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Introduction

Introduction

L’homme a appris de longue date a s’équiper d®pbur regarder les petits objets.

Ainsi, I'existence de la lentille optique, instrumide plus simple qui soit pour grossir I'image
d’'un objet, remonte au moins a -700 (ruines deWiniVers -500, Aristophane fait référence
aux « spheres ardentes », en cristal de roche @amenaude, et au premier siecle, Séneque
remarque que les objets sont plus gros et distlocdgu’ils sont vus au travers d’'une sphere
remplie d’eau. A la méme époque, Pline utilise lemtille de verre pour la mise a feu et, a
Rome, les médecins focalisent le soleil a l'aide |eletilles pour cautériser les plaies.
Cependant il faudra attendre la fin du X¥Asiécle pour voir apparaitre ce qu’on considére
aujourd’hui comme le premier microscope. Sa patiermst aujourd’hui débattue ; sa
découverte pouvant provenir des Jansen peére gfifilse (a), ou de G. Galilée. Ce premier
microscope est trés simple, il est composé de tiiles convexes, I'une servant d’objectif
grossissant et l'autre d’oculaire. Cet objet neal@s cesser par la suite d’étre amélioré,
notamment par le hollandais A. Van Leeuwenhoekég@dament considéré comme le pére de
la microscopie moderne. En 1664, R. Hooke [1] pressdans son traité « Micrographia » un
microscope a trois lentilles doté d’'une table potigt, d'un systéeme de mise au point et d’'un

condensateur d’éclairage fait avec un ballon d’&gure (b).

(@) (b)

(a) Microscope de Van Leeuwenhoeek, composé d’unentille unique servant a la fois d’objectif et
d’oculaire. Ce microscope est muni de deux réglaggmssibles pour positionner I'objet a regarder par
rapport a la lentille. (b) Microscope de Hooke, préenté dans son traité « Micrographia ».

Des lors, les progres de la microscopie ont perfai découverte du monde de
linfiniment petit dont l'intérét ne cesse de grandans les communautés scientifiques

comme industrielles. [2] Aujourd’hui, il existe dua grandes familles de microscopie : la
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Introduction

microscopie optique, la microscopie électroniquee,microscopie a champ proche et la
microscopie acoustique.

En 1934, S. Sokolov [3] montre qu'’il est possithletiliser les ultrasons pour détecter
des défauts de la structure interne des matériamsesd et dans les années 1970, sous
limpulsion de C. Quate, [4] la microscopie acogsé voit le jour. En microscopie
acoustique, un faisceau d’ultrasons est produgamettant un élément piézoélectrique trés
mince a un signal électrique modulé. Ce faiscefaless concentré sur I'échantillon a l'aide
d’une lentille acoustique focalisante puis recuaillaide d’une lentille acoustique collectrice
et converti en signal électrique avec un seconchéé piézoélectrique. La technique peut
étre appliquée en réflexion ou transmission, sglom I'on détecte les faisceaux ultrasonores
transmis ou réfléchis sur I'échantillon. L'imageoastique est obtenue par un balayage
meécanique, en déplacant la tache de focalisativasoinore dans le plan perpendiculaire au
faisceau. Pour chaque point du balayage, le sigjeatrique recueilli en sortie du récepteur
est mémorisé et traité pour finalement reconstituee image sur écran. Un liquide de
couplage est utilisé pour favoriser la transmisglarsignal acoustique entre I'échantillon et
les lentilles acoustiques, généralement de l'eaa.limite de la résolution spatiale de
linstrument est proche de la demi-longueur d’odds ultrasons dans ce liquide de couplage.
Pour un microscope acoustique dont I'élément piértdgue vibre au GHz, il est difficile
d’obtenir une résolution latérale supérieure &kolution offerte par la microscopie optique,
de l'ordre du micron. La résolution tomographigse guant a elle liée a la longueur d’onde
ultrasonore dans I'échantillon. L’intérét majeurldemicroscopie acoustique provient non pas
de sa résolution mais de ce qu’'elle offre la pakigild’obtenir des images en profondeur de
'échantillon, que celui-ci soit opaque ou non. [Péus, linformation apportée est
complémentaire des autres méthodes de microscoglie :peut étre sur les propriétés
meécaniques de la matiere (densité, élasticité ogitg porosité, etc.) ou sa structure (relief,
micro-fissures, etc.). Les champs d’applicatiorassiques de la microscopie acoustique sont
la microélectronique, la métallurgie ou le biomédlidJn intérét majeur pour le biomédical
est que la microscopie acoustique permet I'obsenvates organes et des tissus vivants sans
devoir introduire d’'agents de contraste ni perturbeur fonctionnement. De plus, la
profondeur de pénétration est bien plus grande ierostopie acoustique qu’en microscopie
optique. De tels atouts font qu’aujourd’hui, la mgcopie acoustique suscite un grand intérét
en médecine, a tel point qu’elle est entrée damsdéies d’opération pour I'imagerie d’organe

pendant les interventions chirurgicales.
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En parallele de la génération d'ultrasons paeteffiezoélectrique, on sait depuis
A.G. Bell [5] que le son peut étre généré avec aléduiiére. La base de la physique des
ultrasons lasers réside dans cette découverast possible de générer par rayonnement laser
des ondes acoustiques. Quarante ans plus tardillou [6] prédit que le son et la lumiére
peuvent interagir, la veérification expérimentale ate prédiction étant faite en 1930 par
E. Gross. [7] Les ondes générées par laser peal@staussi étre détectées par laser. Ne reste
plus qu'a attendre les sources de lumiere adéquptes que naisse I'acoustique
picoseconde...

En 1960, T. Maiman concoit le premier laser [B]ume petite dizaine d’années plus
tard, les premiéres impulsions lasers nanosecosmi@sgénérées. [9] En 1984, [10] suite a
'avenement des sources lasers ultrarapides etadéedhnique dite pompe-sonde, une
révolution dans la génération et la détection daglbns de haute fréquence intervient,
I'acoustique picoseconde ou acoustique ultrarafttleacoustique picoseconde, une premiere
impulsion laser trés énergétique, car focaliséexeEmement breve, est utilisée pour générer
un champ de contrainte dans un échantillon. Cetpaiision s’appelle la pompe, sa durée est
typiguement de la centaine de femtoseconde. Le phden contrainte créé résulte de
'absorption de I'énergie lumineuse dans la matieGette impulsion utilise donc la
découverte de A. G. Bell : une onde mécanique estecavec de la lumiére. Le contenu
spectral lié a ce champ de contrainte peut s'éeefqasqu’au térahertz, créant des ondes
acoustiques se propageant dans le matériau ddohdaieur d’onde peut aller de quelques
nanometres a quelques centaines de nanometrediliganti un objectif de microscope, la
tache focale de pompe en surface de I'échantillent dacilement étre réduite a un
micrométre de diameétre. Les échelles de temps téaistques de I'acoustique picoseconde
sont alors de la picoseconde a la nanoseconds é@inhensions caractéristiques du nanometre
au micrometre. Pour détecter des perturbationsi aapgles et localisées, on utilise la
prédiction de L. Brillouin : 'onde acoustique pamwe une perturbation de la densité du
matériau, qui crée une modification de son indiptigoie [6] donc une variation de son
coefficient de réflexion. Cette variation d'indiade réflexion, signature optique de la
perturbation créée par la pompe, est détectée gzaintpulsions sondes. Une multitude
d’'impulsions lasers sont retardées par rappoiin@lilsion pompe, les impulsions sondes, et
permettent des mesures successives de la répamsédire de I'’échantillon a la contrainte
créée par la pompe. Un échantillonnage optique adaéponse de I'échantillon a la
perturbation créée est ainsi réalisé. Historiquamies premiers montages permettant cet

échantillonnage optique sont les bancs pompe-sdddes un tel montage, les impulsions
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pompes et sondes proviennent du méme laser, etdedrdes impulsions sondes par rapport
aux impulsions pompes est obtenu en utilisant igme |a retard mécanique. Celle-ci permet
une variation de chemin optique contrdlée avecpr@eision inférieure au micrometre, ce qui
correspond a un retard optique moindre que la ddeBimpulsion laser, sans modifier le

positionnement spatial du pointé de la sonde séchBntillon. Retard aprés retard, la
dynamique de la réponse optique de I'échantillda gerturbation créée par la pompe est
finalement obtenue avec une résolution temporelibpisoseconde. Les trés hautes
frequences acoustiques et la résolution temporsilbpicoseconde de I'acoustique

picoseconde rendent alors possible I'étude acawsstae la structure interne d’échantillons
submicrométriques et la focalisation du laser pemnme résolution latérale identique a celle
de la microscopie optique.

