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Résumé

La microscopie & Génération de Seconde Harmonique (GSH) est une technique
d’'imagerie qui permet, a I’aide d’un faisceau laser & 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 collagéne
de type I, II et III. Ceci est possible grace & la structure non centrosymétrique des
fibrilles de collagéne. Le collagéne est présent partout dans le corps et peut étre clas-
sifié en plusieurs types. Le collagéne de type [ est celui qui est présent en plus grande
quantité dans le corps et se retrouve dans les tissus connectifs. Le collagéne 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 méne ultimement & la dégradation du
tissu. Une des étapes & ce processus de dégradation est la modification de 'arrange-
ment ultrastructural de collagéne et, éventuellement, & la dégradation des fibrilles de
collagéne.

Dans ce mémoire, le collagéne de type II fut imagé & ’aide de la microscopie GSH.
Des échantillons de genoux en santé et malades furent utilisés pour notre analyse.
La structure de collagéne fut étudiée de deux maniéres. Premiérement, la surface
du cartilage fut analysée grace a des échantillons épais de la surface du cartilage
provenant de genoux de bovins. Nous avons ainsi constaté que la modification du
maillage de collagéne se produit tout d’abord & la surface du cartilage pour se propager
vers l'intérieur de '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 collagéne, ce qui favorise la formation de regroupements
de fibrilles allant jusqu’a quelques dizaines de microns, affaiblissant I’arrangement
ultrastructural de collagéne.

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 zm? ot 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 étre une technique d’imagerie prometteuse pour le diag-
nostique précoce de lostéo-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 trés peu de dommages aux patients.
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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 I'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 ’articulation. Une des principales
composantes de la matrice extracellulaire est le collagéne de type II. Il est constitué de
fibrilles de diamétres variables formant un maillage et dont les propriétés mécaniques
sont assurées par un entremélement des fibrilles encapsulant les protéoglycanes, qui
toutefois conservent une direction radiale générale (voir figure 1.1c). A un niveau
structural plus élevé, les fibrilles de collagéne forment une structure d’arc, partant de
I’os pour courber & la surface du cartilage. Ils produisent un entrelacement dense et
pseudoaléatoire, ce qui leur confére une trés bonne résistance a la compression [1].
La fonction principale des protéoglycanes est de contribuer au maintien de la ma-
trice et a adhésion cellulaire en retenant les molécules d’eau [3]. L’attraction des
molécules d’eau fait gonfler le cartilage et le maillage de collagéne crée une force de
résistance & ce gonflement et confére une certaine rigidité au cartilage. A un certain
stade de la progression de la maladie, il y a modification de 1’organisation du maillage
de collagéne, causée par les métalloprotéinases (MMPs), des enzymes qui dégrade la

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




FIGURE 1.1 — Représentation des fibres de collagéne. (a) Fibrilles sur toute leur lon-
gueur, allant de P'os jusqu’a la surface. (b) Fibrille individuelle. (c) Plusieurs fibrilles
entremélées pour former un maillage. [9]

mécaniques du cartilage, particuliérement sa résistance & la compression, ce qui méne
a sa dégradation. Lorsque le corps n’est plus capable de régénérer le cartilage a la
méme vitesse que sa dégradation, 1'ostéo-arthrite apparait [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 ot I'os se trouve & découvert, ce qui cause
des douleurs [4, 6]. Malheureusement, il n’existe actuellement aucun traitement qui
permette de guérir complétement cette maladie, bien que plusieurs recherches soient
en cours en ce sens |4, 7]. Présentement, lorsque la progression de I'ostéo-arthrite est
a un stade trop avancé, la seule solution reste le remplacement de l'articulation par
une prothése [4, 8.

Les étapes menant & 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 collagéne sont des changements

biologiques associés & I’ostéo-arthrite [2, 4, 10, 11]. A I’échelle ultrastructurale, la mo-




dification du maillage de collagéne peut étre représentée comme un "démélement" des
fibrilles de collagéne entre elles pour former des regroupements de fibrilles ("bundles")
(voir la figure 1.2) [1, 12]. Cette étape de la dégradation du maillage de collagéne est
considérée comme irréversible [12]. La perte des protéoglycanes est fortement inter-
dépendante de I’état du maillage de collagéne. En effet, la perte de protéoglycanes
méne 3 la dégradation du collagéne et la dégradation du collagéne méne & la perte
de protéoglycanes. Ce dernier se produit généralement sur toute la profondeur du
cartilage [4].

Pour trouver un moyen de guérir ’ostéo-arthrite, il est nécessaire de pouvoir me-
surer sa progression. Ainsi, en ce moment, les techniques utilisées pour imager le
cartilage in-vivo est la radiographie, 'imagerie magnétique, la scintigraphie, 'ultra-
sonographie et ’endoscopie [13]. Or, comme ces techniques n’offrent pas des images
ayant une trés grande résolution, il est difficile d’y discriminer les différentes étapes
de dégradation du cartilage ce qui ne permet pas de distinguer avec précision les
régions atteintes d’ostéo-arthrite des régions saines. Egalement, il existe plusieurs
techniques d’imageries ez-vivo tel que la microscopie optique et la microscopie élec-
tronique qui sont largement utilisées dans la recherche [1, 10, 14] et offrent une trés
bonne résolution, mais il est impossible de mesurer une progression sur le temps de la
maladie ou encore de les utiliser pour diagnostiquer des patients. Egalement, ces tech-
niques offrent soit peu d’informations (la microscopie optique offrant un trés mauvais
contraste puisque le collagéne et les protéoglycanes ont un indice de réfraction sem-
blable) [15] ou nécessitent une préparation des échantillons minutieuse (microscope
électronique) [1]. Toutefois, la grande majorité de la matrice extracellulaire du carti-
lage est composée de collagéne de type 1I, une protéine non centrosymétrique, ce qui
permet 'imagerie du cartilage a 1’aide de la microscopie GSH. De plus, comme men-
tionnée précédemment, une des étapes principales de la progression de 'ostéo-arthrite
est la dégradation du maillage de collagéne [16]. Ainsi, la GSH est une technique de
microscopie de choix pour imager ces changements de la structure de collagéne et
permet d’obtenir des images ou la structure du maillage de collagéne est visible.

La microscopie GSH est présentement largement utilisée pour imager plusieurs




FIGURE 1.2 — Image de Microscopie électronique a balayage (MEB) du collagéne
provenant du cartilage articulaire. Gauche : Large regrouppement de fibrilles orienté
approximativement perpendiculaire a la surface de l'os et associé a une structure
en "noeuds". Barre d’échelle, 2um. Droite : (a) Image montrant la transition entre
du cartilage endommagé ou fibrillé (F) et du cartilage normal (N). Barre d’échelle,
20pm. (b) Un agrandissement de I'image (a) du cartilage normal (région N) mon-
trant sa structure pseudoaléatoire. (c¢) Un agrandissement de 'image (a) du cartilage
endommagé (région F) montrant le "démélement" du maillage de collagéne. Barre

d’échelle, 5pm. [1]



structures telles que le sarcomére contenu dans les muscles [17, 18], la tubuline conte-
nue dans les microtubules [17, 19, 20], le collagéne de type I (que I'on retrouve dans
plusieurs tissus biologiques tels que le fascia [21-23], les muscles squelettiques [17, 21,
24], le foie [25], les tendons 21, 26-34], les neurones [20], le derme [28, 31, 34-36], la
dentine |28, 34] et l'os [28, 34, 37]), le collagéne de type II [16, 29, 38-41] (que l'on
retrouve principalement dans le cartilage) et le collagéne de type III [29] (que l'on
peut retrouver dans les vaisseaux sanguins).

Plusieurs recherches sont présentement en cours ayant pour but de trouver de nou-
velles techniques pour imager le cartilage articulaire. Certains groupes de recherche
travaillent entre autres sur la tomographie a cohérence optique sensible & la polarisa-
tion (PS-OCT) qui, contrairement a la tomographie a cohérence optique (OCT), est
sensible a la polarisation de ’onde réfléchie. Ainsi, il indique la présence d’éléments
ayant une forte anisotropie tels que le collagéne de type I et IT [39]. Cette technique fut
utilisée pour détecter la dégradation du cartilage & un stade précoce [42]. Egalement,
des recherches au niveau de la microscopie optique non-linéaire ont été effectuées. La
premiére équipe de recherche a avoir imagée le cartilage & l'aide de la microscopie
GSH a observé que le signal GSH est beaucoup plus dépendant de la polarisation
laser dans des régions atteintes d’ostéo-arthrite [38], contrairement aux régions en
santé. De plus, une autre équipe de recherche s’est penchée sur la sensibilité de la
polarisation du signal GSH et a observé un changement du comportement du signal
GSH dans les régions atteintes d’ostéo-arthrite [16].

Dans ce mémoire, la possibilité d’utiliser la microscopie GSH comme outils de
recherche et de diagnostic de 'ostéo-arthrite sera démontrée. Tout d’abord, aux cha-
pitres 2 et 3, une revue de la théorie concernant principalement I’anatomie des articu-
lations, I'ostéo-arthrite, la microscopie optique non-linéaire et la génération de seconde
harmonique sera faite. Par la suite, au chapitre 4, une description du montage expéri-
mental sera faite ainsi que 1'analyse de I'ellipticité induite dans le microscope. De plus,
une description de la préparation des échantillons biologiques sera présentée. Ensuite

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

des échantillons épais provenant de bovins seront présentés. Au chapitre 6, les résul-

5]




tats concernant l'imagerie de sections transversales minces de cartilage provenant de
genoux humains seront présentés. Finalement, le chapitre 7 présentera la conclusion

de nos recherches.
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Chapitre 2

Histologie et Ostéo-arthrite

Le collagéne est une des protéines les plus abondantes du corps humain {43]. I
représente de 20 & 25 % de toutes les protéines contenues dans le corps. Il se trouve es-
sentiellement dans la matrice extracellulaire et permet a cette derniére de résister aux
forces de tension. Il existe au-dessus de 20 types de collagéne, mais dans le contexte
de cette maitrise, seulement les types I et II sont étudiés. La différence entre ces dif-
férents types de collagéne est essentiellement la séquence d’amino-acides composant
les chaines o qui composent la fibrille de collagéne. Chaque type de collagéne a une

fonction particuliére et se trouve a un endroit particulier dans le corps.

2.1 Collagéne de type I

Le collagéne de type I est le plus commun. Il se trouve dans plusieurs endroits dans
le corps, tel que dans les tissus connectifs comme le derme, les tendons, les ligaments,
mais également les os, la dentine et le cementum. Sa principale fonction est d’assurer

une bonne résistance au tension.

2.2 Collagéne de type 11

Le collagéne de type IT est présent presque exclusivement dans le cartilage hyalin

et le cartilage élastique. Sa principale fonction est d’assurer une bonne résistance a
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FIGURE 2.1 — (Gauche) Schéma représentant le modéle de Benninghoff de I’arrange-
ment des fibrilles de collagéne dans la matrice extrcellulaire. (Droite) Schéma reppré-
sentant la forme des cellules dans les différentes couches du cartilage. [39]

la pression. Plusieurs modéles ont été étudiés pour déterminer la structure du col-
lagéne dans le cartilage hyalin. Le modéle classique présenté par Benninghoff [44]
(voire figure 2.1) suggére que les fibrilles de collagéne prennent naissance dans l'os
sous-chondral, se courbent au niveau de la zone transitionnelle, devenant donc paral-
léle & la surface dans la zone superficiel, et redescendent jusqu’a 1’os sous-chondral. A
la surface du cartilage, les fibres sont paralléles & celle-ci, formant une couche "tan-
gentielle" ayant une épaisseur de 100 pum. Toutefois, des recherches plus récentes [15]
suggerent que les fibrilles de collagéne forment des feuilles qui prennent naissance a 1’os
sous-chondral et ensuite courbent pour étre paralléle & la surface du cartilage, mais,
contrairement au modéle classique, termine & la couche superficielle, ne redescendant

pas vers 1’os sous-chondral (figure 2.2).

