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Introduction :

A toute époque, les progres de I’Optique ont contribué aux avancées dans la
connaissance du vivant. En biologie cellulaire, le microscope reste I’outil central et de
nombreuses decouvertes, y compris durant les vingt dernieres années, sont la conséquence
directe du développement de cette technique, en particulier dans le domaine de I’imagerie
fonctionnelle tri-dimensionnelle.

L’origine du premier microscope est difficile a dater avec précision. Aux environs de
1595, Zacharias Janssen met au point un ensemble de trois lentilles montées dans un tube qui
permet d’imager non pas directement I’objet comme dans le cas d’une loupe, mais I’image
agrandie par une optique annexe appelée objectif. Ce microscope grossit entre 3 et 10 fois, il
possede de nombreuses aberrations, la lumiere traversant des lentilles de courtes focales sous
des angles importants.

En 1660, Antoine VVon Leeuwenhoek développe un microscope utilisant un globule de
verre de 6 mm de diametre (il fabrique des lentilles biconvexes dont il garde le secret).
L’objet est placé a I’extrémité d’une tige que I’on déplace grace a une vis a crémaillére, le
tout est placeé dans une monture en bois et grossit entre 50 et 300 fois. Il s’agit du microscope
simple. Von Leeuwenhoek était drapier a Delft, il avait créé son premier microscope pour
contréler la qualité des toiles tissées, mais s’intéresse plus aux sciences du vivant. Il a donné
naissance a I’histologie et a la protistologie (étude de la formation des tissus vivants). Il
découvre en 1677 les spermatozoides, les globules rouges, les protozoaires (eucaryotes
unicellulaires d’origine animale) malgré les distorsions importantes des images. A la fin du
XVI1I° siecle, Hooke améliore encore le dispositif et introduit un oculaire : c’est le microscope

composé. Le microscope devient alors un produit commercial.



Durant les trois siecles qui ont suivi, les éléments optiques ont été sans cesse améliorés
afin de reduire les aberrations géométriques et chromatiques des objectifs, des oculaires et des
systemes d’illumination.

En 1957, Marvin Minsky propose un microscope « confocal » dans lequel I’utilisation
astucieuse d’un diaphragme permet d’imager un point particulier de I’échantillon, autorisant
ainsi des « coupes » virtuelles d’un objet tridimensionnel par un balayage point par point.
L utilisation conjointe de cette technique et de marqueurs fluorescents fonctionnalisés permet
d’accéder a une observation 3D in situ en ciblant tres spécifiguement I’objet biologique
d’intérét (organites cellulaires, suivi de macromolécules ...).

Progressivement le domaine d’utilisation du microscope s’étend. De la cellule on
passe aux tissus vivants voire a I’organe, du morphologique on évolue vers le fonctionnel. Le
développement de nouveaux concepts en optique et leur traduction technologique fait arriver
de nouveaux outils dans les laboratoires de biologie. Ainsi les nouveaux lasers trés brefs (100
fs) a technologie « tout-solide » permettent de dépasser le stade de la réponse linéaire pour
tirer profit d’effets non-lineaires spectaculaires déja exploités de facon quasi-routiniére dans
certains laboratoires. Parmi les pionniers dans ce domaine, on peut citer Denk, Strickler et
Webb qui introduisent en 1990 la microscopie de fluorescence excitée & deux photons (TPEF)
en utilisant des lasers impulsionnels infrarouges [Denk, 1990]. La non linéarité de
I’interaction impose une absorption a deux photons proportionnelle au carré de I’intensité
incidente. Cet effet n’est significatif qu’au foyer d’un objectif, il est ainsi possible d’obtenir
une résolution tridimensionnelle intrinséque. Par ailleurs, I’utilisation d’un rayonnement
incident infrarouge permet une pénétration accrue dans les tissus. Les impulsions de durée
courte introduisent une énergie faible dans le milieu tout en imposant une puissance créte
importante capable d’atteindre le régime de la réponse non linéaire du milieu. Tres
rapidement, la microscopie non linéaire s’est imposée comme une technique de choix pour
des études in vivo. Elle a été utilisée notamment en neurologie [Yuste, 1995], en embryologie
[Squirrell, 1999] et en cancérologie [Brown, 2001]. Un travail important reste néanmoins a
réaliser afin de caractériser et d’interpréter cette réponse non-linéaire génératrice de nouveaux
contrastes associés a une réponse moléculaire endogéne ou provenant de molécules exogenes.

Une réponse non-linéaire particulierement exploitée pour ses applications potentielles
en biologie est la génération de second harmonique (SHG) in situ, phénomene qui va étre
utilisé dés 1996 comme « révélateur » spécifique des membranes cellulaires. Il s’agit en effet
d’un phénoméne optique non-linéaire cohérent du second ordre qui s’annule pour tout milieu

centrosymetrique et n’est donc sensible qu’aux interfaces. Il est alors possible d’utiliser des



marqueurs « harmonophores » pour imager les membranes plasmiques en SHG [Moreaux,
2001],[Campagnola, 1999], [Ben-Oren, 1996]. Cependant ces marqueurs ont tendance a
rapidement s’internaliser et s’équirépartir sur les faces interne et externe de la membrane
cellulaire conduisant a un arrangement centrosymétrique qui annule le signal de second
harmonique. Afin de pallier cette limitation, A. Lewis propose en 1993 d’utiliser des colorants
chiraux [Bouevitch, 1993] (la chiralité est la propriété que possede un objet de ne pas étre
superposable a son image dans un miroir). Mais il considere des marqueurs présentant une
chiralité a un électron, et I’exaltation du signal est peu efficace.

Or des études détaillées du réle de la chiralité dans la SHG en surface étaient menées
depuis quelques années au Laboratoire d’Optique et Biosciences : des expériences de second
harmonique résolues en polarisation étaient menées sur des films moléculaires, en lien avec
des modélisations de I'activité optique attendue selon le type de chiralité moléculaire. Lors de
ce travail de thése, il restait a valider expérimentalement l'extension du modéle des
oscillateurs couplés aux effets chiroptiques non-linéaires. Nous avons pour cela choisi une
molécule présentant une chiralité par couplage excitonique, une base de Troger substituée par
des acridines (ou ASTB), dans le cadre d’une collaboration avec le Laboratoire de Chimie de
I’ENS de Lyon.

L'étude de cette molécule chirale a alors été menée dans un double but. Tout d'abord, il
s'agissait de valider expérimentalement nos modélisations de I'activité optique non-linéaire.
Ensuite, grace justement a cette meilleure compréhension du réle de la chiralité dans la
génération de second harmonique, il s'agissait de définir le type de colorant membranaire
chiral adéquat en microscopie de second harmonique. Nous verrons que cela nous a conduit &
privilégier un couplage excitonique a une chiraliteé a un électron et a tester 'ASTB en
microscopie non-linéaire.

Cependant, la microscopie de second harmonique ne se limite pas a I'étude des
membranes. Dés 1986, Freund [Freund, 1986] ont imagé des fibres de collagéne dans la
queue de rats sans coloration. Ces structures tissulaires sont en effet tres denses et tres bien
orientées, et émettent de forts signaux de second harmonique. Il en est de méme des filaments
de myosine dans les muscles, ou des microtubules [Guo, 1997]. Nous nous sommes donc
interessés a l'utilisation de contrastes optiques endogenes en microscopie SHG en combinant
la encore deux points de vue. Tout d'abord, nous voulions étudier ces signaux sous une
approche fondamentale, notamment par des expériences résolues en polarisation, puisqu'il

avait été proposé que l'efficacité du collagene en SHG était liée a sa structure chirale. Ensuite,



nous voulions développer une application biologique concréte afin de démontrer tout le

potentiel de ces techniques pour I'étude de tissus vivants a I'echelle micrométrique.

La présentation de ce travail se décompose en quatre chapitres.

Le premier chapitre décrit le cadre théorique sur lequel s’appuie ce travail expérimental. Nous
y introduisons les phénomeénes de TPEF, de SHG et leur intérét en microscopie non linéaire.
Nous décrivons plus particulierement la SHG générée par une surface. Nous proposons deux
modeles, celui de Kuhn (couplage entre oscillateurs) et celui de Kauzmann (mouvement
hélicoidal des charges), tous deux étendus au domaine non linéaire afin de rendre compte des
différents mécanismes a I’origine de la chiralité des molécules. Nous exposons alors pourquoi
la chiralité du colorant est une source d’amélioration de I’imagerie membranaire en SHG.
Nous précisons dans la derniere partie de ce chapitre quel type de chiralité doit étre présenté
par le nouveau colorant que nous cherchons a mettre au point. Nous détaillons également

I’ensemble des propriétés qu’il doit posséder pour étre utilisable en microscopie.

Le second chapitre introduit les différentes techniques expérimentales mises en ceuvre dans
ces recherches. Tout d’abord, nous présentons le spectrofluorimetre concu pour I’étude des
propriétés de fluorescence (émission et excitation) a deux photons des colorants ou des
protéines utilisés. L expérience de résolution en polarisation du signal de second harmonique
réfléchi par un film est détaillée dans la seconde partie de ce chapitre. Elle permet une étude
pertinente de la chiralité des molécules contenues dans le film. Nous présentons ensuite le
microscope a balayage développé au Laboratoire d’Optique et Biosciences utilisé pour
I’imagerie combinée de TPEF et de SHG. Enfin, la synthése de vésicules unilamellaires
géantes (50 um) est détaillée dans la derniére partie. Ces vésicules font partie de la procédure
d’étude des colorants chiraux de SHG pour tester leur insertion membranaire.

Le chapitre trois présente les résultats expérimentaux obtenus sur le prototype de marqueur
chiral par couplage entre oscillateurs : I’ASTB. Nous détaillons tout d’abord ses propriétés de
fluorescence et d’absorption. Nous présentons ensuite les expériences de second harmonique
géneré en surface par un film d’ASTB. Nous confrontons alors nos résultats expérimentaux de
facon qualitative et quantitative au modéle de Kuhn étendu au non linéaire. Des images

réalisées sur des veésicules unilamélaires géantes avec I’ASTB permettent de discuter son



insertion membranaire. A partir de ces résultats, nous proposons enfin les #Voies

d’amélioration possibles de ce colorant.

Le dernier chapitre concerne la microscopie non linéaire en contraste endogeng tant'en SHG
qu’en TPEF. Nous commencons par présenter les différents composés sources descontraste.
Parmi eux, nous utilisons I’élastine (fluorescente) et le collagéne (SHG) présents dans le tissu
conjonctif. Nous nous appuyons sur les exemples précis de la peau et du foile pour démontrer
les nombreux avantages de la microscopie non linéaire vis-a-vis derl’histologie classique.
Nous étudions plus précisément les propriétés de fluorescenée de ‘1’élastine et de SHG du
collagene. Nous allons démontrer comment ces protéines permettent d’étudier précisément la
morphologie du tissu artériel du Rat. Un exemple de déformations induites par un toxique, le
lindane, sera traité pour illustrer la complémentarité de IYimagerie de TPEF et de SHG pour
I’observation de tissus vivants en profondeur.

Un exemple de toxinologie est exposé pour démontrer Fapport de I’imagerie de second
harmonique endogéne. Nous avons quantifié les déformations de cellules atriales de ceeur de
grenouille soumises a I’action de la saxitoxine (SI'X),en observant les tétes globulaires de

myosine.






Chapitre |

Cadre théorique

Ce chapitre a pour objet d’introduire les notions théoriques permettant d’interpréter les
expériences réalisées dans ce travail. Ces expériences essayent de faire ressortir le role de la
chiralité en microscopie SHG.

Afin de préciser les processus physiques mis en jeu dans ces nouveaux contrastes, nous
introduisons dans la partie A la fluorescence excitée a deux photons (TPEF) et la génération
de second harmonique (SHG). Dans cette méme partie nous rappelons également ce que ces
deux types d’interactions apportent a la microscopie.

Dans la partie B, nous présentons ’activité optique des molécules chirales. Une introduction
de modeles microscopiques phénoménologiques nous permet de mieux cerner 1’origine
physique de la chiralité. Nous montrons en quoi, 1’utilisation d’expériences de résolution en
polarisation du signal de second harmonique généré en surface, nous permet d’accéder a une
compréhension des mécanismes physiques intervenant dans 1’activité optique.

Le probléme de la conception de nouveaux colorants membranaires pour 1I’imagerie de second
harmonique est abordé dans la derniére partie. Ce probléme est complexe car de nombreux
parametres parfois contradictoires sont a optimiser au sein d’une méme molécule. Pour cela,
notre approche se focalise sur un parametre particulier : la chiralité des colorants. Nous
exposons I’avantage de travailler avec un marqueur chiral, et quel type précis de chiralité doit
étre utilisé. Les propriétés des colorants membranaires pour I’imagerie non linéaire sont

¢galement précisées dans cette derniére partie.



I) A. Effets non linéaires

Dans la partie i., nous allons définir le moment dipolaire et la polarisation d’une assemblée de
dipdles pour introduire, ensuite, aux parties ii et iii, les phénomenes de fluorescence excitée a
deux photons et de génération de second harmonique. Dans la derniére partie iv, nous

montrerons que ces processus non linéaires peuvent tre utilisés en microscopie.

Lorsque le champ électrique d’une onde incidente posséde une intensité comparable a celle du
champ responsable de la cohésion de la matiere, il est possible de générer des effets non
linéaires. Le champ électrique liant un électron au noyau d’hydrogéne vaut typiquement
5.10"" V/m, le champ électrique associé¢ & 1’onde émise par un laser pulsé ou la durée des
impulsions vaut 100 fs et I’énergie 1 mJ pour un faisceau d’1 mm vaut 2.10° V/m. Dans ces
conditions la matiére répondra de facon non linéaire au champ incident, le champ
¢lectromagnétique rayonné pourra se décomposer comme une série d’harmoniques du champ
incident. Cette comparaison d’ordres de grandeur permet de comprendre la liaison
extrémement forte existante entre les lasers pulsés et 1’électromagnétisme non linéaire. En
effet, anciennement, les lampes a arc les plus puissantes (500W) en utilisant un condenseur
placé a 10 cm des ¢lectrodes et de 10 cm de diametre focalisant le faisceau dans un disque
d’Imm de diamétre, ne permettaient pas d’obtenir des intensités de champ supérieur a 10°
V/m, valeur de quatre ordres de grandeur inférieur aux 2.10° V/m cités précédemment.

C’est donc I’avénement des lasers pulsés qui permit de travailler sur des signaux harmoniques
d’intensité suffisamment confortable et de réaliser de nombreuses études des interactions non

linéaires entre la lumiére et la matieére.

1. Polarisation

e Dipdle individuel :

En se plagant a 1’échelle atomique, un champ ¢électrique extérieur déforme le nuage
¢lectronique des molécules (pour des effets non résonnants). Les barycentres des charges de
signe opposé sont déplacés, un moment dipolaire est donc induit par le champ extérieur. Le
déplacement des deux barycentres est proportionnel aux puissances multiples du champ

électrique. On en déduit une expression du moment dipolaire p d’une molécule :



p=aE+  PEE+ yEEE+.. (LAD)

Un moment dipolaire permanent de la molécule peut éventuellement étre introduit. o désigne
la polarisabilité linéaire, S et y les hyperpolarisabilités du premier et du second ordre (tenseurs

de rang 3 et 4) [Bloembergen, 19635].
e Polarisation pour un ensemble de dipdle :

La polarisation macroscopique est la moyenne vectorielle de toutes les moments dipolaires

contenus dans le volume V :

1
P= ;Z P, (LA-2).

i

La polarisation macroscopique résulte donc d’un moyennage spatial des moments dipolaires.

Elle s’écrit en fonction du champ ¢électrique dans le domaine linéaire :

P(@) = £, 2E(®) (LA-3).

Une polarisation macroscopique permanente peut étre présente dans le milieu en 1’absence de
tout champ extérieur comme pour les ferroélectriques, (distribution non isotrope des dipoles
permanents) Un dipOle n’est pas uniquement soumis au champ extérieur, il subit le champ
créé par les autres dipdles qui I’entourent. La résultante de ces deux contributions est notée
sous la forme d’un champ local : E;. La quantité¢ permettant de relier le champ électrique
extérieur (E(w)) a la polarisation est appelée susceptibilité linéaire (y). Elle dépend de la

densité volumique N de dipdles.

Lorsque le champ extérieur devient non négligeable vis-a-vis du champ reliant les électrons

aux noyaux, il faut tenir compte des non linéarités induites a 1’ordre 2 et plus.



On obtient la susceptibilité du second ordre en sommant les hyperpolarisabilités individuelles.
Il en résulte un moyennage oientationnel des hyperpolarisabilités définies dans le repére
moléculaire. Des composantes peuvent étre non nulles pour une molécule individuelle et se
moyenner a z¢éro suivant I’arrangement spatial de I’assemblée de molécules. On obtient alors

I’expression :
<p> (I.A-4).

Suivant les distributions des molécules dans 1’espace, certaines composantes de la

susceptibilité ;(;.,i) seront non nulles. D’autres composantes s’annulent bien que certaines

composantes des hyperpolarisabilités soient différentes de zéro pour une molécule isolée.
C’est le moyennage qui, dans ce cas, conduira a des valeurs macroscopiques nulles. Ceci sera

traité en détail pour les configurations géométriques qui nous intéressent par la suite.

Nous en déduisons une expression de la polarisation macroscopique d’ordre 2 :

P=s,y" EE (LA-5).

ii. Fluorescence excitée a deux photons

e Définition :

L’émission d’un signal de fluorescence a partir d’un niveau excité d’un chromophore est
précédée d’une excitation qui porte le systeéme dans cet état excité. Cette excitation se fait
dans notre étude par I’absorption de deux photons de caractéristiques identiques [ Goppert-
Mayer, 1931], nous parlerons de fluorescence excitée a deux photons (TPEF).
L’absorption non linéaire de deux photons correspond a la partie imaginaire de
I’hyperpolarisabilité du second ordre Im(y) dans I’équation 1.A-1.

Cette absorption est représentée sur la figure I)A.1 pour un systeme modele a deux

niveaux d’énergie, |e> correspond a 1’état excité, |f> a 1’état fondamental.

10
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Figure 1)A.1 : représentation d’un systeme a deux niveaux d’énergie |e> et |f>, il y apport
d’énergie externe par absorption de deux photons identiques.

Nous ne nous intéresserons que plus tard a la désexcitation par émission d’un photon de
fluorescence, le caractere non linéaire de ce phénomene ne provenant que de 1’absorption de
deux photons pour un méme chromophore.

I1 est possible de relier la probabilité de transition a 2 photons de |f> a |[e> par unité de temps :
wP(en s7), a la section efficace d’absorption a 2 photons ¢ & partir de ’équation L.A-6
(scalaire aprés une intégration sur toutes les directions de 1’espace). w est la pulsation du
rayonnement incident, et /(@) son intensité associée (en Watt/cm?) [Shen, 1984]. La division

de I’intensité par 1I’énergie d’un photon, donne le flux de photons incidents en photons/s/cm?.

2) _ oPI*(w)
W= (LA-6).

Cette probabilité est proportionnelle a 1’intensité incidente au carré ce qui traduit bien le
caractere non linéaire de 1’absorption.

L’expression de la section efficace a partir de Im(y) s’€crit :

4 2 2
c® = ”—hj"lm(y) (LA-7).

2
nc
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o'” dépend de la longueur d’onde comme cela apparait dans I’expression I.A-7, et y posséde
¢galement une dépendance spectrale qui est propre a chaque chromophore. Elle s’exprime en
crn4(ph0t0ns/ s).

I1 est possible d’estimer les ordres de grandeur des différentes sections efficaces.
e Ordres de grandeur :

En associant une section efficace d’absorption a un photon ¢’/ de 10"® cm” , la section

2

efficace a deux photons o/” est proportionnelle au carré de o'” par un temps de 10 s (temps

de cohérence ente les états |e> et |£>), elle vaut typiquement 10" cm® (photons/s)”. On utilise
aussi 1’unité Géppert-Mayer (GM) valant 10™° cm*(photons/s)™.
@7

) L . ., O
Afin de pouvoir comparer les absorptions a un et deux photons, il faut considérer Y. et
@

ey

entre lesquelles il y a un rapport 10” pour une intensité 7 de ’ordre du GigaWatt par cm” a

une longueur d’onde de 1 pm.

Si deux photons arrivent dans une fenétre temporelle inférieure a 107* s, il peut y avoir
absorption simultanée de deux photons par le méme chromophore. C’est cette échelle de
temps qui explique I’utilisation de laser femtoseconde (typiquement entre 50 fs et 100 fs) pour
rendre non négligeable 1’absorption a deux photons. La fluorescence excitée a deux photons
nécessite un grand nombre de photons au méme endroit de I’espace, ceci est possible grace a

la focalisation apportée par une lentille convergente ou par un objectif de microscope.

La puissance moyenne est faible si les impulsions sont suffisamment espacées temporellement
(typiquement : 10™® s dans nos expériences) et le flux lumineux n’endommagera pas I’objet.
Les lasers femtoseconde Ti :Saphire commerciaux fournissent des impulsions comprises entre
70 et 120 fs avec des puissances moyennes de 1’ordre d’1W et une puissance instantanée qui
vaut 10° W (expression 1.A-9). La probabilité d’absorption de deux photons est 10° fois plus

¢levée avec ce laser pulsé qu’avec un laser continu de méme intensité moyenne.

p _PAT

inst

(LA-8).
T

12



avec AT=10" s désigne le temps séparant deux impulsions (correspondant a la longueur du

chemin optique dans la cavité de I’oscillateur divisée par la vitesse de la lumiere), =100 fs

désigne la largeur temporelle a mi-hauteur d’une impulsion laser et Fcorrespond a la

puissance moyenne mesurée.

Estimons la probabilit¢ d’absorption a deux photons pour un chromophore possédant une
section efficace de 10> GM en microscopie (ordre de grandeur pour le colorant utilisé dans ce
travail). La puissance moyenne mesurée vaut 10 mW, ce qui correspond a une puissance créte
d’1 kW pour un oscillateur Ti : Saphir délivrant des impulsions de 100 fs a une fréquence de
100 MHz. Cette puissance correspond & une énergie par impulsion de 10" J. L ¢énergie d’un
photon & 800 nm est de 2,5.10™"° J. Chaque impulsion contient donc 4.10% photons. Le flux de
photons est de 4.10*' photons/s. Un objectif de microscope d’ouverture numérique 0.75 peut
focaliser le faisceau incident sur un rayon de 0,25 pm, soit une surface de 2.10° cm?.
L’intensité résultante au foyer de ’objectif est de 2.10°° photons.cm™.s™. La probabilité
d’absorption a deux photons par notre chromophore durant une impulsion est de 2.10%, en 1
seconde il y a eu 10® impulsions, donc 2 absorptions. Si nous considérons le cas d’un laser
continu, délivrant 10 mW en continu a la méme longueur d’onde, en 1 seconde il y aura eu

2.107 absorptions.

Les ordres de grandeur de ¢® pour deux colorants trés répandus: la rhodamine B et la

fluorescéine sont donnés au tableau I)A.1 [Xu, 19964] :

Marqueurs Longueur d’onde du maximum de | 62 (GM)
la section efficace (nm)

Rhodamine B 840 210+60

Fluorescémne pH=11 780 3615

Tableau 1)A.1 : sections efficaces d’absorption a deux photons de la rhodamine B et de la

fluorescéine a pH=11.
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La figure I)A.2 présente les valeurs de 62 et o) (au facteur de rendement quantique prés,
défini dans le paragraphe suivant) pour la fluorescéine en fonction de la longueur d’onde du
rayonnement excitateur.

La courbe représentant o posséde une échelle en abscisse multipliée par un facteur 2 afin de
pouvoir comparer ses valeurs avec celles de o®. Les positions des maxima de o2 ne
correspondent pas a ceux de o . De plus, de nouveaux pics apparaissent pour o® . Ces
différences s’expliquent par le fait que les regles de sélection des transitions sont différentes

pour I’absorption & un ou a deux photons.

Section efficace de fluorescence de la fluorescéine (GM)
@

100

G “fluo
10 - = — = = 0" (n.a.), échelle
L SR g de longueur d’onde
I- + doublée
fluorescein

0.1 . : :
700 300 900 1000 1100

Longueur d’onde en nm

Figure 1)A.2 : section efficace de fluorescence de la fluorescéine a pH=13 exprimée en GM
(pour 0{2)) en fonctionde la longueur d’onde du rayonnement incident. La courbe en trait plein
correspond a la fluorescence a 2 photons, en trait pointillé a 1 photon (échelle de longueur
d’onde doublée pour comparaison). D apres Xu et al. (PNAS Vol.93, pp.10763-10768, Octobre
1990).

e Fluorescence :

Considérons un fluorophore non plus comme un simple dipdle, mais comme ayant une
certaine structure et donc des degrés de libertés supplémentaires. Alors, les états |e> et |f> sont
remplacés par de nombreux états rotationnels et vibrationnels (Figure 1)A.3). La différence
d’énergie entre la somme des deux photons d’excitation et celui de désexcitation ou de
fluorescence est appelé le décalage de Stokes (Stokes shift). Il vaut AE avec AE = AE1 + AE2,
cette énergie se retrouvant sous forme de transfert thermique dans le milieu. (Il vaut 30 nm

pour la fluorescéine a pH 13 et une excitation a 500 nm a un photon).
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Figure 1)A.3 : schéma des transitions impliquées dans le phénomeéne de fluorescence excitée a deux
photons. Le décalage de Stokes correspond a la somme de AE1 et AE2.

Avant I’émission du photon de fluorescence le systéme connait une désexcitation qui peut étre
une relaxation thermique par transfert d’énergie vers des modes de vibration ou de rotation
d’énergie proche. Ce transfert se fait avec un temps caractéristique court t; devant le temps
Tauo Mis avant d’émettre un photon de fluorescence. Le systeme peut se désexciter également
de facon non radiative avec le temps caractéristique 7,. Les taux de désexcitation par
fluorescence et par transfert non radiatif valent respectivement : //zp,, et 1/7,. Le taux de
désexcitation de 1’état excité vaut donc 1/7.—,y=1/tpu,+1/1,, 1a probabilité d’émettre un photon

lors de la désexcitation est donc :

Te~> ' 1
poler - (LA-9).
Tﬂuo 1+ Sluo
T

nr

n est aussi appelé rendement quantique de fluorescence. Pour la fluorescéine n prend la valeur
moyenne sur tout le spectre de 0,9 [Xu, 1996b].

La mesure de 7._; peut s’effectuer directement dans le domaine temporel par une méthode
pompe sonde [Brant, 1971], en promouvant une population de molécules dans 1’état excité par
une impulsion de pompe, et en sondant 1’absorption par une impulsion sonde avec un retard

variable. Cette étude de 1’évolution temporelle du nombre de molécules dans 1’état excité,
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permet d’en déduire T d’une valeur typique de: 10”7 s. D’autres méthodes peuvent
s’effectuer dans le domaine fréquentiel [Weber, 1969] ; [Lakowicz, 1982] ; [Lakowicz, 1983].
L’expression [.LA-9 permet de définir la section efficace de fluorescence excitée a deux

photons o) =n.c® ou ¢ désigne la section efficace d’absorption & 2 photons introduite

précédemment. La puissance (en photons/s) émise par rayonnement de fluorescence excitée a

deux photons vaut & partir de I’intensité exprimée en photons/s/cm” :
1 @) 2 |
P= EN?]J I"'(w)= ENGﬂ”"[ (w) (LA -10).

Le rayonnement de fluorescence est isotrope, et n’est pas cohérent avec 1’excitation. Cette
incohérence se retrouve dans la dépendance linéaire de la puissance rayonnée avec le nombre

de fluorophores N.

Le rendement quantique de fluorescence est variable. Il vaut par exemple 0,9 sur tout le
spectre pour la fluorescéine. Un autre colorant répandu comme 1’Indo-1 non complexé peut

avoir un rendement de 0,38 [Xu, 1996a].
Le paramétre a étudier pour le choix d’un colorant de fluorescence est donc le produitzr.c® .

I1 s’agit d’ailleurs de la valeur a laquelle nous aurons acces lors de nos expériences décrites

dans la partie A du chapitre II, et au chapitre III.

e Saturation :

I1 est possible d’estimer la puissance pour laquelle 1’absorption a deux photons est a la limite
de saturation. Lorsque la saturation de I’absorption est atteinte, si la puissance incidente
augmente, la puissance absorbée restera constante. Cette limite correspond a une probabilité
d’absorption a deux photons (expression [.A-6) de valeur unitaire. Cette saturation se traduit

par les relations [Xu, 1996b]:

2

I
Atol) —<_~1 (LA-11)

Sluo h2w2
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[ o~ (LA-12).

At correspondant a la largeur temporelle de I’impulsion du laser incident d’intensité créte : /...
Dans I’équation I.A-11, la section efficace s’exprime en cm’(photon/sec)’, I’intensité en
Watt/cm?. Ecrivons, dans la limite de diffraction, la puissance moyenne P, au foyer d’un
objectif d’ouverture numérique O.N. (I’expression II.C-2 fournit le diametre de la surface
couverte par la faisceau incident au foyer de 1’objectif), une fréquence de répétition des

impulsions f, de durée At, a une longueur d’onde moyenne A :

P 7.(0,2)* 1 fAt

[.A-13).
" O.N.’ ( )
On en déduit la puissance de saturation :
2 1/2
P - 7(0,2)" A.f .h.c.(At) (LA-14).

2 2)
O.N."\C 4

Pour des impulsions de A=100 fs avec /=80 MHz, A=1,0 um et O.N.=1.3 on obtient une
puissance moyenne de saturation P, de 10 mW pour une section efficace d’1GM (10'50
cm’(photon/s)™). Dans les expériences de mesures de section efficace, il faudra donc se placer
en dehors de la limite de saturation. Il faudra utiliser une puissance incidente telle que la
puissance absorbée varie linéairement avec le carré celle-ci. Pratiquement, une zone de

linéarité peut étre trouvée au voisinage de Ps./3.

i11. Génération de second harmonique

e Définition :

A la différence de la fluorescence la génération de second harmonique (SHG) est un
phénoméne cohérent, c'est-a-dire que le signal généré possede une phase non aléatoire,

corrélée avec I’excitation. Les champs harmoniques rayonnés par différents centres émetteurs
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pourront alors interférer entre eux. Cette cohérence en SHG n’est possible que s’il n’y a pas
d’absorption du rayonnement incident puis réémission, comme dans le cas de la fluorescence.
Le moment dipolaire a la pulsation 2w pour une excitation a w, dépend de

I’hyperpolarisabilité d’ordre 1 : f dans 1’équation [.A-1.
P0) = LE@E@) (LA-15)

Si I’on suppose le champ ¢€lectrique polarisé suivant une direction Oz, que le chromophore ne
posséde qu'un moment dipolaire suivant z et que celui-ci est orienté dans la méme direction

que le champ, la formule 1.A-16 devient :
1
p.Qw)= EﬂmEf (@) (I.A-16).

La puissance rayonnée P a 2w (en nombre de photons) par un harmonophore est (I’intensité /

correspond au flux de photons en photons/s/cm?) [Moreaux, 2000]:

1 4n, ho’

P23 235

|ﬂ| I* () (LA-17).

On retrouve dans cette derniére expression le caracteére non linéaire de la génération de second
harmonique, du fait de la dépendance de la puissance avec le carré de I’intensité. La
dépendance avec la puissance cinquieme de ’intensité provient des unités employées en
nombres de photons et non en Joule. Il est possible de définir une section efficace ¢

la SHG :

SHG pour

P= ;agﬁgcz () (LA-18).

5
@ 4n, ho
SHG ~—

i (L.A-19).

2 5
3me,c
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Le processus étant cohérent, il convient d’ajouter les composantes des champs électriques
rayonnés par chaque dipdle. Il faut tenir compte des déphasages introduits par la distribution
spatiale des dipo6les. On peut montrer, par exemple, que des dipdles alignés suivant la
polarisation du faisceau incident, rayonnent une puissance proportionnelle au carré de la
densité volumique d’harmonophores. Le signal de second harmonique a la différence de celui
de fluorescence n’est pas isotrope, la SHG se fait dans I’exemple précédent dans des

directions bien précises (diagramme d’antennes), [Moreaux, 2000], [Mertz, 2001].

La puissance rayonnée par une assemblée d’harmonophores a partir de 1.A-18 est obtenue
suite & un moyennage spatial des composantes tensorielles des hyperpolarisabilités. Un milieu
homogene peut étre invariant par une symétrie centrale, il est dit : « centrosymétrique », c’est
le cas par exemple d’un liquide ou d’un gaz composés de molécules achirales. Dans un milieu
centrosymétrique, les susceptibilités d’ordre pair sont nulles, il ne peut pas y avoir d’effets

non linéaires d’ordre 2 dans un tel milieu, donc pas de génération de second harmonique.

Par contre, dans le cas d’une surface cette invariance est brisée. Il est alors possible de
produire un signal de second harmonique. Ce signal est méme extrémement sensible a

I’organisation de la surface a I’échelle moléculaire [Heinz, 1991], [Shen, 1989].

e SHG de surface :

L’utilisation de l'optique non linéaire pour sonder des surfaces est une méthode
d’investigation tres riche. Sa sensibilité est spécifique de la surface sondée. La mesure du
signal de SHG réfléchi par la surface et résolu en polarisation fournira des informations sur

les propriétés optiques non linéaires des molécules sondées et leur organisation a la surface.

o Calcul de ’intensité du signal de SHG réfléchi :

Considérons une couche d’épaisseur a, écrivons ’intensité du signal de second harmonique

généré par la surface.

La géométrie est décrite sur la figure [)A.4 :
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Figure 1)A.4 : géométrie de la génération de second harmonique réfléchi.

Les ondes a la pulsation 2 ont les vecteurs d’onde :

° 2kmonocouche

(0)= ks pour I’onde forcée dans la monocouche
e ki et kr pour les ondes libres dans la monocouche
e k; et ko pour les ondes libres respectivement réfléchies et transmises par la

monocouche

On travaille dans 1’approximation d’une couche mince c'est-a-dire k(w).a treés petit devant 1.
On définit une densité surfacique de polarisation PN sur I’épaisseur de la monocouche par :
PY¥=a.P" ouP™ désigne la polarisation non linéaire d’ordre 2 engendrée par tout le volume
de la monocouche.

Les milieux linéaires 1 et 2 sont centrosymétriques, ils ne donnent aucune contribution
dipolaire électrique au signal de SHG. Par contre, il est possible d’avoir des contributions

quadrupolaires électriques et dipolaires magnétiques.

(2 est d’origine dipolaire électrique. Il existe d’autres

La susceptibilité d’ordre 2 surfacique y/;

contributions liées a la discontinuité du champ incident a la surface qui seront négligées ici.

[Guyot-Sionnest, 1986], [Guyot-Sionnest, 1988], [Shen, 1989].
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A partir des conditions de passage aux interfaces en z=a et z=0 (les composantes de E et
H(champ magnétique) paralléles a la surface sont continues a sa traversée en I’absence de
charge et de courant libres surfaciques) on obtient les composantes du champ électrique
réfléchi a 2o suivant la direction s normale au plan d’incidence et la direction p (paralléle au

plan d’incidence) :

167w P

E Qw)= Qo
:(20) k. +ky,) " (20) (1.A-20)
167k, w*
E Qw)= ! k, P QCw)+k, P QQw
p( ) Cz(kzzklz +k12k22)( 2x% z ( ) 2z% x ( )) (IA-21)
NS ) .
P Qw)=y (0,0)E, (0)E,. (0) (L.A-22)

=(s)
Avec Ej,. le champ électrique local dans la monocouche.

Ce qui nous permet d’écrire 1’intensité correspondante [Shen, 1989]:

2 3 .2 2 .
327w see Oy, |, (20).2 (0,0) (@) I (@) (1.A-23)

0= o Qe @) ©

Avec e (w) = Fe(w) ou F désigne la matrice de transmission faisant intervenir les coefficients

de Fresnel pour la traversée d’une interface entre le milieu linéaire et le milieu non linéaire,
P . , . . . N 4 , .
e(w) le vecteur unitaire suivant le champ électrique incident & ®. ¢ (2w) désigne le vecteur
unitaire suivant le champ réfléchi a 2. € correspond a la permittivité du milieu linéaire.
. Aspects tensoriels :
Pour une surface invariante pour les groupes de symétrie C4, Cs, C les composantes non

nulles de la susceptibilité d’ordre 2 surfaciques sont (pour la SHG ou n’intervient qu’une

seule fréquence) :

X(S)ZZZa X)(s)xxz = X)(s)xzx = X(s)yzy = X(s)yyz, X)(s)zxx = ﬂs)zyya X)(s)xyz = X(s)xzy = ‘X)(s)yxz = ‘X(s)yzx
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ou u, désigne un vecteur suivant la direction normale a la surface considérée, et uy et uy
correspondent a deux vecteurs unitaires orthogonaux entre eux, paralleles a la surface
[Giordmaine, 19635].

Dans le cas ou une symétrie plane laisse la surface invariante (cas de molécules achirales par
exemple) les groupes de symétrie intervenant dans le systéme sont Cay, Csy, Coy. Les

composantes non nulles :

X(s)zzzs A(s)xxz = X(s)xzx = X(s)yzy — X(s)yyz> X(s)zxx — X(s)zyy

Il est impossible de générer un signal de second harmonique sur une surface isotrope en
incidence normale. Le champ ¢électrique incident est dans le plan (xoy); pour que la
polarisation a 2 soit non nulle, il faudrait une composante tensorielle avec uniquement x ou

y différente de zéro.
° Monocouche adsorbée sur une surface :

Dans le cas d’une monocouche adhérente sur une surface, il convient d’effectuer une
moyenne suivant toutes les orientations possibles de I’hyperpolarisabilité B de la molécule
afin d’obtenir la susceptibilité d’ordre 2. Cette moyenne doit étre compatible avec les liaisons
existantes entre les molécules et la surface. Si toutes les molécules se fixent sur la surface
avec les mémes liaisons, il existe une certaine organisation sur la surface. Ceci limite le
nombre d’orientations sur lequel il faut effectuer le moyennage. On obtiendra une expression

du type :
2 _
Z(S) - NS <'H>orientations compatibles (IA-24)

Ns correspond a la densité surfacique de molécules adsorbées. Pour une représentation plus
fiable, le calcul de B peut tenir compte des interactions nouvelles pouvant exister entre le
substrat et les molécules. La rugosité de la surface peut aussi apporter une exaltation du
champ. La formule [.A-24 est valable du moment que les interactions entre molécules peuvent
étre négligées (densité Ns suffisamment petite pour que les molécules soient assez loin les
unes des autres), dans le cas contraire, la somme des composantes individuelles ne

correspondra a la susceptibilité qu’en premicre approximation.
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De fagon trés générale, lorsque des molécules sont déposées sur un substrat possédant un

certain volume, ys) peut s’écrire sous la forme [Shen, 1989]:

X8) = Xahs + Xy T X (LA-25).

ou y) provient de la surface du substrat seul, y'>)

mol

correspond a la couche de molécules

adsorbées et x> a I’interaction entre ces molécules et le substrat. Le premier terme peut étre

identifi¢ en procédant a une analyse de la polarimétrie du signal de SHG généré par un

substrat nu. Ce terme peut donc ensuite étre soustrait.

e Remarques :

(2)

Si les molécules peuvent s’orienter de fagon totalement aléatoire sur la surface, alors, yg)

devient nul (méme dans le cas de molécules chirales, voir partie B).

Il est possible d’écrire la composante ijk du tenseur susceptibilité d’ordre 2, résultant d’un
moyennage (av) de ’hyperpolarisabilité f sur toutes les directions de 1’espace, on obtient

alors I’expression 1.A-4 [Heinz, 1983] :

28 = No(ILDLD(K D) BiR (LA-26).

av

Les indices 1,J et K correspondent aux coordonnées dans le repére de la molécule et i,j et k a
celles dans le repere du laboratoire. Une application possible, est la détermination des
orientations moléculaires sur la surface lorsque P est assez simple (ne comporte que quelques

composantes non nulles). Connaissant y(5), Ns et B, il est possible de remonter a

<([ (LK ./£)>, donc a I’orientation des molécules dans le repére du laboratoire.
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e Ordre de grandeur :

(2) 5
(s, de Pordre

Pour une couche de molécules polaires adsorbées sur une surface on trouve un y,
-1 . . . . .,
de 107" e.s.u En prenant pour I’intensité incidente I;(®) : 10 MW/cm?, une surface irradiée de

0,2 cm?, des impulsions de 10 ns, un angle 0, de 45°, on attend 10" photons/impulsion a 2.

Nous traiterons dans la partie B de ce chapitre un exemple de calcul de susceptibilité, a partir
de I’hyperpolarisabilité¢ du colorant ASTB déposé sur une surface. Nous verrons au troisiéme
chapitre comment des expériences de surface peuvent nous guider dans la conception de

nouveaux colorants pour I’imagerie non linéaire.

iv. Utilisation de la SHG et TPEF en microscopie

non linéaire

e Obtention des images :

La SHG et de la TPEF sont des processus qui peuvent étre utilisés en microscopie a balayage
[Webb, 1990]. Nous avons vu que les puissances rayonnées par ces processus sont
proportionnelles a I’intensité incidente au carré. Une optique focalisatrice permet d’augmenter
I’intensité d’un faisceau incident et les signaux de TPEF et SHG générés ne seront
significatifs qu’au voisinage du foyer image de I’objectif ou de la lentille utilisés. Ils
permettent donc d’exciter sélectivement une zone restreinte de I’espace située au voisinage du
foyer de 1’¢lément utilisé. La dépendance quadratique des signaux avec l’intensité incidente
permet une sélectivité spatiale accrue par rapport au cas linéaire. Cela procure une résolution
tridimensionnelle intrinséque sans 1’utilisation de filtre spatial.

Dans le plan focal, il est possible d’obtenir une image point par point de 1’échantillon, en
balayant le faisceau incident en entrée de 1’objectif. Avec I’utilisation de différents filtres
chromatiques les signaux de SHG et de TPEF peuvent étre collectés séparément. En faisant
varier la distance entre I’objectif et I’échantillon, il est ensuite possible d’imager les objets en

volume.
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Pour les deux modes d’imagerie TPEF et SHG, I'utilisation des lasers pulsés femtoseconde
est nécessaire. En effet, nous avons vu qu’il fallait utiliser des intensités instantanées
importantes pour générer des effets non linéaires, 1’utilisation d’une puissance incidente de

1’ordre de 10° W fournie en continu serait destructrice pour 1’échantillon.

e Origines des signaux de SHG et de TPEF :

La SHG comme la TPEF permettent d’imager la répartition de certains composés présents
naturellement dans les tissus qui fournissent un contraste endogene. Il est également possible
d’introduire de fagon exogéne un marquage de certaines structures, en utilisant soit des
colorants (chromophores organiques, nanoparticules,..) soit en induisant I’expression de

protéines fluorescentes par modification génétique des cellules.