Historiquement, passé la premiere expérienceod&mue picoseconde, de solides
bases théoriques sont rapidement poseées, [11]seengilements de structures planes
submicrométriques sont étudiés. L'étude des réftexi acoustigues a des interfaces
solide/liquide a suivi a partir de 1996, [12] eteupremiere étude dans les matériaux
polymeéres est réalisée cette méme année. [13] Besqrs travaux ont été realisés avec de

y .z

faibles focalisations du spot laser par rapport’épaisseur des échantillons étudiés,
reproduisant ainsi le probléme acoustique de ragioemt d’un piston plan en champ proche.
L’étude acoustique était alors consacrée aux ondes polarisations longitudinales

uniquement. Les ondes de polarisations transveseesnsuite été obtenues, d’abord en
jouant sur les conversions de modes a la réflesmdre un film isotrope opaque et un substrat
anisotrope, [14], puis, selon le méme principe ndaiss un film transparent. [15] Une autre

solution consiste a focaliser fortement I'impulsiaser et observer le probléeme acoustique en
champ lointain. [16] Parallelement, la génératianlae détection d’ondes de surface sont
réalisées depuis 2002. [17] Ces premiers défisame@rgtion et détection acoustique résolus,
'étude de structures autres que les matériawdeslimétalliques ou semi-conducteurs, a
alors débutée. Ainsi, concernant I'eau, les preesi@pplications a I'étude de la propagation
et de la détection de phonons acoustiques dangobome débutent tard, avec une étude de la
célérité acoustique en fonction de la températar@5 [18] et I'étude dynamique de la

solidification est réalisée dans la foulée. [19} Ra suite, une étude de la réflexion des
phonons acoustiques a l'interface entre de l'eawretsolide a été proposée, [20] et,

récemment, une application pour la mesure de narbstes par la propagation des phonons

acoustiques dans son volume a été publiée. [21]oQes études ont été réalisées dans les
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milieux mous, ou viscoélastiques, dans des filmgodés par la technique de Langmuir-
Blodgett [22].

Les nombreux progrés réalisés font qu’'aujourd’liacoustique picoseconde est
appliqguée pour I'étude des films minces et desesyss multicouches, I'étude de nanofilms,
[23] de nanoparticules [24] et de microfibres, [2Biude des interfaces [26] et les mesures
d’adhésion. [27] Elle est appliquée dans les métlsxmétaux liquides [28], y compris en
conditions extrémes, [29] la glace, [19] les ligpgd [18] les polyméres. [22] En plus de
'acoustique, les champs d’application de l'acaysdi ultrarapide sont la thermique, [30]
I'électronique [31] ou encore 'optique. [32] Enrpléle de ces progres, le savoir faire acquis
pour la focalisation de la génération, et le déwedment de nouvelles technologies lasers,
rendent possible I'imagerie par acoustique picaseéeoll ne faut plus que quelques secondes
pour effectuer une acquisition en un point donnéndchantillon. [33] Procédant alors de la
méme maniere qu’'en microscopie acoustique, l'imagear acoustique picoseconde de
structures submicrométriques est réalisable.

Il apparait alors que I'acoustique picosecondeguis suffisamment de maturité, et
peut aujourd’hui répondre a l'intérét que montrées biologistes pour l'imagerie par
ultrasons, en appliquant la technique aux cellbiekgiques. Les premieres applications sont
réalisées dans ce manuscriRour proposer un lien entre les deux discipltm@scernées par
ce travail, les sciences physiques et du vivarg, présentation sommaire de la cellule sera
faite dans le premier chapitre. Cette présentatEna accompagnée d'une revue rapide du
contexte d’imagerie cellulaire ou I'acoustique gieconde prétend s’insérer et des concepts
biologiques nécessaires a la compréhension deaxedg ce travail. Le second chapitre est
consacré aux développements expérimentaux néasgmiur I'application de I'acoustique
picoseconde a la biologie cellulairevitro, premiére étape nécessaire dans la transitiored’'un
technique dédiée a I'étude de la physique du setde I'étude de biophysique cellulaire. Ces
développements seront d’abord présentés puis uak/sande leurs performances sera
effectuée. Le troisieme chapitre sera consacré pmariéres applications de l'acoustique
picoseconde dans un matériau biologique simpleellale végétale d’oignon. Cette premiere
présentation sera faite a travers une modélisatamalytique et les simulations

correspondantes qui seront alors confrontées paumpremiere fois aux expériences

" Juste avant que ne débute ce travail de thésghigarev a, au cours de son travail de post-doceard MP,
montré qu'il était expérimentalement possible deectér un signal d’acoustique picoseconde dansdaiole

d’'une cellule d’oignon, dont 'amplitude peut éimedifiée par I'ajout d’un peptide en surface dunhédériau.
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d’acoustique picoseconde dans une cellule biol@giguvitro. Le modéle développé et la
simplicité expérimentale de cette premiére appbcapermettront de vérifier le caractére non
invasif de la méthode pour les cellules biologiquEstte premiere étude permettra de
démontrer la sensibilité de la technique pour lhesaon des propriétés mécaniques de la
cellule et son potentiel pour 'imagerie cellulaite quatrieme chapitre présentera finalement
une seconde étude, sur cellules animales. La ednimale étudiée étant moins épaisse que
celle d'oignon, un nouveau modéle sera développui€i permettra une étude de la
détection en fonction de la couleur de laser édigt de I'épaisseur des cellules, ainsi que
linterprétation et la compréhension des résul@atpérimentaux. Cette étude sur cellules
animales sera appliquée a mesurer les propriéteamagies de la cellule en fonction de
I'utilisation de protéines de stimulation de sorhéslon sur un biomatériau. L’application

immédiate concerne la reconstruction tissulaire.



Chapitre 1 : Un contexte biologique

Chapitre 1

Un contexte biologique

La cellule est l'unité de base d'organisatiomudctiirelle des systémes vivants, elle se
situe au plus bas échelon des structures capakfésctler toutes les activités de la vie. Elle
a été identifiée pour la premiére fois par R. Hoake 1665, [1] qui observait une fine couche
de liege a I'aide d’un microscope optique. On défileux types de cellules, les procaryotes,
cellules sans noyau et les eucaryotes, cellules avgau. Ce travail sera appliqué a ces
dernieres. Dans la limite de résolution du micrggcoptique, toutes les cellules eucaryotes
possedent une substance fondamentale, liquideamsparente, le cytoplasme, et un corps
rigide et opaque, le noyau. Le tout est délimité wae membrane cellulaire. Le soutien
cellulaire est assuré par une structure filamestale cytosquelette, non visible en
microscopie classique, car de diamétre inférieda &entaine de nanometres. [34] Cette
structure est fondamentale pour tous les événendenis vie cellulaire, notamment pour les
processus d’adhésion cellulaire. Ainsi, la cell@st un micro-organisme hétérogéne et
complexe, fonctionnant de maniére autonome maétreite relation avec I'organisme auquel
elle appartient. Afin de mieux la comprendre etliptéter les mécanismes cellulaires, il est
nécessaire pour le biologiste de pouvoir observéchelle subcellulaire, [35] du micrométre
au nanometre. Aussi, les avancées en recherchdagell sont intrinsequement liées aux
différentes techniques d’observation et d'étudeemis la disposition des biologistes.
Cependant, si I'imagerie cellulaire haute résohlutast un défi nécessaire et vital pour la
compréhension des mécanismes intracellulairesytra anjeu, au moins aussi important pour
cette méme compréhension, est I'étude des interfaatulaires afin de comprendre comment
une cellule réagit lorsqu’elle est au contact d'amre cellule ou d’'un substrat. L'adhésion
cellulaire sur un substrat externe [36] joue urm ndlajeur pour les cellules adhérentes dans
leur cycle cellulaire, de leur maturation, & leiffédenciation, leur motilité ou leur apoptose
[37] L'adhésion cellulaire sur biomatérfacomprend une cascade de quatre événements :

[38] l'attachement cellulaire, son étalement, lamgsation de son cytosquelette et la

" L'apoptose est un processus actif de suicide leéy programmé par la cellule. Ce processus asictérisé
par une modification physiologique reconnaissaeléaccellule. Le noyau se désagrége, la cellumsatracte et
se fractionne en morceaux entourés d’'une membrane.

