages sont de dimension 100x100 trrm.
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Figure 6.6 � Graphiques de l'intensité normalisée du signal GSH en fonction de
l'angle de la polarisation du faisceau laser. Les graphiques représentent respectivement
les régions a (A), d (B), c (C, D), f (E) et i (F) qui sont imagées aux �gures 6.3, 6.4
et 6.5. Dans le cas de la région c, deux zones ont été utilisées pour faire l'acquisition
des données. La première indiquée par la �èche à la �gure 6.3 (C) et la seconde
indiquée par un cercle sur cette même image dont le changement de l'intensité du
signal généré par le maillage de collagène n'est pas visible à l'angle de la polarisation
du faisceau laser utilisé pour acquérir l'image.
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mains atteints d'ost6o-arthrite, des images de r6gions of le maillage de collagene a

6t6 modifi6 ont 6t6 acquises. Ceux-ci sont identifiables par Ie signal GSH plus 6lev6

qu'ils produisent par rapport au reste du maillage de collagdne. Les figures 6.3, 6.4

et 6.5 montrent certaines des r6gions or) le maillage de collagdne a 6t6 alt6r6. Ils

ont des dimensions variant entre 100 et 500 p.m2. Tout d'abord, ces rdgions ont Ia

caract6ristique de produire un signal GSH dans la direction forrvard plus 6lev6 que

le signal produit par le reste du maillage de collagdne. Egalement, en observant les

figures 6.3, 6.4 et 6.5 B, D et F, on remarque que le signal des r6gions endomma-

g6es dans la direction backrvard semble diminuer l6gdrement, contrairement au signal

dans la direction fbrivard qui augmente. De plus, une analyse de la polarisation a 6t6

eff'ectu6e en changeant l'angle de Ia polarisation lindaire du f'aisceau laser tout en gar-

dant l '6chantillon fixe. Les graphiques normalis6s correspondants sont pr6sent6s d la

figure 6.6. Ces graphiques d6montrent, par I'angle pour lequel le signal est maximum,

que l'alignement g6n6ral des fibrilles dans les zones endommag6es est g6n6ralement

semblable d celle des zones non endommag6es (voir la figure 6.2). Toutefois, parmi

les r6gions analys6es, une d'entre elles (figure 6.6 (D)) pr6sentait une d6pendance du

signal diff6rent de celui d'un maillage normal. En effet, dans la direction forrvard, on

remarque que I'angle pour lequel le signal est maximum est difl '6rent de celui pour

Iequel le signal est maximum dans la direction backrvard. Egalement, on remarque

dans tous les cas que Ie ratio entre le signal maximum et minimum est plus 6lev6e

dans Ia direction fbrrvard que dans la direction backrvard. Ceci suggdre que la direc-

tion fbrrvard semble Otre sensible d un changement de I'organisation structurale des

fibrilles de collagdne dans le volume fbcal, qui peut Otre estim6 d environ 1300 nm de

diamdtre et 1700 nm de profbndeur.

6.3 Comparaison du signal GSH

Comme discut6 A la section pr6c6dente, Ie signal GSH fbrrvard dans les zones en-

dommag6es de collagdne est g6n6ralement plus 6lev6 que dans les zones normales.

Ainsi, il est important de quantifier cette augmentation du signal. Tout d'abord, il



est n6cessaire de mesurer I' intensit6 du signal GSH dans la direction backrvard pour

s'assurer qu'il n'y a aucune variation importante de l' intensit6 dans cette direction,

puisqu'elle semble trds peu afl'ect6e par les changements de la structure de collagdne.

Des mesures d'intensit6 ont 6t6 acquises dans Ia direction backrvard, tout d'abord

dans les r6gions or) une augmentation de I'intensit6 a 6t6 remarqu6e dans la direc-

tion forrvard de genoux atteints d'ost6o-arthrite, ensuite dans les r6gions adjacentes

pr6sentant un maillage de collagdne d'apparence normal et finalement dans des 6chan-

til lons de cartilage en sant6. L'acquisition f'ut effectu6e d I'angle de la polarisation ot