Dans la microscopie par marquage exogene, des colorants synthétisés pour une efficacité
optimale en SHG ou TPEF vont cibler avec des zones spécifiques de 1’échantillon. Les
colorants congus initialement pour la microscopie linéaire de fluorescence peuvent é&tre
généralement utilisés en TPEF. Les colorants de SHG sont, eux, beaucoup moins nombreux.
Ces colorants lorsqu’ils sont optimisés pour se fixer dans les membranes cellulaires
permettent d’imager spécifiquement ces zones. La compréhension des mécanismes mis en jeu
est alors identique a celle intervenant dans la SHG générée en surface décrite précédemment.

Les colorants permettent, par exemple, de localiser des composés en se fixant spécifiquement
sur ceux-ci. [Is fournissent alors un contraste spécifique de leur substrat, et permettent des
¢tudes quantitatives d’évolutions temporelles ou de distributions spatiales (en volume). Par
exemple, certains chromophores injectés dans la cellule ont un rendement quantique de
fluorescence qui dépend de la concentration intracellulaire d’un ion particulier. D’autres
colorants membranaires seront spécifiques d’un phospholipide particulier présent dans la

membrane, etc...

Les mécanismes de contrastes en SHG et en TPEF sont différents. Le signal de SHG ne peut
provenir que de milieux non centrosymétriques, il ne peut pas étre généré dans un liquide. Ce
n’est pas le cas en TPEF ou le signal provient a la fois des cellules et du bain extérieur. Apres
un marquage membranaire, il n’est pas utile de rincer la préparation pour une observation en

SHG car il n’y pas de signal provenant du bain.
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o Comparaison SHG/TPEF :

Les colorants actuellement optimisés pour la microscopie de SHG (Di-6-Anneps), possédent
une section efficace de SHG de 4 ordres de grandeur inférieure a celle de TPEF [Moreaux,
2000]. Cependant, la puissance rayonnée en SHG varie comme le carré de la concentration
volumique en marqueurs, alors que celle rayonnée en TPEF lui est seulement proportionnelle.
Ainsi, I’imagerie membranaire de second harmonique est rendue possible si la densité¢ de

marqueurs est suffisante dans la membrane.

Une différence essentielle entre la SHG et la TPEF est que la SHG n’implique pas de
processus d’absorption par les cellules. Ainsi, elle permet de réduire les effets déléteres liés a
la déposition d’énergiec dans le milieu: photosensibilisation, photoblanchiement,

échauffement, etc.

e Comparaison microscopie non linéiare/microscopie de fluorescence :

Dans le microscope confocal a balayage (figure [.A.6), 'image de fluorescence (excitée
linéairement) est obtenue point par point et un scanner balaye le faisceau incident en entrée de
I’objectif. Le signal de fluorescence rétro émis est collecté par 1’objectif, il traverse ensuite le
scanner, et est réfléchi par un miroir dichroique. L’utilisation d’un miroir dichroique est
possible parce que le rayonnement incident et celui de fluorescence sont dans des plages
spectrales différentes. Une lentille convergente focalise le signal de fluorescence sur un
diaphragme qui est le conjugué du foyer image de 1’objectif par le miroir dichroique. Ainsi,
une sélection spatiale du signal de fluorescence issu seulement du foyer de 1’objectif a lieu.

Dans le microscope a balayage en TPEF ou SHG (Figure I.A.7), il n’est plus besoin d’utiliser
un diaphragme afin d’assurer la sélectivité spatiale du signal. L’effet non linéaire n’étant
significatif qu’au voisinage du foyer de I’objectif, tout signal de SHG ou de TPEF ne pourra

provenir que de ce point.
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Figure 1LA.6 : schéma de principe de fonctionnement du microscope confocal.
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Miroir dichroique

Ti:saphir - XY
Laser scanner

Filtres [ |

Electronique
d’acquisition PMT

Figure 1.LA.7 : schéma de principe de fonctionnement du microscope non linéaire a balayage.
Le faisceau issu d’un laser femtoseconde est balayé via un scanner permettant ainsi d’exciter
[’échantillon point par point dans le plan focal de [’objectif. Une partie de la lumiere émise
vers [’arriere peut étre collectée par ['objectif puis filtrée avant de parvenir au

photomultiplicateur (PMT).

27



La microscopie non linéaire possede au moins trois avantages essentiels par rapport a la

microscopie confocale :

(1) Les échanges d’énergie entre la lumicre incidente sortant de 1’objectif et le milieu
sont différents suivant le type de microscopie. En microscopie non linéaire, il n’y a pas
d’absorption en dehors du plan focal donc aucun dépot d’énergie dans les plans de cette zone.
Par contre, en microscopie confocale chaque plan du cone de focalisation absorbe la méme

quantité énergie, ce qui implique une plus grande phototoxicité.

(2) En microscopie non linéaire, il est possible de réaliser de 1’imagerie des tissus en
profondeur tout en maintenant une résolution subcellulaire. Le signal généré au foyer de
I’objectif pourra étre détect¢é méme s’il fortement diffusé par le tissu, la collection de la
lumicere ne nécessitant pas de filtrage spatial. De plus, les longueurs d’onde proche infra rouge
utilisées en microscopie non linéaire sont peu diffusées ce qui contribue également a la
capacité¢ de maintenir un volume d’excitation micrométrique en profondeur, [Oheim, 2001].
Par contre, il est plus difficile d’imager des zones profondes de 1’échantillon en microscopie
confocale. La fluorescence générée en dehors du point focal est diffusée et sa réjection par le
filtre spatial est imparfaite. Elle est alors détectée et détériore le rapport signal sur bruit des
images en profondeur. De plus, la fluorescence générée au foyer sera diffusée par
I’échantillon avant d’atteindre le diaphragme placé devant le détecteur. Le rapport signal sur
bruit s’en trouvera d’autant plus dégradé que 1’on cherche a imager une zone profonde de

1’échantillon.
(3) La dernicre raison est que la microscopie non linéaire, permet de nouveaux modes
de contraste comme la SHG et permet d’accéder a des informations inaccessibles en

microscopie non linéaire.

Nous détaillerons dans la partie D du chapitre 11 le microscope a balayage utilisé. Des

applications d’utilisation de ces techniques seront présentées aux chapitres Il et IV.
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I) B. Activité optique

Dans cette partie, un rappel nous permettra de présenter 1’activité optique en régime linéaire
(i). Ce sera I’occasion d’introduire le formalisme général d’une interaction non locale entre le
champ et la matiere. L extension de ce formalisme au régime non linéaire fera I’objet du point
(i1). Nous pourrons mettre a profit ce travail pour décrire au (iii), le signal de second
harmonique généré par une surface de molécules chirales. Nous montrerons alors quelles sont
les expériences de polarimétrie pertinentes a mener. Nous verrons enfin en (iv) que
I’introduction de deux modeles phénoménologiques, nous permet de mieux cerner I’origine de
la chiralit¢ moléculaire. Nous verrons surtout quelles sont les prédictions de ces modeles

quant aux mesures polarimétriques introduites précédemment.

L’activité optique est I’effet produit par une espéce chimique sur la polarisation de la lumiére
qui interagit avec elle. La propriété qu’ont certaines substances (fluides ou solides) de faire
tourner le plan de polarisation d’une onde polarisée rectilignement qui les traverse [Perez,
1994] est appelée : rotation optique. Lorsque le milieu absorbe différemment deux ondes
polarisées circulairement droite et gauche, il s’agit du dichroisme circulaire (découverte par
Haidinger en 1848). La rotation optique a été découverte en 1811 par D. Arago sur le quartz
(S10,) et par J.B. Biot sur I’essence de térébentine (CioHe) [Biot, 1844]. Par exemple, une
cuve de 10 cm de longueur contenant une solution aqueuse de glucose a la concentration de 1
g/em’ & 20 °C fera tourner de 53 ° le plan de polarisation d’une lumiére incidente polarisée
rectilignement. Une cuve remplie d’eau dans les mémes conditions n’aura aucun effet sur la
polarisation. A cette propriété nous associons un pouvoir rotatoire spécifique d’'une molécule
[a°] (en °.cm?/g), qui ne dépend pas de sa concentration (en g/cm’), ni de la longueur 1 de la
cuve (en dm) traversée par la lumiére, mais ce pouvoir dépendra de la longueur d’onde du

rayonnement incident A et de la température T.
a=[a],,;.cl (I.B-1).

Le glucose est une molécule chirale (du grec kheir signifiant main) : lorsque 1’on forme
I’image de cette molécule dans un miroir, elle n’est pas superposable a la molécule originale

(comme les deux mains d’un individu). Il s’agit d’une propriété commune a toute molécule ou
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arrangement de molécules ou d’ions qui exhibent une activité optique. La relation existant
entre deux molécules images ['une de Dl’autre dans un miroir s’appelle une relation
d’énantiomérie, et chaque configuration s’appelle un énantiomere.

Deux énantiomeéres ont les mémes propriétés physiques : température de fusion, produit de
solubilité, etc,...sauf vis-a-vis de la lumiére polarisée. Entre 1848 et 1851 Pasteur (1822-
1895) fit d’importantes découvertes en stéréochimie. Il parvint a séparer par triage manuel des
cristaux de tartrate double de sodium et d’ammonium de chiralit¢ opposée (Na OOC-
C*HOH-C*HOH-COONH,", la figure I)A.1 représente les deux formes cristallines de 1’acide
tartrique). Il attribua 1’activité optique de 1’acide tartrique (provenant du tartre déposé dans les
flits de chéne contenant du vin et présent sous une seule forme énantiomérique) a la chiralité
moléculaire et pas uniquement a la dissymétrie des cristaux qui lui avait permis de les séparer

[Pasteur, 1853].

Biologie et stéréochimie n’ont pas pour seul trait d’union Louis Pasteur. En effet, bon nombre
des molécules du vivant ne sont présentes que sous un seul énantiomere. Une infinité
d’exemples pourrait étre citée, les plus connus d’entre eux sont : les sucres (glucose, sucrose,
arabinose), 1’acide désoxyribonucléique en double hélice, les protéines ou des acides aminés
sont chiraux, les collagénes en triple hélice, etc.

L’importance de la chiralit¢ en biologie peut étre illustrée par I’exemple du propanolol
(figure 1)A.2) [Lhoste, 2002] ou une configuration est un contraceptif et ou 1 autre
énantiomere est un B-bloquant (les sites B sont des sites récepteurs d’hormones, comme
I’adrénaline, agissant comme simulateur cardiaque ; en se fixant a la place de 1’adrénaline un
B-bloquant s’oppose a son action). La majeure partie des réactions enzymatiques en biologie

est spécifique d’un enzyme et plus précisément d’une seule configuration de cet enzyme.
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Figure NA.l: deux formes images l'une de l’autre dans un miroir de cristaux d’acide
tartrique, les deux formes supramoléculaires ne sont pas superposables.

_ | .
/)\ N -l= o /‘-\ N /7‘/\0
i e | *y

H OH H Pronanolol H H OH

)

B R
B-bloquant Contraceptif ®

Figure 1)A.2: deux formes énantiomériques du propanolol, la premiere notée (S)
(configuration de I’atome de carbone portant une astérisque (*) et possédant 4 substituants
différents dans la nomenclature C.I.P.) est un [-bloquant, la seconde noté (R) est un
contraceptif.

1. Activité optique dans le domaine lin€aire

Nous ne traiterons que 1’activité optique des molécules chirales, les édifices chiraux résultant
d’un assemblage non centrosymétrique de constituants achiraux ne seront pas abordés ici.
L’induction d’une direction privilégiée de 1’espace et la rupture de la centrosymétrie qui en

découlerait comme dans le cas de ’effet Faraday ne sera pas non plus traitée.
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e Approximation non-locale :

La configuration d’une molécule est donnée par la disposition de ses atomes dans 1’espace
sans tenir compte des dispositions qui ne différent que par des rotations autour des liaisons
simples. Il est nécessaire d’introduire une sensibilit¢ du champ électromagnétique
interagissant avec le milieu chiral a la configuration moléculaire. Considérer le champ
¢lectrique comme uniforme a 1’échelle de la molécule comme dans 1’approximation dipolaire
¢lectrique ne permettrait pas de rendre compte de [Dactivit¢ optique. Dans cette
approximation, deux énantiomeres ne seraient plus distingués par le champ. Il est donc
nécessaire d’utiliser un développement spatial du champ incident. Le champ vu par chaque
atome de la molécule sera différent. Cette approximation appelée « non locale »
[Bloembergen, 1965], [Svirko 1998], consiste en un développement du champ au premier
ordre en d/A, ot d correspond a la taille de la molécule (quelques A) et A a la longueur d’onde
du rayonnement incident (environ 5000A). Le développement du champ électrique au premier

ordre en d/A s’écrit :
E=E0)+rVE (I.B-2).

Il est ensuite possible de définir une polarisation effective (I.B-3) correspondant a la réponse
linéaire du milieu a une onde électromagnétique monochromatique. Cette polarisation
effective contient un terme de polarisation électrique P, un terme dipolaire magnétique M et

un terme quadrupolaire électrique Q [Jakson, 1975] :

P =P+ v AM" -v Q" (1.B-3)
a) p—t

Avec les expressions :

P =y " E+e, 2" VE (1B-4)

IR

MY =g " E (LB-5)

=
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0" =¢,y""E (1.B-6)

Il est ensuite possible de symétriser et d’antisymétriser 1’expression 1.B-4. On écrit [.B-4 sous

la forme :
P(l) _ (l)eeE (l)emB (Dege a E I B 7
YA j(a))"'golij j(a))-’_gOZijk g i (@) (LB-7)
j
1 ) .
avec : ;(l;”e’" = Eia)e i ( ;(l;.}{)eve - ;(i(k;)eve) antisymétrique (I.B-8)
1 .
et:  xu = 5( 20+ a0 symétrique (L.B-9)

ce qui nous permet d’écrire finalement [.B-3 sous la forme :

I_)S(; — ‘C"OZ(l)eeE +&, (Z(l)em n (1)yme )§+ 50( (Dege i (1)gee )ZE (IB—IO)

[
IR
IR

Dans cette derniére expression, il est possible de relier les tenseurs d’origine non locale 3"

(l)em

et y aux contributions dipolaires magnétiques. De la méme manicére, les autres tenseurs

d’origine non locale : y"““et ™" peuvent étre reliés aux contributions quadrupolaires

¢lectriques.

1
Le tenseur local »"*

est un scalaire alors que les termes non locaux sont des pseudo

scalaires, ils changent de signe suivant I’énantiomere ou le sens de la polarisation circulaire
incidente (dans une base circulaire). Les milieux possédant des composantes tensorielles non

locales différentes de zéro possédent une activité optique.
e (as d’un milieu isotrope :
Dans un milieu isotrope, comme un liquide ou un gaz, un tenseur de rang 3 poss¢de seulement

6 composantes non nulles. Le milieu est invariant par une rotation d’un angle de 90° autour de

n’importe quel axe. En particulier, y, =-y, pour une rotation de 90° autour de I’axe

33



correspondant a I’indice i. Il existe donc seulement 6 composantes non nulles par permutation
de 3 indices distincts.

Si le milieu isotrope est centrosymétrique (constitué¢ de molécules achirales) tous les tenseurs

(1yme (1)em
5

de rang 3 s’annulent ( y""“et y"%). Les tenseurs de rang 2 : y , agissant sur le

X
champ magnétique (pseudo vecteur) sont également nuls. Il n’y a donc pas d’activité optique
possible.

Dans un milieu isotrope (constitué de molécules chirales ou achirales), y " et x4 étant

eqe eqe

des tenseurs symétriques (comme le quadrupole Q), c'est-a-dire que y;;“ = ¥, les termes

quadrupolaires du premier ordre sont nuls et ne contribuent pas a 1’activité optique. Cette
affirmation n’est bien slr valable qu’au niveau macroscopique, rien n’interdit en effet qu'un
moment quadrupolaire €lectrique soit présent au niveau microscopique.

Le terme y"* local d’origine dipolaire électrique ne contribue pas & ’activité optique. Seuls

(1)yme

les termes non locaux magnétiques y ety

contribuent a I’activité optique d’un

milieu isotrope constitué de molécules chirales.

L’activité optique en régime linéaire dans une solution de molécules chirales est donc

d’origine dipolaire magnétique.

11. Effets non linéaires du second ordre

e Approximation non-locale :

Nous allons utiliser I’expression [.B-3 de la polarisation effective d’ordre 1, pour la

généraliser a ’ordre 2 [Pershan, 1963], [Adler, 1964], [ Guyot-Sionnest, 1988] :

P?, = p? +LY/\M(2) —Y-Q(z) (LB-11)
a) ==
Avec :
1_)(2) — 50 (2)eeeE1E2 + 80 (2)eequ12E2 + 801(2)@662@1@2

IR
HIES

(1B-12)

2 2
+e, " E B, +e, " BE,

J[RSS
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M"™ =g,y " E\E, (1B-13)

IR

9(2) =, (l)qeeeEIEZ (IB-14)

=

e (Cas d’un milieu isotrope :

(2)eee

Le premier tenseur y (local) est de rang 3, il est donc non nul seulement si le milieu

isotrope est non centrosymétrique (méme discussion que pour le cas linéaire pour les tenseurs
de rang 3). C’est le cas par exemple d’un liquide contenant des especes chirales. 11 est alors
possible d’observer une somme de fréquence non dégénérée, en géométrie non colinéaire et
en polarisations croisées [Giordmaine, 1965]. La réalisation expérimentale est tres délicate,
les signaux observables étant tres faibles [Belkin, 2001]. 11 existe donc des effets non linéaires
d’ordre 2 d’origine dipolaire électrique dans les liquides composés de molécules chirales.

Les tenseurs d’ordre 4 (ici non locaux) sont non nuls méme dans un liquide isotrope
centrosymétrique, et permettent une génération de second harmonique. Mais dans le cas de
molécules chirales, il est impossible d’extraire un signal spécifique de la chiralité dans un
liquide. Les termes non locaux de mélange a 3 ondes interférent avec des termes locaux de

mélanges a 4 ondes de plus grande amplitude. L’interprétation est rendue tres difficile.

e (Cas d’une surface :

La brisure de symétrie induite par une surface implique I’existence de nouvelles composantes
tensorielles non nulles, il sera donc possible de mener des expériences de génération de
second harmonique sur des surfaces (cf partie A de ce chapitre). Pour des molécules chirales
déposées sur une surface, les susceptibilités locales d’ordre 2 et non locales sont toutes non
nulles, le signal de second harmonique produit par la surface provient d’un mélange de termes
chiraux et achiraux (provenant de la surface cf. I)A.iv.). Mais par ['utilisation d’une
combinaison judicieuse de polarisations incidentes, dans le cas d’une surface isotrope, il est
possible de faire ressortir séparément chacune de ces composantes. Des premiéres expériences
ont ¢t¢ menées par Petralli en 1993 et Byers en 1994 dans le groupe de J.Hicks sur du

binaphtol, le groupe d’A. Persoons [Kauranen, 1994], [Maki, 1996] a utilis¢ un poly-
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isocyanide chiral, des travaux expérimentaux et théoriques ont eu lieu ensuite [Stolle, 1994] ;

[Crawford ,1994] ; [Hecht, 1996] ; [Angeluts, 1996] ; [Schanne, 1998] ; [Schanne, 2002].
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i11. Génération de second harmonique par un film
de molécules chirales

e Aspects tensoriels :

I1 est possible de calculer le champ électrique rayonné a 2w a partir de 1’expression (I.B-

15) [Jakson, 1975]:

EQw) « [(gxz_ﬂ) Jxn _%ng\_w” —%(Qx 0" )x 4 (LB-15)
Avec

P% =¢, g””e EE+e, """ EB+e """ EVE (I.B-16)

M? =¢ g”’”“ EE (LB-17)

0% =2, " EE (LB-18)

n=n,(sinf,u_+cosb,u.) (I.B-19)

pour une surface contenue dans le plan (Oxy) de normale (Oz).
L’angle 6;; du vecteur d’onde du champ de second harmonique est défini par la relation :
n,sin@, =n,sino, (1.B-20).
0; correspond a 1’angle d’incidence du faisceau par rapport a 1’axe (Oz), n; et n; désigne
respectivement les indices du milieu extérieur a et a 2w. Il est légitime de négliger tout

effet dispersif dans le milieu extérieur (air) aux longueurs d’ondes considérées. On a alors

¢égalité des deux angles 6; et 6.



Le champ magnétique peut étre reli¢ au champ électrique par 1’équation (I.B-21) :

B=n\xE (LB-21)

avec n, =n, (sin@,u —cosd,u.) (1.B-22).

Dans le cas d’une surface isotrope, s’il s’agit de molécules chirales le systeme est
invariant par symétrie C,, si les molécules sont achirales, il demeure invariant par
symétrie C,. Les composantes non nulles de ces 5 tenseurs sont €crites dans le tableau

I)B.1 [Giordmaine, 1965].

Composantes achirales Coy Composantes chirales Co
Y7 | z22,2xx=7yy XXZ=XZX=YyyZ=yZY XYZ=XZY=-yXZ=-yZX
DM | Xy 7=-yXZ,XZY=-YZX,ZXy=-ZyX 727,7XX=2YY,XXZ=YYZ,XZX=YZy
yPmee | xyz=xzy=-2Xy=-yZX 777,7XX=ZYY,XXZ=XZX=YYZ=YZY
(7 | xxXxX,2222,XXyy XXYY=XYYX,XX2Z, XYYYYXYY-YYXY=YYYX.XyZZ,
XZXZ=XZZX,ZZXX,ZXZX=ZXXZ XZYZ=XZZY,ZXyZ=ZXZY
D% | XXXX,2222,XXyY,XyXy=XYYyX,XXZZ,XZX=2XXZ, XYYY=YXYY,YYXY,YYYX,
XZZX=ZXZX,ZZXX XZZYy=7XZy

Tableau 1)B.1: composantes des susceptibilités non linéaires pour des surfaces
invariantes par Cy, (surface constituée de molécules chirales) et Cs,, (z désigne la normale
a la surface, x et y sont deux directions orthogonales contenues dans le plan de la
surface). Pour les deux derniers tenseurs d’origine quadrupolaire électrique, la
permutation de x et de y change le signe des composantes chirales mais pas des
composantes achirales.

(2)eee

Les termes dipolaires électriques (locaux) interviennent dans le tenseur y . Celui-ci

posséde des composantes a priori non nulles pour des molécules chirales. Il sera donc
éventuellement possible d’observer une activité optique pour le signal de SHG d’origine
dipolaire électrique.

eee

Hors résonance, les susceptibilités d’origine dipolaire €lectrique ( ¥ ““) sont réelles, car le

champ rayonné par un dipdle électrique est en phase avec le champ électrique incident

interagissant avec ce dipdle.
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eem mee

Les susceptibilités d’origine dipolaires magnétiques ( y " et y™) sont des imaginaires

purs, car le champ rayonné par un dipdle magnétique est en quadrature de phase avec le
champ ¢électrique incident (hors résonance). Les termes d’origine quadrupolaire ¢lectrique

qee

(x* et ) sont eux aussi en quadrature de phase avec le champ incident, a cause du

terme en gradient(hors résonance). Il est donc possible de distinguer les termes dipolaires
¢lectriques des termes dipolaires magnétiques ou quadrupolaires €lectriques. Cependant, il
est impossible de distinguer expérimentalement les contributions dipolaires magnétiques

des contributions quadrupolaires €lectriques [Pershan, 1963], [Schanne, 1998].

e Résolution en polarisation :

Il est pertinent expérimentalement d’écrire le champ électrique de second harmonique sur la

base des polarisations p et s liées a ’onde. On introduit alors les coefficients f,g et h pour

obtenir I’expression [Maki, 1995], [Kauranen, 1994] :

i47ra)/ctf[l§’ R 5
El,Qo)=———2(f EX@)+g, EX(@)+h, E,(0)E, (o)) (LB-23).
> n,cos@, ' ' ‘

Dans le cas d’une polarisation incidente rectiligne suivant la direction p, le champ réfléchi a

2 par la surface s’écrira :

idnw/ct!’

P EX(w [.B-24).
n,cos@, ~°° »(@) ( )

r
s$,pP

Cette expression a €té introduite pour la premicre fois par Kauranen en 1994 et Maki en 1995.

Les expressions des coefficients sont données par les relations [.B-25, 26, 27, 28, 29 et

30 [Schanne, 1998], a partir des relations 1.B-19,20,21,22 et [.B-23 :
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2
f = (tgn) [2)(eee sin®; cosO, + 2y, n, sin0

s Xyz XZX

mee
XXZ

mee

+2y™ n, cos’ 0, sinB, — " n, cos’ O, sinO, —x = n, sin’ GH] (I.B-25).

S

g, = (") 2= 4 4m] my sin 0, (LB-26).



h, =t/" ¢" [2)(°°e SiN Oy —2(Y 1y + Xswy T Xsge ) Dy SIN 6O, COSO (LB-27).

S XXZ

p XXZ

2
_ [+ eee : 2 eee 1 2 eee 1 3
f = (tp ) [— 2y, sinB cos™ 0, + ... sin@, cos” O, + ... sin” O

2 — s + )y sin, cos, (B-28).

& = (tim)z [X;eci sin 0, _Z(Xf(?; + X;e:;) ny sin 6 COSGH] (1.B-29).

_ 4y o v eee : eem eem : 2
hp =t t, [2Xxyz cosO, sinf, +2(xXXZ + Yo ) n, sin®; cos” 0

mee
XXZ

+ 2()(2‘: - XZ?) n, sin® 0, +2%™° n, sin GU] (I.B-30).

Les coefficients t correspondent aux coefficients de Fresnel en transmission pour la
polarisation s ou p. Nous ne faisons pas apparaitre les contributions quadrupolaires électriques
dans les expressions précédentes par souci de simplification car elles ne sont pas discernables

des contributions dipolaires magnétiques.

En utilisant le tableau I)B.1, nous en déduisons que les termes f;, g et h, contiennent des
termes non nuls seulement pour des molécules chirales (coefficients appelés par extension
« chiraux») ; tandis que f,, g, et hy sont non nuls méme pour des molécules achirales
(coefficients appelés par extension « achirauxy»). Tous les coefficients contiennent des termes

venant d’interactions locales et non locales a I’exception de gs d’origine non locale (puisqu’il

e

s’agit de la somme des composantes des tenseurs:y“” et y"* d’origine dipolaire
magnétique).
Les coefficients sont complexes (une partie imaginaire non nulle correspond a un déphasage

entre le champ incident et celui de second harmonique). Hors résonance, nous en déduirons

que la partie réelle des coefficients vient de y““ , et leur partie imaginaire provient de y“" et

x™. Ainsi, une mesure du déphasage entre les différentes contributions du signal de SHG

nous permettra de séparer les contributions €lectriques des contributions magnétiques.
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Nous allons montrer qu’au niveau expérimental, une combinaison de polarisations judicieuse
permettra d’isoler la contribution de la chiralité¢ au signal de second harmonique généré par

une surface. Ceci va faire I’objet du point suivant.

e Parameétres d’intérét :

I1y a trois expériences pertinentes a mener (cf figure [)B.3) :

ORD-SHG CD-SHG . ’LD-SH'G‘ _
Rotation optique Différence circulaire Différence lin€aire

Figure 1)B.3: différentes expériences d’analyse polarimétrique du signal de second
harmonique généré par une surface.

¢ Une analyse de la polarisation du champ électrique de second harmonique
réfléchi est effectuée pour une polarisation incidente p. Une surface achirale
générera un signal uniquement sur la polarisation p, toute rotation d’angle @
par rapport a cette direction impliquera la présence de molécules chirales.
L’intensité (I) du signal transmis par un analyseur faisant ’angle @, avec la

direction p sera :
1=|E,Q0)cos®, + E,2a)sin® | (LB-31).

En considérant des expressions complexes de

Sfop =1L, Hif, (LB-32).
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I1 est possible d’écrire I’intensité comme une combinaison des parties réelles et

imaginaires de f :

1=/ ‘fp‘zcos2<l>p+

2 . ' ' [T . 2
£ sin® @ +2(f, f, + [, f,)sin® , cos D , }{Ep(w)‘

(I1.B-33).
A partir de 1’équation 1.B-33, il sera possible d’ajuster les résultats expérimentaux
pour en déduire la valeur des coefficients f et @,

L’angle de rotation ®y,, minimal pour lequel I est maximum est donné par les

relations 1.B-34,35 et 36 :

2 ! (+ n 14
tan2®, = (fpf;—fpfS) (I.B-34).
A
P K
( 2 f + [ f
Si | \2—f2>0 o =L aretan2elst b)) (LB-35).
P K mp 2 ‘f ‘2 _ f 2
4 s
<
21+ ff
si|z,[ -IA] <0 cpmpzlArctan (ff”f; ff’{s)+£ (LB-36).
\ 2 VA

La rotation ainsi constatée est appelée ORD-SHG [Byers, 1994], [Crawford,
1994], en comparaison des expériences de rotation (ORD) lors d’un diagnostic
lin€aire.

Si les molécules déposées sont achirales, alors f; est nul, f 1; fi+f 1: f, s’annule

et donc @y, également.

¢ On procéde a une analyse de la polarisation du champ électrique de second
harmonique pour des polarisations fondamentales incidentes circulaires droite
et gauche [Kauranen, 1994], [Crawford, 1994]. Pour poursuivre 1’analogie
avec la polarimétrie linéaire, nous parlerons de CD-SHG, ou de différence
circulaire pour la génération de second harmonique. L’analogie est simplement
formelle puisqu’il ne s’agit pas d’un phénoméne d’absorption mais bien d’une
émission cohérente de second harmonique. On définit la grandeur CD comme

un contraste entre les signaux a 2w obtenus pour chaque polarisation circulaire
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(L pour left et R pour right), I’indice p ou s correspond a la position de

I’analyseur :

CD-SHG
Al I, . Qw)y-1,. Qo
CD — P, — L,s,p( ) R,s,p( ) (IB-37)

I, ;(1 Qo)+ 1., (20))

Lis,p

Ce qui donne a partir de [.B-23 et .LB-37 :

4[(fs':p B g;,p )h;,p B (fs',p B g;',p )hSP ]
g| +h[ -2r,e, + 1e,)

(LB-38).

s,p

+

2
+

fs,p

5,p

Les valeurs de CD sont différentes de zéro seulement en présence de molécules
chirales (le numérateur étant toujours nul dans le cas de molécules achirales).

Il est ensuite possible de calculer I’intensité rayonnée a 2w en fonction de
I’angle 0y, (formé entre la direction de la polarisation du faisceau incident et
un axe de la lame quart d’onde qu’il traverse) [Maki, 1996]. Ceci nous
permettra, en ajustant nos résultats expérimentaux avec I’expression [.B-39 (en

omettant les indices p et s), d’en déduire les valeurs des coefficients f,g et h :

I2w) = KéD[(f’ —g' +4f"cos26,, — (f - g')cos49Wp +2h"sin26, —h'sin 49Wp)2

' 2
+ (f” —g" —4f cos 29Wp — (f” - g”)cos 49Wp —2h'sin 29wp —h"sin 49Wp) ]
(1.B-39).

La derniére mesure est identique au CD-SHG précédent en utilisant des
polarisations linéaires a +45° et -45°, elle s’appellera LD-SHG, pour
différence linéaire [ Verbiest, 1995]. On définira de méme les coefficients LDy,

(en omettant dans les expressions 1.B-40, 41 et 42 les indices s et p) :



I ,.Qw)-1_,.(2
LD :gz —45 ( Cl)) +45 ( a)) (IB_4O)

5,p 1

o E (1—45° Q) +1 45 (2(0))

Le calcul a partir de [.B-23 et 1.B-32 donne :

_ —?[(f e W+ "+ g ] (LB-41).
L +lel +r + (g + f%")

5,p

Les valeurs de LD sont non nulles seulement pour des molécules chirales (le

numérateur s’annulant pour des molécules achirales).

L’intensité détectée en fonction de 1’angle 0, (formé entre la direction de la
polarisation du faisceau incident et un axe de la lame demi onde qu’il traverse)
est donnée par l’expression [.B-42 (en omettant les indices p et s). Un
ajustement des valeurs expérimentales par cette fonction de 0,, fournira les

valeurs des coefficients f, g et h.

I2m) = KZLD[(f’ +g'+ (f’ - g’)cos49Wp +h' sin46Wp)2

. 2
+ (f” +g"+ (f” - g”)cos 48, +h" sin 49Wp) } (L.B-42).

e Commentaires :

Un point important a remarquer est que ces coefficients ne dépendent pas de la densité de
molécules adsorbées, ceux-ci faisant intervenir des rapports de susceptibilités (vérification

expérimentale par Byers en 1994).

Les expressions de la rotation et de la différence linéaire sont non nulles pour un produit de

coefficients « chiraux» et « achiraux» en phase. En effet, les numérateurs des expressions I.B-

34 et 41 font intervenir les sommes f) f| + f,;’fs" et (f’+g')h'+(f”+g”)h” ou apparaissent
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seulement des produits entre parties réelles des coefficients et entre parties imaginaires, avec
fs, g, hp « chiraux» et £, g,,, hs « achiraux».

Un raisonnement identique montre que la différence circulaire est non nulle pour un produit
de coefficients en quadrature de phase (produits de parties réelles et parties imaginaires :
(fs':p - g;,p )h;,p - (fsv,p N g;,p )h:,p )-

Si les coefficients achiraux sont dominés par des termes dipolaires électriques, les expériences
d’ORD-SHG et de LD-SHG seront sensibles aux propriétés chirales des molécules dans une
interaction locale avec le champ électromagnétique (origine dipolaire électrique), le CD-SHG
sera sensible a celle d’origine non locale (origine quadrupolaire électrique ou dipolaire

magnétique).

La question de la localité de I’interaction sera a rapprocher d’une modélisation microscopique

de la chiralité, une compréhension approfondie des mécanismes mis en jeu sera alors possible.
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iv. Modélisations microscopiques de la chiralite

Nous allons utiliser deux modeles, celui de Kuhn et de Kauzmann, pour décrire 1’activité
optique d’une molécule chirale. Ces modeles ont été développés pour rendre compte de
I’activité optique dans le domaine lin€aire, il nous sera utile des les étendre a I’optique non
linéaire. Nous insisterons surtout sur le modele de Kuhn qui est le modele le mieux adapté
aux molécules que nous avons étudiées (ASTB, collagene I).

Le modéle de Kauzmann décrit le mouvement hélicoidal de charges liées harmoniquement
diamétralement opposées (figure 1)B.1.a) [Kauzmann, 1957]. Le modele de Kuhn propose
d’étudier le couplage de deux oscillateurs harmoniques, placés dans deux plans orthogonaux
(x0z) et (yoz) [Kuhn, 1929]. Chacun formant respectivement un angle non nul avec I’axe (0x)

et (oy) (figure I)B.1.b).

Figure )B.1. a: : modéle de Kauzmann, chaque électron (en gris sombre) peut se mouvoir
sur une hélice (noire ou gris clair).b : modeéle de Kuhn, chaque oscillateur est dans un plan
disctinct (xy) pour l’oscillateur A, (yz) pour [’oscillateur B.

e M:¢éthode générale :
Dans les mod¢les phénoménologiques employés, nous nous placerons a 1’échelle moléculaire.

Nous considérons un ensemble d’oscillateurs harmoniques de fréquence propre notée wy. Le

champ incident oscille a la pulsation ®.
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Afin de décrire des effets non linéaire du deuxiéme ordre, on introduit une anharmonicité dans

la force de rappel £ d’un oscillateur [Hache, 2001] :
F = —mowor ur -m,b’rzgr (I.B-43).

[ change de signe suivant I’énantiomére considéré.

A partir de I’équation du mouvement (approche classique) des charges soumises a la force
¢lectrique, a la force de rappel, il est possible de calculer les moments dipolaires (p=gr, g
désignant la charge en mouvement a la position r), quadrupolaire électrique (g;=qrir;) et
dipolaire magnétique (m=qr"r’, r’ correspondant a la vitesse de la charge ¢) a 2w. Il est
ensuite possible de calculer les tenseurs d’hyperpolarisabilité locaux et non locaux en
comparant les résultats obtenus aux expressions des moments dipolaires et quadrupolaires

microscopiques donnés par :

P,(20) = 6, B E, (@), (@) + 26, f5" E, (@0)B, (0) + 26, L E @)V, E () (1B-44)
m,;(2w) = 50;Bg;7ceeEj (0)E, () (I.B-45)

q;2w) = &, E, (0) E () (L.B-46).

Les valeurs obtenues pour une molécule doivent ensuite &tre moyennées spatialement sur
I’ensemble des molécules afin d’obtenir les expressions des susceptibilités. Comme nous
I’avons précisé dans la partie A de ce chapitre, le moyennage doit tenir compte des liaisons
existantes entre les molécules adsorbées et la surface. Le calcul s’effectue donc d’apres

I’expression [.B-26 :

2™ = N (L) (L )AKK)) ) (1.B-47).

av—compatible

Les parametres géométriques introduits pour décrire 1’implantation des molécules sur la
surface sont précisés sur la figure [)A.2. La densité surfacique vaut N;, I’angle azimutal ¢ est
aléatoire pour une surface isotrope, I’angle de rotation propre y est soit aléatoire, soit reli¢ a

I’angle de nutation 0 (a cause de la géométrie de 1’édifice déposé sur la surface).
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Par exemple, pour des molécules déposées sur le plan (xoy), le moyennage (¢ et y aléatoires)

fournit I’expression de y: (chirale) :

Xyz

<3 cos® @ — 1>
4

Xoe =N (Bos = Brs) (1.B-48).

Figure 1)A.2 : définitions des angles d’Euler dans le repére du laboratoire. Ils sont
nécessaires a la description de [’orientation de la molécule représentée par un segment

noir, 8 : angle de nutation, ¢ : angle azimutal, y : rotation propre. L’ angle d’incidence est
a 45° de la normale comme lors des expériences.

La vérification expérimentale de 1’isotropie de la surface s’effectue en faisant tourner
I’échantillon autour de I’axe (Oz), cette opération ne doit en rien modifier le signal de second
harmonique. Pour étre certain expérimentalement qu’il n’y aucun arrangement
supramoléculaire chiral, il faut pouvoir mesurer le signal provenant de chaque énantiomeére

successivement, en s’assurant que les composantes chirales sont bien de signe opposé pour

chaque énantiomere.

e Modé¢le de Kauzmann :
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Le mode¢le considere deux électrons mobiles sur deux hélices identiques coaxiales, les
particules restent diamétralement opposés par rapport a cet axe (figure [)A.1.a). Intuitivement,
on pressent que l’activité optique trouve son origine dans le moment dipolaire magnétique

induit par un mouvement hélicoidal des électrons.

Le modele permet de calculer I’angle ¢ repérant la position des électrons. Grace a un
développement spatial du champ électrique incident (non localité de I’interaction), il est alors
possible de calculer les moments dipolaires électriques et magnétiques et quadrupolaires

¢lectriques.

On trouve que les hyperpolarisabilités : B, B, B, B = — B4, B4 = Beese  Becse

zzz zzz zzz 3 [ zzxx zzyy 0 I zzxy zzyx 9/ zzzz
sont non nulles.
Les 5 dernicres hyperpolarisabilités d’origine quadrupolaire électrique s’annuleront ensuite
par moyennage sur la surface isotrope, comme cela avait été prédit par raison de symétrie
dans le tableau 1.
Le moyennage spatial fournit les susceptibilités suivantes non nulles (nous précisons leur

origine et leur contribution aux parameétres polarimétriques f,g et h introduits en [.B-23 :

eee eee . :
A=y > f p,gp,hs . « Achiraux »

eee . .
Yo > S, : « Achiraux »

eem

_ .eem __ _ mee __ _ mee . :
Xz = Xow = Xz = Xmx _)fs"gs’hp : « Chiraux »

mee __ _ eem . .
Ao =Xew = Jioh,, : « Chiraux ».

Il apparait ainsi que les effets chiroptiques ne proviennent pas de contributions dipolaires
¢lectriques (terme local), mais de contributions dipolaires magnétiques (termes non locaux),
les termes y"“ ou y“" étant non nuls seulement pour des molécules chirales.

I1 est possible de montrer que le rapport entre les contributions chirales et achirales varie
comme a*/Ab (cf figure I)B.1.a) et est donc faible.

On s’attend, d’aprés le commentaire du paragraphe détaillant la résolution en polarisation, a
ne mesurer aucun LD et ORD pour des molécules suivant le modele de Kauzmann (mesures

sensibles aux termes chiraux locaux lorsque les effets dipolaires électriques dominent les
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termes achiraux). Des valeurs de CD non nulles sont en revanche attendues, le CD étant
sensible aux composantes chirales non locales.

Des expériences de SHG en surface, menées sur des molécules chirales présentant un atome
de carbone possédant 4 substituants différents permet expérimentalement de retrouver ces

prédictions [Schanne, 1998].

e Mod¢le de Kuhn : oscillateurs couplés.

Deux oscillateurs notés A et B non coplanaires, sont couplés par une interaction dip6ole-dipdle
de constante de couplage k. La géométrie adoptée est exposée sur la figure 1)A.1.b Ce qui
distingue un énantiomere d’un autre, c’est le signe de a et de k. On note respectivement a et b
les écarts aux positions d’équilibre des électrons sur chaque oscillateur A et B, les
coordonnées des charges sont alors (a.cosa,0,-d/2-a.sina) et (0,b.cosa,d/2+b.sina) avec o = |
o= | ap|. La force de rappel des électrons sur chaque oscillateur est donnée en 1.B-43. Elle

s’écrit ici pour I’oscillateur A :

F =-maw,a—mpa’ (I.B-49).

La valeur du potentiel d’interaction entre les dipdles est gouvernée par un couplage

¢lectrostatique entre les dipdles [Rodger, 1997]:

V _ ez @_ 3(Babg)(gab Q)

= 1.B-50).
Are, R, ( )

R, désigne le vecteur reliant le centre des deux dipdles, il est possible d’écrire sa norme sous

la forme :
R’ =2D;cos’ a+d’ (LB-51)

en notant Dy la distance entre le centre de chaque oscillateur et 1’axe (Oz). En utilisant cette

expression dans 1.B-50 on obtient :
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2
e

V= a—f(sinz a+3 -
4re, R, R,

D; cos*a—d’sin’ a

) (1.B-52).

Ce qui permet de préciser la valeur de la constante de couplage k en fonction de la géométrie

utilisée :

2

e 1, D; cos* a—d’sin’ a
—(sin"a+3

Rab szb

V =xab =

)ab (I.B-53).
4rs,

En utilisant les paramétres géométriques de la molécule il sera possible d’en déduire une
valeur de x.

Lors de I’interaction du champ avec la molécule, nous ne tenons pas compte du
développement spatial du champ au premier ordre en r. On obtient les équations du

mouvement couplé des charges, il s’agit d’un systeme reliantaetb :

D,a® + k" = —S[E_cosa-E.sina] (I.B-54)
m

ka® +D,b" =—°[E cosa+E.sinal (LB-55)
Pt

avec: D, =w, —o° —2iyw (1.B-56)

La fréquence w et le coefficient y peuvent étre déterminés a partir du spectre d’absorption de
I’échantillon. wo correspond a la pulsation au maximum d’absorption, et y a la largeur du pic
d’absorption.