" Un biomatériau est défini comme étant un maténiani vivant, utilisé dans un appareil médical etgeopour
interagir avec des systémes biologiques, quelgisadonction.
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formation des contact focaux_a quantification de I'adhésion cellulaire sur substrat lors
de ces quatre phases est au coeur de nombreuxxrdearecherche actuels, motivés par
exemple par un besoin croissant d’organe de remplant en médecine chirurgicale du fait
de 'augmentation de la longévité humaine. [39]

Dans ce chapitre, une présentation de difféerentdg®ons de bases de la biologie
cellulaire nécessaires au physicien pour la congm&bn de ce travail sera faite dans un
premier temps. La morphologie cellulaire ainsi deg échelles de tailles typiques de la
cellule seront évoquées. Par la suite, I'étudeadeidmécanique et de I'adhésion cellulaire,
sera abordée, en seconde partie de ce chapitrprdsentation des méthodes de mesure
d’adhésion illustrera I'intérét croissant que potties biologistes pour cette étude, notamment
en utilisant des peptides pour stimuler cette ddhéf/ne revue non exhaustive des méthodes
d’'imagerie subcellulaire présentes dans les labwest de biologie et ne dégradant pas la
morphologie cellulaire, c'est-a-dire les méthodeséparant pas les organites entre eux, sera
ensuite proposée, en troisieme partie de ce chapites méthodes présentées sont
rassemblées selon les quatre grandes famillesiqua@ssde microscopie et présentées par
ordre chronologique d’apparition : la microscopigigue, la microscopie électronique, la
microscopie acoustique et la microscopie a changcha. Leur intérét pour la biologie
cellulaire sera présenté. En quatrieme et derrparée, une revue des applications de la
microscopie acoustique appliguée au domaine biaraEdera faite, ainsi, qu'une revue de
'acoustique picoseconde dans un milieu dont lepnétés mécaniques sont proches de la
cellule, un milieu aqueux ou mou. La résolution raegte alors d’'un a deux ordres de

grandeurs par rapport a celle obtenue en micros@guustique conventionnelle.
1.1) Généralités sur la cellule

1.1.1) Structure et dimensions

Le cytoplasme, optiguement transparent, entaimolau, les organites et tout autre
élément présent dans la cellule. Il forme une sulcst homogéne dans la cellule, visqueuse
ou trés fluide, et contient de nombreux sels munéraécessaires a l'activité biochimique de

la cellule. Le noyau est dans la cellule, entowé&ytoplasme, sa forme est fonction de I'état

" Un contact focal est une jonction d’ancrage stalelda cellule sur un substrat non-cellulaire. Denhreux
filaments du cytosquelette de la cellule ont undede extrémité située sur le contact focal. Lestacts focaux
peuvent aussi étre appelés plaques d’adhérencesaques focales, surtout si les encrages de lidesbnt trés

larges.



Chapitre 1 : Un contexte biologique

cellulaire, selon I'activité de la cellule. A li@tieur du noyau se trouvent les chromosomes
composés d’ADN et de protéines. La cellule estndiédie par sa membrane, d’'une dizaine de
nanometres d’épaisseur chez les cellules eucarydfiset dont la fonction est d’assurer une
barriere perméable pour de nombreuses substansssutis. Les échanges moléculaires a
travers la paroi cellulaire se font par diffusi®us la surface de la membrane est grande par
rapport au volume de la cellule, plus la quantiés @échanges possibles est optimale par
rapport aux besoins de la cellule. Ce rapport sarfaur volume définit les dimensions
microscopiques de la cellule : la vitesse d’absonptie nourriture est proportionnelle a sa
surface et la quantité nécessaire est proportiaalvolume ; la vitesse a laquelle entrent et
sortent les déchets est donc inversement propaosltEna la taille. Les cellules eucaryotes ont
typiguement un diametre de 10 & 100 micrometreewstépaisseur varie selon le type de

cellule, d’'une centaine de nanometres a quelqueometres.

Noyau

Appareil de Golgi
Réticulum Endoplasmique

Mitochondrie

Lysosome

~0.2 ym

- e
-~ ‘-—-....____,..-

Figure 1-1 : Schéma d'une cellule animale adhérentgeur un biomatériau. Le noyau est le plus gros des
nombreux organites cellulaires. Les dimensions dealcellule sont micrométriques et son contenu est
fortement hétérogéne. (Schéma réalisé par O. Zougriaboratoire Biomatériaux et réparation tissulaire
U577, Université Bordeaux 2)

De nombreux autres organites sont présents darelllde. Dans la cellule végétale,
ces organites sont appelés plastes et assurergxgauple, la photosynthése cellulaire. Dans
la cellule animale, les éléments subcellulairest goins nombreux et plus variés ; la
mitochondrie, I'appareil de Golgi, le réticulum empiasmique et les lysosomes sont les
principaux. La figure 1-1 présente une illustratida cellule animale adhérente sur un
biomatériau. Son contenu est fortement hétérogelds, I'échelle de la centaine de
nanometres, du fait des nombreux organites gutaposent. Son soutien et son adhésion sur
le biomatériau sont assurés par le cytosquelett. [
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1.1.2) Le cytosquelette

La structure mécanique de base de la cellule @rimst son cytosquelette, c’est une
véritable charpente interne qui lui confére sa fehjoue un rble essentiel dans son adhésion
et éventuellement dans sa mobilité. Il intervienssa dans la contraction des cellules
musculaires et le transport de protéines. Il €st tliense et dynamique, il utilise trois types de
fibres différentes pour ce soutien et cette dynamigles microtubules, les microfilaments et
les filaments intermédiaires. Les microtubules sépéis et composés de tubuline. Les
microfilaments sont plus fins et composés d’actihes filaments intermédiaires sont fait de
molécules qui different selon le type de celluleiletsont assez hétérogenes. La valeur
caractéristique de leur module d’Young est de queddGPa et leur diamétre compris entre 5
et 25 nm. [42]. C. Rotsch [43] a montré l'importandu réseau d’actine dans la stabilité
meécanique de la cellule vivante en montrant quedsagrégation de ce réseau implique
forcément une baisse du module d’Young moyen dmellale. Ce réseau dense renforce le
caractére hétérogéne de la cellule animale a llkeclsebmicrométrique, puisqu’il faut le
rajouter aux nombreux organites subcellulairescytesquelette est donc a la fois le squelette
et le muscle de la cellule, c'est un réseau rerléue@ permanence et a l'origine de
nombreuses activités de la cellule ; c’est unectire dynamique, dont la forme et la densité
dans la cellule sont intrinsequement liees a laction cellulaire et a I'environnement
extracellulaire.

La forme cellulaire est essentiellement assur@z ¢ cellule végétale par une paroi
rigide extérieure a la membrane. De plus, I'enviement extérieur de la cellule végétale
étant souvent quasi statique, le cytosquelette aricpe que faiblement a son soutien
cellulaire. 1l est donc relativement simple et casg® essentiellement d'un réseau de

microtubules, localisé contre la membrane cellalair

1.1.3) Cycle cellulaire

La vie de la cellule est définie par le cycleldalre : toute cellule se reproduit par
scission en deux descendants, toute cellule memérgét deux cellules filles a la fin de
chaque cycle de division, [41] la transmission daane de la cellule mere a la cellule fille
devant étre intacte. Pour que les différentes gmdiune plante ou d’'un animal croissent, se

développent et se régénéerent normalement, la divisellulaire doit absolument se dérouler

" L'actine est une abondante protéine du cytosgeetpii se polymérise en faisceau d’actine, grosesate

filaments d’actine, serrés, et pontés les uns atres qui forment alors le réseau tridimensionrettche.
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au moment opportun et au rythme appropri€, selorytimme de régulation lié aux cellules
elles-mémes et a leur environnement extérieur. rbedifications des propriétés mécaniques
de la cellule peuvent étre le témoin d’'un cycléutaire perturbé.

Ainsi, pour les cellules adhérentes, s'il y ailition de contact sur un substrat, un
récipient de culture ou la matrice extracellulaiien tissu, les cellules cessent de se diviser
car elles perdent leur point d’ancrage, signe quéensité cellulaire n’est pas optimale par
rapport a la surface de substrat proposée. Lesleelentrent alors en phase d’apoptose.
Durant cette phase, la cellule se détache et s@wact®y modifiant ainsi ses propriétés
meécaniques. [44]

Lorsque le cycle cellulaire est perturbé, lawdellest dite cancéreuse, et la encore ses
propriétés mécaniques sont modifiées. La palpatjianest un des premiers gestes médicaux
pour diagnostiquer un cancer, consiste a rechensherzone dure au touché et n’est rien
d’autre qu’une évaluation manuelle de la rigiditendamas cellulaire. Cependant, certaines
cellules cancéreuses peuventcontrario manifester une perte de rigidité. [45] Ainsi, la
mesure des propriétés mécaniques d’une cellulegieutin indicateur de son état pathogéne,

ou peut permettre de différencier une maladie dautee. [42]
1.2) Adhésion cellulaire et effet des peptides d’adhésion

1.2.1) Les contacts focaux et les forces misgeien

L'adhésion cellulaire sur une matrice extracelld est réalisée grace aux contacts
focaux, points d’adhérence entre le substrat etelfule. En ces points d’adhésion, les
intégrines, une famille de protéines transmembrasaforment un lien stable entre la matrice
extracellulaire et le cytosquelette. La forme dedutes adhérentes sur un substrat est
fortement influencée par I'élasticité de leur cyposlette. De méme, la dimension, la forme
des points focaux et la force d’attache qu’ils d@wpent est fonction de la tension du
cytosquelette. [46] Ainsi, 'adhésion cellulairg @gimement liée aux propriétés mécaniques
de la cellule.