Ie signal GSH est maximum. Pour 10 r6gions analys6es, les r6sultats sont pr6sent6s i

la figure 6.7. Sur ce graphique, on remarque tout d'abord que la valeur de I'intensit6

dans les genoux en sant6 est g6n6ralement moins grande que dans les genoux ma-

lades. Ceci peut 6tre expliqu6 par le fait que les 6chantillons utilis6s 6taient difl6rents

et un changement dans l'orientation de la coupe de l'dchantillon ou de son 6tat de

conservation peut modifier I' intensit6 du signal produit. Ces changements d'inten-

sit6 devraient 6galement 6tre pr6sents dans la direction fbrrvard du signal (comme Ie

prouve Ia figure 6.8). Ensuite, on remarque que la valeur du signal dans les parties

endommag6es des genoux malades est l6gdrement moins 6lev6e que dans les parties

normales des genoux malades. Toutefbis, en g6n6ral, on peut affirmer qu'il y a un

6cart raisonnablement bas entre les diff'6rentes valeurs du signal dans la direction ba-

ckrvard pour les deux types de genoux. L'intensit6 du signal dans Ia direction fbrrvard

a 6galement 6t6 acquise dans les m6mes r6gions que celles qui ont 6t6 utilis6es pour

eff'ectuer notre analyse dans Ia direction backrvard. Les r6sultats sont pr6sent6s d Ia

figure 6.8. Tout d'abord, comme dans la direction backrvard, I' intensit6 du signal GSH

dans les genoux sains est moins 6lev6e que dans les genoux endommag6s, confirmant

que cette perte d'intensit6 est probablement due d l'6tat des 6chantillons et non au

fait qu'il n'est pas affect6 par I'ost6o-arthrite. Ensuite, on remarque que I'intensit6 du

signal dans les r6gions endommag6es des genoux malades est significativement plus

6lev6e qu'ailleur dans le tissu.

Toutefois, pour obtenir une mesure ad6quate de I'augmentation du signal dans les

r6gions endommag6es, il est n6cessaire de f'aire la mesure du ratio du signal dans Ia
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Figure 6.7 � Graphique du signal GSH acquis dans la direction backward dans des
régions endommagées (bleu) et normales (vert) de genoux malades, et des régions
normales de genoux en santé (rouge). Les données correspondent à la moyenne du
signal dans les zones analysées. Dix régions ont été acquises par série.
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Figure 6.8 � Graphique du signal GSH acquis dans la direction forward dans des
régions endommagées (bleu) et normales (vert) de genoux malades, et des régions
normales de genoux en santé (rouge). Les données correspondent à la moyenne du
signal dans les zones analysées. Dix régions ont été acquises par série.
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direction tbrivard sur celui dans la direction backrvard. Etant donn6 que les chemins

optiques menant aux d6tecteurs servant d acqu6rir le signal GSH dans les directions

fbrward et backrvard sont diff6rents, la proportion des pertes qui en d6coule est 6gale-

ment diff'6rente. Dans le but de pallier ce probldme) une calibration a tout d'abord 6t6

eff'ectu6e. Nous avons utilis6 un agent fluorescent (coumarin 440) qui 6met du signal

de manidre isotrope. Ainsi, Ie signal GSH dans les directions fbrrvard et backrvard

est calibr6 de manidre A ce qu'il soit proportionnel d I' intensit6 du signal de fluo-

rescence que chaque direction de d6tection regoit. Le graphique pr6sentant les ratios

fbrrvard/backward pour les r6gions analys6es est pr6sent6 A,la figure 6.9. Tout d'abord,

on remarque que le ratio forrvard/backrvard est semblable dans les r6gions normales

des genoux malades et dans les genoux en sant6. Egalement, on remarque que le ratio

fbrrvard/backrvard des r6gions endommag6es des genoux malades est beaucoup plus

6lev6 que dans les r6gions normales des genoux malades et sains. Ceci confirme Ie fait

que Ia modification du maillage de collagdne cause une augmentation du signal dans

la direction Ibrrvard sans afl'ecter (ou aff'ectant trds peu) le signal dans la direction

backrvard.