Il est ensuite possible d’introduire une anharmonicit¢ pour chaque oscillateur avec le
parametre P identique pour chacun. On tiendra compte des termes d’ordre 2 et d’ordre 1 dans
le premier terme linéaire dans 1’expression 1.B-49 et on ne considérera que le terme d’ordre 1
dans la partie non linéaire. En cherchant les termes oscillants a 2®, on obtient le systéme
suivant (en ne considérant pas le développement spatial du champ incident faisant apparaitre

les termes non locaux) :

D,,a” +x0® =—p(a")? (1.B-57)

xa® + D, b =—pb")’ (I.B-58)
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Dans ce dernier systéme, nous vérifions qu’en 1’absence d’effet quadratique dans la force de
rappel (B=0), il n’y a plus d’élongation non linéaire (a'” ou b® = 0).
A partir des deux systémes précédents, il est possible de calculer les expressions du moment

dipolaire électrique et magnétique en introduisant les solutions dans I’expression 1.B-59 :

- ea(z) cosa

@ = —eb® cosa (1.B-59).

—e(b? —a®)sina

En se plagant loin de la résonance a un photon (® = ), il est possible de négliger k par
rapport & Do~ o® et de calculer les composantes du tenseur hyperpolarisabilité d’origine

dipolaire électrique.

3 3
e’ cos” a
B =Py = ﬂ2—2 (1.B.60)
em D, D,,
Be’kcos’ a
eee __ eee __ eee __ eee __
By =Box =B =B = TemD'D, (LB-61)
e’ cos’® asina
eee __ eee __ _ peee __ _ peee __ eee _ _ peee _ _
IBxxz _ﬂxzx - ﬂyyz - vy — Mz — lgzyy - goszQZ)DZQ) (IB 62)
fe’ cosasin® o
B =B =P =P =B =B = —— (1.B-63)
em D, D,,
pe’kcos’ a
Bow =Pro =" 55 (1.B-64)
Be’kcos’ asina
Bo: =By =P =P = ————(D,,-D,) (1.B-65)
gom Da)D2a)
B =B =P =0 (1.B-66)

En I’absence de couplage entre les oscillateurs (k=0), il n’est plus possible de rendre compte
d’une chiralit¢ pour I’édifice formé par les deux oscillateurs. On identifie ainsi les
composantes tensorielles qui dépendent de k¥ comme des composantes non nulles seulement
pour des molécules chirales (composantes « chirales »). Les composantes indépendantes de «

sont donc appelées « achirales ».

51



Ces composantes doivent ensuite étre moyennées sur les directions autorisées par les liaisons.
(dans I’exemple de I’ASTB traité au chapitre III, seul I’angle ¢ sera aléatoire).Le groupe de
symétrie Coo laisse la surface invariante, on peut se rapporter au tableau 1)B.1 pour connaitre
les coefficients du tenseur susceptibilité non nuls (zzz, zxx=zyy, xxz=xzx=yyz=yzy pour les
coefficients achiraux et xyz=xzy=-yxz=-yzx pour les termes chiraux).

D’apres les expressions [.B-60, 62 et 63, nous pouvons prédire que les termes « achiraux »

auront une dépendance fréquentielle du type :

Xachirar © B—— (1.B-67).

Nous retrouvons dans cette derniere expression la génération de second harmonique du fait de
I’anharmonicité du potentiel avec lequel interagissent les électrons (proportionnel a B).

Les termes chiraux vont varier comme

20

D, —-D
“— f,h

eee
Xchiraux o ,BK D3D2 K
o 20

(LB-68).

P

La présence de la constante de couplage témoigne de la sensibilité de ce terme a la chiralité

des molécules.

eee
chiraux

Lorsque I’on s’¢loigne des résonances, y tend vers zéro, alors que ce n’est pas le cas

pour la composante achirale. Ce résultat n’est pas limité au cas des molécules chirales, nous
retrouvons, en effet, loin des résonances, la symétrie des tenseurs de Kleinman, qui impose
I’invariance des composantes tensorielles dans la permutation des 3 indices. Cette
permutation change également le signe de la composante d’aprés le tableau I)B.1. Pour
satisfaire a ces deux conditions, les composantes chirales (possédant trois indices distincts)

s’annulent loin des résonances [Mesnil, 2001].

A partir des susceptibilités, il est alors possible d’en déduire la polarisation P et ensuite le
champ électrique rayonné a 2w a partir de I’expression [.B-16 (en prenant une aimantation et
une quadrupolarisation nulle). 11 est possible d’en déduire les coefficients f,g et h et de
retrouver les valeurs d’ORD en fonction de la longueur d’onde [Kauranen, 1998] ; [Schanne,

1998].
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Si la surface était isotrope, si les angles y et 6 pouvaient prendre n’importe quelle valeur,
alors le moyennage sur la surface nous conduirait a obtenir une susceptibilité d’ordre 2 non

nulle, d’origine dipolaire électrique, ne contenant que des termes chiraux provenant seulement
de B5; . Les termes achiraux proviendraient alors des contributions dipolaires magnétiques

(non locales) [Hache, 2001], et ne seraient pas présents dans les termes locaux. Ce résultat
surprenant est di a la trés grande symétrie du systéme. Il est plus raisonnable de considérer
une géométrie non isotrope qui permet de retrouver des termes achiraux dipolaires électriques,
plus conformes a la réalité.

Dans ce modéele, nous considérons justement les angles y et 6 comme fixes. Nous voyons
ainsi apparaitre des contributions achirales sans avoir a considérer une interaction non locale
avec le champ incident, elles sont d’origine dipolaire électrique. Les composantes chirales

sont ¢également d’origine locale et dipolaire électrique.

Etant donné que les termes non locaux sont en rapport d/A avec les composantes locales,
l’ordre de grandeur de d est d’1A alors que celui de la longueur d’onde est 4 ordres de
grandeur supérieur, il est 1égitime de considérer uniquement les termes locaux dans notre

calcul.

Les expériences d’ORD et de LD étant sensibles surtout aux contributions chirales locales, les

valeurs attendues de LD et @, seront non nulles.
Les expériences conduites au chapitre III seront le moyen de valider ce modéle introduit

d’oscillateurs couplés. Ce modéle permettra de retrouver de fagon qualitative et quantitative

les résultats expérimentaux obtenus sur un film de molécules chirales.
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Conclusion :

I1 apparait clairement a la vue de ces résultats, que ’utilisation d’un diagnostic polarimétrique
non linéaire doit nous permettre d’accéder au type d’interaction mis en jeu (locale ou non
locale). Les valeurs d’ORD et de LD seront non nulles pour des molécules décrites par le
modele de Kuhn (origine locale dipolaire électrique), alors que celles correspondant au
modele de Kauzmann présenteront seulement une valeur de CD différente de zéro (origine
non locale dipolaire magnétique et quadrupolaire électrique). Le type de chiralité (par
couplage excitonique ou par mouvement des charges hélicoidal) peut étre identifié. Cette
démarche nous donne donc accés a la compréhension des mécanismes microscopiques
impliqués dans la chiralité. Par contre, les deux mod¢les présentés ici présentent des modes
d’interactions avec le champ extérieur extrémement simples. En effet, une molécule ne
possede pas seulement deux moments dipolaires, mais un nombre beaucoup plus grand.
Considérer une interaction entre deux oscillateurs peut des lors sembler simpliste. Il faudrait
pour étre plus quantitatif dans nos prédictions, considérer de nombreux termes de couplages.
Cependant, cette démarche basée sur ces modeles phénoménologiques simples, représentent
déja assez fidélement nos résultats expérimentaux, comme nous pourrons le vérifier dans la
derniére partie du chapitre III. Ce chapitre sera I’occasion de valider le modele d’oscillateurs

anharmoniques couplés.
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I. C) Conception de colorants membranaires

Nous avons cherché a mettre au point un nouveau type de colorant membranaire optimisé
pour la SHG. Cette construction est un travail long car il y a beaucoup de parameétres a étudier
(solubilité, efficacité, affinité membranaire, etc,..). De nombreuses directions peuvent étre
empruntées pour mener a bien cette conception, et nous avons choisi d’explorer une voie en
particulier : celle de la chiralité des colorants. En s’appuyant sur des travaux préliminaires
[Campagnola, 1999] utilisant des colorants chiraux membranaires, notre compréhension des
mécanismes impliqués doit nous permettre de choisir quel type de chiralité précisément doit
étre utilisée (par couplage excitonique ou par centre asymétrique). Cette étude fera 1’objet du
premier point. Ensuite, dans la partie ii nous détaillerons les caractéristiques générales que

doit posséder un marqueur membranaire.

1. Chiralité des colorants membranaires

e Position du probléme :

La plupart des colorants une fois dans la membrane diffusent trés rapidement de part et
d’autre de celle-ci. La membrane est une bicouche lipidique (cf. partie D du chapitre IT). [1 y a
donc une transition rapide entre la situation décrite sur la figure I)C.1 et celle décrite la figure

I)C.2 (pour des colorants représentés par un seul moment dipolaire).

Milieu extérieur

Moment dipolaire de la
o
s 0ee ee ikt molécule de colorant, la
fleche pointe vers la
partie polaire de la

molécule dans 1’état

fondamental
o000 OOOOOOODOOS

Milieu intérieur

Figure 1)C.1 : insertion membranaire d’un colorant avant diffusion du colorant a l’intérieur
de la cellule.
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Figure 1)C.2 : arrangement des molécules de colorants de part et d’autre de la membrane
apres diffusion. L’axe (Oy) est normal au plan de la figure.

Lorsque le colorant s’insére comme dans le cas de la figure 1)C.2, il en résulte un arrangement
centrosymétrique des molécules. En I’absence de champ membranaire statique, et malgré des
sections efficaces de diffusion du signal de second harmonique importantes, le signal de SHG
s’annule dans I’approximation dipolaire électrique. Nous allons détailler ce point. Les termes

non nuls achiraux d’origine dipolaire électrique pour chaque monocouche sont :

eee eee __  eee eee __  eee __ _ eec __ . eee
Zzzz > szx - zzyy ’ Zxxz - zxzx - Zyyz - zyzy (Tableau I)Bl)

Les termes achiraux dipolaires magnétiques sont d’apres le tableau I)B.1:

eem mee mee mee

eem _ eem _ _, eem eem __ _ eem mee __ _ _
nyz - Zyxz’lxzy - Zyzx’szy - Zzyx et nyz _szy - szy - Zyzx

Pour passer d’une monocouche a 1’autre, il faut effectuer une rotation de 180° d’axe (Ox).
Cette transformation change y et z en leur opposée et x reste invariant. Les composantes
tensorielles achirales dipolaires électriques de chaque monocouche sont de signe opposé. Les
composantes achirales de chaque monocouche d’origine dipolaire magnétique agissant sur le
champ magnétique, sont de méme signe [Kauranen, 1998]. Pour I’ensemble de la bicouche il
faut sommer les composantes de chaque monocouche. Apres diffusion, il est raisonnable de
penser que les termes de chaque monocouche ont la méme importance.

Les différents termes achiraux dipolaires ¢électriques vont alors se retrancher, et les termes
achiraux d’origine dipolaire magnétique vont s’ajouter. Les molécules possédant souvent un
moment dipolaire magnétique de faible valeur, la somme prendra une valeur négligeable. Il

sera alors tres difficile d’observer la membrane en 1’absence de champ transmembranaire.
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e Apport de la chiralité du colorant :

Le signal de SHG ne s’annule pas si les molécules du colorant sont sous forme d’un
énantiomeére et sont donc chirales. Le milieu, dans ce cas, n’est plus centrosymétrique.
I1 est possible d’écrire la susceptibilité pour la bicouche en séparant les contributions chirales

et achirales :

(w,w) = ;((2) (o, a))+;((2) (0, w) (I.C-1).

eff =chiral = achiral

Dans D’expression 1.C-1, le terme achiral correspond aux termes dipolaires ¢€lectriques et
magnétiques vus dans le point précédent. Le terme chiral dipolaire électrique est également

donné par le tableau I)B.1, ses composantes sont :

eee _ _ece _ _eee _ _ eee
nyz _szy - Zyxz - Zyzx

Les termes chiraux d’origine magnétiques sont :

eem eem eem eem

eem eem __ eem __ _
Xz o Ko _Zzyy > Xz _Zyyz > X xx _Zyzy

mee mee __ . mee mee __ , mee __ ., mee __ , mee
et Zzzz > szx - Zzyy ’ Zxxz - szx - Zyyz - Zyzy

Lors de la rotation d’axe (Ox), pour passer d’une monocouche a I’autre, les composantes
chirales dipolaires ¢lectriques restent invariantes. Les composantes chirales dipolaires
magnétiques sont par contre transformées en leurs opposées. La susceptibilité chirale
résultante pour I’ensemble de la bicouche est alors non nulle. Elle est d’origine dipolaire
¢lectrique puisque ces composantes chirales s’ajoutent constructivement a la différence des
composantes chirales dipolaires magnétiques qui se retranchent. Un signal de SHG pourra
ainsi provenir de la membrane en I’absence de champ électrique membranaire si le colorant
utilisé est chiral et si la chiralité¢ provient d’un effet dipolaire électrique. Ce sera le cas de
colorants ayant une chiralité par couplage excitonique et non par centre asymétrique. Les
colorants décrits par le modele de Kuhn, possédent une chiralité résultant d’un couplage
excitonique entre oscillateurs, cette chiralité est alors d’origine dipolaire électrique, ce sont

elles qui retiennent notre attention pour ce travail. Les molécules possédant un ou plusieurs
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atomes de carbone asymétriques sont décrits par le modele de Kauzmann, leur chiralité
provient d’un mouvement hélicoidal des charges, elle est d’origine dipolaire magnétique.

Ce dernier type de colorant a été utilisé par Lewis et al. [Campagnola, 1999], exhibant
expérimentalement une exaltation par un facteur 2 du signal de SHG du fait de la chiralité par

centre asymétrique. Ce facteur est faible mais surprenant pour ce type de chiralité.

Conclusion :

Les molécules décrites par un couplage excitonique, trouvent 1’origine de leur chiralité¢ dans

des effets locaux dipolaires électriques. Cela nous permet de prédire un y*  non nul pour

—chiral

une géométrie ou le colorant est inséré de part et d’autre de la membrane.

Cette idée constitue le point de départ de notre travail expérimental, durant lequel nous avons
étudié un premier prototype de molécule chirale présentant, a priori, un couplage excitonique :
I’ASTB (figure I)C.3). Nous avons tout d’abord cherché a caractériser ses propriétés optiques
non linéaires, en mesurant le signal de second harmonique qu’elle génére en surface. Puis,
nous avons testé ses caractéristiques comme marqueur membranaire biologique. L’ensemble

de ces résultats sera présenté au chapitre I11.

Figure 1)C.3 : formule semi développée de I’ASTB (ici l'énantiomeére (-)7R,17R).

Nous allons présenter les autres caractéristiques que doit posséder un colorant pour 1’imagerie

non linéaire de membranes cellulaires.
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i1.  Caractéristiques

Un colorant membranaire pour I’imagerie non-linéaire doit posséder de nombreuses
propriétés comme une solubilité dans les milieux physiologiques et les membranes
biologiques, sans pour autant étre toxique pour les cellules. Une fois inséré dans les
membranes, le colorant doit pouvoir émettre un signal de SHG suffisamment intense pour étre
détecté. Il peut étre intéressant de visualiser un signal de TPEF, pour nous aider a caractériser
le colorant (orientation membranaire par exemple). Certains colorants sont sensibles a la
présence d’ions dans le milieu. Ils possédent un ou plusieurs groupements récepteurs
spécifiques d’un ion, et modifie ainsi la répartition des charges dans la molécule de colorant
suivant la présence ou non de I’espéce chargée. Le signal de SHG ou de fluorescence peut
voir son intensité varier avec la concentration d’un ion (la quantité de molécules de colorant
ayant réagi varie avec la concentration en ion), ou son spectre d’émission peut changer. Il est
alors possible de réaliser de 1’imagerie fonctionnelle. Elle procure non seulement des
informations sur la morphologie des objets étudiés et elle permet aussi de corréler cette

information au mode de fonctionnement impliqué.

e Insertion membranaire :

Une propriété de tout colorant membranaire est de pouvoir se fixer dans les membranes des
constituants biologiques. Ces membranes sont constituées d’une bicouche lipidique, le
colorant doit donc posséder une affinité soit pour les groupements polaires des
phospholipides, soit pour leurs chaines carbonées. Pour cela, les molécules de colorant
possedent souvent a une de leur extrémité des chaines carbonées. Ces chaines seront attirées

par celles des phospholipides pour assurer ainsi la fixation du colorant dans la membrane.

Ce point est également important, car pour la SHG, 1’orientation relative des molécules, entre

elles et par rapport au champ incident, est déterminant pour 1’intensité du signal génér¢.
Dans I’exemple d’un colorant de TPEF, son affinité pour la membrane doit étre supérieure a

celle pour le milieu extérieur. Sinon, le signal observé provenant du milieu extérieur aux

membranes sera plus intense.
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e Solubilité dans la préparation :

Pour que le colorant se fixe a la membrane, il doit pouvoir étre mis en contact avec elle. Pour
cela il doit €tre soluble dans le milieu contenant les cellules. Ce milieu est toujours aqueux et
il s’agit souvent d’un liquide physiologique de pH proche de 6, contenant plusieurs especes
chargées.

La solubilité du colorant dans la solution contenant des cellules est souvent antagoniste de sa
forte affinit¢ pour les chaines aliphatiques des phospholipides. En effet, les chaines
aliphatiques ne sont constituées que d’atomes de carbone et d’hydrogene d’électronégativité
trés proche (2,2 pour I’hydrogene et 2,55 pour le carbone sur 1’échelle de Pauling) les liaisons
sont donc trés peu polarisées. Nous avons vu que certains colorants possédent des chaines
carbonées trés peu polaires, qui n’ont donc aucune affinit¢ pour ’eau qui elle, est au
contraire trés polaire (€électronégativité de I’oxygene : 3,44). Les colorants ayant une grande
affinité pour les membranes a cause de leurs chailnes carbonées risquent de ne pas étre
solubles en milieu aqueux.

Afin de pouvoir solubiliser le colorant dans une solution aqueuse contenant les cellules, il faut
utiliser un agent de transfert de phase. Le colorant initialement sous forme solide, forme un
complexe avec cet agent qui lui est soluble en milieu aqueux. Cette méthode ne fonctionne
que si le colorant posseéde une plus forte affinité pour la membrane que pour le complexe qui a
permis de le solubiliser. Plusieurs exemples d’agent de transfert de phase existent, la

cyclodextrine en est un exemple [Moreaux, 2002].

e Non toxicité :

La solubilité des colorants dans 1’é¢thanol ou le DMSO, est inutilisable en Biologie. Ces
solvants engendrent la destruction des cellules, par choc osmotique ou par solubilisation de la

membrane.

Le colorant lui-méme ne doit pas présenter de toxicité aux quantités impliquées pour la
coloration. Il ne doit pas perturber le comportement de la cellule. Il faut donc s’assurer que le
colorant ne constitue pas un poison pour la cellule étudiée.

La toxicité peut provenir également d’une forme radicalaire du colorant aprés son excitation

par le champ incident.
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La cellule est un environnement tellement complexe qu’il n’est pas possible de prédire a
priori la toxicité d’une molécule a la simple vue de sa formule semi développée. Il est donc
nécessaire de tester sa toxicité. Il est, par exemple, possible de contrdler le potentiel d’action
de cellules excitables en présence du colorant. Un contréle de la morphologie des cellules

colorées est un test simple qui peut mettre évidence un effet toxique.
e Efficacité¢ de SHG :

Une fois le colorant dans la membrane celui-ci doit pouvoir générer un signal suffisamment
intense pour étre détecté. Le rendement de SHG doit étre assez important pour pouvoir
travailler avec des puissances incidentes sans dommage pour les objets biologiques. Pour que
le colorant soit également utilisable en fluorescence excitée a deux photons, il faut optimiser
soit I’hyperpolarisabilit¢ d’ordre 2 (y pour la TPEF). L’intensit¢ du signal de second
harmonique est donnée par la formule [.A-18, ou 1’on peut considérer seulement ... pour un
dipole aligné dans la direction de la polarisation du champ électrique incident. Cette
composante de [’hyperpolarisabilit¢ d’ordre 1 est donnée par (pour un systéme avec un

niveau d’énergie fondamental et un seul état excité) [Shen, 1984]:

2
3e @,

ﬂZZZ = fAlLl
207 (0, - 40 ) w," - 07)

(LC-2).

Avec f'la force d’oscillateur, wy la pulsation de la transition entre 1’état fondamental et 1’état
excité, w la pulsation du photon incident. Le parameétre de transfert de charges Au, correspond
a la différence entre les moments dipolaires dans 1’état excité et dans I’état fondamental. Un

colorant de SHG doit donc posséder un paramétre de transfert de charges (4u) optimisé.

Afin d’optimiser Ap, une des voies explorées est de fixer a une extrémité de la molécule un
groupement donneur d’¢électron et a I’autre extrémité un groupement accepteur (comme un
atome d’azote chargé positivement). Le passage des charges d’un groupement a 1’autre étant
assuré par la délocalisation d’électrons dans des orbitales m a travers des cycles coplanaires
(ou toute configuration permettant la délocalisation d’¢lectrons m, comme une alternance de
liaisons doubles et simples entre atomes de carbone). Le groupement donneur (groupement

amine, groupement hydroxyle par exemple) possede souvent un doublet d’électrons non liant
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qui peuvent étre délocalisés. Le groupement accepteur est souvent un atome chargé

positivement dans les cycles (un atome d’azote par exemple).

Nous rappelons que I’optimisation du colorant pour la génération de second harmonique doit
étre menée en parallele de 1’étude de son insertion membranaire. En effet, une molécule peut
trés bien posséder un parametre de transfert de charges important, mais collectivement,
I’ensemble des molécules insérées dans les membranes peut s’avérer trés peu efficace pour la
SHG. Plus précisément le passage de 1’hyperpolarisabilité () a la susceptibilité d’ordre 2 (y),
se fait par I’intermédiaire d’un moyennage orientationnel (expression I.A-), a travers lequel

certaines composantes de S vont se moyenner a zéro.

e Sensibilité au potentiel :

Afin de pouvoir utiliser un colorant pour 1’imagerie de membranes biologiques, il serait
pertinent que le colorant puisse nous apporter une information sur le fonctionnement de la
cellule.

Il peut étre intéressant que I’intensit¢ du signal de SHG soit sensible au potentiel
membranaire. Cette quantité est variable avec la valeur du champ électrostatique présent
(environ 10°V/cm). 11 est possible de rendre compte de la sensibilité au potentiel de la
susceptibilit¢ d’ordre 2, en I’écrivant sous la forme d’une susceptibilité effective

[Campagnola, 2002], [Campagnola, 1999], [Dombeck, 2004] :

transmembranaire

1™

N w,0)= 17 (0,0)+ 1 (0,0,0)E
eff = =

La sensibilit¢ du signal de second harmonique au potentiel peut avoir trois origines
[Bouevitch, 1993], [Mertz, 2002]. La premiére est que suivant I’intensité du champ statique,
les molécules de colorant peuvent se réorienter au sein de la membrane. Elles interagiront de
facon différente avec le champ électrique incident qui posséde une certaine polarisation. Une
seconde origine peut venir d’une redistribution spatiale dans la bicouche des molécules de
colorant avec le potentiel membranaire, 1’environnement des molécules étant modifié. La
troisiéme cause peut &tre une perturbation des transitions électroniques au sein du colorant. Le

parametre de transfert de charge est modifié par la présence du champ statique. Les moments
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dipolaires dans les états fondamental et excité interagissent avec le champ statique. Ils
peuvent €tre réduits ou augmentés suivant I’orientation du dipdle vis-a-vis de ce champ.

Cette sensibilité au champ électrostatique est bien slir reliée a ’orientation du dipdle du
colorant par rapport a la membrane. Ici encore, sensibilit¢ au potentiel et insertion

membranaire sont reliés.

A la vue de tous ces parametres, nous pouvons évaluer toutes les difficultés a mettre au point
un nouveau colorant. En effet, optimiser seulement une de ces caractéristiques ne fournit pas
un colorant fonctionnel. Celui-ci peut étre optimisé pour la SHG, mais son insertion
membranaire peut étre compromise car le chromophore ne disposerait pas de groupements
pour le lier aux lipides. Notre démarche est de nous concentrer sur la chiralité¢ du colorant qui
constitue un point de départ pour ensuite optimiser ses autres caractéristiques. Il nous faut
¢galement démontrer expérimentalement 1’exaltation du signal de SHG provenant du colorant

chiral par couplage excitonique.

Conclusion du chapitre I :

Nous avons vu que la SHG est un mode de contraste qui peut étre utilisé en microscopie, et
que la chiralit¢ des molécules peut jouer un rdle important dans le cas de colorants
membranaires. Mais certaines protéines peuvent aussi étre utilisées comme source de
contraste endogene dans les cellules, c’est le cas par exemple du collagéne.

Nous avons montré que la visualisation d’une membrane biologique est possible en dehors de
tout champ transmembranaire en utilisant un colorant chiral. L’utilisation de mode¢les simples
pour décrire la chiralit¢ des molécules, nous permet de prédire quel type de chiralité il faut
utiliser : celle par couplage excitonique. Fort de cette information, il nous faut vérifier
expérimentalement que la chiralité de I’ASTB provient bien d’un couplage excitonique. Il est
possible de prévoir a partir des modeles quels seront les états de polarisation des signaux
générés par un film de colorant chiral suivant leur type de chiralité. Nous pourrons donc

effectuer ces expériences en surface sur I’ASTB afin de remonter au mécanisme de chiralité
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mis en jeu. Le type de chiralité présent dans le collagéne pourra également étre diagnostiqué
sur la méme base. Afin de se placer dans les meilleures conditions d’observations possibles, et
de caractériser complétement nos chromophores un certain nombre de mesures est nécessaire.

Elles nécessitent une instrumentation qui sera détaillée au chapitre suivant.
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Chapitre 11

Techniques expérimentales

Ce chapitre présente les différents outils experimentaux intervenant dans ces recherches.

Afin d’avoir accés aux propriétés de fluorescence a deux photons des composées étudiés
(ASTB et élastine), il a été nécessaire de concevoir et réaliser un spectrofluorimétre. La
premiére partie présente cet instrument qui permet d’étudier le spectre de fluorescence dans le
cas d’une excitation non linéaire, et de connaitre le spectre d’excitation a deux photons des
différents chromophores.

Nous présentons, dans la partie B, le montage d’analyse du signal de SHG produit par un film
déposé sur un substrat. Nous précisons les éléments optiques utilisés pour I’analyse de la
polarisation et la méthode de détection du signal de SHG. Cette technique introduite au
Laboratoire depuis quelques années, doit étre parfaitement maitrisée pour s’affranchir
d’éventuels artéfacts pouvant fausser I’interprétation des résultats expérimentaux.

Dans la partie C, le fonctionnement et les caractéristiques du microscope a balayage
développé au sein de I’équipe « Imagerie fonctionnelle » du Laboratoire sont résumés. Cet
instrument a permis d’obtenir les résultats contenus dans les chapitres 111 et V.

Enfin, dans la derniere partie, nous expliguons comment synthétiser des vésicules
unilamelaires géantes mimant les membranes plasmiques. Cette technique expérimentale a
fait I’objet d’un développement particulier pour étudier I’insertion membranaire des colorants.

Nous présenterons donc en détail les differents éléments techniques introduits.

65



I1) A. Spectrofluorimetre a deux photons

I.  Principe de fonctionnement

Comme il a été indiqué dans la partie A du chapitre I, la connaissance de la section efficace de

fluorescence excitée a deux photons (o2 =n.c®) est essentielle pour caractériser un

fluo
fluorophore pour la microscopie non linéaire. Pour étudier un nouveau colorant, nous allons

procéder par comparaison avec un étalon, la fluorescéine, dont on connait le produit o2 a
pH=11.

Cet instrument permet d’étudier la dépendance de o? avec la longueur d’onde. Nous en

fluo
déduirons les conditions d’excitation optimales du colorant impliqué. 1l permet également de
mesurer le spectre d’émission du colorant. Nous pourrons ainsi optimiser les conditions
spectrales d’observation.
Le principe de fonctionnement du spectrofluorimétre, présenté sur la figure I1)A.1 est le
suivant :
un faisceau lumineux issu d’un oscillateur titane saphir (Tsunami de Spectra Physics pompé
par un Millenia 5W) traverse un miroir dichroique (MD1) pour étre focalisé par
I’intermédiaire d’un objectif de microscope (OBJ1) dans une cuve (C1) contenant le colorant.
Ce méme objectif collecte la lumiere émise vers I’arriere par I’échantillon. Ce signal est
réfléchi par le miroir dichroique. Il est ensuite focalisé par la lentille L3, soit sur la fente
d’entrée du monochromateur (SPECTR1), soit directement sur le détecteur (PM1). En
utilisant les filtres adéquats, il est possible de séparer le signal de fluorescence des réflexions
(SPECTRL1 est alors enlevé du montage et L3 et PM1 translatés).
Le faisceau provenant du laser est élargi par les lentilles L1 et L2 afin qu’il couvre
complétement la pupille d’entrée de I’objectif. Ainsi, le volume d’excitation aura une taille
minimale déterminée par les propriétés de I’objectif (cf partie résolution, au I1)C).
Le monochromateur est motorisé et permet au besoin d’obtenir le spectre du signal de
fluorescence émis par le colorant. Il faut pour cela tenir compte des réponses spectrales des
différents eléments traversés par ce signal (OBJ1, MD1, L3, SPECTR1, Fi, PM1).
En cas d’absence du monochromateur, tout le signal de fluorescence collecté est directement
envoyé sur le détecteur. Une étude de I’intensité du signal de fluorescence intégrée
spectralement est alors possible en faisant varier la longueur d’onde du laser incident

accordable, ce qui permet ainsi d’accéder au spectre d’excitation du fluorophore.
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La détection synchrone faisant intervenir un photomultiplicateur Hamamatsu a trés faible
bruit est identique a celle détaillée dans la méthode 1 de la partie B de ce chapitre.

=== EXxcitation (Laser fs)

Signal lumineux de fluorescence

SPECTR1
C1

OBJ1

PM1

L3

A
Détection Synchrone

7y

Figure 11)A.1 : Principe de fonctionnement du spectrofluorimétre a deux photons, la lumiere

excitatrice provenant du laser Ti :Saphir est représentée en rouge, la fluorescence en
turquoise (bleu et vert).

Figure 11)A.2 : photographie du montage, détail de la partie optique dans le
coin supérieur droit et du coffret avec ses filtres d’entrée en bas.



D1,2 : diaphragmes L1 : lentille divergente L2 : lentille convergente M1,2 : miroirs
MD1 : miroir dichroique OBJ1 : objectif de microscope H : hacheur optique

C1: cuve de spectroscopie contenant le colorant L3 : lentille convergente
SPECTRL1 : monochromateur a réseau concave Fi : filtres spectraux

PML1 : photomultiplicateur.
il.  Construction et caracteristiques

L’instrument (figure 11)A.2) a été congu dans un souci de compacité et de mobilité. En effet,
en changeant au besoin le miroir dichroiqgue MD1, il peut effectuer des mesures dans des
gammes spectrales variées. Il est alors nécessaire de le coupler a diverses sources lumineuses.
Il doit donc pouvoir venir s’installer aux c6tés de différentes sources déja en place. Pour cela,
un periscope peut étre utile et n’est pas représenté sur la figure I1)A.1. L’ensemble du
montage est installé sur une plaque rigide pré percée de 50cmX30cm. Il est capoté pour étre
hermétique a la lumiere extérieure. Devant le premier diaphragme D1 il est possible d’insérer

divers filtres pour limiter I’intensité du faisceau incident.

Ceci est important car il s’agit de ne pas saturer I’absorption du produit a caractériser. Pour
s’en assurer, il faut se placer a deux puissances de part et d’autre de celle sélectionnée et
verifier que I’intensité de fluorescence détectee varie comme le carré de la puissance
excitatrice. Enfin, il faut se placer dans une zone de détection linéaire du photomultiplicateur,

on pourra pour cela utiliser des filtres atténuateurs (type NG de Schott).
Le choix des composants, tous ajustables en hauteur, est le suivant :

= H: hacheur optique tournant a 180tr/min, régulé en vitesse.

= L1: lentille divergente biconvexe de focale -20cm et de diamétre 20mm en silice
fondue.
L2 : lentille convergente biconcave de focale +60cm et de diametre 25mm en silice
fondue. Ceci permet d’obtenir un grandissement de 4 fois nécessaire pour obtenir un

faisceau de 8mm en sortie a partir d’un diamétre de faisceau incident de 2mm, la
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pupille arriére de I’objectif étant de 6mm.

M1,2 : miroirs en argent 20mmX10mm.
Chacun d’entre eux est monté sur un support trait-point plan. Les miroirs ont un

coefficient de réflexion de R=0,98 a 700nm.

MD1 : miroir dichroique 700 dcxru de diamétre : 25mm (Chroma).
Il est monté sur un support trait-point plan. La figure 11)A.3 représente sa transmission

spectrale.

OBJ1 : Olympus 20X LMPIan IR a air, O.N. : 0.4, distance de travail : 3mm.

Il est monté sur un support permettant de le déplacer suivant les 3 directions de
I’espace permettant d’ajuster sa distance vis-a-vis de la cuve. La grande distance de
travail est nécessaire pour traverser I’épaisseur de la paroi de la cuve (1mm), et

satisfaire aux conditions d’encombrement des supports respectifs.

C1: Cuve Helma QS. La cuve peut étre translatée transversalement au faisceau.

L3 : lentille convergente plan concave de focale +10cm de diamétre 40mm en silice
fondue. Elle est également montée sur un support lui permettant d’étre alignée avec la

fente d’entrée du monochromateur, ou I’axe du photomultiplicateur.

SPECTRL1 : monochromateur Jobin Yvon, H10 vis, motorisé, utilisé entre 350nm et
800nm.

Les fentes d’entrée et de sortie peuvent étre choisies parmi plusieurs dimensions, la
résolution du monochromateur valant 1nm avec des fentes de 0,5mm pour une
couverture compléte du réseau. Une taille de fentes supérieure permet d’avoir un

signal plus intense au détriment de la résolution.

PML1 : Hamamatsu H5783P.

Il est monte sur un support translatable qui permet de I’ajuster au monochromateur ou
directement a la lentille. Il est alimenté par une tension de 950V (ajustable et fournie
par une alimentation compacte a découpage) et fonctionne comme indiqué dans la

méthode 1 employée dans la partie B de ce chapitre.
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L’ensemble L3, SPECTR1 et PM1 est monté sur une platine permettant de le centrer
sur le miroir dichroique. Un Manchon est installé entre L3 et SPECTRL1 afin de
pouvoir s’affranchir d’une partie de la lumiere parasite présente dans le montage issue

du laser ou du colorant.

L’instrument permet d’obtenir des spectres de fluorescence dans la gamme : 350nm a 700nm

avec une résolution de 1nm.
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Figure 11)A.3 : Transmission (en %) du miroir dichroique 700dcxru en fonction de la
longueur d’onde (en nm).

iii.  Procédures de réglages

Nous allons décrire a présent la procédure de réglage lors de la premiére utilisation ou d’un

changement d’un élément de I’instrument.
La base ne comporte initialement aucun élément.

1. L’ensemble des deux lentilles est solidaire d’un méme support et L1 peut étre
translatée le long de I’axe otique pour ajuster sa position vis a vis de L2. L’ensemble
peut se décaler transversalement au faisceau pour que celui-ci passe par le centre des
lentilles, il peut également tourner pour que son axe soit colinéaire aux rayons
incidents
Régler I’ensemble des deux lentilles L1 et L2 pour que les foyers image de la lentille

L1 (divergente) et objet de L2 soient confondus. Le faisceau émergent doit alors étre
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parfaitement collimaté, aucune divergence ou convergence ne doit étre observée entre
la sortie du dispositif et une observation a plusieurs metres de celui-ci. L1 et L2 ne
doivent pas étre présentes avant I’étape 5 suivante.

Installer le support de I’objectif et régler les vis micrométriques a mi-course. Régler le
périscope extérieur et orienter I’instrument pour que le faisceau d’excitation passe au
milieu du porte objectif. Vérifier que le trajet du faisceau reste alors dans un plan
parallele a celui sur lequel viendra reposer I’instrument.

Orienter de nouveau le support dans sa position finale (son plus petit c6té le long du
faisceau).

Installer en premier le miroir M1, translater son support pour que le faisceau se
réfléchisse en son centre. Ajuster son orientation pour conserver un faisceau dans le
méme plan qu’incidemment.

Installer ensuite le miroir M2, translater son support pour que le faisceau se réfléchisse
en son centre. Ajuster son orientation pour conserver un faisceau dans le méme plan
gu’incidemment.

Mettre en place la lame dichroique MD1 correctement orientée et placée a 45° par
rapport au faisceau incident.

Avant de mettre en place I’objectif dans son support, repérer sur un écran placé au
bord de la base la position du faisceau. Placer ensuite I’objectif, le translater afin que
la lumiére émergente soit centrée sur la position précédente.

Ajouter I’ensemble des deux lentilles L1,2 de fagon a ce que le faisceau passe par le
centre de la premiere, les orienter de facon a ce qu’il soit ensuite positionné sur le
centre de la seconde. Ajuster finement ensuite pour que la lumiere soit toujours
centrée sur la position repérée en 7.

Installer le photomultiplicateur PM1, le monochromateur SPECTR1 et ensuite la
lentille L3 avec sa face plane vers la lame dichroique MD1. Placer dans la cuve une
solution de fluoresceine trés concentrée. Ajuster la distance entre la cuve et I’objectif
pour focaliser le faisceau a I’intérieur de la solution. Aligner MD1 et I’ensemble PM1,
L3, SPECTRL1 grace a la vis de la platine de translation les supportant. Le signal de
fluorescence doit étre centré sur L3, et L3 doit étre translaté jusqu’a obtenir une
lumiere focalisée sur la fente d’entrée du spectroscope. Placer le manchon protecteur
entre L3 et SPECTR1.
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10. Ajuster la position du monochromateur (dont le diaphragme est alors ouvert) pour
gu’il soit en parfait contact avec la sortie du monochromateur (ajuster également le
diametre du diaphragme pour assurer une parfaite « étanchéité »).

11. Placer les diaphragmes D1,2, sur le trajet du faisceau. Les laisser ensuite dans une
position ou ils ne diaphragment pas le faisceau.

12. Pour utiliser le fluorimétre sans le monochromateur, Oter celui-ci et translater le
photomultiplicateur et la lentille pour focaliser le signal de fluorescence sur le

diaphragme alors fermé lié au photomultiplicateur. Ouvrir trés légérement celui-ci.

La procédure d’installation pour une utilisation ultérieure est la suivante :

1. Placer approximativement I’instrument, et ajuster le périscope extérieur de fagon a ce
que le faisceau reste dans un plan paralléle a celui contenant I’instrument et qu’il passe
par le premier diaphragme D1.

2. Orienter I’instrument pour que le faisceau passe par D2. Brider alors I’instrument.

3. Laisser D1 fermé sans qu’il diaphragme le faisceau incident.
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I1) B. Expérience de génération de second harmonique résolue
en polarisation

L’étude resolue en polarisation du signal de SHG réfléchi par un film mince de molécules

chirales peut nous informer sur I’origine physique des processus mis en jeu. Cette étude est

réalisée grace au montage présenteé ici.

Montage Optique

Le montage représenté sur la figure 11)B.1 représente I’ensemble des composants utilisés pour

I’étude en polarisation du signal de second harmonique généré par un film mince moléculaire,

gu’il s’agisse de colorant ou bien de molécule naturelle comme le collagéne. La source

utilisée est un oscillateur titane-saphir (Tsunami de Spectra Physics pompé par un Millénia

5W). L oscillateur delivre des impulsions de 100fs, & une fréquence de répétition de 82MHz

et a une puissance moyenne de 900mW a 800nm.
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Figure 11)B.1 : schéma optique correspondant au montage d’analyse polarimétrique du
signal de second harmonique généré en surface par I’échantillon.
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Afin de maitriser précisément la polarisation p de la lumiére excitatrice, le faisceau
incident traverse un prisme de Glan. Celui-ci est adapté aux longueurs d’onde utilisées de
700nm a 1000nm. Le faisceau traverse ensuite un compensateur de Babinet-Soleil qui
permet d’obtenir une lame retard variable. Une vis micrométrique permet d’ajuster la
position d’un prisme par rapport a I’autre, la polarisation du faisceau incident peut ainsi
étre modifiée en utilisant les courbes d’étalonnage présentées aux figures 11)B.1 et I1)B.2.
Le compensateur peut tourner autour de I’axe du faisceau qui le traverse. Un moteur pas a
pas associé a un démultiplicateur permet ce mouvement avec un incrément minimum de
0,01°.

Le faisceau est modulé en amplitude grace a un hacheur optique tournant typiquement a
160Hz. Un premier filtre rouge (Filtrel: RG630) permet de filtrer la lumiere ne
correspondant pas a la gamme spectrale du laser. Le reste du montage est placé dans un
boitier hermétique a la lumiére ambiante.

L’échantillon est un substrat de silice de 6mm d’épaisseur et de 25mm de diamétre, il est
recouvert sur chacune de ses faces d’un film du colorant a étudier.

Une premiere lentille (L1) convergente de focale 100mm, 75mm ou 50mm permet de
focaliser le faisceau a la surface de I’échantillon. L’intensité est un parametre critique car
le signal de second harmonique varie comme le carré de celle-ci, mais une intensité trop
élevée détruira le film. 1l faudra donc veiller a un choix approprié de la lentille qui permet
un compromis optimal entre une intensité du signal de SHG suffisante et une non
dégradation du film.

Chaque face du substrat réfléchit une partie du faisceau incident, un filtre spatial permet
d’exclure le signal provenant de la face arriére. Le faisceau émergent ainsi sélectionné
contient une partie de la lumiére réfléchie et le signal de second harmonique. C’est le réle
des filtres précédant le détecteur de les séparer. On utilise pour cela, un filtre interférentiel
a la longueur d’onde étudiée (transmettant entre 30 et 80% avec une largeur a mi-hauteur
entre 10 et 12nm selon le filtre et la longueur d’onde utilisée). Le filtre interférentiel
transmet également un trés faible pourcentage du faisceau laser incident réfléchi par le
substrat. Ce signal est d’amplitude nettement supérieure a celle de second harmonique. La
lumiere réfléchie par la premiére face du substrat masque donc le signal de second
harmonique si on n’utilise pas un filtre passe-bas (type Schott BG39 d’épaisseur 2 ou
4mm).

Un prisme de Glan tournant motorisé sert a analyser la polarisation du signal de second

harmonique.