2.3 Structure du collagéne

Le collagéne se présente sous forme de fibres qui ont habituellement un diamétre de

lordre de 10 um. Les fibres de collagéne sont formées d’agrégats de fibrilles plus fines

d’un diamétre variant entre 10 et 300 nm et de plusieurs micrométres de long. Ces
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FIGURE 2.2 — Représentation du modéle d’architecture de collagéne actuel. Les feuilles
de collagéne prennent naissance a la jonction de I'os et se courbent & la zone superfi-
cielle. [14]




fibrilles sont composées de molécules de tropocollagéne qui sont elles-mémes consti-
tuées de trois chaines de polypeptides, des chaines a, enroulées entre elles selon une
configuration hélicale (voire figure 2.3) [45]. Ces molécules de tropocollagéne sont
longues d’environ 280 nm et ont un diamétre de 1,5 nm. Elles sont mises bout a
bout pour former de longues chaines et plusieurs de ces chaines sont regroupées pour
former les fibrilles. Il existe un certain espacement entre la téte d’'une molécule et
la queue d’une autre et, a cause de l'organisation des fibrilles, il y a une périodicité
dans la structure des fibrilles sur une longueur de 67 nm. Sur cette longueur, il y a
alternance entre les régions ol toutes les molécules de tropocollagéne se superposent
et ou certaines présentent des trous. Ceci est dii aux espacements entre les molécules

de tropocollagéne, comme le montre la figure 2.3.

2.4 Cartilage

Les articulations contiennent du cartilage hyalin, le type de cartilage le plus pré-
sent dans le corps humain [46]. Il forme une couche mince sur les os au niveau des
articulations et est constitué de trois types de cellules (cellules chondrogéniques, chon-
droblastes, chondrocytes) qui sont supportées par une matrice extracellulaire. Le col-
lagéne constitue 40% du poids sec de la matrice extracellulaire, principalement celui
de type II, mais contient également des types IX, X et XI en faible proportion. La
matrice extracellulaire du cartilage contient également des protéoglycans, des glyco-
protéines, et du fluide extracellulaire.

La matrice de cartilage est riche en aggrécans, une large molécule protéoglycane
qui est composée d’une protéine au centre autour de laquelle sont attachées, par des
liens covalents, des molécules glycosaminoglycanes [47, 48|. De 100 & 200 aggrécans
sont liés entre eux de maniére non covalente, ce qui forme d’énormes composites
aggrécanes de 3 4 4 um de long. Ces grosses molécules protéoglycanes possédent
une grande charge négative, ce qui a pour effet d’attirer les cations, notamment les
ions de sodium (Na't), qui, & leur tour, attirent des molécules d’eau. Ainsi, une

grande quantité d’eau se retrouve "emprisonné" dans le cartilage de telle sorte qu’il
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FIGURE 2.3 — Représentation d’une fibre de collagéne. Les fibrilles sont formées de
mollécules de tropocollagéne et présentent une structure périodique sur une longueur

de 67 nm. [43]

11



compose 80% du poids humide du cartilage. Ces molécules d’eau permettent ainsi au
cartilage de résister 4 une grande force de compression. Les protéoglycans remplissent
les interstices entre les fibres de collagéne et leurs chaines glycosaminoglycanes forment
des liens électrostatiques avec le collagéne. La structure moléculaire composée de
fibres de collagéne et de substances fondamentales permet ainsi de résister & la force

de tension créée par la pression osmotique.

2.5 Os

L’0s est la substance la plus dure du corps humain [49]. Il est composé de cellules
entourées d’une matrice extracellulaire calcifiée. Cette matrice extracellulaire calcifiée
est composée de fibres, en grande majorité du collagéne de type I, et de substances
fondamentales. Les cellules contenues dans ’os incluent les cellules ostéoprogénitrices,
qui se différentient en ostéoblastes. Ces derniers ont pour fonction de sécréter la
matrice extracellulaire et lorsqu’ils s’en retrouvent entourés, deviennent inactifs et
se transforment en ostéocytes. L’espace occupé par celle-ci est appelé lacuna. Les
ostéoclastes, des cellules provenant de précurseurs de moelle osseuse fusionnés, sont
responsables de la résorption et du remodelage osseux.

La matrice extracellulaire est composée d’éléments organiques et inorganiques.
Les éléments inorganiques composent 65% du poids sec de ’os et sont constitués
essentiellement de calcium et de phosphore. Ils existent principalement sous la forme
de cristaux hydroxyapatites (Ca,o(PO,),(OH),) mais également sous forme amorphe.
Les cristaux hydroxyapatites sont disposés de maniére ordonnée le long des fibres de
collagéne. Les surfaces libres des cristaux sont entourées de substances fondamentales
amorphes et les ions en surface des cristaux attirent les molécules de H,O, ce qui forme
des bulles d’hydratation et permet ’échange d’ions avec le fluide extracellulaire. La
composante organique principale de 1'os est le collagéne de type I. En effet, il constitue
de 80 & 90 % des composantes organiques de l'os. Il est formé en large regroupement de
fibrilles (entre 50 et 70 nm de diamétre) et est hautement cross-linked pour empécher

qu’il soit facilement extrait.
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Les os sont classifiés selon leurs formes. On retrouve les os longs, les os courts,
les os plats, les os irréguliers et les os sésamoides. Lorsque 1’on regarde la structure
d’un os long, on remarque deux différentes structures de 1'os (figure 2.4). La structure
compacte sur la surface extérieure de ’os est appelée ’os compact tandis que la région
poreuse au centre de 1'0s, entourant la cavité contenant la moelle osseuse, est appelée
l'0s spongieux. Il existe deux types d’os, I'os primaire et 1'os secondaire. L’0s primaire
est présent lors de la formation de I'os, durant le développement foetal et la réparation
des os. La structure est abondante en ostéocytes ainsi qu’en regroupements irréguliers
de fibres de collagéne et la quantité de minéraux est moins abondante que dans l'os
secondaire. L’os secondaire est composé de lamelles osseuses disposées de maniére
paralléle I'une & 'autre ou concentrique. Les fibres de collagéne sont arrangées pour
qu’elles soient paralléles les unes aux autres & l'intérieur des lamelles. De plus, la

structure est plus calcifiée, ce qui la rend plus solide que 1’os primaire.

2.5.1 Articulation de P’os

Les articulations sont classifiées selon le degré de mouvement disponible entre les os
du joint. Les articulations ol le mouvement est trés minime sont appelées synarthroses
tandis que celles dont le mouvement est relativement grand (comme larticulation
du genou) sont classifiées comme étant une articulation diarthrose. La plupart des
articulations situées aux extrémités des os sont diarthroses (voire figure 2.5). Ces
derniéres 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 scellé avec une capsule d’articulation.

2.6 Ostéo-arthrite

L’ostéo-arthrite est la forme la plus commune de Parthrite [50]. Elle regroupe plu-
sieurs maladies distinctes dont les symptomes du point de vue biologique, morpho-
logique et clinique sont semblables. La maladie n’affecte pas seulement le cartilage,

mais |’articulation entiére, incluant 1'os sous-chondral, les ligaments, la membrane
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FIGURE 2.4 — Tllustration de ’os montrant I’os compact et I’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 fibrillation du collagéne, des fissures, des ul-
cérations et la perte compléte de I’épaisseur de la surface articulaire. L’ostéo-arthrite
est le résultat d’événements mécaniques et biologiques qui déstabilisent I'équilibre de
la dégradation et de la synthése des chondrocytes, de la matrice extracellulaire du
cartilage articulaire et de I'os sous-chondral. Bien qu’elle puisse étre initiée par plu-
sieurs facteurs, que ce soit génétique, développemental, métabolique et traumatique,
I'ostéo-arthrite implique tous les tissus de I'articulations diarthrose. I.’ostéo-arthrite
se manifeste par des changements morphologiques, biochimiques, moléculaires et bio-
mécaniques dans la matrice et les cellules, ce qui méne a I'"adoucissage", la fibrillation,
I'ulcération, la perte de cartilage articulaire, la sclérose et ’éburnation de I'os sous-
chondral, des ostéophytes et des kystes sous-chondral. Losrqu’elle est cliniquement
visible, I'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 inflammations a différents degrés sans effet systémique.
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2.6.1 Stade précoce de l'ostéo-arthrite

L’ostéo-arthrite est principalement diagnostiquée cliniquement grace & ’historique
du patient, par I'imagerie a rayons X et des douleurs [52]. Etant donné que ces ca-
ractéristiques apparaissent seulement & un stade avancé de l'ostéo-arthrite, peu de
choses sont connues sur les événements se produisant au début de la maladie. Ainsi,
plusieurs des recherches récentes se sont concentrées sur les événements se produisant
au début de la progression de la maladie. Les études ont démontré que la totalité du
cartilage est touchée lorsque 'articulation est affectée par 1'ostéo-arthrite et non seule-
ment des régions localisées. Il a en effet été démontré que des échantillons ayant une
légére fibrillation de la surface montrent des changements métaboliques similaires a
ceux présents dans une section de cartilage d’apparence normale dans une articulation
gravement affectée par 'ostéo-arthrite, indiquant que les changements biochimiques
sont présents dans la totalité de Uarticulation [52].

Un des événements clairement identifiable dans le développement de 1'ostéo-ar-
thrite est augmentation du volume (gonflement) du tissu. Ceci est possible si les
propriétés de résistance de 'arrangement ultrastructural de collagéne sont affectées,
empéchant ce dernier de résister a la pression créée par les propriétés osmotiques des
aggrécans. Ceci explique que les événements précoces & l'ostéo-arthrite impliquent
des processus influant sur 'arrangement ultrastructural de collagéne, mais pas né-
cessairement sur la structure des fibrilles de collagéne. Egalement, il a été démontré
qu’il y a perte de protéoglycans dans le tissu & un stade précoce de la maladie pour
étre remplacés par des chondrocytes (cellules du tissu cartilagineux) dans le but de

maintenir l'intégrité tissulaire.
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Chapitre 3

Optique non-linéaire

3.1 Microscopie optique non-linéaire

Dans la plupart des interactions entre la lumiére et la matiére, la polarisation
induite dans le matériau est linéairement proportionnelle & la composante électrique
du champ électromagnétique de la lumiére. Toutefois, lorsque 'intensité appliquée
est suffisamment intense, soit une composante électrique élevée, cette approximation
n’est plus valide et il faut considérer la polarisation en utilisant une expansion en
série de puissance de la force du champ électrique appliqué E [53]. La polarisation du

milieu peut donc étre exprimée comme suit :

-

P=yV.E1\® . E.E4+y®E.E-E (3.1)

Les lasers ont permis 'obtention de champs électromagnétiques suffisamment in-
tenses pour permettre ’observation d’effets non-linéaires. La GSH fut d’abord obser-
vée en 1961 par Franken et al., soit un ans aprés la découverte du laser & rubis [54],
et depuis, la possibilité d’utiliser cet effet non-linéaire pour imager les matériaux
fut également démontrée [55|. Plus tard, il fut démontré qu’il est possible d’obtenir
un contraste d’imagerie du signal GSH dans les tissus biologiques [56], ce qui ou-
vra la porte au développement de techniques de microscopie optique non-linéaire. La

microscopie a génération de seconde harmonique (GSH), la microscopie CARS ("Co-
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FIGURE 3.1 — Localisation de la fluorescence. (a) Signal émis par la fluorescence a un
photon. (b) Signal émis par la fluorescence a deux photons, un processus non-linéaire
de la conversion de la lumiére |30].

herent Anti-Stokes Raman Scattering") et la microscopie & génération de troisiéme
harmonique (GTH) sont parmi les plus utilisées. Ces trois techniques de microscopie
utilisent des lasers pulsés dont la durée des impulsions va de 'ordre de la centaine de
femtosecondes a quelques picosecondes. Ceux-ci permettent d’obtenir une puissance
créte suffisamment élevée pour la génération d’effets non-linéaires tout en gardant une
puissance moyenne basse, ce qui prévient 'endommagement des tissus biologiques via
des effets thermiques [57].

