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Résumé — La microscopie non linéaire permet d’observer des milieux complexes avec une résolution
tridimensionnelle micrométrique. Outre la fluorescence excitée a deux photons (2PEF) qui est aujourd’hui
largement utilisée pour I’imagerie de tissus biologiques, d’autres formes de contraste sont exploitables. Par
exemple, la génération de second (SHG) ou troisieme harmonique (THG) fournissent des informations
complémentaires a la fluorescence en détectant spécifiquement certaines structures capables de produire ce
type d’émission cohérente. Nous présentons les principes de ces approches, et plusieurs applications récentes.

1. Microscopie non linéaire

Depuis son introduction en 1990, la microscopie de fluorescence excitée a deux photons (2PEF) s’est imposée
comme une méthode incontournable d’imagerie de tissus intacts a I’échelle sub-cellulaire[1]. En effet, la
caractéristique la plus remarquable de la microscopie multiphotonique est de maintenir une résolution
tridimensionnelle micrométrique lors de I’observation en profondeur d’un milieu diffusant[2]. Combinée aux
technologies de protéines-fusion (GFP etc), cette approche est aujourd’hui utilisée dans de nombreux domaines,
notamment en neurophysiologie. Un autre attrait de ce type d’imagerie réside dans la possibilité d'utiliser
d’autres phénoménes optiques non linéaires comme source de contraste (figure 1). Ainsi, les microscopies par
géneération de second harmonique (SHG) et par génération de troisieme harmonique (THG) permettent
également d’observer des milieux complexes, et fournissent des informations complémentaires par rapport a
I’imagerie de fluorescence. L’étude en cours des mécanismes de contraste de ces formes alternatives de
microscopie non linéaire a mené récemment au développement de nouvelles applications.
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Figure 1. Mécanismes de la fluorescence excitée a deux photons (2PEF), de la génération
de second (SHG) et troisieme (THG) harmoniques. (A) Exemple 1 : échantillon excité a
800 nm, produisant un signal SHG a 400 nm et un signal 2PEF a 450-580 nm. (B)
Exemple 2 : échantillon excité a 1200 nm, produisant un signal THG a 400 nm et un signal
SHG a 600 nm.

2. Génération de second (SHG) et troisieme harmonique (THG) par des structures biologiques

La génération d’harmonique est un phénomene cohérent: les ondes rayonnées par différentes molécules
présentes dans le volume d’excitation peuvent interférer de fagon constructive ou destructive selon la répartition
spatiale de ces molécules. De ce fait, les microscopies SHG et THG sont sensibles a certaines géométries a
I’échelle du volume sondé. En particulier, un signal SHG ne peut étre obtenu que dans un milieu non centro-
symmeétrique ; la microscopie SHG est donc sensible a la symétrie a I’échelle du volume focal. En revanche, la
génération de troisieme harmonique n’impose pas de contrainte de symétrie ; cependant aucun signal THG ne
peut étre obtenu dans un milieu homogéne normalement dispersif. Cette propriété résulte de I’inversion de phase
présente au voisinage du foyer d’un faisceau focalisé. Un signal est par contre obtenu lorsqu’une hétérogénéité
est preésente au foyer de I’objectif, par exemple une interface entre deux milieux optiquement distincts (eau et

lipides, par exemple).
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Certaines structures cellulaires ou tissulaires permettent de réaliser les conditions d'efficacité, de symétrie
et d'accord de phase appropriées, et fournissent naturellement ces types de réponse[3,4]. Dans ce cas, I’émission
se fait en général dans la direction du faisceau excitateur, et peut étre séparée spectralement de la fluorescence et
détectée indépendamment (voir figure 1). La microscopie SHG permet de visualiser certaines structures
macromoléculaires denses et organisées telles que les fibres de collagene, les myofilaments ou les faisceaux de
microtubules[3,5], et permet notamment I’étude des fibroses collagéniques [6,7]. La microscopie THG détecte
les interfaces ou les inclusions micrométriques [8] telles que les gouttelettes lipidiques[9,10], et permet de
visualiser sans marquage le développement embryonnaire de petits organismes [11,12] (figure 2). Enfin, ces
approches se combinent naturellement avec les techniques de photoablation en régime femtoseconde, permettant
de réaliser des micro-lésions tridimensionnelles dans les cellules et tissus observés[12].
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Figure 2. Imagerie combinée 2PEF/THG d’un embryon de drosophile avant la phase de
gastrulation, comportant un marquage GFP dans les noyaux localisés a la périphérie de
I’embryon. L’image illustre la forte densité de structures lipidiques (détectées en THG)
présentes entre les noyaux et les structures internes (vitellus) [9].
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