Chaque élément optique est monté sur un support ajustable dans les trois directions de
I’espace. Les lentilles sont positionnées par auto collimation. Il est important que les
faisceaux traversent les composants, comme les prismes de Glan ou le compensateur de
Babinet-Soleil, normalement a leur surface en leur centre, autrement [’analyse
polarimétrique serait faussée.

Etalonnage du conpensateur de Babinet-Soleil
15 T T T T T T T T T T

10- e 4

Linear Regression :

Y=A+B*X

Parameter Value  Error

A -0.3344  0.03038
B 001188 3.6041E5

R sD N P
0.99994 0.01169 14 <0.0001
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+—FF—+—1——
40 50 60 700 80 900 1000
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Figure 11)B.1 :courbe d’étalonnage du compensateur de Babinet-Soleil en position lame
demi-onde. L’encadré correspond a un ajustement linéaire des valeurs expérimentales.
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Figure 11)B.2 :courbe d’étalonnage du compensateur de Babinet-Soleil en position lame
quart d’onde. L’encadré correspond a un ajustement linéaire des valeurs expérimentales.
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Ii. Détection

Nous avons utilisé avec ce montage deux types de détection liés a I’évolution
technologique de I’électronique couplée aux photomultiplicateurs. La méthode 2 est moins
colteuse, et facile a mettre en ceuvre, mais possede une sensibilité légérement moindre
que la premiere. Elles sont toutes deux particuliérement optimisées pour la mesure de flux

trés peu intense (moins d’un photon par impulsion incidente).

e Méthode 1 :

Un photomultiplicateur (Hamamatsu H5783P) de trés faible bruit d’obscurité (20 photons
par seconde) optimisé pour le comptage de photons délivre un courant converti en tension
aux bornes d’un conducteur ohmique. Cette tension est une impulsion de 3ns d’amplitude
variable correspondant au nombre d’électrons fourni par le photomultiplicateur. Ces
électrons peuvent posséder plusieurs origines, ils peuvent correspondre a un photon
incident, ou bien il peut s’agir de charges libérées thermiquement au niveau de la
photocathode ou des premiéres dynodes. Les deux derniers cas correspondent au bruit
thermoionique intrinséque du photomultiplicateur. Le bruit thermoionique des dynodes
fournira des impulsions d’amplitude moindre par rapport aux autres signaux. Un seuil de
discrimination en tension peut étre utilisé pour limiter ce bruit thermoionique.

Ce photomultiplicateur a été choisi afin de pouvoir fonctionner en mode de comptage de
photons avec discriminateur. En effet, la source utilisée initialement était un laser
délivrant des impulsions picoseconde a un faible taux de répétition (centaine de Hz),
régime dans lequel un comptage de photons durant une porte temporelle synchronisée
avec le laser d’excitation est bien adapté (le temps durant lequel un photon peut étre émis
est faible devant celui d’obscurite).

Actuellement, la source laser délivre des impulsions de durée faible (100fs) par rapport a
leur taux de répétition (82MHz soit un période de 12ns). Il n’est plus possible d’utiliser
un comptage de photons a porte, le temps de réponse du détecteur (3ns) est, en effet,
comparable au temps séparant deux impulsions excitatrices (12ns). Nous avons donc
utilisé une détection synchrone a 160Hz. Ceci est tout a fait justifié car I’intensité

incidente peut étre considérée comme continue a I’échelle de 10ms. La détection



synchrone permet durant une demi période de la modulation de mesurer tout le bruit lié au
montage expérimental et de le discerner du signal d’intérét obtenu durant I’autre demi
période.

L amplificateur a détection synchrone délivre une tension continue qui est mesurée sur
I’entrée analogique d’une carte d’acquisition. Une moyenne est effectuée sur un nombre
variable de valeurs (entre 20 et 40), I’écart quadratique moyen fournit I’incertitude.

Nous avons estimé que le nombre typique de photons détectés qui est d’un photon tous les
30000 tirs laser. Cette valeur correspond a un régime de comptage de photons, méme si la
détection utilisée est différente.

e Meéthode 2:

Nous avons également utilisé un module photomultiplicateur Electron Tubes (référence :
P25PC, PM 911B, photocathode en bialkali, bruit d’obscurité : 50photons/s) pour détecter
le signal généré par un film de collagéne. Ce module comporte un discriminateur qui lui
permet de générer une impulsion logique (TTL : +5V) pour chaque photon détecté au-dela
du seuil de discrimination. Le temps de réponse du module lui permet de suivre des
fréquences jusqu’a 100MHz supérieur a la fréquence de répétition des impulsions laser de
82MHz. Les impulsions logiques sont ensuite détectées par un compteur Electron Tubes
(référence : CT2), le programme d’acquisition fournit au compteur une plage temporelle
(100ms) durant laquelle il compte le nombre d’impulsions émises par le module
photomultiplicateur. Une moyenne sur 20 ou 40 plages temporelles successives est

effectuée et I’écart quadratique moyen fournit une incertitude sur la mesure.
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IT) C. Microscope a balayage

1. Principe de fonctionnement

Le principe de fonctionnement du microscope développé au Laboratoire d’Optique et
Biosciences est exposé a la figure II)C.1. Son originalité tient au fait de pouvoir détecter
simultanément les signaux transmis et rétroémis par 1’échantillon. Nous nous attendons a
trouver dans certains systémes, comme les vésicules colorées, un signal de SHG surtout
émis en transmission [Moreaux, 2000]. Le signal de fluorescence est émis de fagon
isotrope, il peut donc étre détecté vers I’arriére. L’avantage de cette géométrie est de
permettre une observation simultanée des signaux de TPEF et de SHG. Nous reviendrons
au chapitre IV sur les avantages que cela comporte. Ce microscope a été développé au
laboratoire dans la continuité des travaux menés a I’ESPCI [Beaurepaire, 1999]. Ce

nouveau microscope a notamment vu son systeme de détection amélioré.

Echantillon

Miroir dichroique Filtres
Ti: hi
1:sapphire L XY PMT
Laser scanner
Filtres [____1
Electronique
d’acquisition

® Miroirs galvanométriques : GSI lumonics
® Photomultiplicateur : Electron Tubes

® Ti:Sapphir laser: Tsunami, Spectra-
Physics

Figure 11)C.1 : schéma de fonctionnement du microscope a balayage.
e Dispositif optique :

I1 est possible d’atténuer la puissance incidente, pour cela le faisceau traverse une lame retard
demi onde associée a un polariseur (prisme Glan-Laser). La rotation de la lame est assurée par

un moteur pas a pas commandé¢ via une interface par le programme d’acquisition.
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Le faisceau incident se réfléchit sur les deux miroirs galvanométriques (GSI Lumonics).
Ceux-ci sont ensuite imagés par deux lentilles convergentes sur la pupille arriére de I’objectif
avec un grandissement suffisant pour la couvrir complétement. Il traverse un miroir
dichroique (référence: 695 dcxru, Chroma Technology Corporation) pour entrer dans
I’objectif (figure I1)C.2). Ce dernier est monté sur une platine de translation verticale
motorisée (figure I1)C.3) permettant de focaliser le faisceau incident a différentes profondeurs
dans I’échantillon.

Le signal généré au point focal est collecté en transmission par un condenseur d’ouverture
variable pouvant aller jusqu’a 1,4 (origine Olympus) (figure II)C.3). Il est ensuite renvoyé
dans un plan horizontal grace a un miroir a 45°, traverse différents filtres (E700SP, BG39
pour supprimer le faisceau incident transmis, et interférentiel ou large bande pour sélectionner
le signal de second harmonique ou de fluorescence).

Le signal rétro émis est collecté par 1’objectif, le signal de fluorescence est réfléchi par le
miroir dichroique pour se diriger vers une seconde ligne de mesure équipée des filtres

adéquats.

e Détection :

Le signal lumineux est converti en signal logique ¢électrique par un module
photomultiplicateur (Electron Tubes, référence : P25PC, PM 911B, photocathode en bialkali).
Le temps de conversion (photon détecté-impulsion logique TTL) permet de travailler a une
fréquence de 100MHz. 11 est donc possible de détecter chaque photon émis par impulsion
laser incidente. Un seuil de discrimination en tension est préréglé pour filtrer une partie du
bruit. Ce mode de détection est particulicrement adapté aux signaux de faible valeur
correspondant @ moins d’un photon a 2m généré par impulsion incidente. L’électronique
externe au module photomultiplicateur compte durant un temps de 10us (fréquence : 100kHz)
le nombre d’impulsions logiques correspondant a un photon.

I1 est possible de diminuer la vitesse de balayage des miroirs, et d’augmenter également le
temps de comptage. Le temps d’exposition d’un pixel au flux incident est alors plus long.
Pour une énergie incidente E (E=Pt, ou P est la puissance et T le temps d’exposition) il est lors
possible d’ajuster séparément P et 1. Il est également possible de moyenner I’intensité
détectée sur plusieurs images (dans le cas ou il s’agit d’un objet statique), afin de réduire le
bruit de fond aléatoire. II est possible de multiplier I’amplitude du signal par 16 ou 8 grace a

un gain électronique, (le bruit est alors également amplifi¢).
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Figure 11)C.2 : Trajet du faisceau dans le compartiment accueillant les miroirs galvanométriques
(M) et les lentilles (L1,L2) montées de facon afocale pour élargir le faisceau. Le faisceau incident
arrive normalement au plan de la figure. Le signal rétrocollecté se réfléchit sur le miroir
dichroique (MD) pour aller dans le compartiment de détection sur la gauche (non représenté).

Figure 11)C.3 : ensemble de I’objectif (O), du condenseur (C), et de la ligne de détection
(D) en transmission. Le porte-échantillon (P) est placé entre I’objectif et le condenseur.
Un miroir placé dans le boitier noir en dessous du condenseur permet d’orienter le
faisceau transmis dans un plan perpendiculaire a celui de la figure. L’objectif peut se
déplacer verticalement grace au moteur (M) déplacant une platine (P’) présente au fond
du montage. Des platines de translation peuvent étre déplacées a I’aide de deux vis
micrométriques accessibles sur le devant du montage (V).
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i1. Reconstruction des images

e Images TPEF et SHG :

Le microscope développé au laboratoire permet d’obtenir simultanément deux images.
Une premicre image est obtenue en transmission, elle est souvent de SHG (détection a
travers un filtre interférentiel), car ce signal est émis surtout vers I’avant. Le signal de
fluorescence permet d’obtenir une seconde image sur le second détecteur. Pour un point
de I’échantillon M(x,y,z) on a donc deux intensités Ispg(x,y,z) et Irper(X,y,z). Chaque
image peut étre représentée sur une échelle de gris, mais cela rend la superposition
impossible. Nous avons choisi de représenter les images en fausse couleur. Sur une
échelle d’intensité en vert (sauf cas particulier) nous représentons : Isyg(X,y,z) et sur une
échelle d’intensité en rouge : Itper(X,y,z). Il est ensuite possible de superposer les deux
images, en ajustant au besoin la balance des couleurs entre le vert et le rouge pour

conserver un maximum d’information sur la structure des tissus.
e Pile d’images :

Nous avons vu au chapitre I (partie A.iv) comment il était possible d’obtenir une image
d’un objet dans le plan focal de I’objectif. En faisant varier la distance entre 1’objectif et
I’objet, il est possible d’obtenir son image en volume. Il faut ensuite trouver le moyen de
représenter cette image en volume. La premicre mani€re consiste a présenter une séquence
temporelle des différents plans obtenus a différentes profondeurs. Une seconde possibilité
consiste a reconstruire 1’image en volume et a présenter une animation de 1’objet en le
représentant successivement suivant différents angles de vue.

Une autre méthode consiste a visualiser une projection des images des différents plans
dans un méme plan parallele. C’est la méthode choisie pour représenter nos résultats dans
les chapitres III et IV. Nous avons utilisé¢ deux modes de projections différents. I(x,y,z) est
I’intensité émise au pixel de position x, y et z, z désigne la position par rapport a I’axe de
I’objectif. Dans une premiére méthode on projette sur un plan (xy) I’intensité moyenne

I pian (X, Y) pour un méme pixel suivant les N différents plans.

| ian (X, Y) = %Z (X, Y,2;) (IL.C-1).



Dans la seconde méthode, on ne conserve que la valeur de I’intensité maximale suivant les

différents plans :
| oan (X, Y) = Max, (1(X, Y, ;) (I1.C-2).

La premiere méthode est adaptée pour représenter des objets émettant une intensité assez
uniforme. Dans le cas de discontinuités spatiales nombreuses, elles seront moyennées dans
la somme en II.C-1, et n’apparaitrons plus. Cette représentation sera utilisée pour les
sections d’artére carotide ou d’aorte. Celles-ci sont constituées de feuillets d’élastine
concentriques le long de la direction z.

Pour un objet trés lumineux noyé au milieu d’un tissu, il sera plus intéressant d’utiliser la
seconde méthode. Cette technique sera également utile lorsque I’intensité émise varie
rapidement par rapport aux coordonnées de 1’espace, comme des feuillets percés de trous

empilés les uns sur les autres.

1. Objectifs

Les objectifs utilisés se décomposent en deux groupes : les objectifs & immersion a eau et
les objectifs a air.

Les premiers sont la plupart du temps utilisés dans un liquide physiologique comme une
solution de Ringer ou de Tyrode (voir chapitre IV) dans lequel baigne les tissus frais.

Le tableau II)C.2 présente les différentes caractéristiques des objectifs utilisés. Les
objectifs de fort grandissement transversal ont un champ de vue réduit. Ce sont
évidemment ceux de plus fort grandissement, qui possedent la plus forte ouverture
numérique et donc la meilleure résolution (voir partie iii). Ceci est facilement
compréhensible d’un point de vue purement géométrique. C’est aussi le moyen de prédire
que la distance de travail de I’objectif est importante pour de faibles grandissements.

Un objectif dans le tableau a des caractéristiques particulicres : il s’agit d’un objectif
Olympus 20X a immersion a eau d’ouverture 0.95. Il possede a la fois une grande
ouverture ce qui permet une résolution latérale de 400nm et un grandissement assez faible
ce qui permet un champ de vue important d’1XImm. Cela n’est rendu possible que par
I’utilisation d’une lentille frontale de grand diametre par rapport a celles utilisées
habituellement sur les objectifs 20X. Les tailles des autres lentilles de cet objectif sont en

conséquence et il en résulte un encombrement important. Le diametre de la pupille arriere
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est de 17mm alors que les microscopes commerciaux sont faits pour travailler avec des

objectifs dont la pupille arriére ne dépasse pas la moitié de cette valeur.

Suivant ’utilisation envisagée, il conviendra d’utiliser un type d’objectif plutét qu’un
autre. Par exemple, pour aller voir en profondeur dans un tissu €pais avec une résolution
importante, il faudra utiliser un objectif & immersion possédant une grande distance de
travail et une forte ouverture numérique. C’est le cas par exemple de I’objectif 20X a
immersion, d’ouverture 0.95 et de distance de travail (DT) de 2,2mm. Mais le champ de
vue peut étre insuffisant pour une étude de tissus dans leur ensemble, comme des sections
d’arteres carotides ou de la crosse aortique du rat. Nous préférerons alors un objectif 10X
ou 4X d’ouverture et de résolution moindre qui peuvent étre a air et qui possedent
¢galement une grande distance de travail. Malgré I’avénement de nouveaux objectifs, un
compromis doit toujours étre effectué entre la résolution et le champ de vue.

Pour I’imagerie cellulaire (en solution), un objectif 60X (champ de vue 330um) est
particulierement adapté a 1’observation d’objets d’une cinquantaine de microns. Il faut
rechercher, pour ce type d’application, I’objectif qui possede la meilleure ouverture

numérique, la distance de travail n’étant alors plus un critére de choix décisif.

Obj eCt|fS grand. | Origine | O.N. DT Ecgﬁ/lcl);e @ chavrzz de Résolution (800nm)
mm m/vixel m latéral axial
Hm/p H (nm) (nm)
Fluar 100x/1,3 oil 100 Zeiss 1,3 0,17 0,57 183 240 670
Plan Fluar 100x /1,45 oil 100 Zeiss 1,45 0,11 220 460
Plan Apoc}“gg‘at W00x /L4 160 | Zeiss | 14 | 0,09 225 530
Plan Fluorite FL/IR
60x/0.90 W 60 Olympus | 0,9 2 1,02 327 340 1430
Plan Neofluar 40x 0,75 40 Zeiss 0,75 0,5 400 1500
Prototype 20x water 20 Olympus | 0,95 2,2 3,1 978 320 1250
LMPL 20x IR air 20 Olympus | 0,4 8,1 3,1 978 750 6000
Plan Neofluar 10x 0,3 air 10 Zeiss 0,3 5,6 5,7 1 832 1000 11000
Uplan FI 4x air 4 18 5760
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Tableau I1)C.1: différents objectifs utilisés. grand. :grandissement transversal, NA :
Numerical Aperture (Ouverture numérique), DT : Distance de Travail (a laquelle il faut
placer I’objet), Echelle : étalonnage par rapport au scanner utilisé (grandissement
numérique de 1 dans I’application).




1v. Résolution

La résolution est la distance minimale qui permet de distinguer deux objets lumineux.

La résolution des microscopes a balayage posséde deux sources de dégradation. Une tient
seulement a I’objectif utilis¢, I’autre au déplacement des miroirs.

La linéarit¢ du déplacement des miroirs n’influence pas la résolution spatiale du
microscope. Dans nos expériences, le facteur limitant est la résolution de 1’objectif. Nous
ne sommes jamais limités par I’incertitude sur la position des miroirs. La résolution est
liée uniquement, dans notre instrument, au volume fini excité par la lumiére incidente. La
résolution latérale est calculée a partir de la largeur totale a mi-hauteur de la fonction au
carré de répartition de D’illumination d’un point (IPSF : Illumination Point Spread
Function) [Sheppard, 1990]. La résolution latérale dj,; d’un objectif, ou la lumiére

incidente couvre parfaitement la pupille arriére est donnée par [Richards, 1959] :

0,320.2..4

d, = incidente /115 () N.<0.7 (ILC-3)
ot J20NN.
032524

incidente
Ay = ON) VIn2 O.N>0.7 (IL.C-4)

la longueur d’onde A utilisée pour le calcul est celle du rayonnement incident (le tableau
INC.1 présente les résultats pour 800nm). La résolution latérale est inversement
proportionnelle a I’ouverture numérique (ou a sa puissance 0,91 dans le cas d’une grande
ouverture numérique). Habituellement, les objectifs de plus fort grandissement sont donc
ceux qui auront la plus grande ouverture et donc la meilleure résolution.

De la méme manicre, la résolution axiale de 1’objectif est calculée a partir de la
distribution axiale de 1’intensité autour du foyer de I’objectif. On obtient d,x a partir de la

largeur totale a mi hauteur de I’IPSF? suivant 1’axe de I’objectif [Richards, 1959] :

d 0a532‘2-2’incidente lln 2 (H.C-S).

*  2m-Jn’—(ON)’]

La résolution axiale dépend de I’indice du milieu (pour I’eau n=1,33, pour I’huile n=1,5).

L’ensemble de ces résultats permet de calculer le volume d’excitation V :
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(IL.C-6).

Les valeurs des résolutions décrites auparavant, sont les distances au-dela desquelles 1’on
peut distinguer deux objets lumineux. Il est possible de localiser un objet lumineux
individuel avec une précision meilleure que la résolution de 1’objectif. Pour cela, il faut
veiller a travailler avec un pas de balayage inférieur a la résolution optique de 1’objectif.
Si I’image est suffisamment lumineuse pour obtenir un rapport signal sur bruit important,
un ajustement du profil d’intensité possédant un seul maximum permet de le localiser
précisément [Thompson, 2002]. Le profil d’intensité alors mesuré est celui de la
convolution du profil d’intensité incidente (gaussien de largeur a mi hauteur donnée par la
résolution axiale de I’objectif) par la distribution spatiale de chromophores de 1’objet
isolé. Cette méthode de détection de pic sera mise a profit pour mesurer des variations de
distance de 1’ordre de 20nm dans le cas de déformations de cellules de cceur de grenouille

(chapitre IV partie D).

Par exemple, pour une distribution p de chromophores uniaxiale suivant (Ox) centrée en
O, le signal S(x) de TPEF généré pour un point de focalisation a la distance x de la

distribution de chromophores sera :
S() =K[ p(x=x)1*(x)dx (IL.C-7).

I correspond au profil d’intensité gaussien incident, dont la largeur de I? totale en 1/e est
déterminée a partir du tableau IT)C.1.

Si p posséde un maximum trés piqué (comme dans le cas de l'utilisation de billes
fluorescentes de taille bien inférieure a I’IPSF), le cas extréme mathématique serait celui

d’une distribution de Dirac, alors 1’expression II1.C-7 peut s’écrire :
S(x) = K'I*(x) (IL.C-8).

L’intensité émise aura donc le profil spatial de I’intensité incidente au carré centrée en O,

c'est-a-dire au maximum de p. Comme 1’image résulte du produit de convolution de deux



fonctions ou chacune posséde un seul maximum et ou la largeur de ’une est bien
supérieure a celle de 1’autre, il suffira d’utiliser un ajustement gaussien pour repérer la
position du maximum d’émission de 1’objet (gaussien, comme le profil d’intensité de la

distribution spatiale la plus large).
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IT) D.Formation de vésicules unilamellaires géantes

i.  Membranes phospholipidiques

Afin de pouvoir tester I’insertion des colorants étudiés dans les membranes biologiques,
nous avons synthétisé des membranes artificielles. Ces membranes ne sont constituées que
d’un seul type de lipide, le plus fréquemment le DOPC (1,2-Dioleoyl-sn-Glycero-3-
Phosphocholine), a la différence des membranes naturelles ou plusieurs lipides sont
présents en proportions variables selon la nature de la membrane. Les phospholipides sont
des molécules amphiphiles, elles possedent une partie (t€te) hydrophile et une autre
(queue) hydrophobe. La téte posséde un moment dipolaire élevé ce qui explique son
affinité pour les solvants polaires comme I’eau, la queue composée de longues chaines
carbonées (apolaires) n’est pas soluble en milieu aqueux. Le DOPC représenté a la figure

IT)D.1 présente une telle structure.

Téte hydrophile Queue hydrophobe  ©Avanti Polar Lipids

/

/
-
4

Y '

Figure 11)D.1 : modele moléculaire d’une molécule de phospholipide (DOPC), sur la formule
semi développée apparait la partie hydrophile (disque) et hydrophobe (trait).

Cette espéce chimique n’est donc pas soluble en milieu aqueux. L’ensemble des molécules

tendrait a se placer a I’interface air eau, mais une autre organisation en vésicule (figure I1)D.2)
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est possible, moins cofiteuse en énergie. Une organisation en bicouche est nécessaire pour
respecter les affinités hydrophile/hydrophobe lorsque les milieux intérieurs et extérieurs sont
constitués essentiellement d’eau. D’autres arrangements en multicouche (toujours en nombre
pair) sont également possibles. Il est assez facile d’obtenir des vésicules unilamellaire
(contenant une seule bicouche lipidique) avec une taille de 1’ordre d’une dizaine de nanometre
(par sonication d’une solution aqueuse de lipides), mais ces objets ne permettent pas une
¢tude des interactions colorants-membranes a [’aide d’un microscope optique dont la
résolution est micrométrique. Il faut donc pouvoir synthétiser des objets d’une dizaine de
microns, ceci est assez aisé. Cependant, les vésicules alors formées sont multilamellaires avec
les procédés usuels. La méthode d’électroformation présentée ensuite permet la fabrication de

vésicules unilamellaires géantes (GUV).
10nm
«—»

(TIXIR ISR IR0}
S0 GRS ORBROBBES

cau

Figure 11)D.2 : schéma d’une vesicule, dont la membrane est une bicouche lipidique de 10nm
d’épaisseur.

I1 est également possible de former des vésicules unilamellaires géantes naturelles (¢galement
appelées en anglais blebs : ampoules) a partir d’une fibre musculaire. II faut pour cela extraire
une fibre d’un faisceau constituant le muscle couturier de la patte de grenouille. Celle-ci doit
étre bien rectiligne, translucide, homogene et souple. Chacune de ses extrémités doivent &tre
nouées par du fil de soie afin d’empécher une entrée du milieu extérieur dans la fibre. Elle
mesure entre Smm et 10mm, on étire ensuite la fibre et on la laisse se contracter libérée de
toute contrainte. Les vésicules se forment a la surface de la fibre au fur et a mesure de la
contraction. Elles adoptent une géométrie quasi sphérique, elles ont I’avantage d’étre remplies
du méme milieu intérieur que celui des fibres, leur membrane est naturelle, mais elles sont
peu robustes et ne peuvent pas étre stockées. Ceci limite leur utilisation comme membranes

modeles pour 1’étude des interactions colorants membranes.
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11. Electroformation

e Principe :

Cette technique a été introduite par Angelova [Angelova, 1986], [Angelova, 1992]. Le
principe est de permettre le décollement progressif d’une bicouche a partir d’un dépdt
surfacique de lipide. Un champ électrique lentement variable (entre 5 et 20Hz) est appliqué

perpendiculairement au film de phospholipides.

Solution du bain extérieur
pénétrant entre les feuillets

Figure 11)D.1 : principe de formation des GUVs, décollement des bicouches par application

d’un champ électrique oscillant (E).

La derniere couche est peu a peu décollée a cause des flux osmotiques €lectro induits a travers
elle (figure II)D.1) Apparaissent a sa surface des cloques. La vésicule est formée une fois que

la cloque s’est refermée sur elle-méme.

e Mode opératoire

Ce mode opératoire est trés largement inspiré par celui qu’Olivier Sandre a développé lors de
son travail de thése de doctorat [Sandre, 2001]. Le champ électrique transverse est créé a
I’intérieur d’un condensateur plan, ou chaque électrode est constituée de verre sur lequel il y a
un dépdt d’oxyde d’indium dopé a 1’étain (ITO pour « Indium Tin Oxide »). Ce matériau
transparent permet une observation de la préparation durant la synthése a I’aide d’un
microscope. Chaque plaque rectangulaire (80X50mm) se voit fixer un céble multibrins

conducteur dénudé a une de ses extrémités sur la face conductrice dans le sens de la largeur
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(figure II) D.2.2.). Le conducteur est plaqué sur 1’¢lectrode, on le fixe grace a de la laque

d’argent qui assure un bon contact entre la plaque et le cable en pénétrant entre les brins par

capillarité. Il faut veiller a ne déposer pas de laque en dehors de la zone de recouvrement entre

le cable et a 1’¢lectrode Le montage est immobilisé jusqu’a séchage de la laque argentée

durant plusieurs heures, puis toute partie contenant de la laque est recouverte de colle époxy,

qui consolidera le montage. Un jour de séchage est alors requis.
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Sur une zone limitée circulaire de 1’électrode, le lipide initialement solubilisé dans un
mélange 2/3 chloroforme 1/3 méthanol est déposé. Ce mélange s’évapore plus
lentement que le chloroforme seul et permet un étalement supérieur sur I’électrode.
Les deux électrodes sont placées sous vide durant une a plusieurs heures afin
d’évaporer toute trace de solvant.

Un espaceur en téflon (45X45mm), d’épaisseur variable (entre 0.5 et Imm), est placé
sur une premicre électrode (voir figure II) D.2). Il posséde un orifice circulaire
correspondant a la zone de dépot du lipide sur 1’électrode, et un petit canal permettant
le passage d’une aiguille.

Un long et fin cordon de Critoseal (pate inerte chimiquement) est disposé le long du
périmetre rectangulaire de 1’espaceur qui doit étre en tout point plus épais que
I’espaceur. On superpose alors la seconde ¢lectrode en comprimant le cordon pour
assurer une étanchéité de la chambre contenant le lipide.

Un champ électrique sinusoidal est appliqué (tension entre électrodes de 0.5Veff entre
6 et 15Hz, la fréquence est de 6Hz pour 1’eau pure et de 15Hz pour une solution trente
fois plus visqueuse), on perce le cordon de Critoseal qui conduit au canal présent dans
I’espaceur avec une aiguille.

Une nouvelle aiguille est utilisée avec une seringue contenant la solution de
gonflement. Le remplissage de la chambre se fait trés lentement et doit étre effectué en
exces afin de supprimer les éventuelles bulles d’air présentes dans la chambre. De la
Critoseal est étalée au niveau de 1’orifice grace a une spatule pour assurer 1’étanchéité
de I’ensemble.

Toutes les 10minutes, la tension est augmentée de 0.2Veff pour atteindre 1.2Veff. Le
montage reste ensuite une a six heures a cette tension (plus le mélange est visqueux et
plus le temps est long). Pour finir, la tension est amenée a 1.3Veff a basse fréquence
(4Hz) pour détacher des vésicules de la surface des électrodes. 1l ne faut pas dépasser
cette tension afin d’éviter 1’¢lectrolyse de I’eau ou la destruction des électrodes.

La préparation est stockée au repos jusqu’a douze heures a 4°C.



e Un percage du conduit est a nouveau réalis¢ avec une premicre aiguille, puis une
seconde est utilisée pour les récupérer, celle-ci possédant un diametre intérieur le plus
grand possible pour permettre le passage des vésicules. Si le diametre extérieur des
aiguilles est trop gros, elle sépare les deux électrodes et la solution contenant les

GUVs se répand. La solution contenant les GUVS peut alors étre conservée plusieurs

mois a 4°C.
Canal permettant \
Espaceur le passage d’une
en Téflon aiguille Cordon de
Critoseal

Chambre contenant
les lipides déposés
sur chaque ¢électrode

Figure 11)D.2 : vue de haut de cellule d’électroformation.

On utilise une solution de gonflement contenant 100mmol.L™" de sucrose dans de I’eau
distillée. Si les GUVs doivent étre conservées longtemps, il est possible d’ajouter une trace
d’azide de sodium (Na'Nj3) 4 la concentration approximative d’1pmol.L™" a la solution de
gonflement avant la synthése. L’azide est ajouté pour éviter toute prolifération bactérienne

dans le milieu (le sucre étant un nutriment des bactéries).

Il est aussi possible d’inclure des ions dans la solution de gonflement. Il faut alors
travailler avec un espaceur plus fin pour conserver la méme limite de différence de
potentiels en évitant 1’¢électrolyse de I’eau (1,0V a pH=7) et en bénéficiant alors d’un
champ ¢électrique oscillant plus intense (E=AV/d, ou AV est la différence de potentiel

entre les deux électrodes espacées de d). Notons, que 1’on dépasse souvent cette valeur
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aux maxima du signal (1,7V créte), mais pour des raisons cinétiques 1’¢lectrolyse de 1’eau
n’a pas lieu si la tension ne dépasse pas trop longtemps 1,0V.

Cette augmentation du champ est nécessaire pour essayer de réduire 1’écrantage di aux
ions libres dans la solution. Nous avons pu synthétiser des vésicules unilamellaires d’un
diamétre de 20pum contenant 5Smmol.L™" de chlorure de potassium (K',CI') et 50mmol.L"

de sucrose.

La solution contient toujours un peu de vésicules multilamellaires, mais la plupart sont
unilamellaires. Leur taille peut aller jusqu’a 50um de diamétre pour une solution de
sucrose de 50mmol.L™". De facon générale, il faut diminuer la concentration de sucre pour

obtenir des vésicules plus grosses, mais elles sont alors plus fragiles.

111. Observation

Afin de pouvoir observer les vésicules a ’aide d’un microscope traditionnel en lumiére
blanche, il faut rechercher un contraste entre le milieu intérieur et I’extérieur. L’épaisseur de
la membrane d’environ 10nm est en effet bien trop faible pour étre résolue.

Le milieu extérieur contiendra souvent du glucose a la méme concentration que le sucrose
présent dans le milieu intérieur, cela pour équilibrer les valeurs des pressions osmotiques de
part et d’autre de la membrane. Ces deux solutions n’ont pas la méme densité. Par exemple,
une solution aqueuse de sucrose 4 100mmol.L™" a une densité de 1,040kg/L qui correspond a
une solution aqueuse de concentration a 200mmol.L" de glucose (le sucrose contient 12
atomes de carbones, le glucose seulement 6). Cette différence est utilisée pour sédimenter les
vésicules au fond d’un tube contenant une solution de glucose de méme concentration que
celle en sucrose a I'intérieur des GUVs. Le temps de sédimentation est d’environ 10 minutes
pour 200 pL de solution de vésicules prélevée apres synthése dans 5 équivalents volumiques
de glucose iso-osmolaire.

Cette variation de densité entre milieu intérieur et extérieur est mise a profit pour
I’observation. Elle correspond a une différence d’indices optiques, avec un gradient tres
important localisé au niveau de la membrane du fait de sa taille tres faible. La technique de
contraste interférentiel différentiel (DIC), sensible justement au gradient d’indice optique, est
adaptée pour imager les vésicules dans de telles conditions. La figure II) D.3 présente une
image de vésicule observée en DIC par transmission grace a un microscope inversé Axiovert

100TV de Zeiss avec un objectif Zeiss Plan Neofluar a air 40X d’ouverture numérique 0,75,
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€quipé d’un polariseur suivi d’un condenseur pour DIC, d’un biprisme de Nomarski et d’un
analyseur. Les vésicules contiennent une solution de sucrose a S0mmol.L™ et a ’extérieur la

solution de ressuspension est de méme concentration en glucose.

Figure 11)D.3 : vue en DIC de GUVs contenant 50mmol.L™ de sucrose, la solution externe

étant 8 50mmol.L™ en glucose, la barre d’échelle en blanc mesure 20pm.
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Chapitre 111

Etude d’un colorant chiral : ’ASTB

Il y a deux objectifs a ce travail. Le premier est de valider le modéle de Kuhn que nous avons
étendu au domaine non linéaire, le second est de proposer un prototype de marqueur chiral

membranaire.

Le modé¢le de Kuhn présenté dans la partie B du chapitre I, nous permet de prédire des valeurs
de @y, et de LD non nulles pour une molécule dont la chiralité provient d’un couplage
excitonique. Nous testons ces prédictions sur une telle molécule chirale : I’ASTB. Nous
réalisons pour cela les trois expériences d’ORD-SHG de CD-SHG et de LD-SHG décrites au
chapitre 1. Nous testons également notre modele en essayant de reproduire les résultats
expérimentaux des expériences d’ORD-SHG a différentes longueurs d’ondes, plus ou moins

proche de la résonance.

L’ASTB est également un prototype de marqueur membranaire chiral. Nous avons énoncé
dans la partie D du chapitre I toutes les propriétés que doit posséder un marqueur. Nous avons
choisi de travailler d’abord sur 1’aspect qui nous semblait le plus original et le plus novateur :
la chiralité par couplage excitonique du colorant. Le prototype que nous avons étudié¢ a été
synthétis¢é dans cette voie, il constitue une base pour ensuite développer de nouveaux

colorants possédant toutes les qualités requises en microscopie non linéaire.

Dans la partie A nous présenterons I’ASTB, sa synthése (au Laboratoire de Chimie de I’Ecole
normale Supérieure de Lyon), et ses caractérisations spectroscopiques. Les résultats des
expériences de génération de second harmonique par un film d’ASTB seront exposés dans la
partic B. Dans la partie C, nous colorerons des membranes artificielles ou naturelles avec
I’ASTB et nous les observerons en microscopie non linéaire. Enfin, une discussion des
résultats obtenus sera faite dans la derni¢re partie, ou des voies d’optimisation seront

proposées.
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IIT) A. Obtention et caractérisation de I’ASTB

Dans cette partie nous allons exposer tout d’abord la synthése de ’ASTB (i), sa fixation sur
un substrat de silice (ii), et enfin ses propriétés spectroscopiques. A partir des spectres
d’absorption de ’ASTB et d’autres réactifs, nous pourrons en déduire la forme de I’ASTB
suivant le milieu dans lequel elle se trouve (substrat ou solution aqueuse). Ceci fera I’objet de
la partie iii. Enfin, pour compléter I’étude spectroscopique et optimiser son utilisation en
microscopie non linéaire, nous mesurerons sa section efficace de fluorescence excitée a deux

photons (iv).

1. Obtention de ’ASTB

e Syntheése :

L’ASTB (Acridine Substituted Troger Base) a été synthétisé par M. Alexandre au Laboratoire
de Chimie de I’Ecole Normale Supérieure de Lyon. Nous présentons sur la figure II1.A.1 sa
formule semi-développée (5), il s’agit d’une base de Troger substituée par deux acridines. Le

réactif de départ pour la synthése est la proflavine (2), [Lhomme, 1999].

A0 CHCH, COLH

-15°C:10h [jt[j
" HN N NHAc

B0 %
3

HCHO
CF,C0,H ; T.AL ; 4h

B2 %

EtOH/ NaOH 10N O “-
85°C : 6h
H:N AcHN il N
? J
S
o0
MNH, N NHAg
4

Figure II1)A.1 : synthese de la base de I’ASTB(5) a partir de la proflavine(2). La premiere
étape protege de la polymérisation possible en milieu acide. La seconde étape permet de
synthétiser la base de Troger avec des groupements terminaux différents de ceux désirés, la
derniere étape de déprotection des fonctions amines permet d’obtenir I’ASTB.
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La solution obtenue est un mélange racémique contenant les deux énantiomeéres. Le role de
I’étape suivante est de séparer physiquement ces deux molécules, on parle de dédoublement

du mélange racémique.

e Dédoublement du mélange racémique :

Le principe du dédoublement est de faire réagir le mélange racémique obtenu avec un seul
énantiomere d’une autre espece chimique. Les deux diastéréoisomeres, ainsi formés, ont alors
des propriétés physiques différentes (par exemple les diastéréoisoméres ont des températures
de cristallisation différentes). Ils sont ensuite séparés en abaissant la température jusqu’a
obtenir un seul diastéréoisomere solide, puis on reforme la molécule d’origine par réaction
inverse et on obtient ainsi un seul énantiomére. On utilise 1’acide (-)-dibenzoyltartrique (cf
figure II1)A.2) ou (+)-dibenzoyltartrique suivant 1’exces énantiomérique présent initialement

[Alexandre, 2002], [Tatibouét, 1999]. Un énantiomere est noté « - » (7R,17R), I'autre « + »

(7S,17S).
0 g
= =
Ha N ) Ha, N )N
N Ne NH, N Ny NH:
I k)
racémique ou enrichi en (-) racémique ou enrichi en (+)
acide acide
(+)-dibenzoyltartrique (-)-dibenzoyltartrique
CHCl; / MeOH CHCl; / MeOH
e d
e e
cr’ -
H,N () TR,17R NH; HaN () 78,178 NH,

Figure 111)A.2 : dédoublement de I’ASTB par [’acide dibenzoyletartrique.

La solubilité de chaque énantiomére en milieu aqueux est trés faible, sa mesure est assez peu
précise en raison de sa faible valeur. Elle vaut approximativement 10°mol/L. Lorsque les
réactions se font dans des milieux aqueux, sa trés faible solubilité impose de travailler avec

des volumes de solution importants, ce qui géne le travail de syntheése.
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Les puretés énantiomériques sont vérifiées par RMN 'H en utilisant un agent de déplacement
chiral. L’excés énantiomérique mesuré est de 61% pour le produit du dédoublement
concernant I’énantiomere (+) et de 67% pour 1’énantiomere (-).

Le pouvoir rotatoire spécifique mesuré a 546 nm vaut : 2760 10"°cm?g™" pour I’énantiomére

(+) 2 25°C et -3050 10"°cm?g™ pour I’énantiomére (-).

1.  Fabrication d’un film d’ASTB

Les expériences de SHG résolue en polarisation nécessitent le dépot de I’ASTB en film
mince. Pour cela, nous traitons le substrat de silice de fagon a le rendre hydrophile (méthode
décrite dans le premier point). Nous pensons ainsi réaliser des liaisons hydrogeénes entre

I’oxygene de la silice et les atomes d’hydrogene liés aux atomes d’azote de ’ASTB.
e Préparation du substrat :

Les substrats en silice sont préalablement nettoyés a 1’éthanol, ils sont ensuite plongés
dans un mélange savonneux a base de Dicron90 dans une cuve a ultra-son durant 10
minutes. Le mélange détergent restant sur les substrats est ensuite rincé a 1’eau ultra-pure

(18 MQ.cm)

Nous avons travaillé avec des colorants hydrophiles. Les substrats de silice doivent étre
traités de facon a exalter leur hydrophilie pour que les colorants restent fixés sur leur
surface. Nous utilisons pour cela un mélange acide sulfurique fumant et eau oxygénée
dans les proportions (2/3, 1/3) en volume. Les lames restent au moins 30 minutes en
présence du mélange. Ce mélange, aussi appelé piranha en raison de son trés fort pouvoir
oxydant (et acide), va rompre les liaisons covalentes entre les atomes de silicium et
d’oxygene a la surface des substrats. Des groupements OH sont ensuite disponibles pour
rendre la surface hydrophile, en permettant la présence de liaisons hydrogénes avec le
colorant. Un plasma d’oxygeéne peut remplacer ce mélange pour rendre la surface

hydrophile.
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La présence de [’acide (pH~0) permet d’augmenter le pouvoir oxydant de l’eau oxygénée.
Le couple d’oxydoréduction impliqué est HO./H,O (E°=1,77V): 2 +2H +H,0,=2H,0
La valeur du potentiel standard s’écrit a 298K E= E°+0,06.Log(ay+)= E° (loi de Nernst),
avec une activité de 1 en milieu acide sulfurique.

La valeur de ce potentiel est importante et correspond a un pouvoir oxydant élevé. On
observe également que ce potentiel est d’autant plus élevé que le pH est faible, d’ou

[’importance de se placer en milieu acide.

Une fois traités, les substrats sont rincés a 1’eau ultra pure (conductance >18 MQ.cm).

Nous observons une diminution progressive du caractére hydrophile des substrats et les

utilisons moins de 24 heures apres leur ringage.

e D¢pot sur le substrat du colorant :

Le dépdt est réalisé par immersion : le substrat baigne dans une solution de colorant durant 20
minutes, 1’échantillon est ensuite rincé avec de 1’eau ultra pure et séché a 1’aide d’un jet
d’azote gazeux (inerte et sec).

Le film est caractérisé par spectrophotométrie. On trouvera a la figure III1)A.3 le spectre
d’absorption du substrat coloré par I’ASTB et celui du colorant dans 1’éthanol.
(Spectrophotometre Varian Cary 500scan, et cuve QS Imm, changement de lampe a 350 nm).

Il t¢émoigne d’un dépdt d’ASTB sur la surface.

0,008 T T T T T T T T
— sur substrat de silice hydrophyle I 0,006
—— ASTB en milieu éthanolique /300
0,006 - 0,005 g
3 fm T o004 2
J Y g
g 0,004 i L %.
7] $ 0003 5
5 g
L0002 &
0,002 g
<
0,001 I
8
0,000 T T T Y 0,000
350 400 450 500 550 600

Longueur donde (nm)

Figure 111).A.3 : spectre d’absorption de I’ASTB déposé sur un substrat ou en solution dans
[’éthanol (valeur divisée par 300 dans ce dernier cas).
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La présence d’un pic d’absorption a 370 nm sur le substrat, également présent dans le
spectre de I’ASTB dans 1’éthanol, témoigne d’un dépot de molécules d’ASTB sur le
substrat.