Contrairement & plusieurs techniques de microscopie a balayage laser tel que la mi-
croscopie a fluorescence a un photon, la microscopie optique non-linéaire offre une trés
bonne résolution. En effet, étant donné la grande puissance nécessaire pour produire
les effets non-linéaires, ceux-ci sont générés seulement au plan focal de 'objectif, 1a ol
I'intensité est la plus élevée (voire figure 3.1b). Toutefois, dans le cas de la fluorescence
a un photon, le signal est généré sur toute ’épaisseur de I’échantillon, produisant ainsi
beaucoup de signal provenant d’éléments & Uextérieur du plan focal (voir figure 3.1a)
et diminuant ainsi le contraste de I'image. De plus, le signal produit par la plupart des
techniques de microscopie optique non-linéaire provient d’'une propriété intrinséque
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 & Génération de Seconde Harmonique

La génération de seconde harmonique (GSH) est un processus non-linéaire se pro-
duisant seulement dans des milieux non centrosymétriques [54|. Pour cette technique
de microscopie, un laser a impulsion de fréquence centrale v est focalisé dans un échan-
tillon et I'interaction non-linéaire résulte en la génération de photons dont la fréquence
est le double de la fréquence laser (2v), soit la moitié de la longueur d’onde, comme le
montre le diagramme de Jablonski a la figure 3.2(a). Etant donné que la génération
de seconde harmonique n’implique pas d’absorption d’énergie (si l'intensité n’est pas
trop élevée), il ne se produit pas de dommages thermiques ou de photoblanchiment si
la longueur d’onde du faisceau pompe est & U'extérieur de la bande d’absorption [58].
Il est trés facile de discriminer le signal de seconde harmonique du faisceau pompe
ou d’un signal d’autofluorescence puisqu’il posséde une longueur d’onde qui est exac-
tement la moitié de la longueur d’onde du faisceau pompe. La microscopie GSH ne
peut étre utilisée que dans un milieu ne possédant pas de centre d’inverision, permet-
tant son utilisation pour imager des milieux non centrosymétriques, des interfaces ou
des environnements dont la non centrosymétricité a été induite par un champ élec-
trique [58|. Cette condition a la production du signal peut étre un avantage puisqu’il
permet de cibler un élément de I’échantillon étudié tel que le collagéne, comme il peut

étre un désavantage en rendant son utilisation peu versatile.

3.1.2 Microscopie & Génération de Troisiéme Harmonique

La génération de troisiéme harmonique (GTH) est un processus non-linéaire ot
le faisceau pompe, de fréquence v, génére un signal cohérent d’une fréquence 3v [59]
(voir figure 3.2(c)). Tout comme la génération de seconde harmonique, ce processus
n’implique pas d’absorption de photons et donc pas de photoblanchiement associé a
une exposition trop prolongée. Toutefois, contrairement & la GSH, un milieu non cen-
trosymétrique n’est pas nécessaire pour obtenir un signal. Le signal de troisiéme har-
monique peut étre obtenu & partir d’interfaces et de particules dont la taille avoisine

la grosseur de la tache focale [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 (¢) 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 troisiéme ordre ) qui permet I'imagerie avec un
contraste spectroscopique basé sur l'effet Raman. Dans ce processus, deux faisceaux
laser de fréquence v, et vg générent un signal de fréquence 2v, —vg. Le milieu est com-
posé de molécules ayant une fréquence vibrationnel €2 observée dans le spectre Raman
de telle sorte que v, — vg = 1. Ainsi, en stimulant le mode vibrationnel de la molé-
cule a la fréquence de Raman €2, il est possible d’obtenir un signal Anti-Stokes & une
fréquence veaps = 2, — vg (figure 3.2(b)) générée seulement par une molécule spé-
cifique, créant le contraste d’imagerie |63]. Un des avantages de la microscopie CARS
est qu’il ne requiert pas d’agents fluorescents, qui sont sujets au photoblanchiment,
étant donné que le contraste vibrationnel Raman est inhérent a 'espéce moléculaire

présent dans la structure biologique imagée [64]. De plus, la microscopie CARS est
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un processus cohérent et offre donc une meilleure sensibilité que le processus Raman
spontané. Etant donné que le signal CARS provient d’un processus non-linéaire, il
affiche une forte dépendance a lintensité et le signal est généré seulement dans le
volume focal du faisceau laser, permettant d'imager des sections d’échantillons épais
et d’obtenir des images en trois dimensions de haute résolution (tout comme la GSH
et la GTH d’ailleurs). Egalement, il peut offrir une grande sélectivité chimique étant
donné qu’il est possible de changer le mode Raman & imager en modifiant la longueur
d’onde du faisceau pompe ou Stokes. Finalement, le signal CARS peut étre détecté
en présence de signal d’autofluorescence puisque la fréquence du signal CARS est
trés bien définie. Toutefois, la problématique majeure avec la microscopie CARS est
la contribution non-résonnante du signal qui peut diminuer le contraste d’imagerie.
Ce dernier provient de deux sources, la contribution électronique non résonnante qui
est présente méme lorsque les conditions de résonance Raman ne sont pas rencon-
trées et la contribution électronique et Raman du milieu environnant. Pour ce type
de microscopie, il est préférable d’utiliser des impulsions picosecondes plutot que des
impulsions femtosecondes puisqu’il permet d’obtenir un meilleur ratio de signal sur
bruit en ayant une largeur spectrale équivalente a celle d’'un mode vibrationnel de Ra-
man. La popularité de ce type de microscopie ne cesse d’augmenter depuis plusieurs
années [65-70] et les principales applications biologiques pour laquelle il est utilisé est
Pimagerie de la myéline [71, 72] et des cellules |65, 68, 69, 73]. Ceux-ci offrent en effet
un bon contraste d’imagerie étant donné la présence de liens C-H qui produit un fort

signal CARS.

3.2 Génération de Seconde Harmonique (GSH)

3.2.1 Introduction

La génération de seconde harmonique est un processus optique non-linéaire qui
se produit lorsqu’un champ électromagnétique suffisamment intense interagit avec un

milieu non centrosymétrique possédant une susceptibilité non-linéaire x [74]. 11 y
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a ainsi une modification des propriétés optiques du matériau et il y a conversion de
deux photons en un seul photon ayant le double de la fréquence originale.
Lorsqu’un matériau est soumis & un champ électrique intense, la polarisation in-
duite peut étre décrite par ’équation 3.1 ot x{V est la susceptibilité linéaire et y(?
et x® sont respectivement la susceptibilité optique non-linéaire du second et troi-
sieme ordre. Par mesure de simplicité, nous posons P (t) = P E%(t) et PO(t) =

x® E3(t). La composante électrique du faisceau laser peut étre représentée comme

E(t) = Ee™™" + c.c. (3.2)

et si la susceptibilité optique non-linéaire x® est non nulle, on retrouve une polari-

sation induite donnée par
PO(t) = YD E(t) = 2¢oX P EE* + (eoxP E*e ' + c.c) . (3.3)

On remarque que cette derniére équation contient un terme indépendant de la fré-
quence (la rectification optique) ainsi qu’un terme apportant une contribution & une
fréquence 2w (la contribution non-linéaire). Ainsi, ce second terme peut mener a la
génération de radiation dont la fréquence est le double de la fréquence d’origine.
Comme le montre les figures 3.2(a) et 3.3, lors de la génération de seconde harmo-
nique, deux photons de fréquence w sont annihilés et un photon de fréquence 2w est

créé simultanément.

3.2.2 Oscillateur anharmonique

Le processus de génération de seconde harmonique se produit seulement dans des
milieux non centrosymétriques. En effet, si I'on représente la position d’un électron

dans le modéle de Lorentz comme suit :

I+ 297 + wii + ai? = —eE(t)/m (3.4)
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FIGURE 3.3 — Géomeétrie de la seconde harmonique. Un faisceau de fréquence w passe
4 travers un milieu possédant une susceptibilité non-linéaire y(® et le faisceau de
fréquence w ainsi qu’un faisceau ayant le double de la fréquence (2w) en ressort. [74]

ol E(t) est le champ électrique appliqué sur un électron de charge —e. Ainsi, dans
cette équation, nous avons la force d’amortissement qui est donnée par —2m’y§: et la

force de rappel est donnée par
Fv‘appel = —mwii — mazt. (3.5)
L’énergie potentielle correspondante a cette force de rappel est donné par :

~ 1 1
U(z)=- / Frappetd? = §mwgi2 -+ gma:i?’ (3.6)

Ce potentiel d’énergie correspond a la parabole présente & la figure 3.4. Le premier
terme du potentiel correspond au potentiel harmonique (forme de parabole) tandis
que le second terme correspond & la correction anharmonique. Ce potentiel correspond
4 celui d’un milieu non centrosymeétrique en raison de I’absence d’un centre d’inversion
par rapport a z = 0.

Si ’on considére le champ électrique de la forme :
E(t) = Eje™"'" + Eye ™" 4 c.c. (3.7)

aucune solution générale de ’équation 3.4 n’est connue pour un champ électrique de
p p

cette forme. Toutefois, en utilisant une procédure semblable & la théorie de pertur-
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FIGURE 3.4 — Fonction du potentiel d’énergie pour un milieu non centrosymé-
trique. [74]

bation Rayleigh-Schrédinger en mécanique quantique, il est possible d’obtenir une
solution. En effet, en appliquant cette méthode, on retrouve les équations du mouve-

ment pour les différentes contributions (du premier au troisiéme ordre) :

7 + 271L-(1) + ng;(l) — _eE'(t)/m (3.8)
50 10430 4 (250 4 g [5(1)]2 -0 (3.9)
i® 4+ 29i® 4+ w2z2® +205W5® =0 (3.10)

La contribution de la polarisation linéaire correspondant & la solution est donnée

par :

PO (w;) = eoxM (w;) B(wj) = ~Nea'V(wy) (3.11)
tandis que la susceptibilité linéaire correspondante est donnée par

N (e3/m?)

X(l)(wj): CQD(CUJ‘) : (312)

Dans le cas de la génération de seconde harmonique, la polarisation non-linéaire
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oscillant & une fréquence 2w, est donnée par
P(2)(2w1) = €0X(2) (2&)1,&)1,&)1) E(2w1)2 = —Nea:(2)(2wl) (313)
ce qui nous donne la susceptibilité non-linéaire suivante

ema 2
]3263X(1)(2w1) [X(l)(wl)} ) (3.14)

X(2) (2601,&)1,001) =

On voit ainsi qu’il est possible d’obtenir une susceptibilité non-linéaire du second
ordre du champ électrique appliqué contribuant & la polarisation dans un milieu non
centrosymétrique.

Toutefois, si I'on refait le méme exercice dans un milieu centrosymétrique, on

retrouve la force de rappel suivante

Fhrappel = —MWiE + mbi>. (3.15)
Le potentiel associé est le suivant :
~ r ool oa, 1oy
U(Z) = — | FroppedT = SMwpT” — Zmbx : (3.16)

qui est un potentiel symétrique comme présenté a la figure 3.5. En appliquant un

champ de la forme
E(t) = Eje7 it 4 Eoem®2t 4 Bae™™st L e, (3.17)
sur des électrons dont le déplacement & partir de I'équilibre est donné par

74 29F + wiF — b(7.F)F = —eE(t)/m (3.18)

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

dans le cas d’un milieu non-centrosymétrique. Avec cette méthode, on retrouve les
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FIGURE 3.5 — Fonction du potentiel d’énergie pour un milieu centrosymétrique. [74]

équations du déplacement présentées comme suit :

FO 4 oy O 1 27D = —eE(t) /m. (3.19)
F@ 4 onF@ 4 250 =, (3.20)
7B 4 27;(3) + wgf(B) - (f(l) . f(l)) F = . (3.21)

Etant donné que le déplacement du second ordre décrit par I’équation 3.20 est amorti,

mais pas entrainé, la solution en régime permanent disparait. Ainsi,
72— (3.22)

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

métrique.

3.2.3 Description de la génération de seconde harmonique en

utilisant les équations d’ondes

Pour décrire le processus de seconde harmonique utilisant les équations d’onde,

nous allons supposer que le milieu est sans perte a la fréquence fondamentale w; et
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a la fréquence de seconde harmonique wy = 2w [75]. Avec le champ électrique total

donné par

E(z,t) = Ey(z,t) + Ey(z, 1)

Ej(z,t) = Aj(2)et#e ™ 1 cc.

ol
kj = njw;/c

n; = [eM(w))] vz

L’équation d’onde est donnée par

82Ej . 6(1)(wj) 62E~j o 1 8_2 5
022 2 o2 2ot

dont obéissent toutes les composantes de fréquences du champ électrique.

