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FIGURE 4.16 — Traitement automatisé de la fibrose, biopsie M12 du patient N°5 : (a) Tri-
chrome de Masson; (b) Microcopie multiphoton 2PEF (Rouge) /SHG(Vert) ; (c) Détection et
regroupement des pixels verts du trichrome de Masson ; (d) image SHG seule (échelle de cou-
leur Noir-Vert-Blanc) ; (e) Masque final a partir du Trichrome de Masson (Noir = fibrose) ;
(f) Masque final a partir de la SHG (Noir = fibrose) ; barre d’échelle 100 pum
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score I F 4. Par contre les amas de fibrose seront, eux, mieux détectés par cette derniére

technique.

Corrélation entre les différents scores
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FIGURE 4.17 — Corrélation entre les différents score de fibrose : (gauche) [ Fspe en fonction
de IFpnapan T = 0,12 (p = 0,58); (centre) IFapr en fonction de IFanpan 7 = 0,60
(p =0,007); (droite) I Fsye en fonction de I Fapr 7= 0,25 (p = 0,21)

La corrélation entre IFapnr et IFanpapan €St bonne, comme en témoigne le graphique
central de la figure 4.17 et un coefficient de Kendall 7 = 0,60 (p < 0,01). Ceci était attendu
puisque cette méthode a été concue pour automatiser ’évaluation de la fibrose selon les
critéres des anatomopathologistes. En revanche, le score I Fsgg ne se corréle pas avec le score
IF pnaparn (T = 0,12 p = 0,58), ni avec le score I F4yr bien que dans ce cas, la valeur de
7=0,25 (p=0,21) soit un peu plus élevé. Plusieurs raisons pourraient expliquer cela. Tout
d’abord les scores I Fayr et I F anapan sont évalués sur les mémes coupes et a l'aide du méme
marquage tandis que la coupe utilisée pour le score I Fsy est distante de quelque micrométre
ce qui diminue la corrélation possible avec les 2 autres méthodes. Ensuite, nous avons vu que
la sensibilité des 2 méthodes n’est pas identique et les différences pourraient trés bien venir de
I’accumulation de matrice extracellulaire invisible en SHG, c’est-a-dire des composants autres

que des collagénes fibrillaires.

Corrélation des scores avec le débit de filtration glomérulaire

Nous avons ensuite comparé les différents scores de fibroses aux débits de filtration glo-

mérulaire mesurés & M3 et M12 de chacun des patients. Ceux-ci ont été calculés a partir
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FIGURE 4.18 — Corrélation entre le débit de filtration glomérulaire et de gauche a droite :
IFspye 7 = 0,47 (p = 0,07); IFapr 7 = —0,02 (p = 1); IFanaparn T = 0,05 (p = 0,93);
IFAMT - IFSHG T = —0,41 (p = 0, 1)

des mesures de concentration de créatine dans le sang par la formule MDRD proposé par
Levey!'%l. Un débit de filtration glomérulaire est considéré comme normal s'il est supérieur &
90 ml/min/1,73m? et Patteinte rénale est légeére entre 60 et 90, modéré entre 30 et 60, sévere

entre 15 et 30 et en dessous de 15 ml/min/1, 73m? on parle de défaillance rénale.

On voit sur la figure 4.18 que les scores de fibrose interstitielle I Fapnr et I Fangpain 0€
sont pas corrélés avec la filtration rénale. Par contre, le score [Fggg semble étre corrélé
positivement avec un coefficient de Kendall 7 = 0,47 (p = 0,07). Si cette corrélation était
confirmée, cela signifierait que plus le score I Fsyg est faible, plus la défaillance rénale est
grande. Ce résultat paradoxal pourrait s’expliquer par la sensibilité forte de notre score pour

une fibrose diffuse inter-tubulaire, mais faible pour des lésions plus importantes.

Comme les sensibilités des scores [ Fsyg et I Fapr ne sont pas les mémes en fonction du
type de lésion liée & la fibrose, nous avons mesuré la corrélation de la filtration rénale avec la
différence entre ces scores I Fayr — [ Fspa. Le faible nombre d’échantillons ne nous permet
pas de conclure définitivement, mais il semblerait que I F 4y — I Fgpg soit anticorrélé avec
le débit de filtration glomérulaire. Ce résultat étonnant pourrait étre compris comme suit : le
score I Flgpq est trés sensible a la fibrose diffuse, mais peu sensible aux zones d’accumulation
focale de matrice extracellulaire, alors que c¢’est I'inverse pour le score I F4p7. La soustraction
de ces 2 scores créerait donc un indice qui lorsqu’il est faible, voire négatif indique plutét une
fibrose diffuse alors que lorsqu’il est élevé indique de nombreuses accumulations focales de

fibrose.