Les différences entre les spectres seront interprétées dans la partie suivante, a la
lumiére d’autres données spectroscopiques.

L’absorption du film est faible, mais elle permet d’estimer la densité surfacique de

molécules.

e [Estimation de la densité surfacique déposée :

On peut estimer sa concentration connaissant celle de la solution dans 1’éthanol.

Les densitéd optiques (DO) sont mesurées a 400 nm.

» Pour le film d’ASTB déposé sur un substrat, on mesure une DO=0,0032.

» Pour une solution d’ASTB dans 1’éthanol placé dans une cuve nous mesurons :
DO=0,7 pour une concentration de 0,32 mg/mL et un trajet d’ Imm.

» La masse molaire de I’ASTB vaut : 454 g/mol, ceci nous permet d’en déduire

I’absorption molaire € a 400 nm. & = 0.7.454 _ 9930 mol ' Lem™.

0,32.0,1

» La Densité optique du film est: DO=e.l.[ASTB]=¢.0, ¢ étant la densité
surfacique molaire d’ASTB.
» On trouve donc :
o = 0,0032/9930=3,3.10"" mol/cm?.
» Le nombre de molécules par cm’ N = NA.3,3.10'“/2 = 1.10"molécules/cm” ou

I’on a divisé par deux pour un dépot sur chaque face du substrat.

Le film peut étre considéré comme une monocouche. Nous vérifions I’homogénéité et
I’isotropie lors des mesures de 1’intensité du signal de second harmonique en déplagant
I’échantillon et en le faisant tourner autour de la normale a la surface.

Une expérience d’interférométrie (Interféromeétre de Fizeau illuminé par un laser He-Ne)
nous permet également de vérifier 1’absence de défauts majeurs dans 1’homogénéité du

dépot surfacique.



iil.  Spectres d’absorption de I’ASTB

Afin de caractériser les propriétés de fluorescence de I’ASTB, nous avons mesuré les spectres
d’absorption et de fluorescence excitée a deux photons de ce colorant. Comme nous le verrons
dans la partie III)B, [I'utilisation de I’ASTB comme colorant membranaire en microscopie
nécessite 1’ajout de glucose. Il sera donc utile d’¢étudier les propriétés spectroscopiques de
I’ASTB dans une solution de glucose, et non dans 1’eau pure ou elle n’est que trés peu

soluble.
e Mesure des spectres d’absorption :

L’ensemble des mesures est réalisé sur un spectrophotometre : Varian Cary 500scan dans une

cuve QS (silice fondue) de 1 mm.

Nous avons mesuré le spectre d’absorption de I’ASTB dans une solution d’éthanol (7,0.10™
mol/L) le spectre dans 1’eau pure étant difficilement observable en raison de la trés faible
solubilité du colorant (10 mol/L). La référence (blanc) du spectre est alors mesurée par
rapport a une solution d’éthanol pur.

Nous avons également mesuré le spectre d’absorption du colorant dans une solution aqueuse
de glucose a 5 mmol/L, la référence est mesurée avec une solution de glucose a 5 mmol/L. La
solution est saturée en colorant (présence de cristaux d’ASTB avant filtrage). Un autre spectre
d’absorption est mesuré sur un film d’ASTB déposé sur un substrat de silice rendu
hydrophile. Ce dernier échantillon sera utilisé pour les mesures de second harmonique généré
en surface. La référence est mesurée par rapport a un substrat nu hydrophile identique. Les
substrats mesurent 6mm d’épaisseur.

L’ensemble de ces trois spectres est représenté sur la figure III)A.4. L’absorption dans
I’éthanol est divisée par 300, et celle dans le glucose par 30, pour une représentation sur une

échelle commune avec le spectre mesuré sur le substrat.
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0,007 —=— film ASTB sur substrat de silice .

. ——— ASTB éthanol Abs/300 .
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Figure 111)A.4 : spectres d’absorption visibles a travers un film d’ASTB sur un substrat de
silice hydrophile (noir), dans une solution d’éthanol (les valeurs sont divisées par 300)
(cercles), dans une solution aqueuse de glucose a Smmol/L (les valeurs sont divisées par 30)
(triangles gris). Résolution Inm.

Nous remarquons que les spectres ne présentent pas les mémes pics d’absorption. Ces
différences ne peuvent étre interprétées qu’a la vue du spectre d’absorption de I’ASTB en
fonction du pH. Ces spectres sont présentés sur la figure III)A.S. Ils sont réalisés dans une
solution aqueuse a 30% de DMSO (diméthylsulfoxyde, solvant aprotique polaire) afin

d’assurer la solubilité de I’ASTB. La solution contient également de I’acide chlorhydrique a

0,1 mol/L, des ajouts de soude a 0,1 mol/L permettent d’ajuster le pH de cette solution.
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Figure 11)A.5 : spectre d’absorption UV-visible de I’ASTB en fonction du pH (dans une
solution aqueuse de DMSO a 30%).[Tatiboét, 1996].

L’absorption de la 3-amino-acridine (un des deux substituants de la base de Troger pour

former I’ASTB) est présentée sur la figure II1)A.6 en fonction du pH.

1.000

0.000
230 322.3 413 ne 507.3 [

Figure 111)A.6 : Spectre d’absorption UV-visible de la 3-amino-acridine en fonction du pH.
[Tatiboét, 1996].
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Observations :

Les deux solutions et le film présentent un pic d’absorption commun
vers 370nm (figure I11)A.4).

Nous remarquons sur le spectre d’absorption du film et de I’ASTB dans
le glucose qu’il y a un pic d’absorption présent a 470nm, absent dans la
solution d’ASTB dans 1’éthanol (figure 111)A.4).

L’ASTB est soluble dans la solution aqueuse de glucose, alors qu’elle
I’est bien moins dans 1’eau pure.

Dans la solution aqueuse de DMSO, I’ASTB (figure IIT)A.5) absorbe
uniquement vers 370nm en milieu basique (courbe pH=8,8), et a la fois
vers 370nm et 467,5nm en milieu acide (courbe pH=4,91).

Le spectre obtenu a pH=4,91 est identique a ceux obtenus en film ou en
solution dans le glucose.

Une détermination potentiométrique des pKa de I’ASTB fournit les
valeurs pKal=5,55 et pKa2=6,85 (dans le DMSO a 30%).

Une comparaison avec les spectres d’absorption UV-visible de la 3-
amino-acridine seule en fonction du pH (figure II1)A.6) montre qu’il
existe également un pic d’absorption a 470nm qui devient plus intense
lors de la diminution du pH de la solution.

La base de Troger non substituée posséde un pKa inférieur a 4,17 (dans

I’eau).

e Interprétations :

L’existence de deux valeurs de pKa implique 1’existence de deux sites
de protonation pour I’ASTB. L’ASTB est donc un diacide (les pKa
¢tant inférieurs a 7).

La comparaison avec la 3-amino-acridine conduit a supposer une
protonation de 1’azote de 1’acridine pour expliquer les propriétés acido-
basiques de I’ASTB (les autres atomes d’azotes de la base de Troger ne
pouvant &tre protonés a un pH de 5). La forme diacide de I’ASTB est

représentée sur la figure I11)A.7.



» Le premier pKa correspond a une double protonation (formation de
’entit¢ N'-H) des azotes des acridines de I’ASTB, le second & une
monoprotonation de I’un des deux atomes d’azote.

» Le pic d’absorption vers 470 nm est di a une forme protonée de
I’ASTB. L’absorption a 470 nm croit lorsque le pH diminue entre les
deux pKa. Ceci s’explique par I’augmentation de la population de
I’ASTB sous forme biprotonée. Cette forme présente uniquement une

absorption plus intense que celle monoprotonée.

Figure I11)A.7 : forme diacide de |’ASTB.

» L’ASTB déposée en film présente une absorption importante a 470nm,
il s’agit donc d’une forme mono ou biprotonée de ’ASTB. C’est donc
¢galement le cas pour la solution de glucose.

» L’ASTB présente sur le film présente une absorption a 370nm
importante qui est absente du spectre de la 3-amino-acridine. Il est dii a
la base de Troger, la molécule déposée en surface est donc bien de
I’ASTB protonée. Il n’y a pas eu rupture de la molécule sous forme de

deux acridines.

» Comme I’ASTB se retrouve sous forme chargée dans le glucose du fait
de sa protonation, sa solubilité¢ en milieu aqueux est augmentée. Cette
solubilité est donc en partie due a une forme chargée (1° ou 2°), mais
une interaction avec le glucose autre qu’acido-basique ne peut pas étre

exclue (chélation, ou autres..).
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» L’absence d’absorption marquée a 470nm pour la solution d’éthanol est
alors aisée a comprendre. L.’éthanol étant aprotique aux valeurs de pH

étudiées, aucune protonation n’est alors envisageable.
e Conclusions :

La solubilit¢ de ’ASTB est grandement facilitée par la présence d’éthanol ou de glucose.
Dans ce dernier cas, il existe une interaction entre I’ASTB sous forme chargée et le glucose
qui implique une meilleure solubilité dans I’eau. Lors d’un dépdt en film sur un substrat de
silice hydrophile, une forme protonée de I’ASTB est déposée. Les propriétés acido-basiques

de la molécule proviennent des atomes d’azote des acridines.

1v. Spectre de fluorescence excitée a deux photons de

I’ASTB

e Comparaison avec le spectre de TPEF de la fluorescéine :

Grace au spectrofluorimétre décrit au chapitre II dans la partie A, nous avons mesuré¢ le
spectre d’émission de ’ASTB dans une solution de glucose a environ 15 mmol/L sous une
excitation a 760 nm par un laser Ti: saphir de largeur spectrale a mi-hauteur 11nm
correspondant a une durée d’impulsion de 100fs environ. De la méme manicre, on mesure le
spectre d’émission d’une solution de fluorescéine a pH=11. Toutes les mesures ont lieu a 295
K. L’objet de ces expériences est de montrer que les spectres de fluorescence entre ces deux
colorants se recouvrent, et donc, que la fluorescéine dont le 6, est connu peut servir d’étalon

pour déterminer le 6, de I’ASTB.

Les spectres sont présentés sur la figure III)A.8, le pas du monochromateur est de Inm les
fentes mesurent Imm. Des mesures d’absorption ont permis d’obtenir précisément les valeurs
des concentrations des solutions utilisées. Pour la fluorescéine a pH=11 sa concentration est

de 5,5 umol/L et pour ’ASTB sa concentration est de 12 mmol/L.
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Figure 1I1)A.8 : spectre d’émission de I’ASTB (cercles) a 12mmol/L dans du glucose et de la
fluorescéine (carrés) a pH=11 a 5,5umol/L sous une excitation a 760nm.

Les spectres de I’ASTB et de la fluorescéine se recouvrent presque compleétement, le pic
d’émission de I’ASTB est centré a 501nm celui de la fluorescéine a 492nm. L’utilisation de la

fluorescéine au pH considéré est dés lors possible pour obtenir le o)) de ’ASTB. Aucune

correction spectrale n’est a envisager puisque tous les éléments du spectrofluorimétre ont une

réponse spectrale identique entre 490nm et 500nm.

e Spectre de fluorescence de I’ASTB dans le glucose comparée a celui de la
proflavine :

Nous comparons sur la figure III)A.9 les spectres d’émission de ’ASTB dans le glucose et
celui de la proflavine (figure III)A.1, molécule 2) dans ’eau. Les spectres sont différents,
celui de ’ASTB présente un maximum d’absorption a 500nm, celui de la proflavine (pH=7)
se situe a 520nm, ce dernier étant également plus large [Du, 1998]. L’ASTB ne peut donc pas
étre considéré comme I’ensemble de deux proflavines juxtaposées sans interaction.

Leur propriétés physiques (solubilité dans 1’eau) et spectroscopiques sont différentes (spectre

d’émission).
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Figure 111)A.9 : Comparaison de spectre de fluorescence I’ASTB en solution dans le glucose
(carrés) avec celui de la proflavine dans [’eau (cercles). Le spectre d’absorption de I’ASTB
dans le glucose est rappelé en gris. (M : mol/L).

e Mesures de section efficace de fluorescence a deux photons de I’ASTB :

Nous avons utilisé¢ toujours le méme instrument sans le monochromateur pour réaliser les
mesures de section efficace de I’ASTB. Les valeurs de section efficace de fluorescence
excitée a deux photons pour la fluorescéine sont obtenues a partir des mesures de [Xu, 1996].
Nous utilisons une valeur du rendement quantique de fluorescence de 0,9 sur tout le spectre
pour la fluorescéine. Nous travaillons avec des impulsions fournies par le méme oscillateur
Ti: Saphir (Tsunami de SpectraPhysics) taux de 86MHz avec des impulsions larges, en
moyenne, de 100fs (11nm). La solution de fluorescéine est au méme pH=11, sa concentration
est de 4,6umol/L. L’ASTB est en solution dans le glucose a une concentration de 10*mol/L.
Nous n’avons pas détecté de signal de fluorescence dans les mémes conditions d’excitation
pour une solution de glucose identique sans colorant. Les signaux de fluorescence traversent
un filtre E700sp et 2mm de BG39 avant de parvenir sur la photocathode du

photomultiplicateur. Nous avons vérifié¢ la linéarité du signal détecté avec le carré de la

110



puissance incidente, nous sommes ainsi certain de la non saturation de 1’absorption aux

longueurs d’onde utilisées et aux puissances considérées.

Nous réalisons une mesure tous les 20nm ce qui correspond a la largeur spectrale totale des
impulsions incidentes de 100fs. Le spectre couvert est celui de 1’oscillateur Ti : Saphir et va
de 720nm a 960nm.

Les résultats sont présentés dans le tableau III)A.1. Le signal est ensuite divisé par la
puissance incidente au carré et par la concentration. La puissance incidente n’est pas celle qui

est présente au foyer de I’objectif mais celle présente a la sortie du Laser qui lui est

proportionnelle.

Longueur Puissance Signal (ASTB : | Signal (fluorescéine

Jonde (nm) | incidente (mW) P O,glml\/(l) (ua) g:4,6|(uM) (way | SASTB)/P/C| S(Fluo)/P*/C
720 520 1,55 3,4 0,057 2,7
740 610 3,5 8,4 0,094 4.9
760 670 3,3 9,4 0,073 4.5
780 700 3,3 10,4 0,067 4,6
800 600 5,2 17,9 0,14 11
820 620 4.6 14,5 0,12 8,2
840 530 2,31 4,65 0,082 3,6
860 460 1,1 1,66 0,052 1,7
880 520 1,15 1,75 0,042 1,4
900 500 0,55 1,2 0,022 1,0
920 380 0,38 1,16 0,026 1,76
940 330 0,2 0,6 0,018 1,2
960 250 0,06 0,16 0,0096 0,56

Tableau 111)A.1: Signaux de fluorescence mesurés pour [’ASTB (0,1mmol/L) et de la
fluorescéine (4,6umol/L) a pH=11. Les signaux sont divisés par la puissance incidente au
carré et par la concentration des solutions. (M : mol/L).C désigne la concentration et P la
puissance incidente.

A partir des signaux S(Fluorescéine) et S(ASTB) ainsi que des valeurs de o,(Fluorescéine)

on obtient 62(ASTB) grace a la relation :

0,(ASTB) S(ASTB)/ P* /[ASTB]
o, (Fluorescéine)  S(Fluorescéine)/ P* /[ Fluoresceéine]

P désigne la puissance incidente et les quantités entre crochets les concentrations.

Les résultats sont présentés au tableau I11)A.2.

111



L’incertitude sur les valeurs est importante. L’incertitude relative sur la mesure du signal de
fluorescence est de 6% pour la fluorescéine et ’ASTB et les valeurs de [Xu, 1996] sont
entachées d’une erreur relative minimale de 25%, ce qui nous conduit & une incertitude

relative minimale de 37% sur la section efficace de I’ASTB.

Longueur d'onde 6,(Fluo)(GM) 6:(ASTB)(GM)
(nm) (Xu, 1996) (25%) (37%)
720 17 0,36
740 27 0,52
760 32 0,52
780 33 0,48
800 32 0,43
820 26 0,38
840 12 0,27
860 7 0,21
880 10 0,31
900 14 0,30
920 23 0,35
940 19 0,29
960 13,5 0,23

Tableau 111)A.2 : section efficace de fluorescence excitée a deux photons pour I’ASTB,
obtenue a partir de celle de la fluorescéine a pH=11.

Nous représentons sur la figure III)A.10 la section efficace de fluorescence excitée a deux

photons de ’ASTB en GM (1GM=10""cm"s/photon).

—#&— Section efficace de fluorescence excitée a deux photons

de I'ASTB dans le glucose
035 T T T T T T T T T T

Section efficace (GM)
o o
8.8
/
./I
N\

0,00 . . . . . . . . . . .
700 750 800 850 900 950 1000

Longueur donde (nm)

Figure 111)A.10 : section efficace de fluorescence excitée a deux photons de I’ASTB dans le
glucose en GM (1GM=10""cm’s/photon).
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Conclusions :

» Nous remarquons sur le tableau III)A.2 que la section efficace de
I’ASTB est entre 40 et 80 fois plus petite que celle de la fluorescéine.
Cette différence n’est pas du tout rédhibitoire pour une utilisation en
microscopie non linéaire (TPEF). En effet, nous verrons dans la partie
suivante, que I’ASTB présente une remarquable photostabilité¢ ainsi
qu’une trés grande affinité pour les membranes biologiques et une tres
faible toxicité.

» Son utilisation sera optimale vers 750nm ou 920nm (maxima de la
figure II1)A.9), la derniére valeur sera préférée en microscopie, en

raison d’une diffusion moindre aux plus grandes longueurs d’onde.

Aprées avoir caractérisé les propriétés d’absorption et de fluorescence de I’ASTB, nous allons
¢tudier ses propriétés de génération de second harmonique en surface. Cette étude constitue la
point central de ce chapitre : nous allons nous intéresser aux effets chiroptiques et tester le

modele d’oscillateurs couplés introduit au chapitre I.
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III) B. Génération de second harmonique en surface par

I’ASTB

L’ASTB est une molécule dont la chiralité provient d’un couplage excitonique. Le modele de
Kuhn étendu au effets non linéaires permet de prédire une activité optique dans les
expériences d’ORD et de LD (cf. chapitre I partiec B). Nous allons donc réaliser ces
expériences de génération de second harmonique en surface sur un film d’ASTB pour valider
nos modélisations. Nous présentons tout d’abord les résultats des expériences d’ORD, de
CD,; et de LD,;. Ensuite, nous comparons I’activité optique de second harmonique obtenue
aux prédictions théoriques développées au chapitre I. La comparaison avec le modele des
oscillateurs couplés est enfin abordée de facon quantitative en ce qui concerne les spectres de

rotation.

i.  Expériences d’ORD

Nous avons réalisé plusieurs expériences d’ORD-SHG, a différentes longueurs d’onde sur
chaque énantiomere de I’ASTB et sur le mélange racémique. Les expériences d’ORD-SHG
sur un mélange racémique (50%ASTB(+), 50%ASTB(-)) n’ont témoigné d’aucune activité
optique.

Nous avons utilisé 1’énantiomere (-) et mesuré la rotation optique entre 700 et 1000 nm, et
entre 750 et 1000 nm pour I’énantiomere (+). Sur la figure II)B.1, ’intensité du signal de
SHG est représenté en fonction de 1’angle de 1’analyseur, pour une polarisation incidente p a
800 nm de puissance 800 mW et I’énantioméere (-). Sur la figure III)B.2, il s’agit de

I’énantiomére (+), pour une polarisation incidente p a 720 nm et 320 mW.
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Figure 111)B.1 : ORD-SHG, intensité du signal de second harmonique pour I’énantiomere (-)
de I’ASTB. Les points expérimentaux (en noir) sont ajustés par un cosinus carré ou la
rotation est de -48°. L’excitation a lieu a 800nm sous 800mW (100fs a 86MHz). Les
polarisations analysées (s ou p) apparaissent en haut de la figure.
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Figure 111)B.2 : ORD-SHG, intensité du signal de second harmonique pour I’énantiomere
(+) de ’ASTB. Les points expérimentaux (en noir) sont ajustés par un cosinus carré ou la
rotation est de +68°. L’excitation a lieu a 720nm, 380mW. Les polarisations analysées (s ou
p) apparaissent en haut de la figure.



Observations :

» Les courbes possédent une périodicité de 180° (moiti¢ d’une révolution de

I’analyseur), ce qui est naturel, puisque les positions 0° et 180° sont
équivalentes si I’alignement du montage est correct.

Cette périodicit¢ est importante pour vérifier la non dégradation de
I’échantillon au cours de la mesure. Une altération de celui-ci entrainerait une
décroissance du signal avec 1’angle de I’analyseur. Le temps d’exposition du
film est celui requis pour effectuer la mesure. Entre 1’angle d’origine et un
angle de 360°, le film a été illuminé durant 20minutes.

Les courbes ne sont pas symétriques par rapport a la position 180° de
I’analyseur. Cette dissymétrie est une indication de la présence de molécules
chirales.

L’ajustement est obtenu a partir de la formule 1.B-33, et fournit I’angle @y,
indiqués sur les figures précédentes. Les autres parametres extraits seront
exposés dans la derniére partie de ce chapitre.

Nous observons une rotation (®np) de -48°£3°, le signe de cette rotation est
opposé pour 1’autre énantiomere (+) (cf. figure I11)B.2 ou I’énantiomere (+) est
utilisé a 720nm ou I’on observe un @y, de 64°+£3°).

Sur tout le spectre, les rotations pour chaque énantiomeres posseédent la méme
amplitude, et sont de signe opposé.

Nous remarquons une annulation totale du signal pour certains angles de

I’analyseur.

Nous représentons sur la figure II1)B.3 les angles de rotation pour les différentes longueurs
d’ondes étudiées (pour le signal de second harmonique), pour I’énantiomere (-) de I’ASTB.

Nous avons représenté sur le méme graphique les spectres d’absorption du film déposé sur un

substrat et d’une solution d’ASTB dans I’éthanol (7.10"mol/L). Les valeurs de rotations vont

de -14° a 500nm & -68° au maximun a 360nm (pour 10"molécules/cm®!). Les angles sont
connus avec une précision de I'ordre de 12%. Nous effectuons plusieurs mesures sur
différents échantillons, la dispersion des valeurs de @, autour de la moyenne, nous fournit

I’incertitude de la mesure. L’incertitude relative est plus importante pour les faibles valeurs de
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rotation, elle peut atteindre 30% au plus grandes longueurs d’onde. Le maximum de ’angle
de rotation est voisin du maximum d’absorption de ’ASTB en solution dans 1’éthanol. Il

s’agit du plus grand angle mesuré a notre connaissance par cette technique.

0.008 . T . T . T . T . -00
0.006 4 *

0.004 H

Absorbance

0,002 4

() dw gy woryelox op o[Suy

0.000 T

T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550

Longueur d’onde (nm) du signal de second harmonique

Figure 111)B.3 : Spectre d’absorption (en pointillé) d’un film d’ASTB(-), d’une solution
d’ASTB(-) dans I’éthanol( trait plein) et angle de rotation (étoile) du signal de second
harmonique réfléchi par un film d*ASTB (-).

1.  Expériences de CD

Les mesures du signal de SHG réfléchi par un film de chaque énantiomeére, en fonction de
I’angle azimutal d’une lame quart d’onde placée sur le faisceau incident (800nm), sontt
représentées sur la figure III)B.4 pour la composante de polarisation p du signal de second
harmonique (400nm). La figure III)B.5 représente 1’intensité du signal de SHG suivant la

composante de polarisation s.
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Figure 111)B.4 : CD-p, Intensité du signal de second harmonique suivant la polarisation p,
pour des films d’ASTB (-) (en haut), et d’ASTB (+) (en bas), en fonction de I’angle formé
entre une lame quart d’onde et la polarisation incidente rectiligne. Les fleches circulaires
indiquent I’état de la polarisation circulaire incidente droite ou gauche. La longueur d’onde
du faisceau incident est de 800nm.
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Figure 111)B.5 : CD-s, Intensité du signal de second harmonique suivant la polarisation p,
pour des films d’ASTB (-) (en haut), et d’ASTB (+) (en bas), en fonction de I’angle formé
entre une lame quart d’onde et la polarisation incidente rectiligne. Les fleches circulaires
indiquent I’état de la polarisation circulaire incidente droite ou gauche. La longueur d’onde
du faisceau incident est de 800nm.

e Observations :

» Les courbes sont toutes dissymétriques par rapport a 1’origine, cela témoigne
de la présence de molécules chirales.

» Nous retrouvons sur les données expérimentales une périodicité de 180°
suivant I’angle de la lame quart d’onde. Ceci est concordant avec 1’expression
[.B-39.

Cette périodicité traduit également I’alignement correct de I’expérience, et la
non dégradation de I’échantillon durant la mesure.

» Les courbes d’un énantiomere sont opposées a celles de 1’autre énantiomeére

par rapport a la position 0° de la lame quart d’onde.
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» On mesure une différence circulaire de CDp=-110% =+ 20% pour I’énantiomeére

(+) pour composante suivant p et CDs= -85% + 15% pour une polarisation s et

le méme énantiomere (expression 1.B-39).

» Pour ’autre énantiomeére (-), on mesure une différence circulaire CDp= 95% +

15% pour une polarisation suivant la direction p et CD= 95% =+ 15% pour une

polarisation suivant s.

> Les valeurs sont bien de méme valeur absolue, aux valeurs de 1’incertitude

pres, et changent de signe avec 1’énantiomere.

1. Expériences de LD

Les mesures du signal de SHG réfléchi par un film de I’énantiomére (-) en fonction de I’angle

azimutal d’une lame demi onde placée sur le faisceau incident (800nm) sont exposées sur la

figure II1)B.6 selon les polarisations p ou s.
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Figure 111)B.6 : LDy, Intensité du
signal de second harmonique suivant
la polarisation p, pour des films
d’ASTB (-) (en haut), et LDs d’ASTB
(-) (en bas), en fonction de I’angle
formé entre une lame quart d’onde et
la polarisation incidente. Les valeurs
+45°n haut de la figure indiquent
I’état de la polarisation rectiligne
incidente. La longueur d’onde du
faisceau incident est de 800nm.
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Observations :

» Les courbes ne sont pas symétriques par rapport a la position de 0° de I’axe de

la lame. Il s’agit de la preuve d’une présence de molécules chirales.

Nous retrouvons sur les données expérimentales une périodicité de 180°
suivant I’angle de la lame demi onde. Ceci est cohérent avec 1’expression I.B-
40.

Cette périodicité témoigne d’un alignement correct de 1’expérience, et d’une
non dégradation du film.

Pour I’énantiomere (-), on mesure une différence lin€aire pour la composante

suivant la polarisation s de LD = 90% + 15%.

Remarques :

» La courbe de LD obtenue pour I’autre énantiomere présente la méme symétrie

que celle mentionnée auparavant pour les expériences de CD.

On trouve pour I’énantiomere (+) LDs = -116% + 15%. Les valeurs de LD;
sont bien de signes opposés par rapport aux valeurs précédentes.

La comparaison des valeurs LD, entre les deux énantiomeére est plus délicate.
Cela provient de I’incertitude importante liée a la détermination de la valeur de
LD, [Kauranen, 1998]. En effet, nous voyons sur la figure 1I1)B.6 qu’il faut
mesurer I’intensité du signal de SHG 1a ou il est extrémement faible (-45°), le

bruit prend alors une importance majeure, et perturbe la détermination de LD,,.

A partir des ajustements proposés dans la partie B du chapitre I, nous allons pouvoir extraire

de nombreuses informations sur les mécanismes physiques mis en jeu.
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iv. Activité optique

e (Coefficients f :

A partir des mesures de d’ORD, obtenue sur la figure III)B.1 a 800nm et d’un ajustement
donné par I’expression 1.B-33 nous pouvons en déduire les valeurs des coefficients fs, f.
Comme nous mesurons une intensité, le signal est mesuré a une phase pres, c’est la raison
pour laquelle nous choisissons arbitrairement de considérer f,réel de valeur unitaire.

A partir des expériences d’ORD, I’ajustement fournit une valeur de f’’s nulle, et une partie

réelle f’s valant -1,12 £ 0,07.

e (Observations :

» 1l est possible de comparer I’angle de rotation obtenu en SHG avec ’angle de
rotation du plan de polarisation d’une lumiere polarisée rectilignement traversant
une cuve contenant une solution d’ASTB (dans le domaine linéaire). La densité
surfacique des films étudiés vaut 1,510 g/cm?. A partir du pouvoir rotatoire
spécifique de ’ASTB(+) de -3080 (10! °cm?/g) 4 546 nm, on trouve une rotation
de I’ordre de 3.10” ° pour une solution d’ASTB de concentration 1,510 g/cm’
contenue dans une cuve de 10cm. Nous avons mesuré une rotation de 13° a 475
nm (point le plus proche de 546 nm) dans I’expérience d’ORD-SHG, cette valeur
est de 6 ordres de grandeur plus élevée que 1’équivalent en optique linéaire pour
le méme nombre de molécules. Ceci vient du fait que dans les expériences
d’ORD nous pouvons étre sensibles aux termes exclusivement chiraux. Par

exemple, d’apres I’expression 1.B-28 donne :
I, 2w) fSZE;(a))

fs ne contenant que des termes chiraux.

» Une valeur de rotation et de différence linéaire non nulles attestent (d’apres les
modeles invoqués au premier chapitre partie B) d’une chiralité résultant d’un
couplage excitonique entre oscillateurs. Des lors, I’activité optique trouve son
origine dans des effets dipolaires électriques, et non dipolaires magnétiques ou
quadrupolaires électriques.

» Si des effets dipolaires magnétiques ou quadrupolaires électriques étaient

présents, ils seraient en quadrature de phase avec les composantes provenant
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d’effets dipolaires électriques. Ceci correspondrait notamment a des valeurs
complexes de fs. En d’autres termes, la polarisation émergente du signal de SHG
ne pourrait alors pas étre rectiligne. Elle serait elliptique pour un faisceau
incident polaris¢ p. Dans nos expériences, le signal de SHG est polarisé
rectilignement, la polarisation a simplement tourné dans la base (s,p) par rapport
au faisceau incident. La preuve en est I’extinction totale du signal de SHG pour
certaines positions de [’analyseur. Ceci prouve I’influence mineure des
contributions dipolaires magnétiques et quadrupolaires électriques dans les
termes chiraux.

Les ajustements viennent confirmer ce résultat. fs et f, sont en phase, ce qui prouve

I’importance des composantes dipolaires €lectriques (par rapport aux composantes

dipolaires magnétiques ou quadrupolaires électriques).

e Comparaison avec le modéle local de couplage excitonique :

Fort de ces déductions, nous pouvons essayer de retrouver les valeurs de @y, en utilisant le
modele d’oscillateurs couplés interagissant de fagon locale avec le champ incident, développé

au chapitre I, [Hache, 2003].

Si I’on suppose que ’ASTB se fixe par les deux groupements amines terminaux sur la
surface, une relation entre y et 0 existe, y ne peut pas étre considéré comme libre en prenant
n’importes quelles valeurs entre 0 et 360°. Apres divers essais, le choix de la valeur de 0 ne
s’est pas montré déterminant dans la prédiction des valeurs de ®,,. Une valeur de 30° est bien
adaptée pour retrouver les résultats expérimentaux. Par contre, pour une valeur de 0, il
correspond une seule valeur de y (=-60°) qui est fixée par la géométrie moléculaire et les
groupements reli€s au substrat.

En utilisant les valeurs des distances entre les oscillateurs et de 1’angle o = 30° que fait chaque

dipdle avec I’axe Ox et Oy, il est possible d’estimer la valeur du potentiel d’interaction, et

d’en déduire la valeur du paramétre km (14J/m?) (figure III)B.7). On estime la valeur de ma;

. . : K .
a 40J/m?* a partir du spectre d’absorption. On obtient une valeur de —-~0,35. Cette derniere
W,
valeur correspond a un couplage fort. La présence des deux pics ¢éloignés dans le spectre
d’absorption témoigne justement d’un couplage intense entre les états propres de chaque

oscillateur (I’écart entre les pics d’absorption est d’autant plus grand que le couplage est

important).
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Figure 111)B.7 : représentation de I’ASTB dans le repere moléculaire et schématisation des
oscillateurs couplés.

Les résultats de la simulation de I’angle de rotation @y, et d’absorption sont représentés en

fonction de la longueur d’onde sur la figure I11)B.8.
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Figure I11)B.8 : Résultats de la simulation (modele de Kuhn d’oscillateurs couplés en
interaction locale avec le champ incident).La zone grisée correspond au domaine de longueur
d’onde explore expérimentalement.
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Analyse :

»  Nous constatons le bon accord avec les résultats expérimentaux. A 400nm la
modé¢lisation prévoit une rotation de 70° et le résultat expérimental est de 55°
+ 10 °. A 360nm on prédit 80° alors que la mesure donne 64°+ 3°. Ce résultat
est d’autant plus satisfaisant que les prédictions sont basées sur un modele
phénoménologique relativement simple.

»  Nous remarquons qu’il n’y a pas d’évolution brusque de la rotation au
voisinage de la résonance, malgré des effets de résonance sur les coefficients
fy et fs. Ceci vient du fait que 1’on forme le rapport entre ces quantités pour

obtenir la rotation ®py,.

Nous trouvons expérimentalement que les termes dipolaires €lectriques sont dominants dans
la molécule d’ASTB. La considération d’une interaction purement locale est parfaitement

justifiée ici. En effet, dans notre géométrie, les termes d’origine chirale interviennent

uniquement dans I’expression du tenseur y;,; local, et ceux achiraux sont aussi présents dans

la susceptibilité locale. Nous avons montré¢ expérimentalement que les termes dipolaires
magnétiques quadrupolaires électriques ont une importance mineure. Il est donc justifié¢ de ne
pas les considérer dans le modele utilisé. Ceci est également en accord avec une estimation de
I’ordre de grandeur des termes non locaux. Ils sont de 3 ordres de grandeurs inférieurs aux

termes locaux. En effet, ils sont en rapport A/d (locaux/non locaux), avec ici d=1A et

A=8000A.

Conclusion :

Nous avons pu observer la trés grande sensibilit¢ de la génération de second harmonique en
surface a la chiralit¢ moléculaire. Cette sensibilité est sans commune mesure avec celle
rencontrée en optique linéaire. Ceci est la résultante de deux phénomenes.

Le premier est qu’il est possible, dans les molécules chirales, ou il existe un couplage
excitonique, d’obtenir des contributions a 1’activité optique d’origine dipolaire électrique
(résultantes d’une interaction locale entre le champ et la molécule d’ASTB). Cette
contribution est de plusieurs ordres de grandeur (3 dans notre exemple) supérieure aux effets
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d’origine dipolaire magnétique et quadrupolaire électrique (tous deux résultants d’une
interaction non locale avec le champ extérieur) qui sont les seuls a contribuer a I’activité
optique en optique linéaire.

Le second phénoméne tient a la géométrie surfacique adoptée. Par un jeu adéquat de
polarisations nous pouvons étre particuliérement sensibles aux termes chiraux. Ceci est
d’autant plus efficace que le moyennage orientationnel sur une surface permet d’ajouter les
différentes hyperpolarisabilités et non de les soustraire comme c’est le cas dans les liquides

[Belkin, 2001].

Une rotation et une valeur de LD non nulles permettent a elles seules de trancher en la faveur
d’un couplage entre oscillateurs ou bien d’un mouvement hélicoidal des charges. Elles sont la
signature d’une chiralité provenant d’un couplage excitonique. Nous sommes donc sensibles a
I’origine de la chiralité dans nos expériences. De plus, c’est la premicre fois que nous validons
expérimentalement le modéle Kuhn étendu au non linéaire. Ce modeéle nous permet de
retrouver qualitativement les résultats des expériences d’ORD de CD et de LD. En faisant une
hypothése trés simple sur le dépot des molécules, notre modele nous permet de retrouver
quantitativement nos résultats. L’utilisation de I’ASTB en microscopie comme marqueur

membranaire chiral peut alors étre étudiée dans la partie suivante.
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[IT) C. Utilisation de ’ASTB en microscopie

Au chapitre I dans la partie D, nous avons précisé les propriétés que doit posséder un colorant
pour la microscopie non linéaire. Nous allons donc étudier les propriétés de I’ASTB en temps
que marqueur membranaire. Nous nous intéressons, tout d’abord, a son insertion membranaire
dans des vésicules géantes ou des cellules épithéliales, a partir des images de TPEF. générés
lorsque I’ASTB est insérée dans les membranes modéeles de vésicules, nous discutons son
orientation. L’imagerie de SHG sera abordée dans un deuxiéme temps. Nous présentons aussi
un exemple de suivi de déformation d’un nceud de Ranvier pour illustrer la viabilité de ce type

de marqueur.

1. Insertion membranaire

Nous avons déja mentionné la trés faible solubilité de I’ASTB dans 1’eau. Sa solubilité¢ dans
I’éthanol ou le DMSO n’est pas compatible avec une utilisation en biologie ou ces solvants
détruisent les membranes naturelles. Il faut donc proposer une méthode de marquage non

destructive en mettant en contact ’ASTB avec les membranes.

e Marquage a I’aide de cristaux insolubles :

La premicere méthode consiste donc a faire interagir le colorant sous forme solide avec les
objets naturels ou artificiels a colorer. Des grains d’ASTB peuvent étre mis dans une solution
aqueuse contenant les cellules, et une 1égere agitation facilite les échanges entre les cristaux
d’ASTB et les membranes. Le mouvement de convection ne doit pas €tre trop brusque sous
peine de détérioration des cellules. Cette méthode s’est révélée expérimentalement étre
efficace, mais de nombreux grains restent en solution et masquent 1’observation des

membranes en raison du signal trés intense qu’ils générent en microscopie non linéaire.

e Marquage par I’intermédiaire du glucose :
Expérimentalement, nous avons mis au point une seconde méthode plus performante. Elle
utilise le fait que I’ASTB est soluble en milieu aqueux lorsque celui-ci contient du glucose.

L’ASTB adopte alors sa forme acide et trés probablement, il forme un complexe avec le

glucose. De plus, I’ASTB conserve, a priori, sous cette forme une bonne affinité pour les
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membranes. Une partie de I’ASTB complexée ira s’insérer dans les membranes. L’utilisation
du glucose dans les milieux biologiques ne pose aucun probléme de toxicité. Il suffit ensuite
de diluer la solution avec de 1’eau pure ou de 1’eau contenant du sucrose (C;2H24012, ’ASTB
étant insoluble dans le sucrose) pour rincer, en quelque sorte, la solution. La concentration en
ASTB devenant ainsi plus faible dans le bain, et restant invariante dans les membranes, un
signal provenant spécifiquement des membranes pourra alors étre observé. Notons que cet
argument n’est valable que pour des applications en fluorescence excitée a deux photons et
non en SHG. Dans ce dernier cas le contraste ne nécessite aucun ringage, puisque le bain
(méme constitué de molécules chirales) ne peut générer aucun signal de second harmonique.

Le glucose sert d’agent de transfert de phase (comme les cyclodextrines avec d’autres
colorants comme les ANEPPS, [Moreaux, 2002]), il permet de solubiliser I’ASTB dans une

phase aqueuse, et de la transférer vers une phase lipidique membranaire.

Nous présentons sur la figure III)C.1 un exemple de GUV marquée par un énantiomére de
I’ASTB(-). Il s’agit d’une image réalisée en TPEF. Nous avons ajouté a la solution de GUVs
(DOPC) une solution saturée en ASTB dans du glucose a 0,1mol/L. Les vésicules contiennent
une solution de sucrose a 0,Imol/L. Le mélange est ensuite rincé 2 fois avec une solution
aqueuse de sucrose a 0,1mol/L. Il faut toujours utiliser des solutions de méme concentration
en sucre afin d’éviter tout choc osmotique. Le ringage avec de 1’eau pure ne serait donc pas
possible ici.

La préparation est observée avec le microscope a balayage décrit dans la partie C du chapitre
II. Nous utilisons un objectif @ immersion a eau Olympus 60X d’ouverture numérique 0.9. Le
signal de fluorescence est collecté vers 1’arriere au travers d’un filtre E700sp et HQ535. Nous
utilisons deux polarisations rectilignes incidentes a 90° 1’'une de [’autre. Les états de
polarisation sont représentées par une double fléche blanche sur la figure III)C.1. La longueur
d’onde du laser incident est de 800nm et la puissance au foyer de I’objectif est de 30mW.

Une image de vésicules identiques sans colorant a été réalisée, les membranes des vésicules
sont invisibles en TPEF en I’absence de coloration. Il n’y pas de fluorescence naturelle des
membranes dans la zone spectrale considérée (excitation a 400nm et observation entre 500 et

550nm).
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Figure I1)C.1 : Image de fluorescence a deux photons d’une vésicule unilamellaire géante
(DOPC, en solution dans du glucose[0,1mol.L"], contenant du sucrose[0,1 mol.L] et
marquée par le colorant ASTB (-)) pour deux directions orthogonales de polarisation du laser
(indiquée par la double fleche). Puissance d’excitation 30mW a 800nm. Temps d’acquisition
0,6s. Echelle de longueur 14um. Filtre utilise HQ535. Objectif 60X ON : 0.9 a immersion
dans l’eau.

e (Observations :

» Nous observons que la membrane des vésicules ressort particulierement
contrastée du bain (C=1,8 par rapport au bain). Le marquage par
I’intermédiaire du glucose est donc un procédé efficace. Ce contraste peut
étre amélioré en augmentant la dilution de la solution (par ajout d’une
solution de sucrose) contenant les vésicules. La concentration en marqueur
dans le bain extérieur sera ainsi réduite, le signal de TPEF de cette zone
diminuera alors que celui provenant de la membrane ne sera que trés peu
modifi¢. Ce résultat expérimental est la traduction d’une meilleure affinité
de ’ASTB pour les membranes que pour une solution aqueuse de sucrose.

» L’intérieur des vésicules contenant du sucrose, I’ASTB n’y est pas soluble.
Ceci explique 1’absence totale de signal de fluorescence provenant de cette
zone (Contraste=5,5 entre la membrane et I’intérieur).

» On observe encore quelques grains de colorant trés lumineux sur 1’image,
ceux-ci proviennent d’un filtrage imparfait de la solution saturée de glucose

contenant le colorant.
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» Les observations en lumiére polarisée montrent que les deux polarisations
ne sont pas équivalentes. Pour une polarisation horizontale, les pdles
émettent une intensité plus grande qu’a 1’équateur (rapport de 2,5 en
moyenne sur plusieurs pixels de chaque zone). Pour une polarisation

incidente verticale, ¢’est I’inverse.