La polarisation non-linéaire est représentée par :
PNL(th> = pl(zat) + PQ(th)

ol

Pj(z,t) = Pj(2)e ™" + c.c.

(3.23)
(3.24)

(3.25)

(3.26)

(3.27)

(3.28)

(3.29)

avec j = 1,2. Les expressions de 'amplitude de la polarisation du faisceau pompe et

de la seconde harmonique sont données respectivement par
Pi(z) = 4epdeg o B = degdogAg AeiR2 k)2

et
Py(2) = 2e0deg B? = 2eqdop A2

(3.30)

(3.31)

En substituant les équations 3.30 et 3.31 dans I’équation d’onde 3.27 et en dérivant

les équations d’amplitude couplées pour la génération de somme de fréquences, on
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obtient :
dA] . in%deﬂ‘

il A, A* —iAkz )
P k2 2A7e (3.32)
et
dA2 /lw%deff 2 Ak
il A2iAkz ]
P o2 e (3.33)
ou
Ak = 2k; — ko, (3.34)

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

et varie lentement) comme suit :

I 1/2 _
et
I 1/2 '

avec I'intensité totale des deux ondes qui est donnée par :
I=0L+1D (3.37)
dont chaque terme d’intensité est donné par :
I; = 2n;eoc | Aj)7 . (3.38)

Etant donné que I'intensité du champ ne varie pas avec la propagation, I’amplitude
des champs normalisé u; et uy est définie de tel sorte que u?+u2 est également conservé

et satisfait la relation

ur(2)? +up(2)* =1 (3.39)

Nous introduisons le paramétre de la distance normalisée ¢ = z /[ ot

2 1/2
- (2"1"2) ¢ (3.40)

eoc] Qw1des’
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la phase relative des champs interagissants

0 = 26, — po + Akz (3.41)

et le paramétre d’accord de phase normalisé

As = Akl (3.42)

En substituant les quantités u;, ¢;, ¢ et As introduites précédemment dans les
équations (3.32) et (3.33), nous obtenons, aprés plusieurs réductions, les équations

couplées des trois quantités réelles uq, us et 6 :

d’LLl

d_c = U1U9 sin 9, (343)
CZ—UZ = —u?sin), (3.44)

do A cosf d

—_ = —_— 2
i St i (Inujuy) . (3.45)

Par mesure de simplicité, nous assumons un accord de phase parfait, c’est-a-dire que

Ak = As = 0. Nous pouvons donc réécrire 'équation précédente comme suit :

diC In (ufugcos ) = 0. (3.46)

Etant donné que In (u3us, cos #) est une quantité constante, que nous définirons comme

I, la solution & I’équation précédente est donnée par
uuy cosf =T. (3.47)

[ est indépendant de la distance de propagation ( et ainsi est déterminé seulement
par les valeurs connues de u, us et 8 a 'entrée du milieu non-linéaire.

En utilisant I’équation précédente et équation (3.39), nous pouvons découpler les
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u, (fundamental)

~ u, (second harmonic)

normalized field amplitude
T

0 1 2 3

normalized propagation distance, {=2z/¢

FIGURE 3.6 — Variation spatiale de 'amplitude du champ de 'onde fondamental et
de sa seconde harmonique dans le cas d’un accord de phase parfait a la condition de
frontiére uy(0) = 0 [75].

équations (3.43) a (3.45). Ainsi, 'équation (3.44) devient

2
dus

i~ [(1 —u2)’ud — F2] v (3.48)

Ceci est I’équation de 'amplitude du champ de la seconde harmonique. La solution

dépend des conditions initiales.
Si 'on prend par exemple les conditions initiales oul il n’y a pas de lumiére de se-

conde harmonique incidente (u;(0) = 1 et u(0) = 0), on obtient la solution suivante :
u(¢) = tanh( (3.49)
tandis que la solution pour 'onde fondamentale est donnée par
u1(¢) = sech( (3.50)

Ce qui nous donne les courbes présentées & la figure 3.6. Toutefois, en microscopie
optique non-linéaire, trés peu de signal de seconde harmonique est produit et on peut

considérer que u; reste constant lors de la propagation dans le tissus biologique.
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3.2.4 Accord de phase

L’accord de phase est un paramétre essentiel & la génération de la seconde har-
monique. En effet, lorsqu’il y a génération de signal de seconde harmonique dans le
volume focale, s’il n’y a pas un accord entre la phase des ondes électromagnétiques
générées, il se produit de l'interférence destructive entre ceux-ci et aucun signal n’est
généré. Dans le cas de la génération de seconde harmonique, 'accord de phase est
donné par

Ak = 2k — ks (3.51)

et l'intensité du signal produit, en utilisant 'approximation ou I'intensité du faisceau
laser reste constant, est donnée par

sin (AkL /2)] 2

SELY (3.52)

IQ _ IQ(maz) |:

Si une condition d’accord de phase parfaite est rencontrée (Ak = 0), le signal qui
peut étre produit est maximum. Toutefois, si ce n’est pas le cas, il y a décroissance
rapide de l'intensité du signal maximum qui peut étre produit (voire figure 3.7).
Egalement, étant donné que le I'indice de réfraction d’un milieu dépend de la longueur
d’onde du faisceau laser, pour que 'accord de phase soit parfait, il est nécessaire de

satisfaire la condition suivante

2n1w1 NolWs

= 3.53
. : (3.53)

Toutefois, la conservation de 1’énergie dicte que
2w1 = Wa, (354)

ce qui ne peut étre satisfait en méme temps que la condition présentée a I’équa-

tion 3.53. En effet, dans le cas de la seconde harmonique, ceci nécessiterais que

n(wl) = n(2w1) (355)
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FIGURE 3.7 — Graphique représentant ’accord de phase des vecteurs d’onde dans le
cas de la génération de seconde harmonique. [75]

ce qui n’est pas possible puisque n(w) change avec w. Dans les tissus biologiques, il
est presque impossible d’obtenir un accord de phase parfait étant donné les condi-
tions spécifiques pour 'obtenir. Toutefois, pour des applications ot la génération du
maximum de signal de seconde harmonique est requise, un accord de phase parfait
peut &tre généré en utilisant des cristaux biréfringents.

En considérant le cas ou Ak = 0, & mesure qu’un faisceau se propage i travers
un milieu non centrosymétrique, 'amplitude du signal augmente linéairement avec
z et, en conséquence, l'intensité augmente quadratiquement avec z. D’un point de
vue microscopique, lorsque la condition d’accord de phase parfait est satisfaite, les
dipoles atomiques individuels qui constituent le matériau sont orientés adéquatement
pour que les champs émis par les dipoles soient additionnés de maniére cohérente
dans la direction de la propagation du faisceau laser. La puissance du signal émis est
done proportionnelle au carré du nombre d’atome. Si la condition d’accord de phase
parfait n’est pas satisfaite, ’émission de signal est moins élevée. Cette diminution
du signal est proportionnelle & sinc? (AkL/2) qui est représentée graphiquement &
la figure 3.7 out L est la distance dans le milieu ou il y a génération de seconde

harmonique. Ainsi, on voit que Pefficacité de la génération de seconde harmonique
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diminue lorsque |Ak|L augmente. Lorsque L est plus grand qu’approximativement
1/Ak, le champ électromagnétique de seconde harmonique produit devient déphasé
par rapport a celui du faisceau pompe et il se produit de I'interférence destructive.
Pour cette raison, la longueur pour lequel I’accord de phase est toujours valable dans

un milieu uniforme, appelée longueur de cohérence, est définie par
Leon = 2/ Ak. (3.56)

Donc, dans le cas ot le signal est produit sur un distance plus grande que la longueur
de cohérence, il y a interférence destructive et le signal généré est faible. Toutefois,
si le signal est généré sur une plus petite distance que la longueur de cohérence, les
champs électromagnétiques générés seront additionnés de maniére constructive sur
toute la longueur mais l'intensité maximale de seconde harmonique qui puisse étre

produit ne sera pas atteinte.

3.2.5 Génération de seconde harmonique dans les fibrilles de

collagéne

La polarisation induite par un champ électrique F est donnée par I’équation 3.1
ott YU est la polarisabilité de la matrice et x® et x©® sont les matrices d’hyperpola-
risabilité du premier et du second ordre. En assumant une symétrie cylindrique et de
Kleinmann [74], I'hyperpolarisabilité de premier ordre se réduit & deux éléments qui
sont représentés comme suit :

Pry = xS B2, + X2 B2, (3.57)

yyy Wy Xyz:r

P2w,a: = Xéi)wa}a:Ew,y (358)

ou E, , et E,, sont les champs électriques fondamentales polarisés dans la direction
z et y respectivement (La direction z étant la direction de propagation du champ
électrique) [26].

Ainsi, un faisceau laser polarisé linéairement selon un angle ® par rapport a I’axe
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de la fibrille produit un signal de seconde harmonique dont l'intensité est donnée par :
I,(®) = I, [¢ cos® ® + sin® D] 2 (3.59)

I(®) = I, [sin 28] (3.60)

ou I, est I'intensité totale mesurée avec un faisceau polarisé perpendiculairement et le
ratio ¢ = (X%)y / Xl(,zx)gg) est une mesure de l'effet de la polarisation axiale de la fibrille.

L’angle entre l'orientation de la polarisation du faisceau laser et ’axe de la fi-
brille détermine I’intensité du signal produit. Lorsque la direction de propagation du
faisceau laser incident est paralléle & I'axe de la fibrille, aucun signal de seconde har-
monique n’est généré, peu importe la polarisation [28]. Ceci est causé par la symétrie
cylindrique de la fibrille (C) qui, le long des fibrilles, crée un arrangement centrosy-
métrique & 1’échelle du volume focale pour toutes polarisations. Toutefois, toute autre
orientation du faisceau laser crée un arrangement non centrosymétrique qui produit
un signal de seconde harmonique. Lorsque la polarisation du faisceau laser est paral-
léle a ’axe des fibrilles, le signal GSH produit est maximum et lorsque la polarisation

du faisceau laser est perpendiculaire & 'axe de la fibrille, le signal est plus faible [26].
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Chapitre 4

Montage expérimental

4.1 Source laser

Pour effectuer les expériences, un laser & impulsion Titane :Saphir (Tsunami, Spec-
tra Physics, Santa Clara, USA) qui peut générer des impulsions d’environ 150 femto-
secondes avec un taux de répétition d’environ 80 MHz a été utilisé. Pour les besoins
de VPexpérience, la longueur d’onde centrale du faisceau laser est ajustée a4 810 nm. A
la sortie du laser, une lame demi-onde et un prisme de Glan-Thompson sont utilisés
pour ajuster la puissance a environ 50 mW. Cette puissance permet d’obtenir suffisa-
ment de signal de seconde harmonique sans toutefois endommager 1’échantillon. Pour
augmenter la résolution spatiale du microscope, la taille du point focale doit étre mi-
nimisée par 'utilisation de toute 'ouverture numérique de I'objectif du microscope.
Pour ce faire, le diamétre du faisceau laser est augmenté en utilisant deux lentilles
(fL1=60 mm et fr5=175 mm) séparées de 235 mm. Devant l'entrée du microscope,
une lame demi-onde est installée pour changer I’angle de la polarisation du faisceau
laser qui est focalisé sur I’échantillon et permettre ainsi de faire des mesures de signal
GSH en fonction de la polarisation. Egalement, un compensateur de Berek est installé
aprés la lame demi-onde pour corriger Uellipticité induite par le miroir dichroique qui
se trouve & l'intérieur du microscope. En effet, lorsque la polarisation n’est pas ver-
ticale ou horizontale, cette polarisation linéaire devient elliptique par son passage a

travers le miroir dichroique du microscope, une composante optique dont la fonction
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Laser Titane-Saphir
810nm 150 fs

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
dichroique; O : Objectif; S : Echantillon; C : Condenseur; f : Filtre; PMT : Tube
Photomultiplicateur ; B : Compensateur de Berek.

est de transmettre les longueurs d’onde du laser et de réfléchir ceux de la seconde

harmonique. Un schéma du montage est présenté a la figure 4.1.