158 CHAPITRE 4. RESULTATS BIOLOGIQUES

4.4.4 Conclusion

A premiére vue, les conclusions de cette étude et de celle réalisée dans le chapitre 2, ou
nous comparions déja le score I Fsga et un score de fibrose réalisé par un anatomopatholo-
giste, sont opposées. Toutefois, le type d’échantillons et la distribution de la fibrose sont aussi
trés différents. Dans le cas du modeéle murin de fibrose rénale induite par I’Angll, les souris
témoins n’étaient presque pas atteintes par la fibrose dans le cortex, et les souris traitées a
I’AnglI atteignaient au maximum 1% de fibrose dans le cortex. Le score réalisé par 'anatomo-
pathologiste avait alors été adapté pour détecter ces fibroses trés faibles. Au contraire, dans
I’étude de biopsies humaines, le score de fibrose I Fsrg s'étend de 4% a 26%, soit un ordre de
grandeur de plus. Alors que le score de 'anatomopathologiste et le score I F4yr ont été congus
pour rendre compte de ce type de fibrose, nous n’avons pas optimisé notre technique dans ce
cadre. De plus, il semblerait que certains types de lésions correspondant & une forte accumu-
lation locale de matrice extracellulaire sont mal détectées par notre méthode, soit car elles ne
sont pas constituées de collagéne fibrillaire, soit parce que celui-ci est peu structuré. Ainsi, la
méthode de quantification de la fibrose par I Fsy est sensible a des lésions de fibrose légére,
mais rend mal compte des états de fibrose plus avancés, d’ou la différence avec les 2 autres
scores. Cette différence de sensibilité avec le trichrome de Masson montre que les 2 techniques
sont complémentaires : elles peuvent donc s’enrichir mutuellement, ce qui montre I'utilité de
notre méthode méme si celle développée par le laboratoire d’analyse d’image quantitative de

I'Institut Pasteur est plus rapide, plus simple et moins onéreuse.

Quoiqu’il en soit, I'essentiel n’est pas tant de mimer le score de ’anatomopathologiste,
mais de donner une information utile pour le néphrologue que ce soit sur ’état du rein ou
son devenir. Méme si [ Fggg évalue mal 1’état de fibrose rénale selon les critéres usuels, il
semblerait étre indicatif de 1’état fonctionnel du rein puisqu’il se corréle le mieux avec le
débit de filtration glomérulaire. Encore une fois, cette corrélation est étonnante puisqu’elle
implique que plus le score [ Fsyq est élevé plus le débit de filtration glomérulaire est élevé.
Cela est peut-étre di au type de fibrose auquel notre score est sensible, ce qui expliquerait
aussi pourquoi l'indice IF 7y — [ Fspyg est anticorrélé avec la filtration rénale. Ainsi, cet
indice composite devrait plus étre compris comme un indicateur du type de fibrose que de
I’étendue de la fibrose. Si ce résultat se vérifiait dans une étude plus compléte, il faudrait

alors approfondir le lien entre ces 2 scores et mettre au point un indice tirant le maximum
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d’informations disponibles dans ces 2 approches.

Cette étude préliminaire devra étre complété avant d’envisager d’utiliser la microscopie
SHG en routine sur des biopsies humaines. Tout d’abord, il sera utile d’optimiser I’algorithme
de traitement pour mieux ’adapter a ce contexte. Il serait d’ailleurs trés intéressant d’utiliser
exactement la méme lame pour les 2 techniques afin de pouvoir comparer pixel par pixel
les 2 méthodes. Cela est possible en imageant par microscopie SHG une lame blanche qui
serait ensuite colorée au trichrome de Masson et analysée par I’équipe de l'institut Pasteur
et un anatomopathologiste. Enfin, nous n’avons pas pu tester la qualité pronostique de notre
méthode dans cette étude préliminaire a cause du faible nombre de patients et des traitements
médicamenteux différents qu’ils ont re¢u. Dans une prochaine étude, il serait intéressant de
sélectionner des patients dont la filtration rénale évolue différemment entre M3 et M12 mais
qui ont recu des traitements identiques ou proches. Nous pourrions alors corréler I’évolution
de la fibrose entre M0 et M3 avec la filtration rénale & M12. Toutefois, il faudra se poser
la question de la représentativité des biopsies. En effet, dans nos modéles expérimentaux de
fibrose, nous avions remarqué I’hétérogénéité de la fibrose dans le cortex. Or, la biopsie ne
permet d’accéder qu’a une surface du cortex trés limitée.