Observons comment I’ASTB interagit avec une membrane naturelle, celle d’une cellule

¢épithéliale humaine.

e Coloration d’une cellule épithéliale :

Des cellules épithéliales sont prélevées sur la paroi interne de la joue, puis sont déposées dans
une boite de Pétri contenant 0,5mL d’eau distillée. Les cellules sédimentent au fond de la
boite. Un ajout d’une solution aqueuse saturée d’ASTB de 50uL contenant 0,1mol/L de
glucose est effectué pour colorer les cellules. Aprés un temps d’attente d’une dizaine de
minutes, la préparation est observée sous une excitation a 800nm (15mW), la fluorescence est
détectée a travers un filtre HQ535. Un objectif de grandissement 60X est utilisé¢ en immersion
dans la préparation. L’image obtenue est présentée sur la figure III)C.2, elle résulte de la

projection du maximum d’intensité d’une pile de 50 images réalisées tous les microns.

Figure 11)C.2: Image de cellule
épithéliale humaine colorée avec
I’ASTB(-). Projection de [’intensité
maximale a partir de 50 images
espacées de lum (épaisseur=50um,).
Puissance d’excitation 15mW. Temps
d’acquisition 2s par image. Echelle
de longueur : 14um. Non rincée.
Excitation 800nm. Filtre HQ535.
Objectif 60X a immersion a eau.

» Nous observons une nouvelle fois I’efficacit¢é de I’ASTB pour le marquage

membranaire. Il s’agit ici de membrane naturelle et non artificielle.
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» Le colorant s’est bien inséré dans la membrane externe de la cellule, mais il a
¢galement marqué les membranes des organelles internes de la cellule.

» Il colore de fagon trés efficace le noyau de la cellule qui ressort clairement.

» Comme il colore I’intérieur des cellules, il diffuse donc facilement a I’intérieur
de celle-ci. Le temps de diffusion est inférieur a une dizaine de minutes. Les

membranes cellulaires sont donc perméables a ’ASTB.

Utilisons ces informations pour discuter I’orientation de I’ASTB a la surface des vésicules.

» Comme I’ASTB diffuse a travers les membranes naturelles, il est possible
d’émettre deux hypothéses sur la position des molécules de colorant par
rapport a la bicouche lipidique. La premiere hypothése considere I’ASTB sous
forme chargée (forme acide). Dans ce cas, il existe des interactions
¢lectrostatiques entre les charges du colorant et celle des tétes des
phospholipides (I’atome d’azote a I’extrémité de la téte polaire est chargé
positivement et un atome d’oxygene est chargé négativement). A 1’opposé, les
atomes d’azote chargés du colorant sont en interaction répulsive avec les
chaines carbonées des lipides (neutres et apolaires) et il est peu probable que le
colorant s’insére a I’intérieur de la bicouche a proximité des chaines carbonées.
Ceci implique que I’ASTB se dispose sur les surfaces interne et externe de la
membrane du coté des tétes polaires des lipides. Cependant, la disposition
précise du colorant par rapport aux tétes des phospholipides ne peut étre
déterminée sans études complémentaires. Nous pouvons considérer, dans une
seconde hypothése que I’ASTB réagit pour retrouver une forme neutre. Il est
alors possible d’envisager une insertion du colorant entre les deux
monocouches.

» L’ ASTB ne s’insére pas de fagon aléatoire dans les membranes, autrement
tout le périmétre de la vésicule rayonnerait un champ identique quelque soit
I’¢état de la polarisation incidente.

Les observations en lumicre polarisée nous permettent d’émettre différentes
hypotheses sur I’orientation de I’ASTB vis-a-vis de la surface. Nous pouvons
envisager que le plan (xoy) (dans le repere moléculaire voir : figure II1)C.3) est
approximativement normal au plan de la membrane. Considérons un dipole

dans le plan de chaque chromophore (x0z) et (yoz), aux pdles, chaque dipdle
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formerait un angle important avec le champ ¢électrique incident horizontal et ils
formeraient un angle de faible valeur a 1’équateur (figure II)C.1 gauche).
L’excitation serait alors beaucoup plus efficace a I’équateur qu’aux podles. Dans
cette hypothése, les zones polaires seraient plus lumineuses que les zones
équatoriales. Cette hypothése est donc en désaccord avec les observations
réalisées sur les vésicules géantes (figure III)C.1 gauche). Nous pensons donc
que I’insertion du colorant dans la membrane se fait avec un angle faible entre
le plan (xo0y) et le plan de la membrane. Cette hypothese est en accord avec une
intensité rayonnée importante aux poles (angle faible entre les dipoles et le
champ incident) et une intensité faible a I’équateur (angle important entre les

dipdles et le champ incident) dans le cas une excitation horizontale.

Figure 111)C.3 : formule semi développée de I’ASTB (sous forme chargée) dans le
repere moléculaire. La forme neutre ne possede pas les deux atomes d’hydrogene fixés

aux atomes d’azote qui deviennent alors neutres.

Conclusion :

I’ASTB s’insere efficacement dans les membranes phospholipidiques naturelles ou
artificielles. Les bicouches lipidiques sont perméables a I’ASTB. Les images obtenues en
lumiére polarisée indiquent que les molécules d’ASTB sont orientées parallélement au plan de
la membrane (plan (xoy) paralléle au plan membranaire). Leur disposition exacte est
cependant difficile a déterminer uniquement a partir d’expériences d’optiques. Des calculs de
constantes d’acidité (pK,) a I’intérieur de la membrane sont en cours dans 1’équipe de C.

Andraud pour déterminer si I’ASTB pénétre bien a I’intérieur de la bicouche.
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1. Imagerie de second harmonique

Nous allons présenter les résultats obtenus en imagerie de second harmonique. A partir du
modele introduit pour retrouver les résultats expérimentaux d’ORD-SHG, nous allons calculer
les composantes de la susceptibilité d’ordre 2 résultant de différentes orientations du colorant
par rapport a la membrane. Nous pourrons alors comparer ces résultats a ceux déduits de

I’observation des images de TPEF précédentes.

e Observation d’un grain de colorant :

Nous avons imagé un grain de colorant d’ASTB (-) dans les mémes conditions que dans les
expériences précédentes. L’image obtenue est présentée sur la figure III)C.5. Nous avons
évalué les profils de I’intensité émise le long d’une ligne médiane traversant le grain de

colorant. Les résultats sont présentés sur la figure II1)C.3.C.
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Figure INC.5: A : fluorescence (TPEF) d’un grain de colorant d’ASTB(-). B : Image
de second harmonique. C : Profil de [’intensité détectée le long de la ligne dessinée en
blanc. Objectif 60X Olympus O.N.: 0.9 a immersion a eau. Excitation 860nm.
Puissance du laser : 50mW, temps d’acquisition 10us/pixel. Filtre interférentiel
HQ430/20 (B), Filtre HO535(A). Barre d’échelle 7um.
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e Remarques :

» Un cristal de colorant d’ASTB(-) génére bien un signal de second
harmonique.

» Celui-ci étant cohérent, des d’interférences ont lieu entre les différents
centres émetteur ce qui donne a I’image de SHG une structure non
observable en TPEF (cf figure II1)C.3.C).

» On remarque que le contraste en SHG est supérieur a celui obtenu en
TPEF. On observe sur le graphique C, un fond continu de 50 photons par
pixel en moyenne en TPEF, alors que ce nombre tend vers 0 pour le fond

de SHG.

e Observation des vésicules en SHG avec un énantiomeére de I’ASTB :

Nous nous plagons dans les mémes conditions expérimentales que pour les images présentes
de la figure III)C.1, et cherchons a détecter un signal de SHG en transmission a travers un

filtre interférentiel a 400nm. Nous ne détectons pas de signal de SHG.

En raison de la présence d’un signal de second harmonique provenant d’un grain de colorant,
il est légitime de penser que c’est la disposition de I’ensemble des molécules de colorant
illuminées a la surface de la membrane qui est a I’origine de 1’absence de signal de SHG dans
les vésicules. Le signal de SHG provenant d’un phénoméne cohérent (a la différence de celui
de TPEF) il faut tenir compte de 1’organisation de I’ensemble des molécules pour interpréter
I’absence de ce signal. Nous considérons pour cela, de nouveau, le mod¢le introduit au
chapitre I (valider dans la partie précédente) pour rendre compte de I’activité optique d’un
film de colorant en SHG [Hache, 2003]. Cette fois, nous étudions 1’effet de I’angle 0 sur les
composantes de la susceptibilit¢ d’ordre 2. Une valeur de 0 fixe 1’angle vy, et nous sommes
sensibles a I’effet du moyennage suivant .

Nous trouvons, en accord avec le raisonnement mené dans la partie C du chapitre I que les
composantes achirales dipolaires électriques changent de signe si I’on effectue une symétrie
par rapport au plan de la membrane quelque soit I’angle 0. Les composantes dipolaires
¢lectriques achirales s’annulent donc pour I’ensemble de la bicouche. Les composantes

chirales dipolaires électriques sont de méme signe, elles s’ajoutent donc constructivement
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pour I’ensemble de la membrane. Nous étudions I’influence de 6 sur la composante y"”

=xyz

(chirale). Les résultats sont présentés dans le tableau III)C.1.

0(°) 10 20 30 40 50 60 70 80 90
}_((2)

= 1 1,5 2,4 34 4,4 5,5 6,3 6,9 7,1
(u.a.)

Tableau 111)C.1 : résultats de la simulation sur la composante y'> en fonction de .

Nous voyons que dans le cas ou le plan (xoy) se rapproche du plan membranaire (6 = 10°),

comme nous 1’avions proposé a partir de 1’analyse du signal de fluorescence, la composante

7@ est de valeur trés faible par rapport au cas ot le plan (xoy) est normale & la surface (6 =

=z
90°). Il y a un rapport 7,1 entre les composantes correspondant a chacune de ces cas, et dont
un rapport 50 sur I’intensité du signal de SHG. Nous pensons donc que c’est une orientation

des molécules avec un angle 6 de faible valeur qui lors du moyennage orientationnel des

hyperpolarisabilités, conduit a une valeur de ;((2) faible. Ceci permet d’expliquer ’absence

de signal de SHG rayonné par les membranes colorées par I’ASTB, en accord avec

I’orientation proposée a partir des expériences de TPEF.

ni. Toxicité

La toxicit¢é de I’ASTB a été testée sur plusieurs types de cellules. Nous avons imagé
différentes cellules isolées du tissus de la grenouille en présence d’ASTB : cellules cardiaques
auriculaires, fibre musculaire isolée, noeud de Ranvier du nerf sciatique. Nous n’avons pas
détect¢ de modification morphologique entre les images en lumicre incohérente en
transmission et celles obtenues apres coloration en TPEF.

Ce méme type d’expériences n’a montré aucune variation morphologique des cellules
¢épithéliales humaines lors d’une illumination a 800nm et avec une puissance de 15mW
(figure II)C.2).

L’enregistrement des potentiels de repos et d’action du tissu auriculaire de grenouille
indiquent que ’ASTB (aux concentrations de 1, 10 et 50umol/L) n’affecte pas le potentiel de

repos et ne modifie pas significativement la durée du potentiel d’action.
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Conclusion :
L’ASTB est donc un colorant non toxique pour I’imagerie de cellules excitables. Aux
concentrations utilisées, il apparait bien adapté pour mener des études morphologiques

cellulaires puisqu’il n’induit aucune déformation.

e Photostabilité :

Au cours des expériences sur un grain de colorant nous n’avons observé aucune dégradation
du signal de TPEF ou de SHG, et cela sous une illumination de 50mW au foyer ce qui
correspond a une intensité de 4.10*W/cm? (répartition de la puissance sur un diamétre de
400nm au foyer de I’objectif 60X) a raison de 10us d’éclairement par pixel, et d’une
exposition discontinue (20 images) de 200us par pixel. Ces parametres sont des majorants de
ceux utilisés typiquement en imagerie cellulaire surtout en ce qui concerne la puissance
incidente.

Pour les images de cellules épithéliales figure III)C.2, une exposition a une intensité de
1,210*"W/cm? pour 10us d’exposition par pixel et d’'un temps total de 50us (5 images) par
pixel, ne modifie pas I’intensité du signal de TPEF. Dans les mémes conditions, un colorant
comme le RH237 (Molecular Probes) émet une intensit¢ de SHG diminuée par un facteur 2
apres 5 expositions successives.

Ceci prouve une exceptionnelle photostabilité¢ de la molécule d’ASTB aux intensités requises
en microscopie. La grande robustesse de sa structure chimique (cycles des proflavines et pont

diazocine) explique ce résultat.
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iv. Exemple

L’ASTB va étre maintenant utilisée sur un nceud de Ranvier. Cet exemple montre la
possibilité d’un suivi temporel de la déformation de cette structure aprés 1’introduction d’une

toxine.
e Déformation d’un nceud de Ranvier :

Nous proposons un exemple d’utilisation de I’ASTB comme marqueur membranaire sur un
nceud de Ranvier (provenant du nerf sciatique de patte de grenouille). Il s’agit d’une zone de
la fibre nerveuse ou la gaine de myéline s’interrompt. Nous allons suivre la déformation de
cette zone aprés introduction d’une toxine. Le résultat est présenté sur la figure III)C.6.

L’excitation a lieu a 430nm, avec 30mW de puissance incidente.

To : Introduction d’une toxine To + 20 min

Figure 111)C.6 : Neeud de Ranvier d'un fibre nerveuse du nerf sciatique de patte de grenouille
colorée par I’ASTB 5.10-5 mol/L. TPEF (HQ535 et E700sp.) Puissance d’excitation 30mW
860nm. Echelle de longueur : 20um.
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e Observations :

» L’ASTB a bien marqué la gaine de myéline.
» On remarque que la fibre nerveuse n’est pas colorée par I’ASTB.

» Certains points apparaissent plus lumineux, il s’agit peut-&tre de noyaux de
cellules.

Conclusion :
L’ASTB est un marqueur membranaire trés polyvalent. Il permet de colorer de

nombreux types de cellules, son efficacité et sa grande stabilit¢ en TPEF permettent des

¢tudes morphologiques en microscopie non linéaire.

Nous allons proposer différentes voies d’amélioration de I’ASTB comme perspectives

de ce travail expérimental.



[IT) D. Perspectives

Nous avons vu dans la partie C de ce chapitre, concernant les applications de ’ASTB en
microscopie, que ce colorant se révélait trés peu toxique, doué d’une tres bonne insertion
membranaire accompagné d’une excellente photostabilité. Par contre, son orientation sur la
membrane est un élément défavorable pour la génération d’un signal de second harmonique.
A cela il convient d’ajouter une faible efficacité intrinseque en SHG du colorant provenant de

sa structure chimique.

1.  Efficacité en SHG

L’ASTB a été synthétisée dans une but précis: former un ensemble chiral de deux
chromophores interagissant par couplage excitonique. Pour viabiliser ce colorant, il faut
synthétiser de nouvelles molécules sur la base de I’ASTB mais possédant une efficacité¢ de
SHG supérieure. Pour observer un signal de SHG provenant d’'une membrane cellulaire, deux
aspects sont a considérer : I’efficacité intrinséque du colorant et I’efficacit¢ d’un ensemble de
molécules contenues dans le volume d’excitation. Ce dernier aspect est indissociable de son

insertion membranaire et sera traité dans une seconde partie.

La faible efficacité de ’ASTB en SHG peut s’expliquer par un moment dipolaire dans I’état
excité de faible valeur. Si I'on considére la structure de I’ASTB (figure III)D.1), les
groupements amines et les atomes d’azotes du pont diazocine sont donneurs d’électrons
(¢lectrons du doublet libre de 1’azote). L’atome d’azote de la pyridine (en jaune) est accepteur
suivant les valeurs du pH. Sur chaque bras de la molécule les cycles sont plans et permettent
une délocalisation des charges d’un groupement a ’autre. D’autre part, le passage de charges
d’une proflavine a I’autre est impossible via le pont diazocine. En outre, ces groupements ne
contribuent pas a la délocalisation d’une charge importante, il faudrait par exemple préférer a
un groupement amine (NH;) un groupement nitrés (NO;), ce dernier possédant une charge

négative délocalisable beaucoup plus grande.
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Une telle molécule n’est pas un produit commercial, chaque molécule nécessite un important
travail de recherche en synthése asymétrique qui ne répondra pas forcément a toutes nos
attentes.

Un groupement nitro a la place d’un groupement amine, doit forcément modifier la réactivité
du colorant vis-a-vis des composés présent dans les cellules. Rien n’indique qu’un colorant
plus efficace pour le second harmonique ne sera pas un véritable poison pour la cellule

(toxicité éventuelle de NOy").

Une autre voie a explorer pour améliorer ’efficacité de ce colorant serait d’augmenter la
valeur du moment dipolaire dans 1’état excité, non pas en augmentant la valeur de la charge,
mais en augmentant la taille du dip6le. Pour cela, une voie envisagée serait d’augmenter la
distance séparant les groupes donneurs d’¢électrons des groupes accepteurs. Il faudrait utiliser
des molécules planes (pour assurer la délocalisation) plus longues que les proflavines

actuelles. Ces structures pourraient permettre, en outre, une meilleure insertion membranaire.

YV e —
LN () TRITR NH;,

Figure 111)D.1: forme semi développée de I’ASTB(-), ou les groupements accepteurs
d’électrons sont cerclés en pointillés fins, et les donneurs entourés de gris..
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11. Insertion membranaire

® Moyennage orientationnel favorable :

Si les nouveaux composés construits sur la base de I’ASTB possédent une grande efficacité
intrinseque en SHG, mais qu’ils se déposent comme 1’actuelle molécule sur les membranes, il
est trés probable que le signal de SHG émis par la membrane colorée sera relativement faible
du fait d’un moyennage des hyperpolarisabilités en des susceptibilités d’ordre 2 de faible
valeur (cf. tableau III)C.1). Nous avons montré que pour des molécules suivant le modele de
I’ASTB une orientation normale entre le plan (xoy) et celui de la membrane permet un
moyennage orientationnel conduisant a une valeur de la susceptibilité bien supérieure (6 = 90°
dans le tableau III)C.1).

De plus, si les moments dipolaires de la molécule sont normaux a la surface membranaire, ils
seront colinéaires au champ électrique statique. Cette configuration permet une meilleure
sensibilité au champ transmembranaire qui est une qualité précieuse pour créer un marqueur
sensible au potentiel.

Il parait donc essentiel que ce marqueur s’insere transversalement a la membrane comme c’est
le cas pour d’autres colorants comme les ANEPPS [Moreaux, 2002]. Il est donc important que
les futures molécules possédent des groupements permettant une orientation membranaire

différente.

® [Insertion grace a des chaines carbonées :

L’ASTB doit pénétrer dans les membranes. Pour ce faire, elle doit posséder une affinité pour
les chaines carbonées des phospholipides. Une solution serait qu’elle possede elle-méme des
chaines aliphatiques venant s’insérer entre celles des phospholipides. Ces chaines pourraient
se lier aux atomes d’azote terminaux.

Les nouvelles molécules devront également rester solubles en milieu aqueux. La présence de
chaines carbonées sur la molécule réduisant également la solubilité¢ dans I’eau, il faudra de

nouveau envisager 1’utilisation d’un agent de transfert de phase.

143



® Utilisation de groupements terminaux polaires :

Nous avons propos¢ d’introduire des groupements NO, fortement donneur aux extrémités de
la molécule. L’inconvénient d’une telle substitution serait une interaction avec les chaines
carbonées des lipides trés répulsive, donc une insertion membranaire limitée a une pénétration
jusqu’aux tétes polaires des lipides. Peut-étre que 1’ajout de chaines carbonées sur un des deux
atomes d’azote terminaux, et la fixation de deux atomes d’hydrogéne sur le second, serait une
solution. Chaque chromophore de la molécule serait sensible a un champ différent, 'un des
deux serait plus sensible au champ transmembranaire. Le colorant demeurerait chiral, mais le
modele d’oscillateurs identiques couplés serait a réviser. Si un tel colorant pouvait étre
synthétisé, il serait pertinent de réaliser des expériences de SHG en surface pour étudier ses

caractéristiques.
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Conclusion du chapitre 111 :

Notre compréhension des mécanismes a 1’origine de la chiralit¢ moléculaire a permis de
proposer un modele d’oscillateurs couplés dans le domaine non linéaire. L’ASTB en
remplissant parfaitement son role de molécule test pour notre modéle se présente alors comme
un excellent candidat pour le marquage membranaire en SHG, son activité optique provenant
d‘effets dipolaires électriques. Notre travail sur la spectroscopie non linéaire des molécules
chirales se prolonge par une application en microscopie.

L’ASTB pouvait des lors étre considérée comme le point de départ de la synthése de
nouveaux colorants. Pour savoir quelle voie devrait étre suivie pour les futures molécules
nous avons étudié ses propriétés de solubilité, d’insertion membranaire, de génération de
TPEF et de SHG une fois dans les membranes.

Ces ¢tudes ont démontré que la forme actuelle de ’ASTB lui permettait une utilisation
comme marqueur polyvalent pour 1’imagerie membranaire en TPEF. Cela est dii a sa grande
affinité pour les lipides, sa remarquable photostabilité, sa non toxicité et sa diffusivité
importante a travers les bicouches lipidiques.

Lors de ces expériences nous n’avons pas pu détecter de signal de SHG. L’interprétation de
ces résultats permet de préciser les voies d’amélioration de ’ASTB. Il est primordial
d’optimiser a la fois son insertion membranaire et son efficacit¢é de SHG. Ces deux aspects
¢tant inéluctablement reliés, il faudra étudier simultanément ses propriétés en optique non
linéaire en surface et dans des membranes modeles.

Ce travail constitue donc un protocole expérimental pour la mise au point de nouveaux

colorants chiraux membranaires.
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Chapitre IV
Microscopie non linéaire basee sur des contrastes

endogenes : étude et applications.

Nous avons ¢tudié au chapitre III, un prototype de colorant chiral pour I’imagerie de second
harmonique. Nous voulons montrer dans ce chapitre que 1’utilisation de la microscopie non-
linéaire n’est pas forcément reli¢ a celle de nouveaux colorants. Il est possible, comme nous
I’avons vu dans le chapitre I, d’imager des tissus en microscopie de TPEF ou de SHG, sans
I’adjonction d’aucun composé extérieur. Le contraste est alors endogene, le signal ne
provenant que de protéines naturellement présentes dans les matériaux du vivant. Nous avons
choisi d’utiliser les propriétés optiques non linéaire de deux protéines du tissu conjonctif :
I’¢lastine et le collagéne. Nous avons utilisé également la mysosine pour imager les cellules
musculaires. Plusieurs questions se sont alors posées. Quelles sont les conditions optimales
d’excitation et d’observation de 1’¢lastine ? Le collagéne posséde une organisation chirale,
quel est le role de sa chiralité dans le signal de SHG qu’il génere ?

Nous avons ensuite étudié deux problémes de toxinologie ou le contraste endogéne nous
apporte des informations précieuses impossibles a obtenir aussi directement par d’autres
méthodes.

Dans une introduction générale (partie A) sur les contrastes endogenes, nous allons exposer
les avantages de cette méthode par rapport aux techniques utilisées actuellement en histologie
classique. Notre argumentation s’appuiera sur des exemples précis portant sur la peau et le
tissu hépatique.

Par analogie avec le chapitre précédent, nous allons caractériser dans la partie B les sources
de contraste que sont le collageéne et 1’¢lastine. Nous déterminerons alors les conditions
optimales d’excitation et d’observation de I’¢lastine. L’importance de la chiralité du collagéne
dans le signal de second harmonique qu’il rayonne sera précisée.

Dans la partie C, nous démontrerons 1’utilisation du contraste endogéne en microscopie non
linéaire pour étudier un probléme concret de toxicologie. Nous montrerons les conséquences
dramatiques d’un toxique : le lindane, sur I’appareil vasculaire du rat.

Enfin, dans la derniére partie, le contraste endogéne de SHG sera mis a profit pour étudier un
probléme de toxinologie sur des cellules isolées. Nous montrerons comment la microscopie de
SHG nous permet de suivre avec une grande précision 1’effet de certaines toxines sur des

cellules atriales de coeur de grenouille.
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IV) A. Contrastes endogeénes en microscopie multiphotonique.

Dans la partie 1, nous allons préciser les sources de contraste endogéne identifiées a ce jour, et
quels types d’échantillons elles permettent d’observer. Nous présenterons, a cette occasion,
les contrastes que nous avons utilisées pour nos travaux d’imagerie. Dans la partie ii, des
exemples d’images de peau et de foie seront exposées afin d’insister un nouvelle fois sur les
avantages du contraste endogene en SHG et TPEF. Enfin, en iii, nous comparerons la

microscopie multiphotonique avec les techniques classiques d’histologie.

1. Sources de contraste

L’utilisation de contrastes endogénes en microscopie multiphotonique permet d’imager des
structures en profondeur sans 1’introduction d’aucun colorant extérieur, donc d’aucun élément
perturbateur. Il est possible d’imager des coupes d’artére carotide d’une épaisseur de 1’ordre
de 400 pm (cf. IV)C). Ceci fournit des informations sur la construction et 1I’organisation des
tissus dans leur ensemble. A partir de ces informations, il est possible d’essayer de lier
certaines déformations observées a certaines pathologies. La microscopie non linéaire permet
ainsi d’obtenir des informations morphologiques et (ou) structurales détaillées sur les cellules
et les tissus. La mesure de contracture de cellules musculaires, par exemple, nous donne acces
a une meilleure compréhension du fonctionnement cellulaire. Il est ainsi possible de réaliser
de I’imagerie fonctionnelle.

La microscopie TPEF de chromophores endogeénes peut, par exemple, servir de diagnostic
pour différencier les tissus sains des tissus dysplasiques et néoplasiques en cancérologie, la
fluorescence étant différente suivant le tissu [Richards-Kortum, 1996].

I1 peut étre utile, dans d’autres cas, de relier les modifications spectroscopiques de 1’émission
a certaines pathologies. Certaines études, sur la maladie d’Alzheimer, suivent le spectre
d’émission des indoléamines qui varient suivant leur état de polymérisation, les polymeres
étant impliqués dans la neurodégénérescence [Wrona, 1998], [Zipfel, 2003]. Cette démarche

permet de rendre encore plus spécifique I’imagerie utilisant des agents de contraste endogene.

L’utilisation des propriétés optiques endogenes des tissus ne peut se faire de fagcon rigoureuse

qu’a la condition d’avoir caractérisé les sources de contraste utilisées.
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Plusieurs sources de contraste endogene en SHG ou TPEF ont été identifiées aussi bien dans
les cellules que dans le tissu conjonctif. La plupart des chromophores naturels sont des dérivés
d’acides aminés aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine (émission
dans I’'UV) ou des dérivés de vitamines (B3, B6, dérivant de la pyridine : cycle comportant 5
atomes de carbone et un atome d’azote) qui peuvent émettre entre 400 et 600nm [Deyl, 1980].

Nous précisons dans la partie suivante les sources de contraste en imagerie cellulaire.

e Sources de contraste dans les cellules :

Dans les cellules, il est possible d’exciter la fluorescence de facon non linéaire de plusieurs
constituants comme le NAD(P)H (nicotinamide protonée adénine dinucléotide phosphate,
dont le cycle nicotinamide dérive de la vitamine B3) sous forme réduite [Piston,
1994],|Huang, 2002], [Campagnola, 2002], les flavines, le rétinol, le tryptophane [Maiti,
1997] (acide aminé aromatique) et ses dérivées indoléamines comme la sérotonine et la
mélatonine [Zipfel, 2003]. Leur spectre d’émission de fluorescence est identique a celui en
régime linéaire [Richards-Kortum, 1996]. Les section efficaces de TPEF et les spectres
d’émission des composés présents dans les cellules, utilisables comme sources de contraste
endogene, sont exposées a la figure IV)A.1. D’apres la figure IV)A.1.a, les chromophores qui
possédent des spectres d’excitation disjoints sont excitables sélectivement. Par exemple, le
NADH est excitable en dessous de 700nm alors qu’il est possible d’exciter la riboflavine sur
tout le spectre d’un oscillateur Ti : Saphir méme au-dela de 950nm. Il est également possible,
pour une méme longueur d’excitation, de détecter séparément le signal de fluorescence de la
vitamine D, qui émet a partir de 350nm, du signal émis par le rétinol centré vers 500nm.

En ce qui concerne la SHG, une source de contraste dans les cellules musculaires est localisée

au niveau du complexe acto-myosine, [ Campagnola, 2002], [Both, 2003].
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Figure IV)A.1 : a: section efficace de TPEF de composés utilisés en contraste endogene, b :
spectre d’émission de fluorescence. Mesures effectuées dans 1’éthanol pour le rétinol et la
vitamine D (cholécalciférol), dans une solution saline a pH=7,2 pour les autres. Mesures
provenant de : [Zipfel, 2003].
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e Sources de contraste du tissu conjonctif :

Dans la matrice extracellulaire, il existe deux sources principales de contraste endogéne qui
sont deux protéines : I’¢lastine (structurée en fibrilles ou en feuillets, source de TPEF) et les
collagenes fibrillaires (type I, type II et le mélange des types I et 111, sources de SHG) [Zoumi,
2002], [Campagnola, 2002]. Freund a imagé un tendon de rat dés 1986 avec une résolution de
50 um grace au signal de SHG émis par le collagene fibrillaire présent dans cette structure,
[Freund, 1986]. Collagéne et é¢lastine ont permis d’imager différents types de tissus
notamment : des coupes d’artérioles (collagene I et III et élastine), du cartilage (collagene II),
des os (collagéne I), de nombreux organes comme le poumon (collagene I), la peau (collagene

I et I1I et €lastine), le foie (rétinol, NAD(P)H et collagene) [Zipfel, 2003].

Ce sont ces deux protéines qui retiennent notre attention pour ce travail expérimental
concernant le tissu conjonctif. Ces macromolécules produisent des signaux bien distincts.
Pour une excitation commune, 1’¢lastine émet un signal de fagon isotrope (TPEF), alors que
les fibres de collageéne émettent un signal de SHG essentiellement copropagatif. Ce signal de
SHG est d’autant plus intense que 1’état de polarisation de la lumiére incidente est dans 1’axe
des fibres [Zipfel, 2003]. Lors d’une excitation a 860 nm, les fibres de collagéne fourniront un
signal de SHG a 430nm émis principalement vers 1’avant, alors que 1’on détectera le signal de
TPEF émis par 1’¢lastine de fagon isotrope au-dela de 450 nm. Nous voyons, dés lors, que le
microscope présenté dans la partie C du chapitre II est particulierement adapté pour 1’imagerie
simultanée de 1’¢lastine (signal rétro collecté, filtré a travers un filtre passe haut au-dela de
450 nm) et du collageéne (signal transmis et sélectionné par un filtre interférentiel a 430nm). Il

est cependant possible de détecter le signal de SHG émis par le collagéne en rétro collection

[Guo, 1997].

Le tableau IV)A.1 présente une liste de composés identifiés comme sources de contraste
endogene pour la microscopie non linéaire (TPEF, SHG ou fluorescence excitée a trois

photons), il présente pour certains d’entre eux les sections efficaces de fluorescence a un ou

deux photons [Zipfel, 2003].
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Aox 50% max,

lolecule Process nm* Cross section
Tyrosine 3IPE <700 1% 10784
Tryptophan 3PE 700-740 1% 10784
Serotonin 3PE F00-720 4 % 10784
Idelatonin 3PE FO0-720 7% 10784
E-HIAA 3PE Fo0-720 2% 10784
5-HTOL 3PE FO0-720 5ox 10784
Retirol 2PE TO0-830 7% 10752
Flavins 2PE T00-730 1-8 x 10751
NADH 2FE EA0-730 9% 10752
Pyridoxine 2PE E20-710 8x 10753
Folic acid 2PE FO0-770 7x 10753
Cholecalciferal 2PE =700 6 x 1075
Elastin 2PE TO-7410 —
NFTs 2PE 700-780 —
Lipofuscin 2PE JO0-850 Hight*
Collagen SHG JoO-740 —
Iicrotubules SHG — —
Skel. muscle SHG — —

Tableau IV)A.1 : d’apres Zipfel ( PNAS 2003 100: 7075-7080) liste de constituants naturels
des tissus fournissant un contraste endogene en SHG, 2PE(=TPEF) ou 3PE(absorption
simultanée de 3 photons), les sections efficaces sont exprimées en cm’s (2PE) et en cm’s
(3PE), lex désigne la plage de longueur d’onde d’excitation accessible a un laser Ti : saphir
pour laquelle la section efficace vaut 50% de sa valeur maximale.

L’imagerie simultanée du collagéne et de 1’¢lastine s’avere étre une méthode de choix pour
observer les tissus qui contiennent ces deux protéines (peau et vaisseaux par exemple).
L’utilisation des propriétés optiques endogenes est particulierement adaptée car il n’existe que
trés peu de colorants marquant spécifiquement 1’¢lastine sans marquer également le collagéne.
La spécificité de la SHG collagénique, associée a I’imagerie TPEF de 1’¢lastine, permet donc
de recueillir de nombreuses informations sur la structure des tissus, comme nous allons le voir
par la suite.

Nous allons présenter deux exemples de tissus imagés en microscopie SHG/TPEF, celui de la
peau et du foie. Ils vont nous permettre d’asseoir notre argumentation sur les contrastes

endogénes en présentant un grand nombre de structures qu’ils permettent d’identifier.

ii. Exemples

Le collagene fibrillaire et 1’¢lastine sont des agents de contraste naturels pour la microscopie
de second harmonique et de fluorescence excitée a deux photons. Ces protéines sont
omniprésentes dans 1’organisme. Elles entrent dans la constitution de la peau et de tout le tissu
conjonctif. Le collagéne intervient dans la constitution des os. L’élastine peut étre impliquée
dans de nombreuses pathologies comme le syndrome de Marfan (maladie héréditaire du tissu
conjonctif correspondant a une anomalie de la fibrilline, 1 cas sur 5000) [Le Parc, 2003]. Des

modifications du collagéne et de I’¢lastine ont lieu lors du vieillissement des individus

[Gallop, 1975], [Robert, 1989].
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Nous allons présenter ici deux séries d’images SHG/TPEF afin d’illustrer les caractéristiques
de la microscopie multiphotonique.

Nous avons tout d’abord réalisé des images de la peau. Nous présenterons les différentes
structures que la microscopie non linéaire permet d’identifier.

Ensuite nous avons réalisé des images du tissu hépatique. Ces observations de foie peuvent

conduire a une estimation de I’avancée d’une pathologie comme la cirrhose.

e Constitution de la peau :

La peau est constituée de deux couches empilées (figure IV)A.2) [Civatte, 1982]. La
premigére : I’épiderme en contact avec 1’extérieur, comporte un tissu épithélial dont les cellules
peuvent durcir en se kératinisant ; la seconde : le derme formé par un tissu conjonctif lache et
dense. Ces deux parties sont reliées 1'une a 1’autre. En dessous de la peau se situe
I’hypoderme également appelé tissu sous-cutané constitué majoritairement de tissus
graisseux. Des faisceaux collagéniques s’étendent du derme au tissu sous cutané assurant a cet

empilement sa stabilité.

L’¢épiderme est constitué¢ de 4 a 5 couches de cellules (strates) selon la région du corps. La
couche la plus profonde, la membrane basale, est particulicrement active. Les cellules de cette
strate se divisent trés rapidement pour pallier a la mort des cellules en surface. Nous
renouvelons ainsi entiérement notre épiderme tous les 25 a 50 jours. Il n’y a pas de vaisseaux
sanguins dans 1’épiderme. Il y a plusieurs types de cellules (kératynocytes, mélanocytes,

cellules de Langerhans,) ayant des fonctions différentes dans 1’épiderme (figure IV)A.2).

Le derme est en moyenne quatre fois plus épais que 1’épiderme, sa taille varie en fonction de
la zone du corps. Il comporte une quantité¢ importante de collagéne pour assurer son soutien.
L’¢lastine est également présente pour conférer au tissu son élasticité. Ces fibres ¢élastiques se

raréfient avec 1’age. On décompose le derme en deux zones :

¢ La zone papillaire placée en dessous de la lame basale.
¢ La zone réticulaire, la plus profonde, qui contient de nombreux vaisseaux
sanguins, des glandes sudoripares et sé¢bacées, et de nombreuses cellules phagocytaires

protégeant d’intrusions bactériennes. Le collagene et 1’¢lastine y sont présents.
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Figure IV)A.2 : coupe schématique de la peau.(Atlas anatomique AMA).

e (Observations :

Echantillons : Des coupes histologiques de peau humaine prélevées sur 1’avant-bras étaient a
notre disposition (Pr. Godeau, Universit¢ Paris V, Montrouge), elle mesuraient 10pm
d’épaisseur et n’étaient pas colorées. Elles sont découpées perpendiculairement a la surface de
la peau. Le prélevement ¢Etait issu d’une personne ne présentant aucune pathologie

dermatologique. La coupe était incluse entre une lame et une lamelle.

Nous avons utilisé un objectif 20X d’ouverture 0.95 a immersion a eau fournissent a la fois un
large champ de vue et une résolution importante.

La lumiére incidente issue de ’oscillateur Ti : Saphir est réglée a 900nm avec une puissance
moyenne incidente au foyer de 15 mW. Le signal de fluorescence est détecté a travers 2 filtres
E700sp et un filtre GG475 vers ’arricre, celui de SHG traverse deux filtres E700sp et un filtre
passe bande a 450nm (Chroma transmission : 80%, largeur 20nm).

Nous allons pouvoir identifier le derme de I’épiderme, le collagéne(l) émetteur de SHG

n’étant présent que dans la zone la plus profonde, c'est-a-dire le derme (Figure IV)A.3.b).
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Figure IV)A.3.a : image TPEF d’une coupe de peau, filtre GG475. b : SHG collagene filtre
HQ450/50. Objectif 20X Olympus a eau O.N. : 0.95, excitation 900nm 15mW. Temps par
pixel : 10us.

On observe la couche cornée trés fluorescente. Ceci est dl, a priori, a la présence de
kératine. Sur la figure IV)A.3.a, la lame basale ou des zones plus claires correspondent
aux fines fibres oxytalanes (reliant la lame basale a la premiére couche du derme ou 1’on
trouve des fibres d’élaunine, elles sont constituées d’élastine fibrillaire et s’orientent
parallélement a la liaison dermo-épidermique ou naissent les microfibrilles). On distingue
trés nettement la lame basale séparant le derme de 1’épiderme. Elle contient notamment du
collagéne IV, qui ne fournit aucun signal de SHG ou de TPEF. On reconnait les zones
papillaires correspondant aux renflements présents. Les lignes trés lumineuses

fluorescentes dans les couches profondes du derme correspondent aux fibres élastiques.
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Figure 1IV)A.4 : superposition de l'image IV)B.3.a de fluorescence et de l’'image IV)B.3.b de
SHG

Nous avons également étudié d’autres coupes qui présentaient des glandes sudoripares. Pour
observer ces glandes, nous utilisons un objectif 60X a immersion a eau d’ouverture 0.9, avec
un rayonnement incident & 860nm de 20mW. Nous utilisons un filtre GG3 pour détecter la
fluorescence rétrocollectée (associé a des filtres E700sp) et un filtre interférentiel Chroma
HQ430/20 pour le signal harmonique transmis (utilisation de filtres E700sp). Le résultat de la

superposition des deux images est présenté sur la figure [IV)A.S.
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Figure IV)A.5 : image de glandes sudoripares. Image TPEF (rouge) filtre GG3. Image SHG
(vert) venant du collagene filtre HQ430/20. Objectif 60X Olympus a eau O.N. : 0.9, excitation
860nm 20mW. Temps par pixel : 10us.

Ces observations effectuées sur des coupes histologiques auraient pu étre réalisées sur des
prélévements de peau épais. La fixation du tissu ainsi que sa découpe au microtome n’est
alors plus nécessaire. Il existe donc un gain de temps et de manipulation important en utilisant
conjointement la microscopie de fluorescence a deux photons et celle de SHG. Cette réunion
permet d’observer la peau immédiatement aprés rasage et prélévement en évitant également
les étapes de fixation et de coloration nécessaires en microscopie classique. L’observation de
la peau et la détection d’anomalies sont également facilitées par la reconstruction dans
I’espace des images obtenues dans différents plans.

La microscopie multiphotonique se révele donc étre un outil particulierement bien adapté
pour les études histologiques effectuées sur la peau. Les nouveaux contrastes permettent
d’identifier un grand nombre de structures connues (derme, épiderme, lame basale, feuillets
d’¢élastine, collagene, glande sudoripares, etc..), avec une représentation assez proche de la

vision classique.
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e Cirrhose du foie :

La cirrhose hépatique est le cas le plus avancé de la fibrose. Lors d’une fibrose, I’organe cible
(foie ou parenchyme pulmonaire) est envahi par des fibres de collagéne. Ceci est accompagné
d’une nécrose des hépatocytes. Une distorsion vasculaire en résulte ainsi qu’une régénération
nodulaire des hépatocytes.

La cirrhose peut étre causée par une hépatite C ou B, un alcoolisme, une déficience d’al-
antitripsine (la production d’antitripsine venant du foie est anormale, la tripsine dégrade alors
les tissus), une hémochromatose (accumulation de fer), et une tyrosinémie (insuffisance
d’hépatocytes d’origine génétique, probléme de production de la phénylalanine) [Poynard,

1997).

e Préléevement :

L’observation routiniére de foie se fait par prélévement d’une carotte d’un centimétre de long
et de quelques millimétres d’épaisseur.

Dans le cas d’une observation en microscopie multiphotonique, seule une découpe de la
biopsie en section d’un milliméetre d’épaisseur est requise. Le gain de temps est considérable

et les risques liés aux différentes étapes du mode opératoire sont réduits.

e Observations :

Des biopsies de foie fixées dans le formol non colorées ont été utilisées, des tranches d’un
millimetre d’épaisseur sont découpées et placées dans une solution physiologique. Nous
avons utilisé un objectif Zeiss Neofluar 10X a air permettant un champ de vue important
(2mm). Il possede une ouverture de 0.3 permettant ainsi une résolution latérale de 1,2um. Cet
objectif a été choisi en fonction de son champ de vue, car les faisceaux de collagéne

s’étendent sur plusieurs millimétres.

La lumicere incidente issue de 1’oscillateur Ti :Saphir est réglée a 860 nm, avec une puissance
moyenne incidente au foyer de 15 mW, permettant de se placer dans une zone spectrale ou le
signal de fluorescence et celui de SHG sont importants. Une pénétration importante dans le

tissu est possible (jusqu’a 400 um dans le foie étudi¢ avec I’objectif précisé a 15 mW).
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Le signal de fluorescence est détecté a travers 2 filtres E700sp et un filtre GG3 vers arriére,
celui de SHG traverse deux filtres E700sp et un filtre interférentiel a 430 nm

(Chroma HQ430/20) vers I’avant.

Nous identifions le collagéne présent naturellement autour des vaisseaux car c’est I’émetteur
de SHG présent dans le tissu (figure IV)A.6 et 7). En partant des vaisseaux, le collagéne
remplace les zones saines contenant des hépatocytes, il relie les vaisseaux entre eux isolant

ainsi les hépatocytes (fluorescents) en nodules. Ces nodules sont absents du foie sain observé.