4.2 Microscope

Pour acquérir les images, nous utilisons un microscope a balayage (Till Photonics
GmbH, Munich, Germany) utilisant un systéme de miroirs galvanométriques pour
balayer le faisceau laser sur ’échantillon. Pour focaliser le faisceau laser sur I’échan-
tillon, un objectif de microscope Olympus UplanSApo 20X a immersion & air, avec
une ouverture numérique de 0,75 est utilisé pour faire I'acquisition des images dans
les sections transversales de genoux et les échantillons épais de cartilage sont imagés
avec un objectif 40X & immersion a l’eau ayant une ouverture numérique de 1,15. La
hauteur de I'objectif par rapport a I’échantillon est contrélée par un moteur méca-
nique et piezoélectrique et une platine de translation permet de déplacer I'échantillon
dans le plan XY. Le signal généré dans la direction forward (méme direction que

la direction de propagation du faisceau laser) est collecté avec un condenseur (IX2-
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LWUCD, Olympus, Japan) possédant une ouverture numérique de 0,55. Egalement,
pour des mesures oil le ratio du signal forward et backward est important, un objectif
40X ayant une ouverture numérique de 0,80 (Olympus, Japan) est utilisé pour col-
lecter le signal de GSH. Deux filtres (SEMRock, Rochester, NY, USA) sont utilisés
pour filtrer le signal, le premier est un filtre & large bande pour bloquer le faisceau
pompe de longueur d’onde de 810 nm, et le second est & bande étroite pour trans-
mettre seulement les longueurs d’onde dans U'intervalle de 405 + 10 nm. Le signal est
détecté par un tube photomultiplicateur (PMT). Pour ce qui est de la collection du
signal dans la direction backward (direction opposée & la direction de propagation
de faisceau laser), l'objectif utilisé pour focaliser I’échantillon est également utilisé
pour collecter le signal. Ce dernier est ensuite séparé du faisceau pompe & I'aide d’un
miroir dichroique qui transmet la lumiére & une longueur d’onde autour de 810 nm et
réfléchit celle autour de 405 nm. Finalement, le méme filtre & bande étroite que celui
utilisé dans la direction forward est utilisé pour laisser passer seulement le signal de
seconde harmonique et celui-ci est détecté a I’aide d’un tube photomultiplicateur. La
résolution du microscope dépend de la résolution de la tache focale du faisceau laser.

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

4.3 Ellipticité du faisceau laser

4.3.1 Sans miroirs dichroiques

Comme mentionné & la section précédente, lors des mesures oil il est nécessaire
de changer I'angle de la polarisation du faisceau laser pour observer la variation du
signal, il est important de vérifier que le passage du faisceau laser a travers les op-
tiques du microscope n’induit pas d’ellipticité. Pour ce faire, la puissance du laser a
'objectif a tout d’abord été mesurée a différents angles de la polarisation du faisceau
laser pour vérifier que le changement d’angle du faisceau laser ne change pas son in-
tensité transmise & travers le microscope. Par la suite, la linéarité de la polarisation

a l'objectif du microscope a été mesuré en mesurant la puissance du laser a I'objectif
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en fonction de I’angle de la polarisation du faisceau laser en utilisant un polariseur &
la sortie. Ainsi, pour chaque angle de la polarisation du faisceau laser & I’entrée du
microscope, nous avons effectué deux mesures; la premiére est la puissance & I'objec-
tif en positionnant un prisme de Glan & un angle tel que la puissance transmise est
maximum si le faisceau ne subit pas de modification de sa polarisation et la deuxiéme
est une mesure d’intensité avec le prisme de Glan positionné perpendiculairement &
cet angle. En mesurant la puissance & la sortie du microscope, sans discriminer la
polarisation d’entrée, nous obtenons le graphique présenté a la figure 4.2. En utilisant
le prisme de Glan pour analyser la polarisation de sortie, nous obtenons les mesures
présentées & la figure 4.3. La puissance initiale du faisceau laser a I’entrée du micro-
scope est de 220 mW. Comme le montre la figure 4.2, la puissance a l'objectif est
d’environ 144 mW. Ceci est dii principalement aux pertes dans le microscope, que ce
soit d & un trop grand diamétre du faisceau dont une partie n’est pas réfléchie sur
certains miroirs, ceux-ci étant trop petits, ou par la trop petite taille du détecteur sur
le puissance-métre. Egalement, le signal parasite dans le puissance-métre est autour
de 2,3 4 3 mW. Lors des mesures en utilisant le prisme de Glan (figure 4.3), il est
a noter qu’environ 20 % de pertes sont induites par le revétement inadéquat sur le
prisme de Glan et que d’autres pertes sont également présentes car le faisceau laser
posséde un plus grand diameétre que 'ouverture du prisme de Glan.

On remarque tout d’abord a la figure 4.2 un faible changement de I'intensité 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 présentes
dans le trajet optique a I'intérieur du microscope ne produisent pas de variation de
lintensité en fonction de la polarisation. Ensuite, en observant le graphique de la
figure 4.3, on note une légére diminution de l'intensité de la polarisation paralléle
lorsque la polarisation n’est pas horizontale (0 et 180 degrés) ou verticale (90 degré).
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 méritent pas de corrections a notre opinion.
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FIGURE 4.2 — Puissance & la sortie du microscope en fonction de l'angle de la polari-
sation du faisceau entrant.
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FIGURE 4.3 — Puissance a la sortie du microscope pour une polarisation paralléle et
perpendiculaire a celui du laser pour différents angles d’entrée de la polarisation. Les
mesures ont été prises a la polarisation paralléle a celle d’un faisceau polarisé linéaire-
ment ne subissant pas d’effets d’ellipticité ainsi que perpendiculaire a la polarisation
ce méme faisceau. La ligne noire (avec des points carrés) représente la puissance de
la composante du faisceau a une polarisation paralléle a la polarisation d’un faisceau
laser non affecté par les optiques et la ligne rouge (avec des points ronds) montre la
puissance de la composante du faisceau laser perpendiculaire & la polarisation d’un
faisceau laser non modifié. Sans miroir dichroique.

40



4.3.2 Avec un miroir dichroique

Pour l'acquisition d’images dans la direction backward, il est nécessaire de placer
un miroir dichroique dans le trajet optique du faisceau laser. Il a donc été véri-
fie comment l'installation de cette composante optique induit de I'ellipticité dans la
polarisation du faisceau laser. Nous avons donc effectué les mémes mesures que pre-
cédemment, soit mesurer la puissance a I'objectif pour la polarisation paralléle & celle
que devrait avoir le faisceau laser si sa polarisation n’est pas modifiée par les com-
posantes optiques et une mesure de la puissance & une polarisation perpendiculaire
a cette derniére. Les résultats obtenues sont présentés a la figure 4.4. La puissance
a D'objectif du faisceau laser en fonction de ’angle de la polarisation d’entrée a éga-
lement été mesurée et aucune modification notable de la puissance a été remarquée,
indiquant que le miroir dichroique ne modifie pas la transmission du faisceau laser.

Comme le montre la figure 4.4, la polarisation du faisceau laser est grandement
modifiée par le passage de celle-ci & travers le miroir dichroique. En effet, on remarque
une forte diminution de la puissance de la composante paralléle lorsque la polarisation
n’est pas horizontale (0 et 180 degrés) ou verticale (90 degré) et une augmentation de
la puissance de la composante perpendiculaire, ce qui démontre un changement de la
polarisation du faisceau laser vers une polarisation elliptique.

Pour palier & de probléme, un compensateur de Berek fut placé entre la lame
demi-onde servant & changer l’angle de la polarisation et I'entrée 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 I'ellipticité créée par le miroir dichroique. Nous obtenons ainsi les puissances
présentées a la table 4.1. Le compensateur de Berek fut placé a un angle de 11,4
degrées. Nous voyons ainsi que la puissance de la composante perpendiculaire du
faisceau laser a grandement diminué et il est plausible d’assumer que la polarisation
du faisceau laser arrivant sur ’échantillon est maintenant linéaire. D’autres angles
de la polarisation du faisceau laser ont également été mesurés sans toutefois que les

mesures soient notées puisqu’elles s’apparentaient fortement & celles présentées a la

41




80 —

| —m—Paraliéle —®— Perpendiculaire |
70 .
60 —'/.\ _/ \ ./
| ] " °
s \ : \ s
£ / J
Q 40 \ hd \o \ o
% [ ]
% 30 ¢ J\
- \-/ "
20 ) ; . ]
[ ]
10 - / \ / \
| —e o «
0 , | | |

[ [ [ [ 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Angle [9]

FIGURE 4.4 — Puissance a la sortie du microscope pour une polarisation paralléle
et perpendiculaire a celle du laser pour différents angles d’entrée de la polarisation.
La ligne noire (avec des points carrés) représente la puissance de la composante du
faisceau a une polarisation paralléle & la polarisation d’un faisceau laser non affecté
par les optiques et la ligne rouge (avec des points ronds) montre la puissance de la
composante du faisceau laser perpendiculaire a la polarisation d’un faisceau laser non
modifié. Avec un miroir dichroique.

42



Angle [°] Puissance [mW]
Sans compensateur de Berek Avec compensateur de Berek
Paralléle  Perpendiculaire  Paralléle  Perpendiculaire

0 34 0 34 0
225 11 26 32 <1
67.5 8 26 28 <1

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

table 4.1.

4.4 Préparation des échantillons

4.4.1 Echantillons épais

Trois genoux normaux et sept genoux malades provenant de bovins furent utilisés
pour obtenir des échantillons épais de 200 ym & 1 mm. Nous les avons obtenus d’un
abattoir moins de 24 heures aprés 'abattage ot ils ont été immédiatement congelés
a une température d’environ -10 °C. Les genoux malades étaient sélectionnés parmi
ceux qui possédent des régions de 10 & 20 mm ot le cartilage était dégradé pour laisser
1’os sous-chondral exposé (voir figure 4.5). Les genoux normaux ont été sélectionnés
parmi ceux qui ne présentaient par de signes visibles de fissures ou de fibrillation.
Avant les expériences, les genoux sont décongelés avec une solution saline de 0.15M a
la température ambiante de 19 °C. Le cartilage était enlevé du condyle fémorale avec
un scalpel et la surface était placé dans le fond d’une boite de Petri dont la base est
constituée d’une lame de microscope pour permettre la microscopie GSH. Une lame
de microscope ainsi qu'un poids de 50 g était placé au dessus de ’échantillon pour
empécher celui-ci de bouger. La boite de Petri est rempli d’une solution saline de
0.15M pour maintenir ’hydratation. Dans les genoux normaux, des échantillons d’en-
viron 10x10 mm étaient utilisés alors que dans les genoux malades, des échantillons
plus grands (environ 10x15 mm) étaient utilisés pour imager la transition entre le
bord d’une lésion et une région qui ne semble pas atteinte & vue d’oeil. De images

de 200x200 et 500x500 pum furent prises a différentes distances du bord de la lésion
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FIGURE 4.5 — Image de genoux de bovin atteint d’ostéo-arthrite. Les cercles repré-
sentent une région sévérement atteinte d’ostéo-arthrite ou ’os est visible, le cartilage
ayant été complétement dégradé a ces régions. Les échantillons ont été collectés autour
de ces régions.

dans les genoux malades et de maniére aléatoire dans les genoux en santé. Etant
donné ’épaisseur de 1’échantillon, le signal qui est produit dans la direction forward
est rétro-diffusé dans la direction backward et donc seulement la détection backward

est utilisée pour ces échantillons.