Méme si cette étude ne permet pas de conclure sur 1'utilité de la quantification de la fibrose
rénale par microscopie multiphoton chez I’homme, elle nous engage a poursuivre nos études

pour mieux comprendre la sensibilité de notre méthode & la fibrose rénale.

4.5 Conclusion

4.5.1 Pertinence de la microscopie SHG pour des études biomédi-

cales

Nous avons montré que la sensibilité de la microscopie SHG et sa reproductibilité en font un
outil idéal pour les études pharmacologiques. En effet, cette technique permet de comparer des
protocoles médicaux effectués a des dates ou des lieux différents. Dans le cas plus spécifique de
la TG2, nous avons démontré que les souris déficientes en TG2 bénéficiaient d’une protection
contre la fibrose et nous poursuivrons cette étude avec des inhibiteurs pharmacologiques de la
TG2. Le but est de limiter la progression de la pathologie, mais aussi d’induire sa régression.

L’imagerie SHG du collagéne simplifie aussi I'étude des interactions entre les cellules et
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le collagéne ou de molécules avec le collagéne. En effet, la microscopie multiphoton permet
d’observer un premier marqueur fluorescent grace a la 2PEF et de visualiser le collagéne sans
marquage avec la SHG.

D’un point de vue général, nos études ont ainsi démontré la pertinence de la microscopie
SHG pour la recherche biomédicale en complément des méthodes plus conventionnelles. Le cas
particulier de son apport pour la problématique des fibroses rénales est abordé au paragraphe

suivant.

4.5.2 Apports de la microscopie SHG sur la compréhension des mé-

canismes de la fibrose rénale

Nous avons montré au cours de ce travail qu’il existe une continuité entre les fibres de
collagéne interstitielles péritubulaires, périglomérulaires et périvasculaires, et ce, dans des
modeéles expérimentaux aux mécanismes variés. Nous remarquons aussi une présence récur-
rente d’artérioles fibrosées passant dans les zones de fibrose plus importante du cortex rénal.
Enfin, la fibrose est constamment contigiie aux capillaires interstitiels. Les rapports précis de
ces structures devront étre étudiés plus en détail.

Nous avons aussi observé que la TG2 avait un role péjoratif dans la progression de la
fibrose rénale : son activité et sa présence interstitielle augmentent avec ’hypertension, et
surtout, les souris déficientes en TG2 sont protégées contre les effets de I’hypertension. Nous
avons alors cherché les mécanismes qui liaient la TG2 et la fibrose.

Par le dosage des ICTP, nous avons démontré que bien que les souris TG2(-/-) présentent
moins de fibrose interstitielle, ce sont elles dont les reins dégradent le plus de collagéne I
alors que 1Sabsence dSinfluence sur la synthése de ce collagéne, appréciée par 1'expression de
I’ARNm de proCol-a;-I en RT-PCR, a été vérifiée. LSabsence de TG2 a donc favorisé un bilan
négatif de 1Saccumulation de collagene I par 1Sintermédiaire dSune meilleure solubilisation de
celui-ci. Il reste cependant & déterminer si la TG2 limite 1Sactivité des collagénases, ce qui nSa
pas été étudié a notre connaissance. En conclusion, I'un des mécanismes d’action de la TG2
sur la fibrose semble étre de rendre les fibres de collagéne plus résistantes a la dégradation.

Un co-marquage anti-NG2/anti-TG2 a révélé une bonne corrélation entre les 2 signaux de
fluorescence. Il se pourrait alors que les principales cellules responsables de la production de

TG2 interstitielle soient les pericytes. Cette hypothése nous raméne & notre premier point,
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puisqu’elle renforce I'idée que la fibrose interstitielle pourrait étre reliée aux vaisseaux sanguins
par les péricytes des artérioles qui synthétiseraient la TG2.

Au final, ces études nous conduisent & suggérer que le stimulus fibrogéne est d’origine
vasculaire, non seulement dans un modéle déhypertension, mais également dans des modéles
de néphropathies inflammatoires. Cette hypotheése, logique dans le modéle de fibrose induite
par I’AnglI ou ’agression est avant tout vasculaire, semble paradoxale dans les autres modéles
de fibrose, qui présentent pourtant une distribution similaire des fibres de collagéne, dés les

stades précoces.