La forme du point d’adhésion focale est fonctides forces appliquées par le
cytosquelette en ce point notamment parce qu'ulh@de@adhérente exerce sur le substrat des
forces d’adhésion normales et tangentielles. Ledramtes d’adhésion normales au substrat
proviennent des molécules d’adhésion spécifiquesd'mteraction non spécifiques, par
exemple les forces de Van der Waals. Les contsaitdagentielles sont liees aux forces

exercées par le cytosquelette de la cellule. Latiféade points d’adhésion focaux pour une
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cellule donnée est une somme discrete, la dimermd#res points d’adhésion focale est

relativement large, de I'ordre du umz2. [46]

1.2.2) Mesures d’adhésion

Une mesure quantitative d’adhésion cellulaireligue généralement un décollement
de la cellule pour effectuer la mesure, que cetsure soit faite sur une population cellulaire,
on parle alors de méthode globale, ou sur une leelinique, on parle de méthode de
micromanipulation. Cependant il existe aussi deghau®s pour mesurer, au moins
gualitativement, I'adhésion cellulaire de manieoa mvasive.

La microscopie optique de réflexion a contrasgtepase permet de transformer des
différences de phase en différences d’intensitlé, edt particulierement bien adaptée pour
'étude d’échantillons transparents et fins. Audai,premiére analyse pour comprendre et
visualiser I'adhésion cellulaire a été obtenue dgpsant cette technique. Les contacts focaux
ont pu étre observés et I'espace entre la cellus®m® substrat a été mesuré. [47] Par la suite,
la méthode a été améliorée pour mesurer quangtatwnt I'adhésion cellulaire, [48] avec ou
sans l'aide de la fluorescence.

Parmis les méthodes globales classiques pourtifigari’adhésion cellulaire les
techniques dites hydrodynamiques, telles que lanbha a flux laminaire, a flux radial ou le
disque tournant, sont trés utilisées. Le principasiste a estimer une population cellulaire
avant d’enclencher le dispositif d’étude expériménpuis, que ce soit pendant ou en fin de
cycle, a effectuer un bilan des cellules décolléasrestant sur le substrat étudié. Des
techniques ultrasonores permettent ce principeudét [49] les cellules sont initialement
adhérentes sur un substrat collé a un matériaog@earique qui permet de générer une onde
ultrasonore. Il suffit alors de quantifier le nombde cellules détachées par rapport a
'amplitude de I'onde générée pour obtenir une rimfation globale sur I'adhésion cellulaire.
La perturbation acoustigue peut aussi bien étre omde longitudinale venant de la
profondeur du substrat et se déplacant vers sacgugu’une onde de surface se propageant a
l'interface entre le substrat et la cellule. [50) paralléle de cette variation d’amplitude de
'onde ultrasonore générée, la variation de laedge ultrasonore peut aussi été utilisée :
pour une amplitude donnée de l'onde ultrasonoreémgén les cellules semblent moins
sensibles aux ondes hautes fréequences. [51]

Concernant les méthodes de micromanipulation, téefiniques principales sont
'AFM, la méthode de micropipette ou les pincesigqueés. En AFM, le principe consiste a

perturber la cellule a l'aide d’une micropointe rtém sur levier. Si le déplacement ou la
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contrainte exercé par le levier est étalonné, ar plors remonter a la force nécessaire pour
déplacer ou détacher la cellule de son substrapribeipe est le méme pour ce qui concerne
le micropipetage. L'idée consiste a « aspirer »céflule a l'aide d’'une micropipette et,
connaissant la force de succion appliquée a I'msta la cellule s’est décollée, on accéde a
une mesure de son adhésion. Une autre alternatiste eavec les microplaques : on laisse
adhérer une cellule sur un substrat, puis on ennanu& second au contact de la face
supérieure de la cellule. La cellule va alors aadbiérer a ce second substrat. Il suffit ensuite
de quantifier la force ou le déplacement nécesgmitg écarter les deux substrats jusqu’a
rupture d’'adhésion cellulaire pour remonter a léslbn globale de la cellule. Les pinces
optiques utilisent un faisceau laser fortement lfeéaqui piege une particule diélectrique et
permet de la déplacer. En faisant le bilan énergétde la puissance de laser requise pour un
déplacement quantifié de la microbille, on peutaatar a certaines propriétés mécaniques de
la cellule. Les mesures faites par pinces optigeesent étre a I'échelle d’un contact focal ou
d’une cellule entiere. Le méme principe peut étilesé@ avec des billes magnétiques, ou cette
fois le déplacement de la bille est imposé parfaree magnétique. [39]

Enfin, une autre méthode, non invasive pour ldulsel existe depuis peu. [52] Elle
consiste a placer les cellules sur un substratide-pilier, un « tapis de fakir », et a mesurer
la déflexion des micro-piliers induite par les fesdangentielles exercées par les cellules sur
chaque micro-pilier.

Figure 1-2 : Clichés de microscopie électronique Balayage de cellule cultivées sur les réseaux decnai-
piliers déformables. Les cellules reposent sur lealit des piliers sans pénétrer entre les plots et excent

des forces détectées par la déflection des plotmdge et [égende tirées de [53].
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Cette méthode permet de quantifier localemenfotee dynamique exercée par la
cellule lorsqu’elle se déplace sur le substratfignare 1-2 présente des images de microscopie
électronique a balayage illustrant la technique<dapis de Fakir ». Grace a cette expérience
il a été possible de montrer que les forces caxtgpd’adhésions tangentielles sont nettement

plus élevées en périphérie de la cellule qu'aureefti2]

1.2.3) Adhésion cellulaire et substrat

L'intensité de la force d’adhésion sur un sulistst liée au type de substrat ; la cellule
sonde son environnement extérieur et s’adapte metiém de celui-ci. Ainsi, il a été montré
gue sur une surface rigide la cellule aura tendanf@mer des points d’adhésion larges et
permanents alors que posée sur un substrat moypases d'adhésion seront petits et
temporaires. [46] Il a méme été démontré, par lthauke du tapis de fakir, que non seulement
les forces développées par la cellule sont plusrtaptes sur substrat rigide, mais qu’elles
sont méme proportionnelles a la raideur du subgta® conclusion importante en a éte tirée,
ce n'est pas la force d’attache exercée sur letsibgui est importante dans I'adhésion
cellulaire, mais la déformation du substrat qu'etletraine, [54] cette déformation étant
fortement corrélée a la formation des contactsurate la cellule. De plus, sur substrat lisse,
les points d’adhésion focale sont distribués uni&ment sur toute la membrane en contact
avec le substrat, alors que sur surfaces ruguaresegoints d’adhésion sont uniquement
visibles aux extrémités des extensions cellulaog@sla membrane est en contact avec le
substrat. [55]

1.2.4) Adhésion cellulaire et peptides

Dans le cadre de l'adhésion cellulaire sur aflisdgocompatible de titane, une voie
visant a favoriser I'intégration du biomatériau pmsystéme biologique consiste a ajouter des
peptides en surface du matériau, donc a l'intertattee la cellule et le titane. Ce processus
est connu sous le terme de fonctionnalisation déénma, le but étant d’obtenir, par
modification chimique de la surface du biomatérides interactions spécifiques et controlées
entre la cellule et le matériau. Les peptides agistus différemment sur la cellule. Ainsi, le
peptide RGD greffé en surface du biomatériau interagit avecitéégrines de la cellule et
favorise I'adhésion cellulaire. Depuis sa décowvert 1984, [56] cette séquence est de loin la

séquence la plus employée et la plus efficace feworiser I'adhésion cellulaire sur un

" RGD : Arginine-Glycine-Acide Aspartique
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biomatériau. [57], [58] Elle agit sur I'adhésionllakaire essentiellement en améliorant la
gualité de la jonction entre la cellule et le stdistc'est-a-dire la qualité de la liaison au
niveau du point d’adhésion focale. La présence @B Rensifie le nombre de contacts focaux
gue forme la cellule, cette densification étantctmn de la concentration surfacique sur le
biomatériau de la séquence RGD. [59] Une autre énarde stimuler I'adhésion cellulaire
peut se faire en contrélant la différenciation wlelre. Par exemple, la protéine de BMP-2
influe dans la différenciation cellulaire, ce quodifie I'organisation et la composition du
cytosquelette cellulaire. [60] Les protéines de Bstit actuellement testées cliniquement en
tant que protéines d’adhésion. [61] Par ailleussBMP-2 peut aussi conduire une lignée
cellulaire a se différencier en une autre, lesutedl ostéoblastes peuvent ainsi étre amenées a

se changer en cellule ostéoclastes. [62]

1.2.5) Adhésion cellulaire et apoptose

Au cours de leur développement, les cellulessemiance a former et a renouveler de
nombreux points d’adhésion focale afin de se lienaubstrat. Cette tendance s'’inverse en
fin de cycle cellulaire ou bien lorsque la densiécellule devient trop élevée en surface du
substrat : dans ces conditions, les cellules eokkrt un cycle d’apoptose, ou suicide
cellulaire (cf. section 1.1.3). L’'apoptose cellutase caractérise notamment par une relaxation
de I'adhésion, [44] la cellule adhérente sur urstalb se désolidarise de celui-ci. Il en résulte
un changement de sa morphologie, d'un état étaléxet sur le biomatériau, la cellule se
contracte et rompt les points d’ancrage entre sebrgne et son environnement. En fin
d’apoptose, la cellule est totalement détachéeodessbstrat, elle se fragmente [63] et est

phagocytée par les cellules environnantes.
1.3) Techniques de microscopie pour I'imagerie subcellulaire