4.4.2 Echantillons minces

Les échantillons minces ont été collectés & partir de genoux humains et ont été
préparés par des collaborateurs a ’'Université d’Oxford au centre Nuffield Department
of Orthopaedics, Rheumatology and Musculoskeletal Sciences. Huit genoux malades
et huit genoux normaux ont été utilisés pour 1'’étude. Les genoux normaux ont été
obtenues & partir de patients subissant une amputation au dessus du genoux tandis
que les genoux malades ont été obtenus par des patients subissant un remplacement

partiel du genoux (Unicompartmental Knee Replacement : UKR) dans un centre or-
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thopédique spécialisé. Aprés les opérations, les échantillons sont emmenés frais dans
le laboratoire de pathologie pour la fixation des échantillons minces. Pour les genoux
malades, chaque plateau tibiale est sectionné obliquement le long d’une ligne passant
a travers un lésion on il y a perte compléte du cartilage et a travers le point le plus
postérieur de la transition visible a 'oeil nu entre du cartilage endommagé et du car-
tilage normal. Des coupes similaires ont été effectuées pour les genoux normaux. Les
sections transversales ont été fixées en les trempant dans une solution de formaldé-
hyde & 10 % pendant 12 h, ont ensuite été décalcifiées durant 24 h dans de I'acide
nitrique pour finalement étre fixées avec de la cire. Les sections de 10 pm sont coupées
avec un microtome Leica RM2135 (Leica Microsystems, Allemagne) et ont été placées
sur une lame de microscope et recouvertes d’une lamelle de protection ("coverslip")
numéro 1. Puisque les échantillons sont trés minces, il devrait y avoir trés peu de ré-
trodiffusion du signal de seconde harmonique générée dans la direction forward dans
les mesures signal dans la direction backward. Toutefois, il se produit une réflexion
de Fresnel sur la lame de microscope se trouvant au dessus de 1’échantillon. Lors de
lacquisition d’images, pour limiter cet effet, nous plagons une goute d’eau sur la lame
de microscope, ce qui crée une courbure et un éloignement de la surface de réflextion,

limitant les effets de la réflexion de Fresnel [21].
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Chapitre 5

Microscopie GSH de la surface de

cartilage

La surface du cartilage est ’endroit ou les contraintes sont les plus élevées et
donc, logiquement, est le premier endroit o les modifications de I'arrangement ul-
trastructural des fibrilles de collagéne devraient apparaitre. Ceci en fait un endroit
ot il est relativement facile de repérer des signes de la maladie sous la forme de la
modification du maillage de collagéne. En imageant la surface de cartilage provenant
de genoux de bovins a 'aide de la microscopie GSH, il nous a été possible d’observer
plusieurs régions ot le maillage de collagéne s’est fortement réorganisé. Pour ce faire,
nous avons préparé des échantillons de la surface du cartilage provenant de genoux
de bovin atteints d’ostéo-arthrite (en périphérie des zones ot le cartilage est dégradé
jusqu’a los sous-chondral) ainsi que d’autres échantillons de cartilage prélevés sur des
genoux de bovins dont le cartilage n’est pas endommagé. Etant donné I’épaisseur des
échantillons imagés (environ 200 pym & 1 mm), le signal forward ne peut étre collecté,
comme décris dans la section 4.2, puisque la grande majorité du signal est diffusée
par I’échantillon. Toutefois, une partie de ce signal, par rétrodiffusion & I'intérieur
de I'échantillon, peut étre collectée dans la direction backward. Les images acquises
avec ces échantillons sont donc une combinaison du signal généré dans la direction
forward et backward. Dans ce chapitre, la structure du maillage de collagéne normal

et endommagé & la surface du cartilage sera imagée & 'aide de la microscopie GSH
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FIGURE 5.1 — Image de microscopie de seconde harmonique (GSH) de la surface de
cartilage provenant d’un genou en santé. Taille de I'image : 500x500 pm

et analysée.

5.1 Arrangement ultrastructural normal

La figure 5.1 montre un maillage de collagéne provenant d’un genou n’étant pas
atteint d’ostéo-arthrite. Ce maillage de collagéne 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
observée dans la structure de collagéne, indiquant que le maillage de collagéne provient
bel et bien d’un genou en santé. Un signal relativement uniforme est visible, laissant
supposer que la structure du cartilage est comparativement lisse. Ceci est possible
puisque dans la structure de cartilage, les fibrilles de collagéne sont entremélées entre

elles comme présentées a la figure 1.1(c).

47




5.2 Fibrillation avancée du cartilage

La figure 5.2 montre le tissu dans un état de fibrillation avancée. Les trois images
ont été acquises dans la méme région a différentes profondeurs, & la frontiére de
la partie visible & l'oeil nu de la fibrillation (voir figure 4.5). Le tissu montre une
texture consistante de fibrilles de collagéne clairsemées et "démélées" sur toute la
profondeur. On remarque des regroupements de fibrilles d’environ 10 ym de diameétre
ou le signal GSH est plus élevé que pour le reste de I'image. Ceci est causé par
Iamélioration de I'accord de phase du signal GSH parce que dans ces domaines, les
fibrilles sont alignées de maniére plus ordonnée et la majorité d’entre elles contribuent
a laugmentation de lintensité du signal. Ces regroupements compacts de fibrilles
se retrouvent entourés d’un maillage de fibrilles "ondulées" qui ont un alignement
général dans la méme direction. On retrouve ainsi un alignement & la fois & I’échelle
submicrométrique (par les petits regroupements de fibrilles apparaissant comme des
filaments minces sur toute la surface de I'image) et & ’échelle du micron (par des
regroupements de plusieurs fibrilles formant des structures de quelques microns de
diamétre indiquées par les fleches et dont l'orientation différe souvent du reste du
maillage de collagéne). Ces structures sont cohérentes avec celles observées autour des
cellules & un stage précoce de la dégradation a I’aide de la microscopie de contraste par
interférence différentielle [76]. Ils résultent d’une perte de cohésion dans le maillage
de collagéne et d’une perte de viabilité mécanique. Toutefois, il n’est pas certain que
la région de cartilage imagée provienne de la zone superficielle ou si cette derniére a

déja été érodée pour exposer les couches sous-jacentes.

5.3 Initiation et progression de la formation de re-
groupement de fibrilles

La figure 5.3 acquise a la frontiére de la partie visible & I'oeil nu de la fibrillation,
montre un large regroupement de fibrilles ("bundle") se formant a la 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 fibrillé provenant d’une région de dégradation visible.
L’image (A) est acquise a la surface de 'échantillon tandis que les images (B) et (C)
sont acquises & une profondeur de 10 et 20 um de la surface de I’échantillon, dans la
méme région. Les fléches désignent des regroupements de fibrilles qui se sont formés.
Taille des images : 200x200 pym
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FIGURE 5.3 — Origine de fibrillation visible montrant la transition a partir d’un niveau
microscopique de la perturbation vers un niveau macroscopique. Taille de I'image :
500x500 pm
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petits regroupements de fibrilles qui semblent connectés au regroupement principal,
le tout entouré d’un maillage de collagéne. Au bas de I'image, les fibrilles & la racine
du large regroupement de fibrilles montrent la transition graduelle de la formation du
regroupement de fibrilles a I’échelle submicrométrique vers ’échelle de la dizaine de
microns. La contrainte de traction appliquée sur le large regroupement de fibrilles agit
dans la direction de Valignement des fibrilles et est transférée au reste de la matrice
extracellulaire par la région a la racine du regroupement de fibrilles. La configuration
en éventail du maillage de collagéne dans la partie inférieure gauche de 'image peut
étre interprétée comme étant un alignement en direction de la contrainte de telle
sorte que les fibrilles sont tirées a l'extérieur de leur configuration normale. Ainsi,
les contraintes appliquées au large regroupement de fibrilles sont transférées au reste
du maillage de collagéne et ménent a la formation de plus petits regroupements de
fibrilles disposés en forme d’éventail.

Lorsque ’environnement mécanique de la surface articulaire est considéré, il peut
étre facile d’interpréter les mécanismes de progression de regroupements larges de
fibrilles. Une grande contrainte de tension et de cisaillement appliquée & la surface
de collagéne par l'intermédiaire des regroupements de fibrilles va entrainer plus de
fibrilles hors de leur alignement dd au grand stress appliqué localement. Cet effet
peut étre amplifié s’il est combiné & lactivité des protéinases associée a la dégrada-
tion. Il est toutefois plus difficile de déduire les mécanismes derriére l'initiation de la
formation de ce type de regroupements de fibrilles. Il est possible, & partir de régions
adjacentes aux tissus hautement endommagés (figures 5.2 et 5.3) d’avoir un apercu
des mécanismes menant a la modification de la matrice extracellulaire. Dans un tissu
d’apparence normal, des régions d’alignement similaires peuvent étre observées. A
l'intérieur d’une région de 200x200 pum présentée a la figure 5.4, de nombreuses ré-
gions orientées dans différentes directions peuvent étre observées. En effet, sur ces
figures, les deux images ont été acquises & la méme région, mais avec une polarisa-
tion du faisceau laser perpendiculaire 'une par rapport & l'autre (représenté par les
fleches). La distribution de ces régions hautement alignées a de grandes implications,

car la distribution des contraintes sur la couche superficielle devient non uniforme et
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FIGURE 5.4 — Tissu d’apparence normal dans une zone de transition. En variant
'orientation de la polarisation du faisceau laser (indiqué par les fleches en bas des
images), des régions de collagéne hautement alignées dans des directions différentes
peuvent étre observées. Taille des images : 200x200 pm
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des concentrations de contraintes sont générées a la frontiére des régions hautement
alignées. La progression logique de ces régions est similaire & celle de la croissance des
microfissures ol les grandes forces de contraintes autour des extrémités de ces miro-
fissures contribuent & leur progression (élongation). Dans le cas qui a été observé, les
grandes contraintes autour des régions ou les fibrilles sont hautement alignées tirent
probablement les fibrilles de collagéne a 'extérieur du maillage cohésif, créant les
larges regroupements de fibrilles observés a la figure 5.3. Nous émettons I’hypotheése
que la formation de ces regroupements de fibrilles est une étape irréversible dans le

processus de dégradation du cartilage.

5.4 Modification de I’arrangement ultrastructural de
collagéne selon la profondeur

La figure 5.5 montre une région ou l'alignement des fibrilles change en fonction
de la profondeur. Avec la progression de la dégradation (dégradation chimique et
déformation due aux contraintes mécaniques), les fibrilles s’alignent au point ot ils
se regroupent en nombre suffisant pour que leur texture puisse étre imagée. A cette
étape, les régions isolées se sont jointes pour former des regroupements de fibrilles
plus longs et plus larges. La direction de l'alignement change avec la profondeur
pour former une architecture hautement anisotropique en lamelle. Il est possible que
le mouvement relatif entre les différentes "feuilles" meéne a la fibrillation visible et
des lésions en surface en plus de causer des discontinuités qui peuvent conduire a la
délamination des surfaces.

En plus de I'étude de la progression des différentes étapes du processus de fibril-
lation, il est également possible d’imager la progression de la maladie en fonction
de la profondeur du maillage de cartilage. La figure 5.6 montre I'avancement de la
dégradation selon la profondeur avec des images distancées d’une profondeur de 2 ym
chacune en partant de la surface pour progresser vers l'intérieur du cartilage. Nous

voyons sur cette figure que plus nous progressons vers les régions profondes du car-
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FIGURE 5.5 — Tissu macroscopiquement normal dans la zone de transition (200x200
pum) montrant une dégradation plus avancée que celle de la figure 5.4. L'image (A) a
été acquise a la surface du tissu tandis que les images (B), (C) et (D) ont été acquises
a une profondeur de 2, 4 et 6 um de la surface respectivement. Taille des images :
200x200 pm

o4



tilage, moins la fibrillation est importante. La figure 5.6(I) montre la progression du
front de fibrillation pour les différentes profondeurs imagées. On peut ainsi supposer
que la dégradation du collagéne débute & la surface du cartilage pour se propager gra-
duellement en profondeur. Ceci est probablement causé par le fait que les contraintes
que subissent les articulations sont plus élevées a la surface, rendant cette derniére
plus sujette & une modification de sa structure. Ces résultats sont en accord avec plu-
sieurs autres recherches indiquant que 'ostéo-arthrite est prédominante & la surface
du cartilage et se répand progressivement en profondeur [51, 77|.