4.5.3 Applications & ’'Homme

Nous présentons des résultats préliminaires sur deux applications potentielles de la tech-
nique chez I'’homme. La premiére est le diagnostic de la fibrose par endoscopie multiphoton
dont nous avons tenté d’évaluer la faisabilité sur un rein intact de souris. La profondeur de
pénétration de la technique est relativement faible sur un dispositif de microscopie (100 pm,
cf. annexe 5.2) et sera encore plus limitée sur un endoscope. Cela ne donnera accés qu’a une
partie trés superficielle du rein puisque chez I’homme le cortex a une épaisseur de l'ordre du
centimétre. L’intérét de la technique dépendra alors de la confirmation de la présence d’un
fibrose sous-capsulaire et de son lien avec la fibrose dans I’ensemble du rein.

La deuxieme application est la quantification de la fibrose sur des biopsies de rein humain.
Nous avons comparé notre méthode a une analyse automatisée d’images de coupes colorées
au trichrome de Masson. Notre technique semble peu efficace pour évaluer des états de fibrose
avancés et certaines lésions apparaissent fortement au trichrome, sans apparaitre en micro-
scopie multiphoton. Il faudrait caractériser ces lésions pour mieux comprendre le processus
de fibrose puisque les constituants ou 'organisation de ces lésions doivent étre différent de
ceux de la fibrose intertubulaire. Cette variation de sensibilité nous laisse envisager la mise au
point d’une procédure plus sophistiquée et plus informative pour les médecins en combinant

les différentes techniques.






Conclusion

Le travail de thése présenté dans ce manuscrit s’est attaché a étudier la génération de
second harmonique par le collagéne, & I'appliquer a l’évaluation des fibroses rénales et a

comparer cette méthode avec les autres méthodes existantes.

Nous avons tout d’abord proposé une modélisation pour étudier la relation entre I'organi-
sation submicrométrique du collagéne et le signal de génération de second harmonique. Nous
avons vu que dans les conditions d’imagerie usuelles en microscopie multiphoton, la généra-
tion de second harmonique est surtout sensible & I'organisation spatiale des fibrilles selon ’axe
optique. Le signal de second harmonique généré vers ’avant sonde des distances caractéris-
tiques plus grandes qu’environ \.,/2,5 alors que le signal généré en contrapropagatif sonde
des distances caractéristiques comprises entre A, /2,5 et A, /5. On peut donc théoriquement
obtenir des informations sur la structure de ’échantillon, & partir de ’étude du diagramme
de rayonnement du second harmonique, ou du rapport entre ’émission vers 'avant et vers
I’arriére. Toutefois, de nombreuses fréquences spatiales de 1’échantillon étant perdues dans
ce processus, il est peu probable que 'on puisse remonter & 1’organisation 3D submicromé-
trique du collagéne. Il sera donc nécessaire de combiner des techniques plus résolutives avec
I'imagerie SHG et de travailler sur des systémes modéles pour mieux caractériser expérimen-
talement la relation entre 'organisation du collagéne dans les tissus et la génération de second

harmonique.

Nous avons également évalué les avantages et les inconvénients de la microscopie SHG
par rapport aux techniques conventionnelles pour la visualisation du collagéne. Nous avons
démontré que la génération de second harmonique est une technique sensible spécifique des
collagénes fibrillaires. Comme elle s’applique a tout type d’échantillons, elle est robuste et se
combine sans manipulation supplémentaire a toutes les études utilisant des marqueurs fluo-

rescents. Enfin, c’est la seule technique qui permet d’accéder a I'organisation 3D du collagene



dans les tissus. Toutefois, la microscopie multiphoton reste une méthode plus onéreuse et plus
lente que les colorations histologiques visualisées en microscopie plein champ.

Nous avons ensuite mis au point une méthodologie de quantification des fibroses rénale
par microscopie multiphoton. Cette méthode a été validée sur un modeéle de fibrose rénale
hypertensive chez la souris. Comme attendu, nous avons mis en évidence un augmentation du
volume occupé par les fibres de collagéne dans le cortex rénal de souris traitées a I’angioten-
sine II. La pertinence de notre score a été confirmée par la corrélation avec un score de fibrose
interstitielle semi-quantitatif évalué par un médecin sur des coupes colorées au trichrome
de Masson. Comme la microscopie SHG permet de différencier les collagénes fibrillaires des
collagénes non fibrillaire, nous avons vérifié que la sclérose des glomérules correspond & 'ac-
cumulation de matrice extracellulaire non fibrillaire (collagéne IV) et non pas de collagéne
fibrillaire comme mentionné dans certaines études. La reproductibilité de notre méthodologie
facilite aussi la comparaison de mesures effectuées a des dates et sur des dispositifs différents,
alors que de telles comparaisons sont problématiques dans le cas des évaluations dépendante
d’un opérateur. Enfin, la combinaison de la génération de second harmonique et de la fluores-
cence excitée & deux photons nous a permis de révéler un remodelage eutrophique des artéres
arquées suite a la perfusion d’angiotensine II.