1.3.1) La microscopie optique

Du fait des dimensions micrométriques de la geamdjorité des cellules, I'instrument
de base permettant d’examiner une cellule est &zascope. Les cellules ont d'ailleurs été
découvertes 75 ans apres le premier microscop& peréles Jansen en 1590. De nombreuses
variantes de microscopie optique ont depuis éténitdes. En microscopie en lumiere directe,

les difféerentes parties de I'échantillon absorbent réfléchissent différemment toutes les

" BMP-2 : Bone Morphologenetic Protein-2
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longueurs d’'onde du spectre de la lumiere, 'imadpenue comporte alors la signature
optique des constituants de I'échantillon. La mscapie en contraste de phase est possible
sur les échantillons transparents. Les différestasctures de I'échantillon ayant un indice
optique différent créent un déphasage entre lesngmayOn image alors ces différences de
phase avec des niveaux de gris différents, ténuegshétérogénéités a l'intérieur de I'objet
observé. La microscopie de fluorescence utilise gaspriétés de la fluorescence pour
sélectionner en visualisation certaines couleurnidé au préalable. La fluorescence,
découverte en 1852 par G. Stokes, [64] est I'émistumineuse par une substance d’une
couleur spécifigue apres qu'elle ai absorbé un magment électromagnétique. Si
I'échantillon ne posséde pas de propriétés intgnes de fluorescence, des fluorochromes
peuvent alors lui étre ajoutés. L’'ajout de fluonmches peut étre ciblé sur un élément
subcellulaire spécifique et plusieurs fluorochromddférents peuvent étre ajoutés
simultanément sur différents éléments subcellidagiblés spécifiquement. La microscopie
de fluorescence constitue une des avancées majeerddmagerie cellulaire, elle est
appliguée a la biologie depuis les années 1930appkcations essentielles sont le marquage
de structures subcellulaires, la mesure de modifice métaboligues ou physiologiques
rapides dans les cellules vivantes, le suivi d'bbjdividuel ou les études dynamiques sur
cellules vivantes par exemple. Une avancée pagiemhent innovante dans la microscopie
de fluorescence a été le développement de la naimpdes confocale, qui permet de faire de la
tomographie, c'est-a-dire de faire des images dasplans de coupes de I'échantillon étudié
et ainsi de créer une image tridimensionnelle @ehlantillon. Si cette tomographie est
obtenue avec l'aide d’'un laser, on parlera de toapmge optigue cohérente. Outre la
localisation optique de la structure, l'utilisatioe la dynamique de fluorescence permet de
pouvoir remonter a certaines informations quairvieat sur des parametres physiques locaux
de la cellule, tels que son indice optique [65]mlesure du pH ou des mesures de viscosité.
[66] Enfin, la microscopie a deux photons est ueehhique non-invasive, innovante et
puissante pour l'imagerie d’échantillons épais eutidsus vivants. Son principe consiste a
associer deux photons de faible énergie, qui étpnvalans le plan focal de I'objectif de
microscope a un seul photon d’énergie deux fois ghande, et qui permettent d’obtenir une
image en fluorescence. Cette technique permetaihke firradiation en dehors du plan focal
de l'objectif et une augmentation de la profondderpénétration. Elle utilise généralement
des lasers pulsés et focalisés pour obtenir unsitdgphotonique suffisante pour générer un
signal de fluorescence détectable. [39] Toutestegmiques de microscopie optique ont un

pouvoir de résolution limité par la diffraction Belumiére, autour de 200 nm.
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1.3.2) La microscopie électronique

Le microscope électronique utilise un faisceau pdeticules et d’électrons pour
I'observation des échantillons. Comme pour le ndcope optique, la limite de résolution est
imposée par la longueur d’onde du rayonnemensaétilCependant, la longueur d’'onde d’un
électron, déterminée par L. de Broglie en 1924 mlusan travail de these, [67] ce qui lui
vaudra de recevoir le prix Nobel en 1929, est beapi@lus petite que celle de la lumiere. La
résolution de la microscopie électronique est adnffisante pour visualiser les atomes. Les
premiers microscopes électroniques ont été réapsgésRuska dans les années 1930. Les
résolutions atteintes par les microscopes éledums actuels permettent une détection en
dessous de I'échelle du nanometre. [68] Longteraps, des limitations de la microscopie
électronique est qu’elle n’a pu étre utilisée goessvide d’air et donc seuls les éléments non
volatils pouvaient étre imagés. Les cellules dewaionc classiquement étre fixéedin de
consolider leur structure avant visualisation parascopie électronique. Cette limitation est
maintenant résolue par l'utilisation de la micrqseoélectronique environnementale, qui
n'impose plus de vide d’air dans son protocole erpgntal. [69] De plus, la pénétration des
électrons dans les échantillons, biologiques notamipdépasse difficilement la centaine de
nanometres, aussi seuls les objets biologiqueditrepeuvent étre étudiés, surtout pour un
mode d’observation en transmission. [70] Le MEB,noigroscope €lectronique a balayage,
forme une image par microscopie électronique eaybalt et collectant, point par point sur un
échantillon, une information électronique de I'étfilion. Ce type de microscope permet

alors d’étudier I'anatomie des cellules et de lamsstituants.

1.3.3) La microscopie acoustique

La microscopie acoustique est née dans les ad®¥@ssous I'impulsion de C. Quate.
[4] Le principe de la méthode consiste a étudieprizpagation des ondes acoustiques dans
I'échantillon pour en former une image. La micrqaecacoustique permet alors de recueillir
des images des proprietés mécaniques d'un maté@ms étre destructive. [71] Les
applications de la microscopie acoustique sontd{jerie de matériaux microcomposites, de
matériaux de la microélectronique ou de la biolggi@ns les domaines civils, militaires ou

hospitaliers. La microscopie acoustigue permet deerchiner des vitesses acoustiques,

" La fixation cellulaire consiste & figer la cellans le temps par procédé chimique (solution fatényde ou
paraformaldéhyde) ou en utilisant de I'azote ligui@ette technique permet de pouvoir étudier lalesdx vivq

tout en conservant sa structure morphologique.
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densités, épaisseurs ou méme atténuation acoustigiietérieur du matériau. [72] Son
utilisation est relativement simple et rapide. Ldgasons sont générés par un élément
piézoélectrique, focalisés a l'aide d'une lentilEoustique et se propagent jusqu'a
I'échantillon via un liquide de couplage. La résolution dans le ptame I'échantillon est
alors déterminée par la longueur d'onde des ultresdans ce liquide de couplage,
conformément a la limite de résolution des rayorgr@siondulatoires. Le liquide de couplage
classiquement utilisé est I'eau, celle-ci perme¢ wésolution latérale de 400 nm pour une
fréequence ultrasonore de 4 GHz. [73] Cette résmiupieut étre améliorée en augmentant la
fréquence ultrasonore, mais I'eau a le désavartt@ges trés atténuante pour les ultrasons. La
limitation causée par I'absorption acoustique pétre particulierement critique si les
coefficients d'impédance acoustique a l'interfaoeres le liquide de couplage et I'échantillon
ne permettent pas une bonne transmission de li@nergoustique dans celui-ci. Pour
s’affranchir des problémes d’atténuation ultrasenet augmenter la résolution latérale
atteignable, la microscopie acoustique est utilia@gec des méthodes de cryogénie. Une
résolution latérale de 15 nm a été atteinte enaspér plus de 15 GHz et moins de 1° K dans
de I'hélium superfluide pressurisé a plus de 20 [Fa] La détection du faisceau ultrasonore
est réalisée a 'aide d’une lentille acoustiquessa signature électrique est mesurée a l'aide
d'un élément piézoélectrique. La microscopie adqust peut étre utilisée en mode de
réflexion ou de transmission, dans tous les camlje est obtenue en balayant la surface de
I'échantillon avec le faisceau ultrasonore et ersumant la signature acoustique de chaque
point du balayage. L'information acoustique peue &étectée dans les domaines temporels
ou fréquentiels. Pour chaque point de I'acquisijtion peut faire varier la hauteur du point
focal par rapport a I'échantillon ou la fréquenéexditation ultrasonore. Le potentiel de cette
technique d’imagerie pour la caractérisation dexpqétés meécaniques en biologie sera le

sujet de la derniere section de ce chapitre.