Pour conclure, dans ce chapitre, nous avons imagé la structure de collagéne pro-
venant d’échantillons épais de genoux de bovins. En utilisant comme référence un
maillage normale de collagéne, nous avons observé différentes étapes de la modifi-
cation du maillage de collagéne. Nous avons ainsi imagé la formation d’agrégats de
fibrilles (figure 5.3) causée par des contraintes locales menant & un alignement des
fibrilles (figure 5.4). Une fibrillation avancée du tissu(figure 5.2) ainsi qu'une modifi-
cation de l’état du cartilage en fonction de la profondeur dans I'échantillon (figure 5.6)

ont été observées.
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FIGURE 5.6 — La progression de la dégradation du collagéne en fonction de la profon-
deur (intervalle de 2 um de A a H). Le tissu normal parait lisse tandis que le tissu
endommagé parait texturé. Les fléches indiquent le front de la dégradation. L’image
(I) montre les frontieres de la dégradation avec 'augmentation de la profondeur su-
perposées avec la surface dégradée de I'image (A). Le tissu apparait normal aprés 12
pm. Taille des images : 200x200 pm
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Chapitre 6

Microscopie GSH dans des

échantillons minces de cartilage

L’utilisation d’échantillons épais provenant d’échantillons frais permet de bien
distinguer les différents signes de la dégradation a la surface du cartilage, mais seule-
ment la couche superficielle du cartilage peut étre imagée, excluant les couches plus
profondes. Pour ce faire, des échantillons minces (~10 pym d’épaisseur) de sections
transversales de cartilage fixées ont été utilisées. La structure du maillage de colla-
géne est organisée en une structure d’arche de telle sorte que dans la zone radiale
(voire figure 2.1), les feuilles de collagéne sont perpendiculaires & la surface de car-
tilage et courbent dans la zone transitionnelle pour devenir paralléles & la surface
dans la zone superficielle (voir figure 2.2). Ainsi, étant donné I'orientation différente
du maillage de collagéne dans la zone radiale, les contraintes que subit ce dernier
Paffectent differemment comparativement au maillage se trouvant dans la zone su-
perficielle.

Les images obtenues & l’aide des échantillons minces sont différentes de celles
obtenues a 'aide d’échantillons épais. Tout d’abord, étant donné la faible épaisseur
des échantillons, il est possible de faire 'acquisition du signal dans deux directions. La
premiére étant la méme que la direction de propagation du faisceau laser (direction
forward) et la seconde dans la direction opposée (direction backward). Toutefois,

étant donné que I’échantillon est fixée entre deux lames de microscopes, l'interface air-
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verre peut renvoyer une contribution significative du signal forward dans la direction
backward. Pour palier & cette situation, une goutte d’eau est appliquée et permet
d’éloigner l'interface sur laquelle se fait la réflexion. Puisque le signal GSH diverge
fortement, le signal forward qui est rétro-diffusé ne sera pas détecté dans la direction
backward [21]. Le collagéne posséde une structure pour laquelle I'intensité du signal
GSH produit dépend I'angle entre la polarisation laser et ’axe des fibrilles [23, 26]. Le
signal est minimum lorsque la polarisation du laser est perpendiculaire & I’alignement
des fibrilles. Il est donc possible d’utiliser cet effet pour détecter des changements
dans la structure et I'alignement générale des fibrilles du maillage de collagene des
genoux malades. Pour faire analyse, des images dans la direction forward et backward
d’échantillons minces de cartilage articulaire provenant de genoux en santé et malades

ont été acquises.

6.1 Genoux sains - cartilage normal

Des images GSH provenant d’échantillons de genoux sains ont été acquises dans
le but de connaitre ’apparence de structure de collagéne ne présentant aucune trace
de la maladie et, par le fait méme, aucune modification du maillage de collagéne.
Ceci permet également d’analyser le comportement du signal de seconde harmonique
dans un maillage de collagéne normal pour qu’il soit ensuite comparé avec celui pro-
venant de régions malades de cartilage. La figure 6.1 montre des images typiques
d’un maillage de collagéne de type II provenant de cartilage articulaire. Egalement,
plusieurs images ont été acquises en changeant l’angle de la polarisation du faisceau
laser & l’entrée du microscope. En effet, 'intensité du signal GSH produit par les
fibrilles de collagéne dépend de 'angle relatif entre I'orientation de la polarisation du
faisceau laser et l'orientation de la fibrille. Ainsi, faire une analyse du signal généré
en fonction de la polarisation du faisceau laser permet de connaitre ’alighement gé-
néral des fibrilles et leur degré d’organisation. La figure 6.2 montre un graphique de
I'intensité normalisée du signal GSH en fonction de l’angle de la polarisation linéaire

du faisceau laser. Ce dernier montre tout d’abord que la direction préférentielle des
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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 pm.

fibrilles est dans la direction transversale a 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 méme faible indiquant que les fibrilles sont toujours organi-
sées selon un entrelacement pseudo-aléatoire semblable & la structure présentée a la
figure 1.2b. Egalement, en effectuant une analyse semblable sur d’autres régions de
collagéne 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 figure 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 ’angle de po-
larisation a laquelle le signal GSH est maximum, ou le ratio entre le signal maximum

et minimum.

6.2 Genoux atteints d’ostéo-arthrite

Comme présenté a la section 6.1, le maillage de collagéne contenu dans le carti-
lage articulaire produit un signal GSH qui permet de déterminer la direction générale

des fibrilles ainsi que leur degré d’alignement. A l'aide d’échantillons de genoux hu-
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FIGURE 6.2 — Graphique de I'intensité normalisée du signal GSH en fonction de ’angle
de la polarisation linéaire du faisceau laser dans un échantillon en santé. [’acquisition
a été effectuée dans une région d’environ 30x30 pum sur les images présentées a la
figure 6.1. L’angle de zéro degré représente une polarisation verticale du faisceau
laser sur I'image.
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FIGURE 6.3 — Images de collagéne contenu dans le cartilage articulaire provenant
de genoux atteints d’ostéo-arthrite. (A), (C), (E) Images acquises dans la direction
forward. (B), (D), (F) Images acquises dans la direction backward. Les images repré-
sentent des régions auxquelles il sera fait référence en tant que régions a (A), (B), b
(C), (D) et ¢ (E), (F). Le cercle présent a (E) indique une région qui présente une
modification de la structure de collagéne, mais qui n’est pas visible a cet angle de la
polarisation du faisceau laser. Les images sont de dimension 100x100 pm.
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FIGURE 6.4 — Images de collagéne contenu dans le cartilage articulaire provenant
de genoux atteints d’ostéo-arthrite. (A), (C), (E) Images acquises dans la direction
forward. (B), (D), (F) Images acquises dans la direction backward. Les images repré-
sentent des régions auxquelles il sera fait référence en tant que régions d (A), (B), e
(C), (D) et f (E), (F). Les images sont de dimension 100x100 pm.
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FIGURE 6.5 — Images de collagéne contenu dans le cartilage articulaire provenant
de genoux atteints d’ostéo-arthrite. (A), (C), (E) Images acquises dans la direction
forward. (B), (D), (F) Images acquises dans la direction backward. Les images repré-
sentent des régions auxquelles il sera fait référence en tant que régions g (A), (B), h
(C), (D) et i (E), (F). Les images sont de dimension 100x100 pm.
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FIGURE 6.6 — Graphiques de l'intensité normalisée du signal GSH en fonction de
I’angle de la polarisation du faisceau laser. Les graphiques représentent respectivement
les régions a (A), d (B), ¢ (C, D), f (E) et i (') qui sont imagées aux figures 6.3, 6.4
et 6.5. Dans le cas de la région c, deux zones ont été utilisées pour faire I’acquisition
des données. La premiére indiquée par la fléche a la figure 6.3 (C) et la seconde
indiquée par un cercle sur cette méme image dont le changement de 'intensité du
signal généré par le maillage de collagéne n’est pas visible a I’angle de la polarisation
du faisceau laser utilisé pour acquérir 'image.
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mains atteints d’ostéo-arthrite, des images de régions ou le maillage de collagéne a
été modifié ont été acquises. Ceux-ci sont identifiables par le signal GSH plus élevé
qu’ils produisent par rapport au reste du maillage de collagéne. Les figures 6.3, 6.4
et 6.5 montrent certaines des régions ou le maillage de collagéne a été altéré. Ils
ont des dimensions variant entre 100 et 500 um?. Tout d’abord, ces régions ont la
caractéristique de produire un signal GSH dans la direction forward plus élevé que
le signal produit par le reste du maillage de collagéne. Egalement, en observant les
figures 6.3, 6.4 et 6.5 B, D et F, on remarque que le signal des régions endomma-
gées dans la direction backward semble diminuer légérement, contrairement au signal
dans la direction forward qui augmente. De plus, une analyse de la polarisation a été
effectuée en changeant 'angle de la polarisation linéaire du faisceau laser tout en gar-
dant 1’échantillon fixe. Les graphiques normalisés correspondants sont présentés a la
figure 6.6. Ces graphiques démontrent, par I’angle pour lequel le signal est maximum,
que l'alignement général des fibrilles dans les zones endommagées est généralement
semblable & celle des zones non endommagées (voir la figure 6.2). Toutefois, parmi
les régions analysées, une d’entre elles (figure 6.6 (D)) présentait une dépendance du
signal différent de celui d’un maillage normal. En effet, dans la direction forward, on
remarque que l'angle pour lequel le signal est maximum est différent de celui pour
lequel le signal est maximum dans la direction backward. Egalement, on remarque
dans tous les cas que le ratio entre le signal maximum et minimum est plus élevée
dans la direction forward que dans la direction backward. Ceci suggére que la direc-
tion forward semble étre sensible & un changement de l'organisation structurale des
fibrilles de collagéne dans le volume focal, qui peut étre estimé & environ 1300 nm de

diamétre et 1700 nm de profondeur.

6.3 Comparaison du signal GSH

Comme discuté a la section précédente, le signal GSH forward dans les zones en-
dommagées de collagéne est généralement plus élevé que dans les zones normales.

Ainsi, il est important de quantifier cette augmentation du signal. Tout d’abord, il
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est nécessaire de mesurer 'intensité du signal GSH dans la direction backward pour
s’assurer qu’il n’y a aucune variation importante de 'intensité dans cette direction,
puisqu’elle semble trés peu affectée par les changements de la structure de collagéne.
Des mesures d’intensité ont été acquises dans la direction backward, tout d’abord
dans les régions ou une augmentation de l'intensité a été remarquée dans la direc-
tion forward de genoux atteints d’ostéo-arthrite, ensuite dans les régions adjacentes
présentant un maillage de collagéne d’apparence normal et finalement dans des échan-
tillons de cartilage en santé. L’acquisition fut effectuée a I'angle de la polarisation ou
le signal GSH est maximum. Pour 10 régions analysées, les résultats sont présentés a
la figure 6.7. Sur ce graphique, on remarque tout d’abord que la valeur de I'intensité
dans les genoux en santé est généralement moins grande que dans les genoux ma-
lades. Ceci peut étre expliqué par le fait que les échantillons utilisés étaient différents
et un changement dans I'orientation de la coupe de I'échantillon ou de son état de
conservation peut modifier I'intensité du signal produit. Ces changements d’inten-
sité devraient également étre présents dans la direction forward du signal (comme le
prouve la figure 6.8). Ensuite, on remarque que la valeur du signal dans les parties
endommagées des genoux malades est légérement moins élevée que dans les parties
normales des genoux malades. Toutefois, en général, on peut affirmer qu’il y a un
écart raisonnablement bas entre les différentes valeurs du signal dans la direction ba-
ckward pour les deux types de genoux. L’intensité du signal dans la direction forward
a également été acquise dans les mémes régions que celles qui ont été utilisées pour
effectuer notre analyse dans la direction backward. Les résultats sont présentés a la
figure 6.8. Tout d’abord, comme dans la direction backward, I'intensité du signal GSH
dans les genoux sains est moins élevée que dans les genoux endommagés, confirmant
que cette perte d’intensité est probablement due a I’état des échantillons et non au
fait qu’il n’est pas affecté par 'ostéo-arthrite. Ensuite, on remarque que U'intensité du
signal dans les régions endommagées des genoux malades est significativement plus
élevée qu’ailleur dans le tissu.