Les r6sultats pr6sent6s aux sections 6.2 et 6.3 peuvent 6tre expliqu6s par Ia for-

mations de regroupements de fibrilles tel que pr6sent6 d la figure 5.3. Il est connu que

les fibrilles se regroupent pour former des agr6gats lorsque l'articulation est atteinte

d'ost6o-arthrite [1]. De plus, il est connu que la phase du 1(z) varie d'une fibrille a

l'autre dans le tissu (variation de 180 degr6es) [23] Etant donn6 que dans la direction

fbrrvard, le terme de I'accord de phase est trds prds de zlro (L'k :2kt - k2 x 0),

Ia longueur de coh6rence (L"o1,:2lLk) est t rds 6lev6e et une augmentat ion de la

Iongueur (L) on il y a g6n6ration de signal GSH dans le volume fbcale (donc une

augmentation de la taille des regroupements de fibrilles) cause une augmentation du

signal dans la direction fbrrvard puisque L I L"on. Pour expliquer I'augmentation

du signal dans la direction forrvard dans les r6gions endommag6es, nous 6mettons

l'hypothdse que les fibrilles ayant un m6me X(2) s'assemblent. Ceci aurait pour ef-

f'et d'augmenter Ia longueur L oi il y a g6n6ration de signal de manidre coh6rente

et, par le fait m6me, I' intensit6 du signal dans la direction forrvard. Si les fibrilles
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Figure 6.9 � Ratio normalisé du signal dans la direction forward et backward dans
des régions endommagées (bleu) et normales (vert) de genoux malades et des régions
normales de genoux en santé (rouge). Les données correspondent à la moyenne du
signal dans les zones analysées. Dix régions ont été acquises par série.
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n'ont pas le mOme ,(2), on ne retrouverait pas d'addition coh6rente du signal dans

la direction fbrrvard et aucune augmentation du signal GSH ne serait observ6e. Tou-

tefbis, dans la direction backrvard, le vecteur d'onde k2 se propage dans Ia direction

inverse au f'aisceau pompe et le terme de I'accord de phase n'est pas proche de z6ro

(Ak :  2h* kz * 0).Ceci fai t  en sorte que Ia longueur de coh6rence L"o1, est t rds

faible (plus faible que le diamdtre d'une fibrille) et une augmentation de la g6n6ra-

tion du signal de seconde harmonique ne fbit qu'augmenter I' interf6rence destructive

d6jd pr6sente. Ces regroupements de fibrilles sont donc invisibles dans la direction

backrvard et il y a donc moins de fibrilles contribuant d la production du signal, 16-

duisant l ' intensitd de signal de seconde harmonique produit dans cette direction. Si

ces regroupements de fibrilles ont une orientation diff'6rente par rapport au reste du

maillage de collagdne, la d6pendance en polarisation dans la direction forrvard devrait

6tre diff'6rent du reste du maillage (puisque qu'une grande partie du signal provient

des regroupements de fibrilles) et le signal dans la direction backrvard devrait rester

inchang6, tel qu'observ6 A la figure 6.6(D).

6.4 Simulations numeriques

Des simulations num6riques furent ex6cut6es par l '6quipe du prof'esseur Lora Ra-

munno dans le but d'expliquer les changements dans I'intensit6 du signal pour les

r6gions endommag6es des genoux malades, et ce, afin de valider notre hypothdse dis-

cut6e d la section pr6c6dente. Ces simulations ont 6t6 r6alis6es en utilisant Ia m6thode

bas6e sur les fbnctions de Green [78]. Premidrement, la figure 6.11 montre Ie graphique

du ratio des intensit6s dans la direction forrvard et backrvard en lbnction du ratio de

remplissage (proportion du volume occup6 par les fibrilles de collagdne) dans une

r6gion saine du tissu (configuration des fibrilles pr6sent6e d la figure 6.10a). On voit

ainsi que la modification du ratio de remplissage ne change pas la valeur du ratio

fbrrvard/backrvard. Toutefbis, on voit que le diamdtre des fibrilles change Ia valeur

de ce ratio. Ainsi, plus le diamdtre des fibrilles est grand, plus la valeur du ratio

forward/backrvard augmente. Deuxidmement, Ia figure 6.12 montre Ie graphique du
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ratio forlvard/backrvard dans un tissu endommag6 en fonction du nombre de fibrilles

regroup6es ensemble et qui ont Ie m6me 
"(z) 