Nous avons utilisé¢ un objectif Olympus Plan-Fluorite 60X a immersion a eau, d’ouverture
0.9, avec les mémes filtres, pour visualiser la structure du foie sain. On observe les cellules
tenues entre elles par le tissu conjonctif ou des fibres de collagéniques sont visibles (figure

IV)A.8).
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Figure IV)A.6 : Image de foie cirrhosé. Les fibres de collagéne relient les vaisseaux entre eux
ce qui entraine [’apparition de nodules. Image TPEF (rouge) filtre GG3. Image SHG (vert)
provenant du collagene filtre HQ430/20. Objectif 10X a air O.N. : 0.3, excitation 860nm
20mW. Temps par pixel : 10us. Projection de 80 images espacées de 3um (épaisseur :

240um), intensité moyenne.
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100 pm

Figure IV)A.7 : Image de foie cirrhosé. Les fibres de collagene relient les vaisseaux entre eux
ce qui entraine [’apparition de nodules. Image TPEF (rouge) filtre GG3. Image SHG (vert)
provenant du collagene filtre HQ430/20. Objectif 10X a air O.N. : 0.3, excitation 860nm
20mW. Temps par pixel : 10us. Projection de 40 images espacées de 3um (épaisseur :
120um), intensité moyenne.

160



Figure IV)A.8 : Image de foie sain. Les hépatocytes (fluorescents en rouge) sont entourés par
le tissu conjonctif comportant des fibres de collagene (en vert). Objectif 60X a air O.N. : 0.9,
excitation 860nm 20mW. Taux par pixel : 100kHz. (Filtres identiques a fig.1V)A.7)

Ces images, comme les techniques microscopiques classiques, permettent d’évaluer la
quantit¢ de tissu sain remplacé par du collagéne. Elles devraient ainsi permettre une
classification dans 1’avancée de la fibrose. Une classification existe déja et classe 1’avancée de
la maladie sur une échelle de 4 niveaux. Un étalonnage serait requis pour faire correspondre
I’appréciation entre la microscopie classique sur coupes fines et I’imagerie non linéaire sur

coupes épaisses.

Malgré un colit important, surtout di a la source laser, la microscopie non linéaire apparait
donc comme une technique de choix pour I’histologie. Elle permet une reconnaissance directe
des structures a partir de compétences acquises en microscopie classique avec colorants. 11 est
donc appropri¢ d’envisager un transfert de compétences histologiques a la microscopie

multiphotonique.
A la lumiére de ces deux exemples, nous pouvons développer notre argumentation démontrant

les avantages de la microscopie non lin€aire par rapport aux méthodes traditionnelles en

histologie.
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ii1. Comparaison avec 1’histologie classique

Cette partie discute en quoi la microscopie non linéaire en contraste endogéne est une
alternative viable a I’histologie classique. Nous rappelons d’abord une méthode usuelle de
fabrication d’une coupe tomographique déposée sur une lame de microscope a partir d’un
prélévement (nous n’exposerons pas la méthode par congélation utilisée en parall¢le des actes

chirurgicaux).

1. Le prélevement frais est plongé dans le formol (formaldéhyde) pour assurer sa
conservation (quelques heures).

2. Paraffinage de [’échantillon avant découpe au microtome. Lavage a [’alcool,
puis exposition au xylene et enfin a la paraffine (la paraffine étant soluble dans
le xylene mais pas dans [’eau). Durée : une nuit.

3. Découpe au microtome. Epaisseur variable entre 3 et 20um. Au-dela de 30um la
coupe s’étalera difficilement sur la lame. Les coupes sélectionnées pour leur
représentativite du prélevement sont plongées dans un mélange eau-albumine
afin qu’elles puissent adhérer sur la lame. Durée : 5 a 10minutes par lame. Une
autre méthode utilisant de la gélatine est possible. Les lames sont préalablement
plongées dans une solution de gélatine liquide chaude, qui assurera les liaisons
avec la coupe. Les lames doivent alors étre placées a I’étuve durant 20minutes.

4. Etape de coloration. On déparaffine les lames (xylene puis alcool puis eau) et on
met en présence du colorant. Durée : 1 heure.

5. Collage de la lamelle a I’aide d’une résine acrylique solubilisée dans le xylene

grdce a un automate, puis séechage. Durée : 2 heures.

La technique employée pour I’observation en SHG et TPEF de section d’artére carotide ou
d’aorte, par exemple, est beaucoup plus simple puisqu’elle ne comporte qu’une seule étape.
On dépose le tissu vivant dans une solution physiologique (de Tyrode) dans une boite de Pétri
qui permettra une observation directe au microscope. Les échantillons trop épais sont

découpés en morceau d’un millimetre d’épaisseur.
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e Avantages de la microscopie non linéaire :

Par rapport au temps nécessaire pour préparer une lame, la microscopie non linéaire permet
un gain de temps considérable entre 20 et 30 heures suivant la taille des pieces et le nombre
de coupes a réaliser.

Le temps de préparation d’une lame étant trés long, il faut procéder a une sélection des coupes
pertinentes pour [’anatomopathologiste. Cette sélection est une source d’erreurs. En
microscopie non linéaire, on peut imager a différentes profondeurs 1’échantillon avec un
espacement entre les plans qui peut atteindre 500 nm (a adapter en fonction de la résolution
axiale de 1’objectif). Suivant la résolution désirée, I’image d’un plan demande un temps
d’acquisition compris entre 2s et 2minutes. Le temps pour acquérir une pile d’images n’est
donc pas un facteur limitant. Il n’y a ainsi aucune perte d’informations sur la structure du tissu
a imager.

Aucune interaction entre le prélévement et des produits actifs n’est possible dans notre
approche, alors qu’elles sont nombreuses en histologie classique (interaction avec le
formaldéhyde, la paraffine, le xyléne et la résine acrylique). Les modifications engendrées
perturbent les propriétés spectroscopiques des différents composés des tissus. Cette différence
est essentielle. En microscopie non linéaire, il est possible de travailler avec du tissu
vivant,alors que c’est impossible avec une coupe histologique. Des informations sur le
fonctionnement du tissu peuvent alors étre recueillies, il s’agit d’un avantage considérable. Il
est méme envisageable de réaliser des expériences de pharmacologie dynamique en SHG.

Un autre aspect essentiel est que plus il y a d’étapes, plus il y de perturbations possibles de
I’intégrité¢ de 1’échantillon. Un exemple essentiel est celui de la découpe au microtome. Le
sectionnement de fibres de collageéne est trés délicat en raison de leur résistance considérable.
Lors de la découpe il y a de nombreux accidents de coupes et des contraintes mécaniques qui
peuvent perturber profondément 1’organisation des tissus. Lors du premier prélévement, ces
perturbations sont présentes dans les régions superficielles de 1’échantillon, mais en
microscopie non linéaire nous avons la possibilit¢ de nous placer loin de ces régions
(typiquement une centaine de micrométres), ou nous serons alors moins génés par les
déformation introduites.

Un autre avantage de la microscopie TPEF et SHG est qu’elle fournit au Médecin une

information similaire a celle dont il a I’habitude avec des colorants spécifiques du collagene
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ou de I’¢lastine. Il pourra ainsi étre efficace rapidement en travaillant avec ces nouvelles

images issues de ces nouveaux contrastes, les critéres de diagnostic demeurant inchangés.

La technique que nous avons présentée ne comporte pas que des avantages, elle possede

¢galement quelques inconvénients qui ne sont malgré tout pas rédhibitoires.

e Inconvénients de cette approche :

Dans la proposition d’une nouvelle technique, I’aspect financier est essentiel. L utilisation
d’un systéme laser femtoseconde et d’un microscope a balayage est certes un investissement
considérable, mais il faut le comparer au temps de travail des techniciens et des médecins
dans la préparation des coupes histologiques. La réduction des cotts et la simplification
d’utilisation des chaines laser plaideront de plus en plus en la faveur de I’imagerie

multiphotonique.

Malgré la possibilité d’imager en particulier les structures collagéniques et élastiques, la
spécificité de I’imagerie non linéaire endogeéne ne permet pas d’observer n’importe quelle
protéine comme I’immuno marquage. Nous sommes ainsi limités & un nombre restreint de

structures observables.
Apres avoir montré ’intérét de 1’imagerie non linéaire en histologie, nous allons étudier, dans

la partie suivante, plus précisément les sources de contraste endogene que sont ’¢lastine et le

collagéne.
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IV) B. Propriétés de fluorescence a deux photons de 1’¢lastine
et de SHG du collagene

Ce paragraphe est composé de deux parties. Tout d’abord, nous décrirons la constitution de
I’¢lastine (source de fluorescence), ainsi que ses propriétés de TPEF. Dans une seconde partie,
nous étudierons les propriétés du collagéne (source de SHG). Nous exposerons la fagon dont
il est constitué, et nous estimerons a partir d’expériences de SHG en surface quelle est
I’importance de la chiralité de cette protéine pour la génération de second harmonique. Il sera

¢galement possible d’identifier le type de chiralité impliqué.

1.  Elastine

e Contexte Biologique :

L’¢lastine est présente dans le tissu conjonctif (entourant les cellules) et lui confére son
élasticité. C’est la protéine (~70kDa) la plus résistante de 1’organisme, elle n’est pas dénaturée
apres 1’action d’une solution de soude a 0,1mol/L portée a ébullition durant 45 minutes. Cette

méthode permet d’ailleurs d’extraire 1’¢lastine de la matrice extracellulaire.

L’¢lastine provient d’un assemblage de deux précurseurs de tropoélastine (800 résidus). Ils
sont synthétisés dans les fibroblastes (présents dans le cartilage, les cellules de muscle lisse
présentes dans la paroi vasculaire, le derme). La tropoélastine est soluble en milieu aqueux, a
la différence de 1’¢élastine qui est insoluble. La tropoélastine posséde une composition d’acides
aminés a peu pres identique a celle de ’¢élastine avec toute fois une plus forte proportion en
résidus lysine. Sous I’action d’un enzyme, la lysyl-oxydase (cofacteurs : cuivre et pyridoxal
phosphate), certains résidus lysine de la tropoélastine vont subir une désamination oxydative
et des condensations successives. Ceci permet la formation de desmosine et isodesmosine qui
permettent de relier deux chaines polypeptidiques de tropoélastine entre elles (4 a 5 moitiés de

(iso)desmosine par chaine). La structure de 1’élastine est donc un assemblage en réseau
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covalent tridimensionnel. La cellule produit également des glycoprotéines de structure micro-
fibrillaires comme la fibrilline, qui interviennent dans la composition des fibres ¢lastiques.
L’¢lastine peut s’organiser en feuillets comme dans le cas des vaisseaux. [Keeley, 2004],
[Hornebek, 1987], [Sandberg, 1977].

La structure de I’élastine (Figure IV)B.1) montre une proportion importante de résidus
apolaires (60% : glycine, proline, alanine, valine, phénylalanine, isoleucine, leucine) et une
faible proportion de résidus polaires (30%) tels que l’aspartate, le glutamate, la lysine et
I’arginine[ Cleary, 1996].

Il existe deux régions aux propriétés mécaniques différentes dans I’¢élastine. Une premiére
région est extensible et hydrophobe (présence de coudes f), une seconde est rigide (riche en
alanine et lysine). C’est dans la seconde région rigide que se font les liaisons entre filaments.
Le réseau d’¢lastine emprisonne en son sein des fibres de collagenes (voir figure IV)C.12).
Dans les vaisseaux ou la peau, 1’¢élastine peut s’organiser en feuillets entre lesquels se place

des cellules de muscle lisse assurant la déformation des tissus.

Certaines pathologies, comme 1’hypertension ou 1’athérosclérose (perte d’¢élasticité des coudes
B par fixation de calcium et de lipides ou plaques d’athéromes), sont associées a 1’élastine
[Robert, 1980]. Dans le cas du vieillissement, la taille des feuillets est réduite, ce qui engendre
¢galement une perte d’¢€lasticité [Robert, 1989]. Nous verrons un exemple détaillé concernant

I’effet d’un toxique, le lindane, dans la partie C de ce chapitre.

L’¢lastine n’est pas visible en microscopie en transmission en 1’absence de colorants
(catéchine fuschine, hématoxyline de Verhoeff, orcéine). Par contre, elle est observable
directement en microscopie non linéaire par fluorescence a deux photons. Il s’agit donc de
caractériser ses propriétés afin de 1’utiliser de fagon optimale comme agent de contraste

endogene.
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e Propriétés de fluorescence a deux photons :

Le spectre de fluorescence a deux photons est mesuré grace au spectrofluorimetre décrit dans
la partie A du chapitre II. Les mesures sont effectuées sur une poudre d’¢lastine issue de
I’aorte humaine (référence Sigma : E6777, extraite suivant la méthode de Starcher afin de
minimiser les ruptures des liaisons peptidiques). Il n’est pas possible d’obtenir la section
efficace de fluorescence excitée a deux photons car la concentration pour cette
macromolécule ne peut pas étre définie. La poudre contient un mélange de macromolécules

(entre 2000 et 70000Da).

La premiére mesure consiste a faire varier la longueur d’onde du rayonnement venant de
I’oscillateur Ti : Saphir (atténué par un filtre ING3 et ING5 P~4mW), et pour chaque valeur
mesurer I’intensité du signal de fluorescence sur le photomultiplicateur. Le signal de
fluorescence est sélectionné par un filtre BG39 et un filtre E700sp. Nous présentons sur la
figure IV)B.5 le rapport entre I’intensité détectée sur le carré de la puissance incidente en
fonction de la longueur d’onde incidente.

Le spectrofluorimétre posseéde une réponse spectrale assez plate sur la plage utilisée pour la
mesure. L’observation du spectre sur la figure IV)B.5 montre la présence d’un pic vers
740nm, d’un second moins intense vers 800nm et d’un dernier pic vers 920nm. La figure
IV)B.5 présente un ajustement par 3 gaussiennes centrée en 730nm (rose), 800nm (vert) et
830nm (bleu), la courbe rouge présente la somme de ces 3 fonctions, on trouve un trés bon
accord avec les résultats expérimentaux.

Nous pouvons comparer nos résultats avec ceux de R. Richards-Kortum obtenus en
fluorescence excitée a un photon sur de 1’¢lastine solide bovine. Trois pics sont identifiés dans
les spectres d’excitation linéaires centrés autour de 350 nm, 410 nm et 450 nm [Richards-
Kortum, 1996]. Les deux premieres valeurs sont proches de celles que nous avons obtenues a
730 nm (365 nm) et 800 nm (400 nm). Il existe, par contre, un décalage plus important entre
la valeur de 830 nm (415 nm) dans le spectre d’excitation a deux photons, et celle de 450nm
obtenue dans le cas d’une excitation linéaire. Il n’est cependant pas incohérent d’obtenir des
valeurs différentes entre les mesures effectuées dans le domaine linéaire et celles réalisées en
non linéaire, les regles de sélection des transitions permises étant différentes dans les

processus impliquant deux photons.
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Figure 1V)B.2 : Spectre d’excitation de la fluorescence de [’élastine solide (aorte humaine).
L’intensiteé est normalisée par le carré de la puissance incidente. Ce spectre d’excitation peut
étre ajusté par la somme de 3 gaussiennes centrées respectivement a 730nm (_._ . _, largeur :

40nm), 800nm (... ... ... , largeur : 60nm) et 830nm (. . . ., largeur : 120nm). La somme est
représentée en traits pointillés noirs.

Connaissant les conditions optimales d’excitation, nous pouvons mesurer le spectre de
fluorescence excité a deux photons pour le méme échantillon. Pour ce faire, nous plagons
devant le détecteur un monochromateur motorisé. L’excitation se fait a 760nm, en vérifiant la
non saturation de l’absorption. Le maximum dans le spectre d’émission étant situé¢ vers
450nm, une correction de la réponse spectrale du filtre BG39 placé devant le détecteur est
nécessaire. Le spectre est suffisamment étroit pour négliger en premicre approximation
I’efficacité spectrale du réseau en réflexion placé dans le monochromateur. Le spectre est
effectué avec des fentes d’entrée et de sortie correspondant a une résolution de 2nm. Le signal
observé est de faible intensité¢ ce qui explique les fortes fluctuations dans le spectre. Le

résultat est présenté sur la figure IV)B.3.
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Figure 1V)B.3 : spectre d’émission de [’élastine solide (aorte humaine) excitée a 760nm, la
courbe correspond a un lissage effectué sur 10 points.

Le maximum d’émission est centré a 445 nm (pour une excitation a 760 nm (380 nm)), cette
valeur est compatible avec les valeurs des maxima des spectres d’émission situés a 420 nm et
500 nm obtenus en régime linéaire pour des excitations respectivement situées a 350 et 410
nm [Richards-Kortum, 1996]. Les chromophores fluorescents de I’¢élastine sont, pour le
moment, mal identifiés. Il est envisagé que ce soient les acides aminés desmosines et
isodesmosines spécifiques de 1’¢lastine et comportant un cycle pyridine ; cette hypothése n’a

pour le moment pas été vérifice.

I1 est possible de comparer nos mesures effectuées in vitro avec celles réalisées in vivo en
microscopie sur de ’artériole de rat [Zipfel, 2003]. Le maximum d’émission est situ¢ a 480
nm (il existe également un pic de plus faible intensité centré a 400 nm) pour une excitation
non linéaire a 740 nm dans le tissu. Cette valeur est différente de celle que nous avons
obtenue in vitro dans des conditions d’excitations trés semblables (excitation a 760nm et

émission centrée a 445 nm). L’interprétation de ces différences est trés délicate en raison des
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nombreux composé€s non identifiés présents dans le tissu élastique. Il peut exister des
différences de structure entre 1’¢lastine des tissus et celle obtenue en poudre, d’autant plus que
les modifications induites par la méthode d’extraction ne sont pas connues [Starcher, 1976].
Par la suite, nous étudierons les feuillets d’¢lastine présents dans les vaisseaux. Il est
impossible de prédire I’effet de cette organisation et de son environnement sur les propriétés

spectroscopiques de 1’¢lastine a partir des expériences que nous avons mené in vitro.

Cette ¢étude montre donc qu’une optimisation des parametres d’excitation et d’observation
sera nécessaire directement sur un échantillon de tissu en microscopie.

Ces résultats suggérent que les caractérisations spectroscopiques des constituants doivent
surtout étre effectuées in situ, grice a un spectrometre installé sur la ligne de mesure du
microscope employé. Dans notre travail d’imagerie, nous avons préféré optimiser le choix de
la longueur d’onde d’excitation et du filtre d’observation en procédant a différents essais afin

de pouvoir nous concentrer sur des applications de pharmacologie et de toxinologie.

Intéressons-nous a présent au collagene : utilisé comme source de contraste en microscopie

SHG.

ii. Collagene

Il a ét¢ montré que le collagéne de type I, Il ou III organisé en fibrilles était une source
efficace de SHG [Zipfel, 2003]. Une hypothése a été présentée pour expliquer ce résultat lié a
I’organisation spatiale de ces protéines : leur chiralité a 1’échelle moléculaire serait a I’origine
d’une grande efficacit¢ en SHG [Campagnola, 2002]. En effet, les molécules de collagéne
sont constituées en triple hélice, et s’alignent au sein de fibrilles. Afin de mieux comprendre
I’origine du signal de SHG, nous avons mené des expériences de SHG en surface identiques a
celles effectuées sur I’ASTB. Nous cherchons a établir quel est (sont) le(s) type(s) de

chiralité impliqué(s) et quelle est I’importance des contributions chirales.
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® Contexte biologique :

Le collagene est la glycoprotéine la plus abondante dans les organismes animaux : il

représente 25% de la masse de protéines totale. C’est une protéine qui intervient dans le tissu

conjonctif et apparait donc dans les organismes pluricellulaires. Il permet 1’assemblage des

cellules en tissus, de tissus en organes et des organes en organismes.

26 types de collagene ont été identifiés a ce jour, et seulement une douzaine sont bien

identifiés. Ils different par I’enchainement des bases qu’ils contiennent et par la structure

supramoléculaire qui en découle (réseaux ou fibres) [Bornstein, 1980] [Eyre, 1980]. Une fibre

de collagene (type I) est constituée de la maniére suivante (figure IV)B.4) :

170

» Les précurseurs de la macromolécule de collagéne sont les procollagénes. Le
procollagene résulte de 1’assemblage de 3 chaines polypeptidiques glycolysées dites a
(diamétre 1,5nm). Chaque chaine o (100kDa = 1,66.10"°g), enroulée en hélice,
contient une séquence répétitive caractéristique d’acides aminés (du type: glycine, x,
y). Cette séquence permet d’identifier chaque type de chaine. Suivant le type de
collagene, les 3 chaines peuvent étre identiques. Elles ne présentent pas la méme
séquence d’un type de collagéne a un autre. Le collagéne contient des résidus proline,
hydoxylysine et hydroxyproline.

» La macromolécule de collagéne résulte du clivage des extensions peptidiques N et
C- terminaux (une a chaque extrémité des chaines). Elle posseéde une longueur de 300
nm, et un diamétre de 1,6 nm.

» Les molécules de collagéne s’associent ensuite pour former des fibrilles d’un
diametre inférieur a 300 nm. Une striation périodique apparait en microscopie
¢lectronique a balayage avec un pas régulier de 60 nm résultante de la juxtaposition de
molécules décalées d’un quart de leur longueur.

» Les fibrilles s’associent enfin en fibres de collagéne de diamétre variant entre 0,5

et 3 um. Les fibres peuvent se regrouper en faisceaux.
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Figure IV)B.4 : formation du collagéene de type I. (The Cell).

Il existe des pathologies li¢es directement au collagéne, la fibrose en sera un exemple traité
rapidement dans la suite. Il nous permettra de montrer le pouvoir de la microscopie
multiphotonique pour étudier cette pathologie. On peut citer également la maladie des os de

verre (Albers-Schonberg) ou certains problémes de cicatrisation.

Il existe d’autres pathologies ou intervient également I’¢lastine comme le syndrome de
Marfan, ou encore 1’athérosclérose [Prockop, 1984]. Mentionnons également le probléme du
vieillissement des tissus qui fait intervenir des modifications conjointes de ces deux protéines

[Robert, 1989].
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Nous présentons sur le tableau IV)B.1 les différents types de collagéne les plus répandus.

Type Composition en | Organisation / tissus | Cellules productrices
chaine a
I al(I); a2(I) ou al(3) | fibrilles / derme, | fibroblastes,
tendon, os, parroi | kératinocytes,
vasulaire, cornée ostéoblastes (cellules
a la périphérie de
1’0s)
II al(Il); fibrilles / corps vitré | chondrocytes
de Deeil, -cartilage, | (cellules du
disque entre | cartillage),
vertebres hyalocytes (cellules
du corps vitreux)
111 al(I); fibrilles / derme, | cellules musculaires,
paroi vasculaire fibroblastes
v a2(IV)al(1V) ou |réseau /  lames | cellules endothéliales
al(IV); ou a2(IV); basales
\Y a(B)a(A) ou o(B); | fibrilles (avec 1)/ | cellules musculaires
ou o(A); ou péricellulaire,
a(A)a(B) a(B) muscle, placenta
VI SC1 SC2 SC3 | chaines courtes /| cellules musculaires
proportions cellules musculaires | lisses ( ?)
inconnues lisses
VII 3 chaines différentes | fibrilles ancrées en | chondrocytes ( ?)
réseau
VI 3 chaines différentes | sous endothélium | cellules endothéliales
vasculaire
IX al(IX)o2(IX)a2(IX) | fibrilles latérales | chondrocytes,
(avec 1) /| hyalocytes
cartilage,etc..
XI al(XDa2(XDa2(XI) | fibrilles (avec II) /| chondrocytes,
cartilage, etc... hyalocytes
XII al(XID)3 fibrilles latérales | fibroblastes,
(avec I) / tendon, | ostéoblastes

ligaments

Tableau 1V)B.1 : différents types de collagéne avec leur composition, leur organisation, leur
localisation et les sources de leur production. Les points d’interrogation désignent une
hypothese non vérifiée expérimentalement. 26 types de collagene ont été identifiés

actuellement.

Nous allons donc étudier les propriétés optiques du collagéne I qui est un excellent générateur

d’harmonique et peut donc étre utilis¢ comme agent de contraste endogeéne en imagerie SHG.

Nous allons essayer notamment de discerner I’importance de la chiralité dans le doublage de

fréquence induit par le collagéne.
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® Propriétés de génération de second harmonique

Afin d’évaluer I’importance de la chiralité dans le signal de SHG produit par le collagéne I,
nous allons étudier un film de collagene 1. Nous nous intéressons aux expériences de LDy,

CD,, et ORD décrites au chapitre I) partie B.

»  Fabrication des films de collagéne :

Pour les collagénes de type I nous allons utiliser les groupements hydroxyles latéraux de leur
chaine pour fixer les fibrilles sur un substrat hydrophile (méme traitement qu’au chapitre III
partie B pour I’ASTB).

Le collagéne de type 1 est une protéine soluble en milieu acide acétique
([CH3COOH]=0,1mol/L), il posséde de nombreux groupements hydroxyles présents dans les
résidus hydroxylysine et hydroxyprolyne. La préparation du substrat de silice est identique a
celle déja utilisée pour fixer I’ASTB. Apres ringage et traitement au mélange piranha, les
substrats sont séchés a 1’azote gazeux. 40uL d’une solution de collageéne I (Img/mL dans un
milieu acétique a 0,1mol/L) sont déposés a 1’aide d’un Pipetman© et d’un cone sectionné de
100uL sur toute la surface circulaire de 10mm de diamétre. Le recouvrement est grandement
facilit¢ par les propriétés hydrophiles de la surface. Aprés un temps d’interaction de 10
minutes, le substrat est rincé a I’eau ultrapure (conductance >18 MQ.cm). L’échantillon est
alors placé sous vide durant une a deux heures pour assurer I’évaporation de toutes traces
d’eau ou de solvant.

Afin de vérifier le dépot sur le substrat, nous mesurons son spectre d’absorption ultraviolet.
En effet, nous sommes sensibles a I’absorption de la liaison peptidique vers 200nm. Afin
d’obtenir une absorption significative, nous itérons 2 ou 3 fois le processus de dépdt-séchage.
I1 se peut que des liaisons entre brins facilitent la fixation du collagéne sur la surface. Nous
avons utilis¢é une procédure a 3 itérations en contrdlant 1’homogénéité du dépot lors des
expériences de génération de second harmonique en nous plagant a différentes positions sur
I’échantillon comme pour la mesure du spectre d’absorption (figure IV)B.5).

Nous trouvons en comparant 1’absorption a 200nm des substrats (DO(200nm)=0,17) a celle
d’une solution de collagéne I dans de I1’acide acétique (0,Imol/L) a Img/mL de
DO(200nm)=0,5, que la densité surfacique est de 34pg/cm®. Les fibrilles n’ont pas toutes la
méme longueur ni le méme diamétre, il n’est donc pas possible de définir une concentration

en quantité de maticre.
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Absorption d’un film de collagene (I)
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Figure IV)B.5 : absorption des films de collagéne déposés sur un substrat de silice.

»  Mesures d’activité optique :

Pour ces expériences nous utilisons la méthode de détection 2, décrite au chapitre II dans la
partie B. Nous commencons par caractériser un substrat nu hydrophile, pour identifier son

influence dans le signal de SHG en présence de collagene.

Substrat en silice :

Les expériences sont réalisées a 800nm (820mW) avec le dispositif décrit au chapitre partic B
figure II)B.1. Nous plagons devant le photomultiplicateur deux filtres 2BG39 et un filtre
interférentiel a 400nm (Transmission 60%, largueur spectrale a mi-hauteur du pic de

transmission 20 nm). La détection a lieu en comptage d’impulsions fournies par le module
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photomultiplicateur sur 20 intervalles de 500 ms chacun. On calcule ensuite une moyenne sur
ces 20 mesures. Les barres d’erreur verticales apparaissant sur les graphiques correspondent
aux écarts quadratiques moyens. La moyenne est représentée par un carré noir en nombre de
photons pour 500 ms. L’intensité du signal de SHG mesuré en fonction de I’angle de

I’analyseur est représenté sur la figure [V)B.6

ORD, 500ms, 20, 820mW, silice hydrophyle

60—-;/\ N VY

ISHGssilice (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T
0 45 20 135 180 225 270 315 360
Angle analyseur (°)

Figure 1V)B.6 : signal ORD (400nm), pour un substrat de verre nu. L ajustement par un

cosinus carré est représenté en noir.

Un fond continu non nul est présent, il correspond au bruit mesuré par la chaine de détection
en ’absence de lumiére incidente. Ce bruit est de 40 photons pour 500ms, ce qui correspond
au bruit d’obscurité des modules photomultiplicateurs (80 photons/s). Il sera soustrait par la
suite.

Il existe un signal de second harmonique di a la surface de la silice, qui peut atteindre 20
photons détectés en 500ms. Les signaux de LD et CD (non représentés ici) sont symétriques
par rapport a la valeur médiane de I’angle form¢ entre la lame a retard utilisée et la direction
de la polarisation rectiligne incidente.

Un ajustement par un cosinus carré est représenté par la courbe rouge sur la figure IV)B.6
correspondant a une valeur de @y, de 173° &+ 3°. Le substrat ne participe donc pas a 1’activité

optique éventuelle que I’on pourra observer.
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Ces mesures nous permettent également de nous assurer de 1’alignement correct de

I’expérience.

Mesures sur le collagéne de type I :

Nous présentons sur les figures IV)B.7.a,b,c,d,e, les mémes mesures réalisées sur un film de

collageéne I a 37pg/mm?.

ORD, Collagene I a
140
1204 J ! w i
] \ 4 )
~ 100+
g g / \ v | | \
N /
T %01 ﬂ \ J
gﬂ / !
= 604 '
g ]l i ‘
% 404 |\ VA \\ /
— . N“ | [ A‘A
1 1
0 T I T I T I T T I T I T I T
0 45 90 135 180 225 270 315 360

Angle analyseur (°)

Figure IV)A7.a: Intensité du signal de SHG (400nm) en fonction de [’angle de
[’analyseur pour une polarisation incidente rectiligne sur un substrat de verre
hydrophile. La courbe noire correspond a un ajustement par un cosinus carré des valeurs
mesurées. Les parameétres de [’ajustement sont encadrés (expression 1.B-37).
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LD, Collagéne type I b

8.8

3

ISHG Collagenel (u.a.)
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Figure IV)A.7.b : Intensité de la composante polarisée s du signal de SHG (400nm) en
fonction de [’angle de rotation d’une lame demi onde placée sur le faisceau incident. C :
idem b, pour la composante polarisée p du signal de SHG. Méme échantillon qu’en a.
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D, Collagene type 1
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Figure IV)A.7.d : Intensité de la composante polarisée s du signal de SHG (400nm) en
fonction de [’angle de rotation d’une lame quart d’onde placée sur le faisceau incident. € :
idem d, pour la composante polarisée p du signal de SHG. Méme échantillon qu’en a.
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»  Observations :

¢ L’amplitude du signal est bien au-dela du niveau du bruit dans toutes les
expériences (40photons/0,5s, soustrait du signal brut), on compte jusqu’a 400
photons/0,5s (LDy). Ce signal de SHG est di a la présence de collagéne sur la
surface.

¢  Les signaux sont tous m-périodiques, ce qui traduit un réglage optimal de
I’alignement du montage.

¢ Le collagene n’est pas détruit apres illumination, autrement nous assisterions
a une diminution du signal de SHG généré au cours des expériences.

¢ Les signaux sont invariants par un déplacement latéral de 1’échantillon.

¢  De plus, une rotation de 1’échantillon ne modifie pas les signaux détectés,
ceci prouve qu’il n’y pas d’ordre établi sur la surface, que les fibres se
repartissent suivant toutes les directions du plan de 1’échantillon. L’activité
optique ne provient pas d’un assemblage des fibres dans une direction

particulicre a la surface. Il y a une répartition isotrope des fibres.

¢ Les courbes sont toutes dissymétriques.
¢ Nous observons une activité optique pour le collagene de type I en ORD, et
LD et CD.
¢ A partir des courbes précédentes nous mesurons les valeurs :
o @,,=-40°£2°
e LDs-SHG =+74% + 3%
e LDp-SHG =+46% + 10%
e CDs-SHG = +14% + 15%
e CDp-SHG = +14% + 20%
¢  Les déterminations des valeurs de différence circulaire sont trés imprécises

en raison de leur trés faible valeur.

» Interprétations :

¢ D,,=-40° dans le cas du collagene I, et les valeurs de LD (p et s) sont non
nulles, hors résonance (400 nm). Ces observations sont la preuve que I’activité
optique observée provient d’une chiralité par couplage excitonique. Une fausse

intuition suggeérerait, a partir de la structure du collagéne en triple hélice, que
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I’activité optique de SHG proviendrait d’un mouvement hélicoidal des charges.

L’activité optique provient principalement d’un effet dipolaire ¢lectrique.

¢ On montre, a partir d’un ajustement obtenu d’aprés 1’expression 1.B-33, en
choisissant une valeur de f, réelle et unitaire, que f; est réel. En utilisant
I’expression : tan @,, = fy/f,, on trouve que l'importance de ces deux
coefficients est alors du méme ordre de grandeur (f; = -0,83). La contribution
de la chiralité (f; ) au signal de SHG pour un film isotrope de collageéne est du

méme ordre de grandeur que la contribution achirale ((f, ).

Conclusion :

Les expériences de surface réalisées sur des arrangements isotropes des fibrilles de collageéne 1
nous ont permis d’isoler la composante chirale intervenant dans le signal de SHG. Elles nous
ont permis de montrer que I’activité optique de SHG est d’origine dipolaire électrique. Nous
pouvons estimer quantitativement quel est le facteur d’exaltation du signal de second
harmonique par la chiralité. En écrivant 1’intensité rayonnée a 2® pour un faisceau incident
polarisé p, il est possible de faire apparaitre les coefficients f, (ne contenant que des termes

achiraux) et f; (contenant seulement des termes chiraux) :

1Qw) < |EQo) =|E,Qo)f +|E, Qo)

LE @) +[1,E, @] =1 +1,[)1, @)

Si f, vaut 1 alors f; vaut -0,83, ce qui conduit a une exaltation par un facteur approximatif de

2 du signal de second harmonique (2 800 nm). Cette exaltation du signal par la chiralité¢ des
molécules de collageéne fibrillaire ne peut donc pas expliquer a elle seule le signal important
détecté dans les tissus.

En effet, dans la matrice extracellulaire, nous ne sommes pas en présence d’une organisation
isotrope des fibres de collagéne comme c’est le cas dans nos expériences en surface. Celles-ci
sont organisées en faisceaux, il existe des effets supplémentaires d’interférences
constructives. La valeur de l’intensité détectée provient surtout de la grande densité de
molécules alignées dans une méme direction.

C’est pour cette méme raison que les zones contenant du collagéne de type IV n’émettent pas
de SHG (lame basale par exemple). Les molécules de collagéne IV sont pourtant des triples
hélices chirales mais les molécules de collagene IV sont organisées en réseau a la différence

des molécules de collagene de type I qui s’organisent en fibrilles.
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IV) C. Application de la microscopie non lin¢aire a 1’étude de
tissus vivants

L’objectif de ce travail est de montrer que I’imagerie non linéaire est une approche outil trés
performante pour étudier la morphologie et la pharmacologie du systéme artériel.

La résistance et la résilience des artéres dépendent du collagéne et des protéines fibreuses
d’¢lastine. L ¢lastine confére au tissu son ¢élasticité tandis que le collagéne assure la rigidité de
la paroi en limitant son extensibilité. Les collagénes de type I et III représentent la majorité du
collagene de I’aorte. Nous utilisons ces deux sources de contraste endogéne complémentaires
pour imager le tissu vivant artériel. Nous étudions la morphologie des artéres de Rat, plus
spécifiquement, d’échantillons d’aorte prélevés au niveau de la crosse aortique ainsi que

d’échantillons de I’artére carotide interne (Figure IV)C.1)

1.  Materiel biologique

carotide interne

nerf de
Héring

corpuscule
carotidien —

carotidien

carotide —=
primitive |8

Figure IV)C.1: schéma
représentant le cceur et le
départ du systeme artériel

- (aorte et artére carotide).

Les artéres comportent surtout du collagéne de type I et III (80-90% de la quantité totale
de collagene, et une trés faible proportion de collagéne V), et trés peu de collagéne non
fibrillaire comme ceux de type IV, VI et VIII [Kielty, 1993]. Le tissu artériel contient
¢galement de 1’¢lastine qui lui procure son élasticité. Les liaisons entre le collagéne
(rigide) et 1’¢lastine donnent au tissu les propriétés nécessaires a la conduction du flux

sanguin [Catell, 1996], [Yu, 1996]. Les propriétés mécaniques du tissu artériel évoluent au
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cours du vieillissement. La rigidité¢ des artéres est caractérisée par une augmentation du
rapport collagéne-¢élastine et par la présence de dépdts diffus de calcium et de lipides
[Robert, 1989]. Le protocole d’observation en microscopie non linéaire mis au point ici
pourra étre mis a profit pour étudier le vieillissement des vaisseaux (ou d’autres

pathologies comme I’artériosclérose).

e Prélévements :

Les animaux (de race Sprague-Darley) sont anesthésiés par injection intrapéritonéale
de thiopental (100 mg/kg). Le tissu artériel (aorte et carotide, figure IV)C.7 a et b) est
prélevé, puis rincé du sang qu’il contient. Des sections (de longueur comprise entre
500 et 700um) sont prélevées a 1’aide de ciseau d’ophtalmologie. La morphologie des
tissus est €tudiée soit sur des sections transversales (ST), soit a la surface des ST
ouvertes longitudinalement (SL). Les différentes préparations permettent d’imager les
structures des différentes couches tissulaires constituant le vaisseau.

Des échantillons sont placés dans la solution physiologique de Tyrode oxygéné dont la
composition est en mmol/L : NaCl : 135 ; KCl: 5,4 ; CaCl, : 2 ; MgCl, : 1 ; Na,HPO4
: 0,33 ; glucose : 10 ; HEPES (NaOH) : 10 ; pH = 7,35. Le milieu de Tyrode est un
tampon acido-basique permettant la conservation des tissus isolés.

Les sections de tissu artériel sont placées dans des boites de Pétri en plastique
(dimensions : 10X35mm). Ces boites sont transparentes aux rayonnements visibles ce
qui permet leur utilisation en microscopie. Le fond de certaines boites est tapissé¢ d’un
gel transparent de Sylgard sur lequel sont fixés les échantillons SL a 1’aide de minuties

enfoncées dans le gel.

e Structure du tissu :
L’aorte ou les artéres carotides présentent une structure semblable (figure IV)C.2). Un
ensemble de fibres de collagénes (notamment de type I fibrillaire) entoure des feuillets

d’¢élastine. La « vaso-activité » (vasodilatation ou vasoconstriction) est assurée par des

cellules musculaires lisses présentes entre 1’¢lastine et le collagéne.
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Figure 1V)C.2 : structure d’une artere.

e Etude des coupes ST :

Apres différents essais, nous avons choisi de travailler sur les coupes ST a une longueur
d’excitation de 860nm et une puissance incidente de 15mW. Ces valeurs présentent un
compromis entre la profondeur de pénétration dans le tissu, le seuil de dommage pour
I’échantillon et une efficacité importante de 1’¢lastine en TPEF. La valeur de la longueur
d’onde a également ¢été choisie afin de pouvoir imager le collagéne de type I par génération de
second harmonique. Les filtres sont disposés sur chaque voie du microscope afin de ne
transmettre que le signal de SHG (HQ430/20), ou de TPEF (GG3 ou H535 /50) (cf partie
IV)B). L’¢lastine et le collagéne présentent respectivement une excellente efficacité de TPEF
et de SHG. Ceci permet de travailler parfois avec des objectifs de faible ouverture numérique
et de faible grandissement transversal, possédant donc un champ assez large pouvant dépasser
Imm. Ce dispositif est important pour imager toute la section d’une artére par exemple, il est

alors possible d’étudier I’organisation globale du tissu a I’échelle millimétrique.
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Figure 1V)C.4: Image TPEF de Figure 1V)C.3: coupe histologique d’une

feuillets d’élastine sur une aorte de aorte de Rat colorée par la cathéchine
Rat. Filtre GG435. Obijectif Zeiss4X fuchine observée en microscopie en
ON 0.2 & air. Excitation 860nm transmission objectif & air 20X O.N.: 0.5.
25mW. Temps par pixel : 10ys. (Pr. Godeau).

Figure 1V)C.5: Image d’une aorte de Rat (ST) en TPEF(rouge, filtre GG435) et SHG(vert,
filtre HQ430/20). Excitation 860nm 25mW. Projection de 70 plans espacés de 10um (épaisseur
700um), projection de I’intensité moyenne, temps par pixel : 10us. Objectif Zeiss 4X ON 0.2 a
air.
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Signal de TPEF : mise en évidence des feuillets d’¢lastine.

L’image IV)C.4 présente une coupe ST d’une aorte du Rat. Elle est en tout point
comparable a celle en IV)C.3 obtenue (par le Pr. Godeau, Université Paris V, Montrouge
avec lequel nous collaborons) sur une coupe histologique colorée en microscopie par
transmission montrant les feuillets d’¢lastine colorés par la catéchine fuchsine réalisée.
Dans la coupe ST, nous identifions donc le signal de TPEF comme provenant de
’¢lastine. L’¢lastine est caractérisée par une structure en feuillets que nous retrouvons a la
fois dans les coupes d’aortes et d’artéres carotides. D’autres images obtenues sur le tissu
aortique en TPEF confirment cette identification [Parassi, 2000]. Le nombre apparent de
feuillets d’¢élastine (12 = 2) dans ’aorte (figure IV)C.4) est plus important que dans le cas
de I’artere carotide (6 = 1, sur la figure IV)C.7). Cette fluorescence des feuillets ¢lastiques
est donc excitable a 860 nm et détectable au-dela de 495 nm (filtre GG495 ou HQ535/50
sur le détecteur).

Nous n’observons que trés peu de signal entre les feuillets. Pourtant des cellules contenant
du NAD(P)H y sont présentes (le maximum d’émission du signal de fluorescence est situé
a 470 nm et on utilise un filtre passe haut au-dela de 495 nm). L’absence de signal peut
provenir d’une faible densité¢ de cellules et d’une excitation peu efficace a 860 nm du
NAD(P)H (cf. figure IV)A.1, la section efficace a 860 nm est trois ordres de grandeur

inférieure a sa valeur maximale a 700 nm).

Signal de SHG : mise en évidence du collagene.

Le signal de second harmonique obtenu sur la section du tissu (ST) est localisé sur la face
extérieure de 1’¢échantillon (Figure IV)C.5). On distingue des fibres assemblées en
structure dense qui correspondent a I’enveloppe de collagéne entourant ’aorte. Ces
structures sont en tout point comparables avec des coupes histologiques d’aortes de Rat

colorées avec un colorant spécifique du collageéne, le rouge Sirius.