Toutefois, pour obtenir une mesure adéquate de 'augmentation du signal dans les

régions endommagées, il est nécessaire de faire la mesure du ratio du signal dans la

66




N

Intensit

10000

8000

6000 -

4000 -

2000

T T T
Genoux sains Genoux malades - Régions endommagées Genoux malades - Régions normales

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 a 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 a la moyenne du
signal dans les zones analysées. Dix régions ont été acquises par série.
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direction forward sur celui dans la direction backward. Etant donné que les chemins
optiques menant aux détecteurs servant a acquérir le signal GSH dans les directions
forward et backward sont différents, la proportion des pertes qui en découle est égale-
ment différente. Dans le but de pallier ce probléme, une calibration a tout d’abord été
effectuée. Nous avons utilisé un agent fluorescent (coumarin 440) qui émet du signal
de maniére isotrope. Ainsi, le signal GSH dans les directions forward et backward
est calibré de maniére & ce qu’il soit proportionnel a l'intensité du signal de fluo-
rescence que chaque direction de détection regoit. Le graphique présentant les ratios
forward /backward pour les régions analysées est présenté a la figure 6.9. Tout d’abord,
on remarque que le ratio forward/backward est semblable dans les régions normales
des genoux malades et dans les genoux en santé. Egalement, on remarque que le ratio
forward /backward des régions endommagées des genoux malades est beaucoup plus
élevé que dans les régions normales des genoux malades et sains. Ceci confirme le fait
que la modification du maillage de collagéne cause une augmentation du signal dans
la direction forward sans affecter (ou affectant trés peu) le signal dans la direction
backward.

Les résultats présentés aux sections 6.2 et 6.3 peuvent étre expliqués par la for-
mations de regroupements de fibrilles tel que présenté a la figure 5.3. Il est connu que
les fibrilles se regroupent pour former des agrégats lorsque I’articulation est atteinte
d’ostéo-arthrite [1]. De plus, il est connu que la phase du x® varie d’une fibrille a
I’autre dans le tissu (variation de 180 degrées) [23]. Etant donné que dans la direction
forward, le terme de 'accord de phase est trés prés de zéro (Ak = 2k; — ky = 0),
la longueur de cohérence (L., = 2/Ak) est trés élevée et une augmentation de la
longueur (L) ol il y a génération de signal GSH dans le volume focale (donc une
augmentation de la taille des regroupements de fibrilles) cause une augmentation du
signal dans la direction forward puisque L < L. Pour expliquer 'augmentation
du signal dans la direction forward dans les régions endommagées, nous émettons
I'hypotheése que les fibrilles ayant un méme x® s’assemblent. Ceci aurait pour ef-
fet d’augmenter la longueur L ot il y a génération de signal de maniére cohérente

et, par le fait méme, l'intensité du signal dans la direction forward. Si les fibrilles
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FIGURE 6.9 — Ratio normalisé du signal dans la direction forward et backward dans
des régions endommageées (bleu) et normales (vert) de genoux malades et des régions
normales de genoux en santé (rouge). Les données correspondent a la moyenne du
signal dans les zones analysées. Dix régions ont été acquises par série.

70



n’ont pas le méme %), on ne retrouverait pas d’addition cohérente du signal dans
la direction forward et aucune augmentation du signal GSH ne serait observée. Tou-
tefois, dans la direction backward, le vecteur d’onde ky se propage dans la direction
inverse au faisceau pompe et le terme de ’accord de phase n’est pas proche de zéro
(Ak = 2k, + ko # 0). Ceci fait en sorte que la longueur de cohérence L., est trés
faible (plus faible que le diamétre d’une fibrille) et une augmentation de la généra-
tion du signal de seconde harmonique ne fait qu’augmenter I'interférence destructive
déja présente. Ces regroupements de fibrilles sont donc invisibles dans la direction
backward et il y a donc moins de fibrilles contribuant & la production du signal, ré-
duisant l'intensité de signal de seconde harmonique produit dans cette direction. Si
ces regroupements de fibrilles ont une orientation différente par rapport au reste du
maillage de collagéne, la dépendance en polarisation dans la direction forward devrait
étre différent du reste du maillage (puisque qu’une grande partie du signal provient
des regroupements de fibrilles) et le signal dans la direction backward devrait rester

inchangé, tel qu’'observé a la figure 6.6(D).

6.4 Simulations numériques

Des simulations numériques furent exécutées par ’équipe du professeur Lora Ra-
munno dans le but d’expliquer les changements dans l'intensité du signal pour les
régions endommagées des genoux malades, et ce, afin de valider notre hypothése dis-
cutée a la section précédente. Ces simulations ont été réalisées en utilisant la méthode
basée sur les fonctions de Green [78]. Premiérement, la figure 6.11 montre le graphique
du ratio des intensités dans la direction forward et backward en fonction du ratio de
remplissage (proportion du volume occupé par les fibrilles de collagéne) dans une
région saine du tissu (configuration des fibrilles présentée a la figure 6.10a). On voit
ainsi que la modification du ratio de remplissage ne change pas la valeur du ratio
forward /backward. Toutefois, on voit que le diamétre des fibrilles change la valeur
de ce ratio. Ainsi, plus le diamétre des fibrilles est grand, plus la valeur du ratio

forward /backward augmente. Deuxiémement, la figure 6.12 montre le graphique du
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ratio forward /backward dans un tissu endommagé en fonction du nombre de fibrilles
regroupées ensemble et qui ont le méme x2 (configuration des fibrilles présentée a la
figure 6.10b). On voit ainsi que 'augmentation du nombre de fibrilles par regroupe-
ment augmente considérablement le ratio forward/backward. Cet effet est d’autant
plus prononcé lorsque le diamétre des fibriles est élevé. En analysant l'intensité du
signal individuellement dans chaque direction, il est possible de mieux comprendre
ces résultats. Ainsi, les figures 6.13 et 6.14 montrent le signal GSH dans la direc-
tion forward et backward respectivement en fonction du ratio de remplissage dans
un maillage normal de collagéne. Les différentes courbes représentent les résultats
pour plusieurs valeurs du diamétre des fibrilles. On voit ainsi que ’augmentation du
signal se fait de maniére constante dans les deux directions en fonction du ratio de
remplissage, rendant ainsi le ratio forward/backward invariable en fonction du ratio
de remplissage mais dépendant que du diamétre des fibrilles. La figure 6.15 montre le
signal GSH dans la direction forward en fonction du nombre de fibrilles par regrou-
pement pour un ratio de remplissage de 0,35. Les différentes courbes montrent les
résultats pour différentes valeurs du diamétre des fibrilles (le diamétre d’une fibrille
de collageéne est typiquement entre 10 et 100 nm [47]). Ces courbes montrent une aug-
mentation du signal GSH lorsque des agrégats de fibrilles sont formés (N, augmente),
ce qui concorde avec les simulations présentés a la figure 6.12.

Egalement, nos résultats expérimentaux présentés sous forme du graphique du
signal GSH backward pour différents types de tissus présent a la figure 6.7 montrent
une légére diminution du signal GSH dans la direction backward dans les régions
endommagées comparativement aux régions saines adjacentes. Les simulations numé-
riques présentées a la figure 6.16 montre le graphique du signal GSH dans la direction
backward en fonction du nombre de fibrilles par regroupement dans le volume focal
pour différentes valeurs du diamétre des fibrilles & un ratio de remplissage de 0,35. En
les observant, on remarque que le signal diminue & mesure que le nombre de fibrilles
augmente, ce qui concorde avec nos résultats expérimentaux. Ainsi, le ratio du signal

dans la direction forward sur celui dans la direction backward augmente considéra-

blement avec I'augmentation du nombre de fibrilles dans un regroupement, de par




FIGURE 6.10 — Représentation du volume occupé par les fibrilles dans le volume
focal dans un tissu (haut de I'image) sains et (bas de I'image) atteint d’ostéo-arthrite
(caractérisé par la formation de regroupements de fibrilles tel que celui schématisé au
centre de I'image). Les fibrilles en rouge sont celles ayant le méme y(? et les fibrilles
en bleu sont celles ayant un Y 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 collagéne en fonction du ratio de
remplissage p. Les différentes courbes montrent les résultats pour différentes valeurs
du diameétre des fibrilles Dy.

I'augmentation du signal dans la direction forward et la légére diminution du signal
dans la direction backward. Ceci confirme ’hypotheére discutée a la section 6.3.
Pour conclure, dans ce chapitre, nous avons fait ’analyse d’échantillons minces de
collagéne 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
fibrilles du maillage de collagéne atteint d’ostéo-arthrite forment des regroupements
de fibrilles dans des régions localisées du maillage de collagéne. Ceci se remarque
tout d’abord par une augmentation du signal GSH dans la direction forward grace
a I’amélioration des conditions d’accord de phase pour la génération du signal GSH
via la formation de regroupements de fibrilles partageant le méme Y de I’accord de
phase du signal des fibrilles formant le regroupement. Ensuite, une légére diminution
du signal GSH dans la direction backward est observée a cause de la diminution
de la condition d’accord de phase dans cette direction, provoquée par la formation

d’agrégats de fibrilles.
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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 collagéne en fonction du nombre
de fibrilles pour un ratio de remplissage p=0,35. Les différentes courbes montrent les
résultats pour différentes valeurs du diametre des fibrilles Dy.
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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 différentes courbes montrent les
résultats pour différentes valeurs du diameétre des fibrilles Dy.
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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 différentes courbes montrent les
résultats pour différentes valeurs du diametre des fibrilles Dy.
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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 fibrilles par regroupement N, dans un tissu endommagé & un ratio de
remplissage de p=0,35. Les différentes courbes montrent les résultats pour différentes
valeurs du diamétre des fibrilles Dy.
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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 fibrilles par regroupement N, dans un tissu endommagé a un ratio de
remplissage de p=0,35. Les différentes courbes montrent les résultats pour différentes
valeurs du diameétre des fibrilles Dy.
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Chapitre 7

Conclusion

Ce mémoire de maitrise présente les résultats obtenus dans le cadre des recherches
sur I'imagerie du cartilage articulaire & l'aide de la microscopie GSH. La microsco-
pie GSH permet d’imager les fibrilles de collagéne, le principal élément de la ma-
trice extracellulaire du cartilage, grace a sa structure non centrosymmétrique. Ces
recherches ont pour but principal d’étudier les mécanismes menant a la dégradation
du maillage de collagéne lorsqu’une articulation est atteinte d’ostéo-arthrite et de
mieux comprendre le processus de génération de signal de seconde harmoniques dans
le collagéne.

Tout d’abord, nous avons étudié la surface du cartilage articulaire & I’aide d’échan-
tillons épais provenant de genoux de bovins. Nous avons ainsi constaté que la modi-
fication du maillage de collagéne, qui est caractéristique d’une progression de 1’ostéo-
arthrite, débute a la surface du cartilage pour se propager vers les régions plus pro-
fondes. Egalement, nous avons observé que des concentrations de contraintes sur la
surface du cartilage créent un alignement des fibrilles de collagéne sur leur structure
et ménent & la formation de regroupements de plusieurs fibrilles de maniére irréver-
sible {12].

Par la suite, nous avons étudié le signal de seconde harmonique produit par des
échantillons minces de régions profondes de cartilage articulaire provenant de ge-
noux humains. Nous avons ainsi fait I’acquisition d’images montrant des régions ot

le maillage de collagéne est endommagé, montrant un signal plus élevé dans la di-
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rection forward (direction de propagation du laser) et légérement moins élevé dans
la direction backward. A 1'aide de simulations numériques, nous avons découvert que
la formation de regroupements de fibrilles dans le maillage de collagéne améliore les
conditions d’accord de phase dans la direction forward via la formation de regrou-
pements de fibrilles partageant le méme x?, ce qui augmente l'intensité du signal
GSH. Dans la direction backward, les fibrilles qui forment le regroupement produisent
peu de signal puisque 'augmentation de la longueur d’interaction entre le laser et le
collagéne crée de Pinterférence destructive dans le signal généré et moins de fibrilles
contribuent & la formation de signal GSH dans le volume focale.

Ces recherches ont permis de prouver que la microscopie GSH est une technique
efficace pour imager le cartilage articulaire et plus spécifiquement la structure de
collagéne qui le constitue. Etant donné que la modification de ce dernier est un élément
clé dans la progression de 'ostéo-arthrite, la possibilité d’utiliser la microscopie GSH

en tant qu’outil d’observation et de diagnostique in-vive pourrait étre étudiée.
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