Une fois validée, cette méthode d’évaluation de la fibrose a été appliquée a différentes
études biologiques. Dans un premier temps, nous avons étudié l'effet de la déficience en trans-
glutaminase 2 sur la progression de la fibrose induite par ’angiotensine II. Tous les indices de
gravité de la néphropathie que nous avons mesurés indique une protection relative des souris

déficientes en TG2 par rapport aux souris sauvages.

Nous avons également mis en évidence qu’au moins a des stades précoces, la distribution
de la fibrose semble identique dans les modéles murins de néphropathie différent alors que
les causes de cette fibrose sont extrémement différentes. Il est donc probable que quelles que
soient les cellules agressées, une partie des voies de signalisation qui permettent la synthése
et 'assemblage des fibres de collagéne soit identique. La confirmation de cette hypothése est
toutefois au dela du propos de ce travail et nécessitera de nombreuses autres études.

Enfin, nous avons aussi appliqué notre technique a I’évaluation de biopsies de rein trans-
planté. En collaboration avec I’équipe d’analyse d’image quantitative de I'institut Pasteur et
le service de néphrologie de I’hopital Necker, nous avons comparé notre score & celui donné

par un anatomopathologiste et celui obtenu par ’analyse automatique des coupes colorées au



trichrome de Masson. Nous avons remarqué que le score mesuré en microscopie multiphoton
semble ne pas étre sensible aux mémes lésions que les 2 autres scores. Si tel était le cas, nous
pourrions combiner notre technique et ’analyse automatique de la coloration au trichrome de
Masson pour proposer un indice plus sensible et plus informatif pour les médecins.

Ce manuscrit démontre ainsi tout le potentiel de la génération de second harmonique pour
I’observation des collagénes fibrillaires. De nombreuses applications sont envisageables, allant
de I’étude de I'assemblage des fibrilles de collagéne a ’évaluation de la fibrose, que ce soit dans
le rein ou dans d’autres organes. De plus, dans les études liées a I'interaction entre le collagéne
et des cellules ou des protéines, I’approche de la visualisation du collagéne par le signal SHG
et des autres entités par le signal 2PEF devrait étre toujours envisagée tant elle simplifie les
protocoles. Concernant la quantification de la fibrose rénale chez 'homme, 1'utilité et I'intérét
de la méthode, que nous avons mise au point, reste en grande partie a démontrer. Quoiqu’il
en soit, sa sensibilité et sa reproductibilité sur modéle murin, en font un trés bon outil pour
des études pharmacologiques. La prochaine étape sera d’ailleurs de démontrer 'effet bénéfique

d’inhibiteurs de la TG2 sur la fibrose rénale.






Chapitre 5

Annexes

5.1 Analyse statistique des scores de fibrose interstitielle

au trichrome de Masson

Nos collaborateurs ont évalué chaque souris sur une échelle allant de 0 & 4+. L’analyse
statistique de ces données a d’abord été réalisée selon une approche bayésienne. Toutefois,
comme ici le score est discret nous ne pouvions pas utiliser un modeéle gaussien. Notre mo-
deéle consiste en un ensemble de quintuplets {po, p1, P2, p3, P4} qui représentent la probabilité
pour le rein d’une souris appartenant & un groupe donné d’avoir un score respectivement de
{0,1+4,2+,3+,4+}. Les calculs ont été effectués avec une précision sur les différentes proba-
bilités de 0, 04.

Les observations pour le groupe témoin montrent que toutes les souris (N=6) ont un score
de 0. Le quintuplé le plus probable est alors {1jg5,1], 0[0:0,55), 0[0:0,55]> 00;0,55]: O[o;0,55 } 01t les
intervalles de confiance & 95% sont donnés entre crochets. Ces intervalles sont calculés en
intégrant la densité de probabilité par rapport aux autres variables du quintuplé.