Association des signaux de SHG et TPEF :

La figure IV)C.5 présente une projection de I’intensit¢é moyenne de 70 images obtenues
tous les 10um en SHG et TPEF. Elle montre que ces deux signaux permettent de
visualiser la structure des artéres, ou les feuillets d’élastine concentriques sont entourés
par des fibres de collagene (figure IV)C.2). Nos expériences montrent que la microscopie

de TPEF et de SHG sont complémentaires pour I’étude des tissus vivants en profondeur.
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11 est alors possible de pouvoir travailler sur un prélévement loin des régions superficielles
et de s’affranchir des artéfacts de découpe. L’image IV)C.6 montre la face découpée d’une
artére carotide ou 1’on observe les perturbations induites par la coupe sur 1’organisation
des feuillets. Par exemple, sur la figure IV)C.6, les fibres de collagéne ont été
difficilement sectionnées. Leur séparation du tissu peut entrainer d’autres déformations
notamment au niveau des feuillets d’élastine. La microscopie non linéaire est donc un
mode d’imagerie plus fiable que les techniques nécessitant 1’utilisation préalable d’un

microtome pour effectuer des tranches de tissu inclus dans la paraffine.

Figure 1V)C.6 : coupe histologique d’une aorte de Rat colorée par le rouge sirius observé en
microscopie en transmission. De nombreuses fibres de collagene ne sont plus liées au tissu. Objectif a
air 20X O.N. : 0.5. (Pr. Godeau). Le rectangle blanc montre un accident de coupe.

e Etudes des coupes SL :

Signal de TPEF : structure des feuillets d’¢élastine.

L’ouverture longitudinale d’une section d’artére permet d’accéder a 1’observation de la
structure des feuillets d’élastine, ce que ne permet pas I’imagerie des coupes ST. Une section
SL imagée en TPEF, est présentée sur les figures IV)C.8.a et b. Elles montrent la structure des
feuillets croisés qui n’est pas visible sur une coupe ST (figure IV)C.7). Cette organisation est
plus clairement visible sur la figure IV)C.8.b. Une telle structure est 8 méme d’assurer
I’¢lasticité du tissu lorsque celui-ci est soumis aux contraintes longitudinales et transversales

générées par la propagation du flux sanguin.
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Figure 1V)C.7: Image d’une section
d’artere carotide (ST)de Rat. Rouge : signal
TPEF de I’élastine, filtre GG435. Vert : SHG
collagéene filtre HQ430/20Chroma. Objectif
10X Zeiss Neofluar a air O.N.: 0.3,
excitation 860nm 50mW. 150 plans espaceés
de 3um (épaisseur 450um), projection de
I’intensité moyenne, temps par pixel : 10us.

Figure 1V)C.8.a: Image TPEF de feuillets
d’élastine en assemblage croisé pour assurer
les propriétés élastiques et une cohérence de
I’artére carotide de Rat dans le sens de la
longueur (SL).

b : agrandissement d’une zone mettant en
évidence cette structure croisée.

Filtre GG435. Objectif 20X 0.95 a
immersion dans I’eau. Excitation 860nm
25mW. Temps par pixel : 10ps.
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La figure IV)C.9 montre I’existence de nombreuses ouvertures dans les feuillets
d’¢élastine. Ces trous ont un diamétre apparent de 4um (£1um). Cette observation est en
accord avec les résultats obtenus par T. Ushiki [Ushiki, 2002] en microscopie €lectronique
a balayage qui montre également la présence de trous au niveau de 1’¢lastine). En
contrepartie d’un fort grossissement (3000), les images obtenues en microscopie
¢lectronique sont réalisées avec un champ de vue réduit. Il n’est alors pas possible

d’imager une coupe ST ou SL dans son ensemble avec cette technique, ni d’étudier du

tissu vivant.

Figure 1V)C.9 : Image TPEF de feuillets
d’élastine (SL)d’une artére carotide de
Rat percée de nombreux trous permettant
les échanges a travers I’artére avec le
sang.

Filtre GG435. Objectif 20X 0.95 a
immersion dans I’eau. Excitation 860nm
25mW. Temps par pixel : 10ps.

Signal de SHG : structure des faisceaux de collagene.

Nous présentons sur la figure IV)C.10, la partie la plus externe d’une artére, sur une coupe
SL. Cette figure montre 1’organisation générale des fibres de collagenes partiellement
alignés. Une structuration des fibres en faisceaux de taille variable est également

observée.

Association des signaux de TPEF et de SHG.

Sur une coupe SL nous nous sommes placés dans une zone située entre le collagene et
I¢lastine. La figure IV)C.11 montre a la fois les fibres d’¢lastine (TPEF) et le signal de
SHG émis par les fibres de collagéne. A ce grandissement, il est possible d’identifier une

forme fibrillaire de 1’¢lastine intimement imbriquée dans le collagene.
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Figure 1V)C.10 : Image d’une section d’artere carotide de Rat ouverte (SL). Vert : SHG collageéne filtre
HQ430/20Chroma. Objectif 60X a eau O.N. : 0.9, excitation 860nm 30mW. 100 plans espacés de 1um
(épaisseur 100um), projection de I’intensité moyenne, temps par pixel : 10us.

Figure 1V)C.11: Image d’une section d’artere carotide de Rat (SL). Rouge : signal TPEF de
I’élastine (microfibrilles), filtre GG435. Vert : SHG collagene filtre HQ430/20Chroma. Objectif
60X a eau O.N. : 0.9, excitation 860nm 30mW, temps par pixel : 10ps.
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En conclusion, les techniques d’imagerie de TPEF et de SHG permettent d’accéder a la
structure des fibres de collageéne et des feuillets d’¢élastine de I’aorte et de ’artére carotide
fraichement prélevées et non colorées. Cette technique apporte par sa facilité de mise en
ceuvre un outil nouveau pour étudier la physio pharmacologie du tissu artériel en réponse
a diverses agressions chimiques ou physiques ; nous allons étudier ici les effets du

lindane.
1. Effets du lindane sur le systeme vasculaire du Rat

e Introduction :

Le lindane (C¢HgClg) est I’isomere y de 1’hexachlorocyclohexane (voir figure IV)C.12). 1l
a été synthétis¢ des 1825 par Faraday [Brooks, 1990]. Ce n’est qu’a partir de 1940 que son
pouvoir insecticide a été mis en évidence. A cette époque, les soucis de santé publique liés
aux pesticides n’étaient pas une priorité, seul comptait la protection des cultures contre les
insectes. Le lindane constituait alors un excellent poison stomacal. Les insectes I’inhalant
ou I’ingérant tremblent, perdent la coordination de leurs mouvements, finissent paralysés.
Le lindane s’attaque au systéme nerveux central, mais son mode d’action est encore mal
¢tabli. Utilisé une cinquantaine d’années a travers le monde comme insecticide, le lindane
entrait également dans la composition de shampooings destinés a lutter contre les poux et
la gale [Sauviat, 2002a].

La durée de vie du lindane est importante et il se répartit dans toute la chaine alimentaire.

cl

Cl Cl

Cl cl

cl

Figure 1V)C.12 : formule semi développée du lindane.
e Toxicité directe :

Les effets directs d’une ingestion de lindane se font ressentir au niveau du systéme
nerveux central chez I’Homme. Il entraine des convulsions accompagnées de diarrhées et
de vomissements. Les conséquences d’une application cutanée ou d’une trés faible
ingestion du produit sont des nausées, des migraines, des vertiges et une faiblesse

musculaire [Harris, 1992].



Il a ét¢ montré que le lindane ingéré a raison de 88mg par kilogramme de masse
corporelle tue 50% d’une population de Rats. Chez I’homme, une ingestion de 62,5mg/kg,
s’est révélée Iétale chez une personne « fragile ». Certains volontaires ont ingéré une
quantité¢ de 17mg/kg et ont ressenti des symptomes tres séveres. La dose 1étale pour un

adulte est estimée entre 0,8 et 1,7g/kg [Brooks, 1990], [Ware, 1988].

e Exposition :

L’autorité internationale, Codex Alimentarius, a fixé a 0,008mg par kilogramme de masse
corporelle la dose journaliére maximale de lindane pouvant étre ingérée. L’Europe était
I’endroit ou la quantité ingérée était la plus grande, elle atteignait 0,012mg/kg. Cette ingestion

provenait surtout de la consommation de tomates, céréales, viande rouge et de lait. [Codex

Alimentarius, 1998].

e Effets a long terme :

A ce jour, malgré un nombre conséquent de travaux, la disparition de plaquettes sanguines et
des globules blancs liée au lindane n’a pas pu €tre mise en évidence clairement [Moses, 1993].
Certaines ¢tudes ont tent¢ de montrer que de nombreuses malformations congénitales sont
induites par le lindane lors des premiers mois de grossesse, mais la plupart des patientes ont
¢été exposées en méme temps a d’autres toxiques. Il est donc difficile d’isoler 1’effet individuel
du lindane dans ces populations.

Le lindane est aussi suspecté d’entrainer des cancers du sein. Dans la ville de Lincolnshire en
Angleterre, ou il a été fait une utilisation massive de lindane pour les cultures de betteraves a
sucre, le nombre de cancer du sein est 40% plus élevé que la moyenne anglaise [Moses,
1993].

Le lindane est un disrupteur hormonal dont les effets se font ressentir au niveau de différents
tissus [Pages, 2002]. Le lindane perturbe le fonctionnement du systéme cardio-circulatoire
[Sauviat, 2002a].

Des études électrophysiologiques ont montré que le lindane affecte 1’activité des cellules
cardiaques dont il active le courant potassique rapide [Sauviat, 2002b].

Chez le Rat I’ingestion chronique de doses résiduelles de lindane affecte la réponse électrique
du muscle papillaire isolé du ventricule gauche et induit des altérations morphologiques du
tissu cardiaque. Ces observations ont conduit & développer une étude concernant les

altérations possibles induites par le lindane sur la descendance.
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Dans le cadre de ces études sur les effets cardiovasculaires induits par le lindane chez le Rat,

nous avons analysé la morphologie et les modifications du tissu artériel :

- Lors d’une application directe de lindane.

- Chez des Rats ayant ingérés des doses résiduelles de lindane.

- Chez des Rats n’ayant pas regu de lindane, mais descendant d’un pére ayant ingéré

du lindane.
Notre étude a porté sur 12 controdles (11 agés de 3mois et 1 de 12mois), 6 Rats non traités de
pere traité agés de 3 mois, 2 péres traités dgés de 12mois (collaboration avec le Pr. Pages,
Laboratoire de Toxinologie, Université¢ Louis Pasteur, Strasbourg). Pour chaque animal étudié
plusieurs prélévements d’aorte et d’artere carotide interne ont été réalisés puis imagés. Nous
ne présentons que les images significatives de déformations rencontrées systématiquement

pour une méme population.
e Effets d’une application directe de lindane sur le tissu artériel :

Nous avons testé I’effet de 1’addition de lindane (17umol/L) au milieu physiologique. Cette
concentration provoque une réduction notable de la durée du potentiel d’action du muscle
papillaire isolé du ventricule gauche du coeur de Rat.

L’addition de lindane au milieu de Tyrode n’induit pas de modifications apparentes de
I’organisation des feuillets d’¢lastine et du collagéne du tissu aortique (figure IV)C.13.b).

Apres 24h d’exposition la comparaison avec du tissu controle (figure IV)C.13.a) ne montre

pas de différences significatives.

Figure 1V)C.13 ST
d’une aorte de Rat
contréle, a: en
I’absence de
0 lindane et b: 24h
| aprés exposition de
Tyrode contenant
g du lindane (
17pmol/L).
Rouge : signal
TPEF de I’élastine,
filtre GG435. Vert :
SHG collagene
filtre
HQ430/20Chroma.
Objectif 10X Zeiss
S8 " Neofluar a air
%y ON.: 0.3,
excitation ~ 860nm
20mW. Taux par
¥ pixel : 100kHz.




La figure IV)C.14.b montre que le tissu aortique conservé dans le milieu de Tyrode (3jours a
30°C) subit une dégradation des feuillets d’élastine ainsi qu'une désorganisation des fibres
collagéniques. En présence de lindane (17umol/L) dans le milieu, la dégradation des feuillets
d’¢lastine et les déformations des faisceaux de collagene apparaissent moins marquées (figure
IV)C.15.b).

Ces observations suggerent que le lindane exercerait un effet protecteur sur le tissu artériel. La

dégradation des tissus est attribuée a la présence d’enzymes (€lastases, et métalloprotéases) et

de bactéries.

Figure 1V)C.15 : coupes (ST) de carotide issue de Rat, a :au temps initial dans une solution de Tyrode, b : aprés
3jours a 30°C en I’absence de lindane,( la dégradation du collagéne et des feuillets est évidente), ¢ : au temps initial
dans une solution de Tyrode contenant 17umol/L de lindane, d : aprés 3jours a 30°C avec 17umol/L de lindane. Noter le
resserrement des feuillets d’élastine et une vasodilatation apparente. Rouge : signal TPEF de I’élastine, filtre GG435.
Vert : SHG collagéne filtre HQ430/20Chroma. Objectif 10Xa air O.N. : 0.3, excitation 860nm 30mW. Temps par pixel :
10us. 60 plans espacés de 5um (épaisseur 300um), projection de I’intensité moyenne.
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e Tissu artériel de Rat ayant ingéré du lindane :

Nous avons étudié le tissu artériel de Rats males ayant ingéré du lindane in utero durant la
gestation et jusqu’a 1I’age de 12 mois, provenant de mere ayant préalablement ingéré une dose
résiduelle de lindane (2ppb) dans les mémes conditions.

Le tissu aortique de ces animaux était anormalement souple, 1’observation de coupes ST en
TPEF et SHG montre que les feuillets d’élastine sont plus distants, moins réguliérement

espacés et sectionnés chez les Rats traités (figure IV)C.16) que chez les Rats non traités

(figure IV)C.17). Cette destruction apparente de I’¢lastine peut rendre compte de 1’absence
d’¢lasticité rencontrée lors de la dissection.

La couche externe de collagéne semble perturbée ainsi que le montre la comparaison des
figures IV)C.16 et 17.

L’ensemble de ces altérations peut rendre compte de la plus grande souplesse de l’aorte

observée.
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Figure 1V)C.17: SC d’une aorte
d’un rat témoin (agé d’lan). Rouge :
signal TPEF de [I’élastine, filtre
GG435. Vert: SHG collagene filtre
HQ430/20Chroma.  Objectif 10X
Zeiss Neofluar a air O.N.: 0.3,
excitation 860nm 20mW. 30 plans
espacés de 3um (épaisseur 90um),
projection de [I’intensité moyenne,
temps par pixel : 10ps.

100pm

Figure 1V)C.16: SC d’une
aorte de Rat (agé d’lan) traité
au lindane (dose résiduelle de
2ppb durant sa vie et la période
de gestation). Rouge : signal
TPEF de [I’élastine, filtre
GG435. Vert: SHG collagene
filtre HQ430/20Chroma.
Objectif 10X Zeiss Neofluar a
air O.N. : 0.3, excitation 860nm
20mW. 24 plans espacés de
2um (épaisseur 58um),
projection de I’intensité
moyenne, temps par pixel:
10ps. Noter les anomalies des
feuillets d’élastine (rupture et
lacunes, cercles blancs) et les
altérations du collagéne. Les
feuillets ne sont pas
régulierement espacés.
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e Effets induits chez les Rats descendant de pére ayant regu du lindane :

Nous avons imagé 1’aorte et I’artére carotide interne de Rats issues d’un peére ayant regu du
lindane (cf. point précédent) dans 1’eau de boisson (2ppb), et d’'une mere n’ayant jamais

ingéré de pesticide.

La figure IV)C.18 présente un échantillon ST provenant de I’artére carotide d’un Rat male
témoin. Les figures IV)C.19 et IV)C.20 présentent les images d’un échantillon de 1’artére
carotide provenant de Rats descendants d’un pére traité. Nous observons que les feuillets
d’¢élastine sont irrégulierement espacés et présentent des ondulations (figure IV)C.19 et 20)
qui sont absentes chez le témoin.

Nous ne remarquons cependant pas de différence au niveau du collagene.

Les figures IV)C.21 et 22 montrent respectivement des coupes ST d’aortes d’animaux témoin
et descendant de pere traité. Les feuillets d’¢lastine sont particulicrement ondulés et
sectionnés (figure IV)C.22) chez les descendants par comparaison avec ’aorte des témoins

(figure IV)C.21).
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Figure 1V)C.18: SC d’une
carotide d’un rat témoin.
Rouge : signal TPEF de
I’élastine, filtre GG435. Vert :
SHG collagene filtre
HQ430/20Chroma.  Objectif
10X Zeiss Neofluar a air
O.N.: 0.3, excitation 860nm
60mW. 40 plans espacées de
10pum  (épaisseur  400um),
projection de  I’intensité
moyenne, temps par pixel :
10ps.

Figure 1V)C.19: SC d’une
carotide d’un Rat descendant
d’un pére traité au lindane.
Rouge : signal TPEF de
I’élastine, filtre GG435. Vert :
SHG collagéne filtre
HQ430/20Chroma.  Objectif
10X Zeiss Neofluar a air
O.N.: 0.3, excitation 860nm
30mW. 65 plans espacés de
3um  (épaisseur  195um),
projection  de  Iintensité
moyenne, temps par pixel :
10us. Les cercles blancs
désignent certaines lacunes et
des feuillets sectionnés. Les
feuillets ne sont  pas
régulierement espacés.
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Figure 1V)C.20: SC d’une
carotide d’un rat non traité
descendant d’un pere traité au
lindane. Rouge : signal TPEF
de [I’élastine, filtre GG435.
Vert: SHG collagéne filtre
HQ430/20Chroma.  Objectif
10X Zeiss Neofluar a air
O.N.: 0.3, excitation 860nm
30mW.Temps par pixel : 10ys.

Figure 1V)C.21 : SC d’une aorte d’un Rat témoin. Rouge : signal TPEF de I’élastine, filtre
GG435. Vert: SHG collagéne filtre HQ430/20Chroma. Objectif 10X Zeiss Neofluar a air
O.N. : 0.3, excitation 860nm 20mW. Temps par pixel : 10ys.

Figure 1V)C.22 : SC d’une aorte d’un Rat descendant de pére traité. Rouge : signal TPEF filtre
GG435. Vert :SHG filtre HQ430/20Chroma. Objectif 10X Zeiss Neofluar a air O.N.: 0.3,
excitation 860nm 30mW. 200 plans espacés de 3um (épaisseur 600um), projection de I’intensité
moyenn.Temps par pixel : 10ps.
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Conclusion :

Nos résultats montrent que I’imagerie non linéaire combinée de TPEF et de SHG permet une
observation directe et précise du tissu artériel vivant, sans nécessiter de coloration.

IIs montrent que 1’¢lastine est une des cibles du lindane lorsque celui-ci est ingéré
directement. Nos résultats ouvrent la voie a une recherche plus approfondie sur les
modifications induites par ce pesticide sur le systéme cardio-vasculaire. Ils montrent aussi que
le lindane peut générer des altérations génétiques qui affectent la structure des feuillets
d’¢lastine chez les descendants.

De telles altérations du tissu artériel sont a méme de faciliter les accidents vasculaires, et de
conduire a des anévrismes. Cette étude permet de préciser les modifications induites par le
lindane sur le systeme cardio-circulatoire en s’affranchissant de nombreux problémes
expérimentaux rencontrés en histologie classique. La facilit¢é de mise en ceuvre de cette
technique démontre que la microscopie non lin€aire est particulieérement adaptée pour 1’étude

pharmacologique et morphologique des tissus épais vivants.
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V) D. Effet de la saxitoxine sur les cellules cardiaques

I.  Motivations

e La saxitoxine :

La saxitoxine (Fig IV)D.1) est une toxine naturelle sécrétée par les dynophycées. Les
dinophycées sont des organismes végétaux aquatiques unicellulaires, caractérisés par deux
flagelles ventrales. lls se retrouvent aussi bien en eau douce qu’en milieu marin (lagunes,
marais salants, océan indien, mer rouge). Dans certaines conditions, certaines especes
pullulent, on peut en denombrer jusqu’a un million par litre. Cette densité importante peut
contribuer a une coloration rouge de I’eau (marées rouges). La saxitoxine peut provoguer une
mortalité considérable de certains animaux et du plancton. Elle est trés dangereuse pour
I’homme lorsque celui-ci consomme des coquillages ou du poisson provenant de zones

contaminees [Kvitek, 1991].

La saxitoxine (STX) est une toxine paralysante, elle agit sur les canaux sodiques sensibles au
potentiel. Elle bloque la propagation de I’influx nerveux et provoque ainsi la paralysie. Les
victimes ressentent tout d’abord des picotements et un engourdissement au niveau de la
bouche, de la langue et du visage. Dans le cas d’un empoisonnement important, il existe des
symptdmes d’ataxie (perturbation de la motricité), de faiblesse musculaire et de vertiges. Le

diaphragme cesse de fonctionner dans les cas mortels [Robillot, 2002].

Figure 1V)D.1 : Structure générale des toxines paralysantes, pour la saxitoxine, R; : H, Ry :
H, R3 B H, R4 B CONHQ, R5 : 0.
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e Etude en microscopie non linéaire :

Des cellules atriales de grenouilles ont été étudiees par le groupe de M-P. Sauviat au
Laboratoire d’Optique et Biosciences en électrophysiologie. Ces études ont pour objectif de
rendre compte des perturbations induites par la STX sur les cellules excitables. Des
perturbations sur le courant transmembranaire d’origine sodique a été mis en évidence et
[Narahashi, 2000].

Le complexe actine-myosine, étudié notamment dans le muscle squelettique [Campagnola,
2002], [Guo, 1997] a été identifié comme un générateur de second harmonique trés efficace. Il
est donc probable que cette source de contraste nous permette d’imager un autre type de
muscle : le muscle cardiaque.

Ces cellules étant difficilement observables en microscopie classique, nous pensons que
I’imagerie non linéaire permettra de corréler les résultats électrophysiologiques avec des
modifications morphologiques des cellules.

e Structure :

Le sarcomere (figure 1V)D.2) est I’unité contractile élémentaire des myocytes cardiaques
(300-500umX3-5um) et du muscle squelettique. 1l existe deux types de filaments présents
dans les myocytes : les filaments épais de myosine et les filaments fins d’actine. Des tétes
globulaires sont présentes aux extréemités des filaments épais de myosine. Les filaments de
myosine sont en interaction avec les filaments fins d’actine par ces tétes globulaires. Les
filaments d’actine sont reliés aux disques Z. C’est entre deux disques Z que I’on délimite un
sarcomere. Les filaments de myosine sont également liés aux disques Z par I’intermédiaire
d’une protéine qui agit comme un ressort passif: la titine (protéine géante de 3000kDa
environ). La titine est élastique et posséde une taille variable qui s’ajuste en fonction de I’état
de contraction de la cellule. Elle est inserée dans les filaments épais [Clark, 2002], [Trinick,
1999], [Sanger, 2001].

La contraction se fait par un déplacement des tétes globulaires présentes aux extrémités des
filaments de myosine le long des filaments d’actine. Une consommation d’ATP est nécessaire
pour assurer le déplacement des tétes le long de I’actine. La zone centrale de la myosine est
appelée disque M.
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<—————— Sarcomére——> Titine

disque Z disque M disque Z

Filaments épais de Myosine Filaments fins d”Actine

Figure 1V)D.2 : représentation schématique d’un sarcomeére

Les cellules peuvent étre observées directement aprés leur prélevement. Ces cellules étant
assez fragiles, le gain de temps du fait de la non coloration est un avantage essentiel. De plus,
I’étape de coloration nécessite toujours une étape de ringage, généralement fragilisante pour
les cellules.

Ceci nous permet de mesurer les variations morphologiques induites par la STX et invisibles

en microscopie classique.

ii.  Expériences réalisées

e Prélevements :

Les myocytes sont obtenus par digestion enzymatique de la région sino-atriale d’un coeur de
grenouille adulte. Ils sont placés dans des boites de Peétri en plastique (dimensions :
10X35mm) contenant une solution de Ringer. La composition du milieu de Ringer est en
mmol/L : NaCl: 110.5; KCI: 2.5; CaCl,: 2; MgCl,: 1; Na pyruvate: 5; HEPES (NaOH): 10;
glucose(CgH1206) : 10; albumine : 1 mg/mL; pH = 7.35. Le milieu de Ringer est un tampon
acido-basique dont la composition ionique et le pH sont voisins de ceux du sang de la
grenouille afin de limiter tout phénoméne osmotique qui perturberait la morphologie des

cellules.

203



e Parametres retenus :

Les cellules étant contenues dans un milieu aqueux de Ringer, il est possible d’utiliser un
objectif & immersion a eau. Nous avons utilisé un objectif 60X d’ouverture 0.9, qui procure un
champ spatial (300um) suffisant pour observer les cellules. Une longueur d’onde d’excitation
de 860nm a été choisie, avec une puissance moyenne au niveau du foyer de I’objectif de
20mW. Cette puissance ne cause aucun dommage morphologique visible a I’échantillon. Une
telle illumination répétée plusieurs fois (entre 5 et 10) ne modifient pas I’intensité du signal de
SHG détecté et nous ne voyons apparaitre aucun signal de fluorescence.

Le signal de SHG est détecté en transmission sur le microscope & travers un filtre E700SP
(filtrant le faisceau fondamental) et un filtre interférentiel HQ430/20 fabriqué par Chroma. Le
signal détecté est typiquement de 2500 photons (vers 430nm) par milliseconde pour 25mwW
d’excitation, petit devant le seuil de saturation de la détection. Nous n’avons pas mesuré de
signal de TPEF significatif dans ces expériences.

Une image typique obtenue est présentée a la figure 1V)D.3. Nous identifions les zones
lumineuses comme correspondant aux tétes de myosine. Cette identification est compatible
avec les travaux de Both et Campagnola [Both, 2003], [Campagnola, 2002] ou I’origine du
signal est située globalement au niveau du complexe acto-myosine. On distingue la zone

autour du disque M entre les tétes et la zone autour du disque Z délimitant un sarcomere.

“.I! I IM LI

“.l “II““ Tl “.I“
Figure 1V)D.3 : image SHG de cellules atriales fraiches -
de grenouille dans une solution de Ringer. Excitation : I

860nm, 20mW, objectif 60X 0.9 a immersion a eau, temps
d’acquisition 3s, temps par pixel 20us.
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e Protocole expérimental :

Nous avons extrait pour chaque image le profil en intensité sur une ligne tracé le long d’une
cellule. Ceci nous limite a des portions approximativement rectilignes de cellule. Le profil en
intensité mesuré sur une cellule ne doit pas presenter de variations spatiales sur une distance

comparable a celle séparant deux sarcomeres.

L’évolution spatiale du signal de SHG provenant des cellules peut étre trés bien représentée
par une somme de gaussiennes décalées dans I’espace.

La distance séparant deux zones lumineuses (largeur autour du disque M) est supérieure a la
résolution de I’objectif employé (400nm). En procédant a un ajustement du profil d’intensité
mesurée, il est alors possible de repérer la position des 2 maxima dans un sarcomere avec une
résolution meilleure que celle de I’objectif. L’incertitude sur la détermination de la position
du maximum possede deux origines. La premiére est liée a la méthode de recherche du
meilleur ajustement des point expérimentaux et la seconde dépend de la dispersion des
mesures sur différents échantillons. Les ajustements obtenus a partir des images permettent
une détermination précise des distances a 15nm pres. La précision est meilleure que la

résolution latérale de I’objectif utilisé qui est de 400nm.

Les mesures suivantes sont effectuées (cf figure 1V)D.4) :
e Lalongueur autour du disque M (LstrM), comprise entre les milieux de deux pics en
intensité du signal de SHG d’un méme sarcomere.
e La longueur autour du disque Z (LstrZ), mesurée entre les centres de deux pics
consécutifs les plus distants possible appartenant a deux sarcomeres différents.
e La largeur a 1/e? de I’intensité de SHG globale dans un sarcomere (FW-SHG),
obtenue par I’addition de la longueur autour du disque M et des demi largeurs a 1/e2

de deux pics plus proches voisins d’un méme sarcomere.
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e Lalongueur d’un sarcomeére (Lsarc) mesurée tous les deux pics de SHG.

Ce travail a été effectué sur de nombreuses cellules, et les mesures effectuées sont ensuite
comparées entre elles. La dispersion des mesures autour des différentes moyennes obtenues
nous conduit finalement a une précision de 20nm sur les mesures. Notons que si nous avions
pris en compte des images comportant un faisceau trés dense de plusieurs cellules ou des
cellules non contenues dans le plan focal, la dispersion des mesures augmente. La précision

dans la détermination des longueurs est fortement dégradée.

750
. - Ligne tracée sur
1+ - ] laquelle est mesurée
500 I’intensité

0 Q u T = v v T
0 5 15
750 - Lstrz —LstrM . ;

=~ . Lsarc -
5004 = 7T A
250, - ;
" = 1 fFWSHG \ @ 7 -
0-— e R :
3 4 5 6 7 8

Longueur pm

Figure 1V)D.4 : procédure de détermination des distances caractéristiques dans une cellule
LstrZ, LstrM, FW SHG et Lsarc. Le profil d’intensité obtenu sur la ligne tracée en blanc sur
I’image est ajusté par une somme de fonctions gaussiennes.
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lii. Résultats

Nous avons étudié de nombreuses cellules provenant de grenouilles différentes. Afin d’étudier
I’effet de la STX, nous avons utilisé plusieurs cellules provenant de la méme grenouille pour
assurer une comparaison fiable.

4 solutions différentes sont utilisees. La premiere ne contient que du milieu de Ringer et
servira de témoin. La seconde contient en plus de la STX a la concentration de 8nmol/L. La
troisieme contient un anticontracturant le BDM (butanedionemonoxime C4H;NO; bloguant
les canaux K* dépendant de I’ATP, et inhibiteur de la phosphorilation de la myosine), la
derniére contient du BDM et de la STX a la concentration de 8nmol/L. Les cellules sont
directement placées dans ces solutions. Le BDM est opposé a I’effet contracturant de la STX.
Les observations sont réalisées 30min apres I’introduction des produits.

Les images sont réalisées sur des cellules ne possédant pas de courbures trop grandes car

celles-ci correspondent a des altérations cellulaires.

e Contraction sous I'effetde laSTX :

Comme le montre le tableau 1V)D.1, on remarque que la taille moyenne d’un sarcomere varie
de 2,31um+/-0,02um dans le cas du contréle a 2,14um+/-0,02um en présence de STX
(8nmol/L), soit une variation comprise entre 6 et 10%. La saxitoxine provoque donc la

contracture des cellules atriales de caeur de grenouille.

Nombre de LstrM LstrZ FW-SHG Lsarc (um)
myocytes/ (km) (Lm) (km)
sarcomeres

Controle 6/60 0,80+0,02 151+0,02 1,79+0,02 2,31+0,02

STX(8nM) 10/52 0,75+0,02 1,39+0,02 1,82+0,02 2,14+ 0,02

Tableau 1V)D.1 : résultats des moyennes pondérées des différentes mesures effectués sur les
ajustement obtenus a partir des images.
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e Actiondu BDM etdelaSTX:

Les cellules sont placées en présence de I’anticontracturant BDM, bloquant le déplacement
des tétes myosines le long des filaments d’actine, par inhibition de la phosphorylation de
I’ATP. Les mesures sont présentées dans le tableau 1V)D.2. Une autre solution contient en
plus de la STX. Le BDM induit une légére contracture du sarcomére (2,25um) par rapport au
controle (2,31um). La STX en présence de BDM ne modifie pas la taille du sarcomére qui
reste identique (2,24pm). La STX en I’absence de BDM provoquant une contracture, cette
contracture est donc bien due a un déplacement des tétes de myosine le long de I’actine, les

déformations observées ne sont donc pas d’origine osmotique.

Nombre de  LstrM (um)  LstrZ (um) FW-SHG Lsarc (um)

myocytes/ (Hm)
sarcomeres
Contréle 6/60 0,80+0,02 1,51+0,02 1,79 £0,02 2,31+0,02
BDM(1uM) 6/33 0,78+0,02 146+0,02 1,82+0,02 2,25 +0,02
BDM+STX 8/41 0,77+0,02 148+0,02 1,68+0,02 2,24 £ 0,02

(LUM)+(8nM)

Tableau 1V)D.2 : résultats des moyennes pondérées des différentes mesures effectuées sur les
ajustements obtenus a partir des images.

e Origine du signal :

Une hypothese possible est que le signal de SHG provient de la zone de recouvrement entre
I’actine et la myosine. Dans ce cas, lors de la contracture sous I’effet de la STX, ce
recouvrement est plus grand entre les filaments épais et ceux d’actine, on devrait alors assister
a une réduction de la largeur de la LstrM (dans le cas d’un recouvrement incomplet entre les
filaments et les tétes de myosine lorsque la cellule est au repos). Cette diminution devrait étre
comparable a la variation de la longueur du sarcomeére. Or, nos expériences contredisent cette
hypothése, la variation de Lsarc est de 170nm entre le contrdle et en présence de STX, alors
que LsrtM varie de 50nm (avec une incertitude du méme ordre de grandeur). Le fait que la
largeur FW-SHG ne varie pas en fonction de la longueur du sarcomere montre également que

le signal ne provient pas du recouvrement entre les tétes de myosine et les filaments d’actine.
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Nous émettons I’hypothese, en accord avec nos données expérimentales, que le signal de SHG
provient seulement des tétes de myosine. Ces tétes sont arrangées de facon réguliere et
compacte dans I’espace. Chaque filament comporte en effet environ 300 tétes globulaires
[Cautino, 1986], ce qui correspond a une organisation dense non centrosymétrique de
chromophores. Il est donc raisonnable de considérer que I’origine du signal de SHG provient
de cet arrangement compact anisotrope des tétes globulaires de myosine.

Conclusion :

La microscopie de second harmonique permet donc une étude précise des cellules
musculaires, elle apporte par rapport a la microscopie classique un aspect quantitatif
indispensable aux études morphologiques ou des effets faibles sont attendus. En effet, une
contracture de I’ordre de 6% sur des objets micrométriques ne peut étre décelée en
microscopie classique. Nous avons démontré, pour la premiére fois, que la microscopie SHG,

permet d’effectuer une mesure fonctionnelle de nanotoxinologie.

209



210



Conclusion du chapitre 1V :

Ce chapitre a été I’occasion de montrer toute la puissance de la microscopie non linéaire en
contraste endogene. Nous avons vu comment la combinaison de la SHG et de la TPEF nous
permet d’accéder une quantité considérable d’informations quant a la structure des tissus.
Nous avons également démontré la facilité de mise en ceuvre de cette technique et ces
nombreux avantages en histologie.

Nous avons monter également que le collagéne de type I, possédait une chiralité par couplage
excitonique a I’échelle supramoléculaire. Cette chiralité est absente dans le collagéne 1V. Elle
n’a pas une importance majeure dans le signal de SHG rayonné par les fibres de collagene I.
Ce travail a fait ressortir les difficultés a éetudier des composés, comme [I’élastine et le
collagene, sortis de leur environnement biologique.

La facilité de mis en ceuvre du contraste endogéne a permis de mettre en évidence I’effet
destructeur du lindane sur le systéeme vasculaire du rat. 1l a été possible de mesurer des
distances avec une précision de 20nm grace a la microscopie de second harmonique combinee
a une détection de maximum d’intensité lors d’un traitement des données. Cette précision est
nécessaire pour quantifier les déformations induites par la saxitoxine. Nous avons donc
démonter, pour la premiere fois, qu’il est possible de mener des études de nanotoxinologie en
microscopie non linéaire par contraste endogene.

Perspectives :

Il est sur des cellules musculaires ou I’on suivrait en temps réel les déformations
morphologiques de cellules exposées a divers
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Conclusion :

Dans ce travail, nous avons étudié les liens existant entre la génération de second harmonique
et la chiralité moléculaire présente a la fois dans des molécules synthétiques comme I’ASTB
et dans des composés naturels comme le collagene.

Nous avons validé I’extension a I’optique non linéaire du modele de Kuhn sur I’ASTB qui
présente une chiralité par couplage excitonique. Les termes chiraux possedent alors une
origine dipolaire électrique. Nous avons également mis en évidence ce type de chiralité dans
le collagene de type I.

Nous avons démontré que la chiralité par couplage entre oscillateurs permet d’améliorer
I’imagerie de SHG des membranes en contraste exogéne. L’ASTB est un premier prototype
de marqueur. Nos résultats ont permis de suggérer des orientations précises pour la synthése
des nouveaux colorants. Les molécules futures, construites sur la base de I’ASTB, devront
s’insérer dans les membranes differemment de la molécule actuelle. Sinon, un moyennage
orientationnel sur le plan de la membrane sera extrémement défavorable pour la génération de
second harmonique. Nos collaborateurs au Laboratoire de Chimie de I’ENS de Lyon
travaillent actuellement sur de nouvelles molécules inspirées par I’ASTB.

Nous voulions démontrer la faisabilité d’études pharmacologiques en microscopie non
linéaire. Cet objectif a été atteint en mettant en évidence les effets du lindane sur le tissu

artériel et en réalisant la premiere étude nanotoxinologique en contraste endogene.

Pour compléter cette démarche, il faut rechercher une plus grande spécificité des signaux
observés. Des améliorations de notre instrument permettront de recueillir plus d’informations
sur les objets étudiés et de mieux comprendre I’origine des signaux.

Pour la fluorescence, il faut étudier les effets de I’environnement in situ d’une protéine sur
son spectre d’émission. Ces études sont actuellement en cours et nécessitent I’utilisation d’un
spectroscope sur les lignes de mesure. Ce travail doit étre réalisé directement sur le tissu et
non in vitro comme nous I’avons démontré sur [I’élastine. L’association de I’outil
spectroscopique et de la microscopie non linéaire en contraste endogéne ouvre de nombreuses
perspectives. Il sera alors possible de corréler les modifications du spectre d’émission de
certaines protéines avec des altérations détectées lors d’une étude morphologique rencontrées

dans diverses pathologies.
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Pour la génération de second harmonique, I’association de I’imagerie de second harmonique
avec une analyse polarimétrique parait judicieuse. Pour cela, nous allons mettre en place un
systeme de détection résolu en polarisation. 1l sera intéressant d’imager dans ces conditions
les cellules du muscle cardiaque, et différents types de collagéne. En parallele des travaux
d’imagerie, une caractérisation plus approfondie du collagéne de type Il et 1V, nous fournira
une meilleure compréhension des signaux observes en microscopie.

Ce développement instrumental ne doit jamais étre dissocié des applications biologiques.
Nous allons ainsi étudier plus en détail certaines altérations de la peau, et nous intéresser a

d’autres problemes pharmacologiques sur le tissu artériel.
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Microscopie non linéaire : chiralité et génération de
second harmonique

Depuis 1990, la microscopie non linéaire de fluorescence excitée a deux photons (TPEF) ou
de génération de second harmonique (SHG) a insufflé un nouvel élan a la microscopie
optique. Il est possible de réaliser de I’imagerie fonctionnelle tridimensionnelle de tissus épais
vivants ou de cellule. Le contraste provient soit de colorants optimisés pour I’imagerie non
linéaire (contraste exogene), soit de protéines naturellement présentes dans les tissus comme
I’élastine ou le collagéne (contraste endogéne). Nous abordons la microscopie non linéaire de
ces deux points de vue, essentiellement en SHG mais aussi en TPEF.

Notre travail sur les colorants pour la microscopie SHG s’appuie sur I’étude optique non
linaire des mécanismes intervenant dans I’activité optique des molécules chirales (la chiralité
est la propriété d’un objet de ne pas étre superposable a son image dans un miroir). La
chiralitt du colorant doit permettre d’améliorer I’imagerie membranaire de second
harmonique quand les molécules se répartissent de part et d’autre de la membrane dans un
arrangement centro-symetrique. Nous demontrons que le signal est conservé dans cette
géométrie uniquement pour une chiralité par couplage excitonique. Dans ce but, nous avons
travaillé sur un colorant synthétisé par le Laboratoire de Chimie de I’ENS de Lyon qui
possede ce type de chiralité : I’ASTB (base de Troger substituée par deux acridines).

Le travail sur ce colorant s’effectue alors dans deux directions, d’une part tester lI'extension du
modele des oscillateurs couplés aux effets chiroptiques non-linéaires et d’autre part, montrer
que ce colorant posséde le type de chiralité optimal pour exalter le signal de second
harmonique membranaire. La mesure résolue en polarisation du signal de second harmonique
réfléchi par un film mince de ce colorant permet de valider notre modéle. Des vésicules
artificielles mimant les membranes cellulaires permettent d’étudier son comportement comme
colorant membranaire.

Nous étudions et utilisons deux sources de contraste endogenes : le collagene (source de
SHG) et I’élastine (source de TPEF). Apres caractérisation des propriétés optiques non
linéaires de ces deux protéines, nous montrons comment la microscopie non linéaire
combinée de TPEF et de SHG peut remplacer avantageusement I’histologie classique. Nous
démontrons la faisabilité d’une étude morphologique sur du tissu artériel épais vivant de Rat.
Nous mettons alors en évidence les effets du lindane (un insecticide tres répandu) sur le
systéeme cardio-circulatoire. L’étude montre de nombreuses altérations de I’élastine du tissu
cardiaque tant au niveau de I’aorte que de I’artere carotide. Ces altérations se retrouvent, en
partie, dans les artéres d’animaux non traités au lindane mais descendant de pére traité avec
une dose résiduelle de toxique. Ce travail montre I’existence d’effets de I’insecticide sur la
descendance.

Nous réalisons la premiére étude nanotoxinologique en microscopie non linéaire a partir du
signal de second harmonique des filaments de myosine. Nous mesurons une contracture au
repos de cellules atriales de grenouille soumises a une toxine (la saxitoxine), avec une
précision de 20 nm.



Nonlinear microscopy : chirality and second harmonic
generation

Nonlinear microscopy enables functional 3D imaging of living thick tissues or cells. The
contrast in imaging may come from synthetic dyes (exogenous contrast) or from proteins in
tissues (endogenous contrast). We perform nonlinear microscopy with both of these
approaches. In particularly, we use SHG (Second Harmonic Generation) and TPEF (Two
Photon Excited Fluorescence).

Our work on dyes for SHG microscopy rests on nonlinear optical study of the mechanims of
optical activity in chiral molecules. The chirality of dyes should enhance SHG membrane’s
imagery when molecules are in centrosymetric arrangement in membranes. We demonstrate
that chirality of the dye must come from an excitonic coupling. We study such a colorant : the
ASTB (Acridin Substituted Troger Base).

We study and use two sources of endogenous contrast : collagen (SHG) and elastin (TPEF).
After characterisation of their nonlinear optical properties, we demonstrate that the
combination of TPEF and SHG Jin microscopy enables a morphological study of fresh living
arterial tissue in Rats. We also show the dramatic effects of lindane (an insecticide) on the
vascular system.

We perform the first nanotoxinologic study in nonlinear microscopy based on SHG signal
from myosin filaments. We measure a contracture of atrial frog cells with the introduction of
a toxin (saxitoxin) with a resolution of 20 nm.
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