(confiBuration des fibrilles pr6sent6e d la

figure 6.10b). On voit ainsi que l'augmentation du nombre de fibrilles par regroupe-

ment augmente consid6rablement le ratio fbrrvard/backrvard. Cet effet est d'autant

plus prononc6 lorsque le diamdtre des fibriles est 6lev6. En analysant I' intensit6 du

signal individuellement dans chaque direction, il est possible de mieux comprendre

ces r6sultats. Ainsi, les figures 6.13 et 6.14 montrent le signal GSH dans la direc-

tion fbrrvard et backivard respectivement en fonction du ratio de remplissage dans

un maillage normal de collagdne. Les diffdrentes courbes repr6sentent les r6sultats

pour plusieurs valeurs du diamdtre des fibrilles. On voit ainsi que I'augmentation du

signal se fait de manidre constante dans les deux directions en fonction du ratio de

remplissage, rendant ainsi le ratio fbrrvard/backrvard invariable en fonction du ratio

de remplissage mais d6pendant que du diamdtre des fibrilles. La figure 6.15 montre le

signal GSH dans la direction forivard en fonction du nombre de fibrilles par regrou-

pement pour un ratio de remplissage de 0,35. Les diff6rentes courbes montrent les

r6sultats pour difl '6rentes valeurs du diamdtre des fibrilles (le diamdtre d'une fibrille

de collagdne est typiquement entre 10 et 100 nm [a7]). Ces courbes montrent une aug-

mentation du signal GSH lorsque des agr6gats de fibrilles sont form6s (AL augmente),

ce qui concorde avec les simulations pr6sent6s A la figure 6.12.

Egalement, nos r6sultats exp6rimentaux pr6sent6s sous fbrme du graphique du

signal GSH backrvard pour diff'6rents types de tissus pr6sent A la figure 6.7 montrent

une l6gdre diminution du signal GSH dans la direction backrvard dans les r6gions

endommag6es comparativement aux r6gions saines adjacentes. Les simulations num6-

riques pr6sent6es d la figure 6.16 montre le graphique du signal GSH dans la direction

backrvard en fonction du nombre de fibrilles par regroupement dans le volume fbcal

pour diff'6rentes valeurs du diamdtre des fibrilles A un ratio de remplissage de 0,35. En

Ies observant, on remarque que Ie signal diminue d mesure que le nombre de fibrilles

augmente, ce qui concorde avec nos r6sultats exp6rimentaux. Ainsi, Ie ratio du signal

dans la direction fbrrvard sur celui dans la direction backrvard augmente consid6ra-

blement avec I'augmentation du nombre de fibrilles dans un regroupement, de par



Figure 6.10 � Représentation du volume occupé par les �brilles dans le volume
focal dans un tissu (haut de l'image) sains et (bas de l'image) atteint d'ostéo-arthrite
(caractérisé par la formation de regroupements de �brilles tel que celui schématisé au
centre de l'image). Les �brilles en rouge sont celles ayant le même χ(2) et les �brilles
en bleu sont celles ayant un χ(2) de signe opposé.
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Figure 6.11 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green du ratio de l'intensité dans la direction forward sur celle dans la
direction backward dans un maillage normale de collagène en fonction du ratio de
remplissage ρ. Les di�érentes courbes montrent les résultats pour di�érentes valeurs
du diamètre des �brilles Df .

l'augmentation du signal dans la direction forward et la légère diminution du signal

dans la direction backward. Ceci con�rme l'hypothère discutée à la section 6.3.

Pour conclure, dans ce chapitre, nous avons fait l'analyse d'échantillons minces de

collagène provenant de cartilage articulaire de genoux atteints d'ostéo-arthrite et en

santé. En nous appuyant sur des simulations numériques, nous avons découvert que les

�brilles du maillage de collagène atteint d'ostéo-arthrite forment des regroupements

de �brilles dans des régions localisées du maillage de collagène. Ceci se remarque

tout d'abord par une augmentation du signal GSH dans la direction forward grâce

à l'amélioration des conditions d'accord de phase pour la génération du signal GSH

via la formation de regroupements de �brilles partageant le même χ(2) de l'accord de

phase du signal des �brilles formant le regroupement. Ensuite, une légère diminution

du signal GSH dans la direction backward est observée à cause de la diminution

de la condition d'accord de phase dans cette direction, provoquée par la formation

d'agrégats de �brilles.
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Figure 6.12 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green du ratio de l'intensité dans la direction forward sur celle dans la
direction backward dans un maillage endommagé de collagène en fonction du nombre
de �brilles pour un ratio de remplissage ρ=0,35. Les di�érentes courbes montrent les
résultats pour di�érentes valeurs du diamètre des �brilles Df .