Pour le groupe traité pendant 28 jours nous observons 3, 3 et 2 souris qui ont des
scores respectifs de 0, 14 et 2+ ce qui donne des probabilités pour les différents scores de
{0, 375(0,08:0,5], 0, 375[0,08:0,8]» 05 25[0,04:0,72], 00;0,4]> Op0:0,41 } - Enfin, pour le groupe traité pendant
49 jours nous obtenons 1, 4 et 2 souris classées respectivement aux scores 1+, 2+ et 3-+. Nous
obtenons les probabilités a postériori de {0jo,0,441, 0, 140,04:0,64]5 0, 5710,12:0,92] 0, 29[0,04:0,76] » O0;0,44) } -

Au final, la probabilité pour que la moyenne du score des souris du groupe témoin soit

inférieure a celle des groupes D28 et D49 est respectivement de 78% et 99%. Il faut noter



que le choix d’une loi a priori uniforme pour les quintuplets défavorise les cas ou 'une des
probabilités est élevée. En effet, il n’y a qu'un seul quintuplet avec py = 1 alors qu’il y en a
énormément avec py = 0.

On peut raisonner un peu différement, en calculant la probabilité pour une souris de
chaque groupe d’avoir un classement supérieur a 0, c’est a dire regrouper les scores 14 a 4+
en une seule catégorie. Dans ce cas, la probabilité pour une souris du groupe controle d’avoir
un niveau normal, ie de 0, est de 1,00(¢5:1,001- Pour les groupes Angll D28 et Angll D49,
elle est respectivement de 0, 37,120,690 €t 0, 00(0,00,0,31), et la différence entre le groupe controle
et D28 est significative (p>99%). La différence apparait ici car a la place de rechercher la
probabilité pour chaque score, nous recherchons seulement si une souris est malade ou non, il
a donc une intégration de 'information.

Au final, on voit que le risque pour une souris traitée a ’angiotensine de développer une
fibrose (score supérieur ou égal a 1+) est significativement plus élevé, et que plus le traitement

est long, plus les scores obtenus sont important.

5.2 Profondeur de pénétration dans le rein

Afin d’évaluer les capacités de la microscopie multiphoton pour effectuer des biopsies
virtuelles du rein, il est nécéssaire de connaitre la profondeur de pénétration de notre technique
dans le tissu rénal. Lorsque nous avons mesuré les spectres de fluorescence endogéne sur des
reins fraichement disséqués et non fixés (voir chapitre 3.1.3), nous avons aussi réalisé des
études sur 'atténuation du signal en fonction de la profondeur d’imagerie.

Nous avons réalisé 2 piles d’images en z pour des longueurs d’onde d’excitation de 730 nm
et 860 nm a une puissance sur I’échantillon d’environ 50 mW. Ces piles d’images sont consti-
tuées de 50 images d’une méme zone de 270 x 270 um? (339 x 339pizels?) espacées de 4 pum,
soit une profondeur totale de 200 pum. L’intensité moyenne de chaque image en fonction de la
profondeur de pénétration est tracée sur le graphique 5.1.

On observe que le signal 2PEF augmente lors de la pénétration dans ’échantillon sur
les premiers micrométres, puis le signal 2PEF est atténué exponentiellement. En approchant
les 2 courbes par une fonction exponentielle décroissante, nous trouvons que les coefficients
d’extinction sont respectivement de 0, 0244 40,0004 pm =" et 0,0182 40,0004 um =", soit des

longueurs caractéristiques (atténuation a 1/e) de 41 &1 um et 55 + 1 pm a respectivement
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FIGURE 5.1 — Atténuation du signal de fluorescence sous excitation a deux photons en fonction

de la profondeur d’imagerie pour deux longueurs d’onde d’excitation : 730 nm et 860 nm.

Nous avons approché les 2 courbes par une fonction exponentielle décroissante pour obtenir

la distance caractéristique d’atténuation a 1/e, soit 41 pum a 730 nm et 55 pm a 860 nm



730 nm et 860 nm. Comme attendu, la profondeur de pénétration est plus grande a 860 nm.

En théorie, cette diminution du signal pourrait étre compensée en augmentant progressive-
ment I'intensité laser. Toutefois, a ’atténuation du signal s’ajoute la défocalisation du faisceau
liée aux déformations du front d’onde introduite par la propagation dans I’échantillon, ce qui
diminue la netteté des images. Au final, il est possible de reconnaitre des tubules jusqu’a des

profondeurs d’environ 100 pum.
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