1.3.4) La microscopie a champ proche

bY

Le microscope a champ proche est une autre fanu#é microscope que les
microscopes optiques, dont le principe consistepgme pour la microscopie acoustique, a
balayer la surface d’'un échantillon avec une soetda déterminer, point par point, une
grandeur physique. Ce principe de microscopie esfore trés récent, les premieres
applications ayant été faites par G. Binning en2]1985], [76] ce qui lui vaudra le prix Nobel
en 1986. La mesure de la grandeur physique détestéeossible en approchant une pointe

métallique fine prés d’une surface et en mesurastdifférence de potentiel. La famille des
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microscopes a champ proche comprend le microscefetatunnel (STM), a force atomique
(AFM), a champ proche optique, a force magnétigue dlux d’'ions. Le STM permet
d'imager a I'échelle atomique, étudier une struetélectronique et méme de manipuler des
objets individuels ou une chimie locale. [77]

L’AFM est un microscope a champs de force, damékolution peut étre atomique s'il
est utilisé dans le vide sur des échantillonsalliss. Mais un de ses intéréts majeurs est qu'il
peut aussi étre utilisé en milieu liquide, sur wel vivantes, avec une résolution
subnanométrique. Ceci en fait le microscope a stoudde le plus utilisé dans les laboratoires
d’étude cellulaire. Comme tout microscope a sondalé, un capteur miniaturisé est déplacé
au voisinage de la surface de I'échantillon pofeatfier la mesure de la grandeur physique
désirée. Il peut étre utilisé en mode de contacfrattement, résonant ou contact intermittent.
Ce dernier mode est plus lent mais moins traunmdtisaur les surfaces fragiles puisqu’il
supprime les forces de friction crées lorsque latporeste au contact. L'AFM permet
limagerie, mais aussi la dissection et la manifjoaa I'échelle moléculaire. Utilisé en
imagerie, une quantification des propriétés méammsqglocales telles que [I'élasticité, la
topographie ou l'adhérence, des propriétés magregigpu électriques peut étre obtenue.
Appliqué sur cellules, ses propriétés mécaniquesldés peuvent étre évaluées, [78] ainsi que
la forme de la surface, [79] ou les forces d’adbegntre cellules ou entre la cellule et son
substrat. [80] La limite de 'AFM réside essentetient dans la force de contact appliquée par
la sonde sur la structure cellulaire qui doit &udfisante pour faire une mesure sans pour
autant endommager la cellule si ce n’est pas voulu.

Le microscope a champ proche optique permet gasdér les limites classiques de
résolution dues a la diffraction optique en utiisaomme sonde locale une fibre monomode
taillée en pointe. Les résolutions obtenues peuédr® de la dizaine de nanomeétres en
laboratoire, cette technique d’'imagerie commen&ra utilisée en biologie cellulaire pour
obtenir des images de protéines uniques en fluemesc [81] Les microscopies a force
magnétique et a flux d'ions sont quant a elles gapa I'étude des solutions.

1.3.5) Comparatif des différentes techniques dgerie
subcellulaire

Une revue de différentes méthodes d’analyse dantiest proposée en figure 1-3,
cette revue ayant été réalisée par R. Tsien. [38$ Echelles de cette figure sont
logarithmiques, I'axe des abscisses défini la égm dans le plary de I'échantillon et celle

des ordonnées la résolution en profondeur. Lestdsnide résolutions des différentes
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techniques d’'imagerie identifiées sur cette figgmt des estimations. Cependant, cette
représentation met en évidence le faible nombredeniques expérimentales d’observation
cellulaire en dessous de [I'échelle micrométriqueinsh seules la microscopie
électromagnétique et la microscopie a force atomigermettent de descendre amplement
sous cette résolution pour ce qui est de la dirensitérale et seules la microscopie a force
atomique, la microscopie électromagnétique et aqueslqtechniques particulieres de
tomographie par fluorescence peuvent descendre csites échelle pour ce qui est de la
tomographie cellulaire. Parmis toutes les techriglienagerie a I'échelle submicrométrique,
la technique opérationnelle non invasive et samsacb en biologie est donc la tomographie

optique de fluorescence.
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Figure 1-3 : Différentes méthodes d’analyses du vawt, présentation proposée par Tsien. [35] Lexique
FL : Microscopie de fluorescence, EM : Microscopietlectronique, AFM : Microscopie a force atomique,
PET: Tomographie par émission de positrons, OCT : Tomographie en optigue cohérente,
BL : Bioluminescence, MRI : Imagerie par résonancanagnétique, AOH : Histologie tout optique, TIR-
FM : Microscopie de fluorescence par réflexion intme totale, MEG : Magnétoencéphalographie,

US : Ultrasons. Les carrés présentés sont donnésitde indicatif et les échelles sont logarithmiques

D’autres techniques d’'imagerie sont actuellemergujet de recherche intense dans le

concours de l'imagerie haute résolution et pronustte de nouvelles images pour la biologie,
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certaines commencant déja a étre utilisées. [82] [® but a atteindre est une résolution
nanomeétrique sur des cellules en conditiongitro. Cependant ces méthodes sont encore des

sujets d'étude et n’ont pas encore été transpodi#es les laboratoires de biologie.

1.4) Microscopie acoustique en biologie et potentialités de

I'acoustique picoseconde

1.4.1) Viabilité cellulaire et techniques desmes

Avant de pouvoir étre utilisé comme outil médidal caractere non invasif de la
microscopie acoustique en biologie doit étre vérifies effets nuisibles que peuvent produire
son utilisation sur le vivant peuvent résulter délélation de température créée par
'absorption dans I'échantillon de I'énergie ultasre utilisée pour faire la mesure. Cette
€lévation de température peut, si une forte pugsagoustique et une forte focalisation sont
utilisées, étre supérieure a la dizaine de degedsus, ce qui implique alors que la technique
devient invasive pour la cellule. En revanche, éshpas forcement nécessaire d'utiliser de
fortes puissances moyennes si I'acquisition estral# en mode impulsionnel et I'élévation
de température devient négligeable pour I'échamtil[84] De plus, la génération d’'ondes
ultrasonores hautes fréquences, typiquement dasdh@@ine du gigahertz, permet d’'un point
de vue acoustique d’étre non-invasive car cetteeamd pas d'influence sur le matériau
biologique. [85] La microscopie acoustique peut garticulierement bien adaptée comme
outil de diagnostiqgue médical non invasif. Son cpattutilisation s’étend de I'échantillon
cellulaire a I'organe entier, y compiissitu pour ce dernier.

Le signal généré en microscopie acoustique peatahalysé soit dans le domaine
fréquentiel, soit dans le domaine temporel. Dans tes cas, le principe consiste a balayer un
échantillon dans son plan avec le faisceau d’orllasonore et, point par point, a faire une
acquisition. L’ensemble des acquisitions est eastotlecté dans un fichier de données, puis
traité afin de construire une image des propriétésaniques de I'échantillon. Les mesures
peuvent étre réalisées en changeant la positiopoiht focal du faisceau ultrasonore par
rapport a I'échantillon, on obtient alors une signa acoustique de mesurez)/(ou en
changeant la fréquence ultrasonore de I'élémergopiéctrique générateur de I'excitation
acoustique, la signature acoustique est alofs 1/ signal ultrasonore peut étre généré soit
avec un élément piézoélectrique soit avec un lasgulsionnel. [86] Les parametres
mécaniques de I'échantillon influencant le signatsl’épaisseur, la densité, la célérité et

atténuation acoustique dans I'échantillon. Les messan V%) et V(f), les mesures résolues en
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temps et les mesures quantitatives de phase efplitade du signal acoustique permettent
théoriquement la détermination de I'ensemble de pammeétres. En revanche les temps
d’acquisition peuvent étre longs, et, a tempéraambiante, les résolutions en profondeur de
chaque point d’acquisition descendent difficilemem dessous du micrométre pour les

techniques les plus performantes.

1.4.2) Microscopie acoustique sur cellule unique

Dés les premiéres applications de la microscapaistique, les mesures réalisées ont
montré le potentiel non invasif d’évaluation desgiétés mécaniques a une échelle locale
dans la cellule ainsi que des applications a l'iemagcellulaire. [4], [87] De nombreuses
études sur les cellules épithéliales et épidernsiquat été menées par T. Kundu dés les
années 1990. [88], [89] Les techniques proposért des mesures quantitatives du signal
recueilli sur I'élément piézoélectrique détectdia.résolution compléete du probléme inverse
est systéematiquement proposée, le raffinement derdeédure de résolution ayant évolué
simultanément avec la compréhension des signales gerformances de calculs offertes par
les ordinateurs. Les valeurs numériques des meshitesues sont données en annexe A.4,
avec les propriétés mécaniques de la cellule is$eids bibliographie. Les études sur cellules
endothéliales HelLa (voir annexe A.4) ont ausspébposees par E. Weiss. [90] Les ordres de
grandeurs des mesures faites par E. Weiss soméases que ceux obtenus par T. Kundu.
Dans tous les cas, les mesures sont proposéeslisiesde plusieurs microns d’épaisseur.