Figure 6.13 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction forward en fonction
du ratio de remplissage pour un tissus normal. Les di�érentes courbes montrent les
résultats pour di�érentes valeurs du diamètre des �brilles Df .
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Figure 6.14 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction backward en fonction
du ratio de remplissage pour un tissus normal. Les di�érentes courbes montrent les
résultats pour di�érentes valeurs du diamètre des �brilles Df .

Figure 6.15 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction forward en fonction
du nombre de �brilles par regroupement Nb dans un tissu endommagé à un ratio de
remplissage de ρ=0,35. Les di�érentes courbes montrent les résultats pour di�érentes
valeurs du diamètre des �brilles Df .
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Figure 6.16 � Graphique des résultats des simulations numériques utilisant les fonc-
tions de Green de l'intensité du signal GSH dans la direction backward en fonction
du nombre de �brilles par regroupement Nb dans un tissu endommagé à un ratio de
remplissage de ρ=0,35. Les di�érentes courbes montrent les résultats pour di�érentes
valeurs du diamètre des �brilles Df .
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Chapitre 7

Conclusion

Ce m6moire de maitrise pr6sente les r6sultats obtenus dans le cadre des recherches

sur I' imagerie du cartilage articulaire d I'aide de la microscopie GSH. La microsco-

pie GSH permet d'imager les fibrilles de collagdne, le principal 6l6ment de Ia ma-

trice extracellulaire du cartilage, grAce A sa structure non centrosymm6trique. Ces

recherches ont pour but principal d'6tudier les m6canismes menant d, Ia d6gradation

du maillage de collagdne lorsqu'une articulation est atteinte d'ost6o-arthrite et de

mieux comprendre le processus de g6n6ration de signal de seconde harmoniques dans

Ie collagdne.

Tout d'abord, nous avons 6tudi6 la surface du cartilage articulaire A I'aide d'6chan-

tillons 6pais provenant de genoux de bovins. Nous avons ainsi constat6 que Ia modi-

fication du maillage de collagdne, qui est caract6ristique d'une progression de l'ost6o-

arthrite, d6bute d la surface du cartilage pour se propager vers les r6gions plus pro-

fondes. Egalement, nous avons observ6 que des concentrations de contraintes sur Ia

surface du cartilage cr6ent un alignement des fibrilles de collagdne sur leur structure

et mdnent d Ia formation de regroupements de plusieurs fibrilles de manidre irr6ver-

sible [12].

Par la suite, nous avons 6tudi6 Ie signal de seconde harmonique produit par des

6chantillons minces de r6gions profbndes de cartilage articulaire provenant de ge-

noux humains. Nous avons ainsi fait l'acquisition d'images montrant des r6gions or)

Ie maillage de collagdne est endommag6, montrant un signal plus 6lev6 dans Ia di-
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rection forward (direction de propagation du laser) et ldgdrement moins 6lev6 dans

la direction backward. A I'aide de simulations num6riques, nous avons ddcouvert que

la formation de regroupements de fibrilles dans le maillage de collagdne am6liore les

conditions d'accord de phase dans la direction forward via Ia formation de regrou-

pements de fibrilles partageant le m6me ,Q), ce qui augmente I'intensit6 du signal

GSH. Dans Ia direction backward, les fibrilles qui forment Ie regroupement produisent

peu de signal puisque l'augmentation de Ia longueur d'interaction entre Ie laser et le

collagdne cr6e de I'interf6rence destructive dans le signal g6n6rb et moins de fibrilles

contribuent d la formation de signal GSH dans le volume fbcale.

Ces recherches ont permis de prouver que Ia microscopie GSH est une technique

efficace pour imager Ie cartilage articulaire et plus sp6cifiquement la structure de

collagdne qui le constitue. Etant donn6 que la modification de ce dernier est un 6l6ment

cl6 dans la progression de I'ost6o-arthrite, la possibilit6 d'util iser Ia microscopie GSH

en tant qu'outil d'observation et de diagnostique in-uiuo pourrait 6tre 6tudi6e.
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