Le potentiel de la microscopie acoustique p&tudle de I'adhésion cellulaire a été
tres vite remarque, méme si la compréhension degie des contacts focaux était délicate.
[71] B. Tittmann a proposé des mesures d’adhés@netlules MC3T3-E1 pre-ostéoblastes
en fonction de la présence de cellules cancéreu3é-MB-231 dans leur voisinage. Les
mesures proposées ne sont pas quantitatives nraigfpent de dire si les cellules adhérent ou
non, et de donner une idée qualitative de cettésadh : la présence de cellules cancéreuses
avec les cellules ostéoblastes dégrade l'adhéstomed derniéres. Cette dégradation de
'adhésion semble liée a une perte de surface déacbde la cellule sur le substrat. [91]
L'adhésion cellulaire a aussi été étudiée en fonctde la contraction cellulaire par
J. Bereither-Hahn en microscopie acoustique, [92] sellules épithéliales fixées. Les
conclusions montrent que la perturbation des mitnaes entraine une rigidification de la
cellule accompagnée d’'une modification de sa mdgge. La rigidité maximale ne pouvant
pas étre dépassé lors de cette perturbation defliidamble étre liée a une force maximale de
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contraction que peut développer la cellule et a iomee d’adhésion de la cellule sur le
substrat.

Cependant I'application de la microscopie acoustisur cellules uniques est encore
délicate car les limites de résolution a tempéeaambiante de cette technique sont de la
dimension des cellules, voire en dessus. L’acoustfgjcoseconde, permettant d’obtenir des
images trés haute résolution dans la profondeutébdantillon, semble alors étre une
alternative a I'étude acoustique des cellules.

1.4.3) Acoustique picoseconde dans I'eau enigsux mous

L’acoustique picoseconde permet de générer ddesoacoustiques dont le contenu
fréquentiel peut facilement s’étendre jusqu'a glus dizaines de GHz. [93] Son application
est essentiellement en physique du solide ou ertr@ennon destructif a I'échelle
nanometrique. [23] La technique, exposée en détaik la suite de ce travail, est a présent
sortie des laboratoires de recherche pour étrisésildans I'industrie dans la caractérisation
mécanique de couches ultra-minces par exemple.eizanche, en dépit de son potentiel
unigue d’étude mécanique aux tres petites échgliasd’études ont été réalisées sur I'eau ou
sur matériaux viscoélastiqgues. En 1997, H.J. Mariproposé une premiere étude de la
réflexion de phonons acoustiques, de fréquenceantaentre 100 et 300 gigahertz, aux
interfaces solide/liquide, [12] les liquides uiigsétant des composés de la famille des glycols.
En 2005, la premiere, et unique, étude de la papay et détection d’'acoustique
picoseconde dans le volume d'un échantillon d’eattéaréalisée, toujours par I'équipe de
H.J. Maris. [18] L'étude proposée a consisté en umesure de célérité et atténuation
acoustique dans de I'eau pure en fonction de saérature. Le contenu fréquentiel de la
propagation acoustique était alors de quelquesndigade gigahertz, permettant une mesure
précise des propriétés mécaniques de I'eau daréchantillon d’épaisseur inférieure a 5
micrométres. En 2007, H.J. Maris a de nouveau m®pme étude de la réflexion acoustique
a une interface solide/liquide ou cette fois lauidg était de I'eau pure. [20]. En 2008, O.B.
Wright a appliqué I'acoustique picoseconde a lgpagation et a la détection de phonons
acoustiques trés haute fréquence (supérieurs &x) dans le mercure liquide. [28]

En parallele de ces études sur les liquidestdpgmation acoustique dans les milieux
viscoélastique en acoustique picoseconde a étéeurpjus étudiée. C’est a nouveau H.J.

Maris qui a ouvert la voie en étudiant I'atténuatiacoustique a trés haute fréquence dans

" Sociétés Rudolph Technologies Inewdw.rudolphtech.comet MENAPIC (vww.menapic.coh
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différents polymeres amorphes. [94] B. Bonello Sieséressé a déterminer I'élasticité des
films de Langmuir-Blodgett. [22] [95] T. Pezerit@cemment mesuré l'atténuation acoustique
dans un milieu fortement atténuant, le glycerdb] [9

H.J. Maris travaille actuellement sur une comisioa de la microscopie acoustique et
de l'acoustique picoseconde. Ce dispositif aurditrsades résolutions latérales et en
profondeur dans [I'échantillon sans concurrence emluation acoustique. Quelques

applications commencent a émerger. [21]

1.5) Conclusion

La cellule est un élément biologique vivant, d@ehsions micrométriques, composé
de nombreux éléments subcellulaires fortement diaquas qui participent et interviennent
tous dans son cycle de vie. La mécanique et I'adhéte la cellule sont aujourd’hui un sujet
prometteur en recherche cellulaire car la mécandpuéa cellule peut étre le témoin de sa
vitalité et de son état de santé et 'adhésiorulzike est au coeur de beaucoup des processus
et des cycles qui reglent sa vie.

Cependant I'étude cellulaire est fortement dépatal des avancées techniques
permettant I'observation et la mesure des nandstes: L'essentiel des méthodes permettant
'observation et la mesure a des échelles nanoguétsi font appel a des techniques optiques
ou électroniques et de ce fait I'exploration denm@canique cellulaire a ces échelles est
particulierement délicate. Dans ce contexte, larasimopie a force atomique a permis une
révolution de la mécanique cellulaire aux échefl@sométriques mais cette compréhension
est corrélée a la perturbation imposée a la cellosmmme toute les techniques de
micromanipulation cellulaire. Face a cela, les ana®oustiques fournissent un atout de taille,
en ne perturbant pas la matiere par leur propagatiais en fournissant tout de méme de
nombreuses informations sur ses propriétés méaasidhinsi, les techniques acoustiques
sont nombreuses pour fournir des informations lgiglees, de I'échelle centimétrique, avec
'échographie par exemple, a I'’échelle microméteigquavec la microscopie acoustique.
Cependant, aujourd’hui, les limites techniques diecderniére semblent atteintes, et en
conditions d’étude vitro pour une cellule humaine, elle ne semble pas éxnadaptée a
la mécanique cellulaire.

En paralléle, 'acoustique picoseconde, mémellsiréa aujourd’hui que 25 ans, a
permis une révolution dans I'étude mécanique ddgénmax aux échelles submicrométriques.
D’un point de vue mécanique, ses applications stEnat de la mesure d'épaisseur a la
mesure de rigidité, en passant par la mesure dsamhé@u de viscosité. Dans les matériaux
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solides, le savoir faire acquis a atteint suffisaantde maturité pour qu’elle commence a étre
appliguée industriellement. Dans les matériauxidigsi ou viscoélastiques, son application
semble prometteuse, notamment dans les étudesntafice solide/liquide, méme si peu
d’études ont été réalisées sur ce sujet.

Il semble donc que I'acoustique picoseconde pysésenter de nombreux atouts pour
I'étude de la mécanique cellulaire. C’est en dHieteule technique de mesure acoustique qui
permette la génération et la détection d’ondes stmues de fréguence allant jusqu’au THz,
et qui puisse donc permettre d’obtenir des imagesustiques dont la résolution soit
nettement inférieure a I'épaisseur des cellulesplDs cette technique commence a présent a
étre suffisamment bien connue et maitrisée poeraipliquée aux sciences du vivant. Ainsi,
H.J. Maris, pére de I'acoustique picoseconde, da&s 1998 : « Maintenant que l'acoustique
picoseconde a fait ses preuves pour I'étude desitsrintégrés, nous cherchons a l'utiliser
pour étudier des systemes plus compliqués. Les ecimadatilisent déja des échographies pour
surveiller le bon développement des foelsutera A l'aide des ultrasons picosecondes nous
espérons sonder lintérieur d'une cellule vivantdous voudrions créer des images
acoustiques de cellules et analyser leur fonctiorame. Notamment nous cherchons a réaliser
des images fines du cytosquelette (le réseau quiesol’ensemble de la cellule), afin de
réaliser I'équivalent des radiographies, mais éhétle microscopique. » [97]

Ce désir d'application de l'acoustique picose@ad’étude et I'imagerie de cellule
est d’autant plus fort que I'ensemble de la commténacientifique des biologistes cellulaires
est demandeur d’outils non invasifs pour étudiemécanique et I'adhésion de la cellule. Le
prochain chapitre de ce mémoire sera consacré @aptations techniques nécessaires pour
cette application de I'acoustique picosecondetade d’une cellule uniquia vitro.

-25-



- 26 -



Chapitre 2 : Adaptation et performances du dispbskpérimental pour I'étude du vivant

Chapitre 2

Adaptation et performances du dispositif expériment al pour
I'étude du vivant

Comme cela a été évoqué au cours de lintroductgénérale de ce manuscrit,
'acoustique picoseconde est une technique d’étacteustique historiquement liée a la
physique du solide, et qui commence depuis quelgnaées a étre appliquée aux liquides et
aux films viscoélastiqgues. Concernant les étudddrde de polymeres minces, le substrat est
couramment posé de telle sorte qu’il protege I'é@tHan de la radiation laser de pompe et de
sonde du montage optiqgue afin de ne pas dégraélehantillon avec I'énergie du laser
impulsionnel. De la méme maniére, une applicatioqpéamentale non invasive de
'acoustique picoseconde en biologie cellulaire eséde des adaptations et des solutions
techniques pour les besoins spécifiques de cetidt@cEn effet, I'étude cellulairén vitro
impose des contraintes drastiques pour respedietiedtité de la cellule : le suivi de
nombreuses régles d’hygiénes élémentaires maisaigmantes est nécessaire pour éviter
toute contamination bactériologique ; la nécessit@e atmosphére contrlée en température
et en pH pour I'échantillon biologique sont nécessa pour conserver son intégrité
biologique. De méme, I'étude cellulaire impose auEes besoins techniques adaptés pour
pouvoir observer et étudier la cellule et ses dmsits, I'instrument de base étant le
microscope optique. L’adaptation du banc expérialeatces contraintes est le sujet de ce
chapitre. L’adaptation d’'un microscope d’épi-fluecence, développé pour permettre son
utilisation avec le montage pompe-sonde du disposixpérimental, sera détaillée.
Parallelement & ce développement nécessaire asleligation optique des cellules, une
adaptation du systéeme de détection pour I'étudiilage en acoustique picoseconde a été
faite. La modification consiste a pouvoir faire @esjuisitions en utilisant différentes couleurs
de sonde laser. Enfin, une enceinte cellulairecéaret thermostatée, minimum nécessaire
pour la survie des cellules animales lors des éxpéesin vitro, a été construite.

Parce que l'ajout de nouveaux composants dans amage expérimental est une
étape délicate, une validation expérimentale aipgiune estimation de leur qualité
intrinséque sera par la suite proposee.

Pour que les enjeux et l'intérét des développempriiposés puissent étre entendus
par les personnes extérieures a la communautétifigiem de I'acoustique picoseconde, les

notions de bases de l'acoustique picoseconde sévoquéees dans un premier temps, de son

-27-



Chapitre 2 : Adaptation et performances du dispbskpérimental pour I'étude du vivant

principe de génération a celui de sa détectionteCé&tiape est nécessaire pour la bonne

compréhension des développements expérimentaugnédspar la suite.
2.1) Une premiére approche de l'acoustique picoseconde

2.1.1) Génération optique

L’acoustique picoseconde permet de générer dehiagites fréquences acoustiques
dans un échantillon car cette génération se faitvpgée optique. En effet, la génération
acoustique résulte de l'absorption d’'une impulsiaser ultrabréve dans un matériau
optiquement absorbant a la longueur d’'onde de cetpeilsion laser. Cette impulsion est
appelée pompe. Le volume de dépbt de I'énergie theses I'échantillon est dicté par la tache
focale de la pompe en surface du matériau et paoddficient d’absorption optique du
matériau. Suite a l'absorption de cette énergierlatans le matériau, des perturbations
électroniques au sein de son réseau cristallin soéées. [31] La perturbation de la
distribution électronique dans le matériau provogies collisions électrons-électrons et
électrons-phonons, ce qui échauffe le réseau linsthe temps caractéristique de relaxation
de cette perturbation cristalline est typiqguemeattiicdes premiéres picosecondes qui suivent
limpulsion pompe. [98] Cette relaxation de la pépation électronique provoque une
contrainte mécanique générant une onde acoustiqué ld contenu spectral peut étre
supérieur a la dizaine de THz. A une échelle plasroscopique, I'énergie laser déposée dans
le volume d’absorption de la pompe est converti€rergie thermique. Dans les premieres
picosecondes suivant cette impulsion, une élévdtiermique pouvant étre de moins de un
degré a quelques dizaines de degrés Kelvin rédulaepot d’énergie laser dans la matiére.
Par effet de dilatation thermomécanique, cette gi@ethermique est ensuite relaxée en
énergie mécanique, avec un temps caractéristiguguedues picosecondes a plusieurs
nanosecondes, selon le substrat utilisé. Le conspmatral de la propagation acoustique
résultant de la perturbation thermique est dictécpralement par le produit de I'absorption
optique dans le matériau et sa célérité acoustiffire.considérant des caractéristiques
classiques de matériaux métalliques utilisés emstipe picoseconde, ce contenu spectral
est alors de plusieurs dizaines de GHz. [93] Lagueurs d’ondes acoustiques ainsi généerées
peuvent aller de quelques nanometres a quelqueairmes de nanometre. En utilisant un
objectif de microscope, la tache focale de la popsé théoriquement étre réduite en surface
de I'échantillon a la limite de résolution optigua, demi-longueur d’onde optique de la

pompe. Cependant, expérimentalement, cette taciladefest classiqguement de un a quelques
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micromeétres de diamétres. Ainsi, I'acoustique peooside permet de générer des trains
d’'ondes dont le contenu fréquentiel peut s’éteradrelessus de la centaine de GHz avec une
résolution spatiale micrométrique.

Les perturbations électroniques, thermiques etaméues créées par la pompe laser,
provoquent des modifications de l'indice optiquel’dehantillon. La perturbation acoustique
se propageant dans I'échantillon peut aussi géndneidéplacement mécanique de ses
interfaces. La détection optique de ces phénoméaaesitoires est rendue possible par la

modification de I'indice optique et par le déplaendes interfaces de I'échantillon.

2.1.2) Détection optique

La détection des perturbations transitoires ptedypar I'impulsion pompe est réalisée
en acoustique picoseconde par une multitude d’isipu sondes, retardées temporellement
par rapport a limpulsion pompe. L'impulsion sonde usuellement la méme durée
d’'impulsion que la pompe. Elle peut étre focalis@éesurface du matériau a I'aide du méme
objectif de microscope que celui qui focalise lanpe. La résolution latérale de détection est
alors déterminée par la convolution spatiale desedsions des taches focales de la pompe et
de la sonde. Le montage optique le plus communcenstique picoseconde pour réaliser
I'échantillonnage temporel de la réponse transtairla perturbation créée est le montage
pompe-sonde. La paternité du principe de montageppesonde revient a A. Topler, créant
ce type de montage notamment pour visualiser ume sonore grace a la lumiére d’'une
étincelle. [99] Afin de retarder les impulsions dea par rapport a I'impulsion pompe, un
montage pompe-sonde est doté d'une ligne a reta@chmque sur laquelle est inséré un
rétroréflecteur. Ce montage permet de faire vdaielistance optique parcourue par la sonde
par rapport a celle parcourue par la pompe créaat lE&chantillonnage optique désiré. Si la
variation de parcours optique permis par la ligrmetard est supérieure a 4 metres avec une
précision de positionnement de l'ordre du micrometce qui est le cas sur le banc
expérimental du laboratoire, I'échantillonnage abtea une précision de quelques
femtosecondes sur une fenétre temporelle supéréelgeart de temps entre deux impulsions
laser, 12,5 ns.

Depuis quelques années, une alternative a cetngibbnnage temporel obtenu
mécaniquement est apparue. Il s’agit des montagegues hétérodynes. Dans un montage
hétérodyne, deux lasers distincts sont utilisés, $ert de pompe et 'autre de sonde. Ces deux
lasers génerent des impulsions semblables temgaretit mais la fréquence de répétition des

deux lasers est différente, celle de la sonde ég@rement inférieure a celle de la pompe.
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Cette différence de fréquence de répétition, agpkéguence de battement, permet le retard
temporel entre les impulsions pompes et sonde et tiéchantillonnage désiré. [100] La
ligne a retard mécanique n’est alors plus nécessaiE qui permet un gain de temps
considérable lors des acquisitions expérimentaél@u une dizaine de minutes, voire plus,
sont nécessaires pour obtenir un signal expérirhentatilisant un montage pompe-sonde,
guelques dizaines de secondes sont nécessairesoptamir le signal équivalent avec un
montage hétérodyne. Le temps d’acquisition d’'umipeast alors comparable, voire plus
rapide, qu’en microscopie acoustiqgue et la micrpgcacoustique picoseconde devient

réalisable.

2.1.3) Signal obtenu en acoustique picoseconde

Le fait que la détection soit optique est possidadr une interaction entre la lumiére et
la matiere se produit. Selon la nature optique dténau, différents mécanismes sont révélés
dans cette interaction lumiere matiere. De plustda compréhension séparée de différents

phénomenes physiques qui permet l'interprétationigiial obtenu.
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Figure 2-1 : (a) Principe de la détection optique reacoustique picoseconde pour un échantillon opaque
les ondes acoustiques font des aller-retour danséthantillon et sont détectées en surface par la sim
(fleches au dessus de I'échantillon). (b) Signal gd&rimental pour un échantillon opaque. L’encart préente
le signal ou le fond thermique de la détection a étretranché, les échos correspondent aux déformatie
acoustiques de l'interface supérieure de I'échantdn.

L’effet thermique d’'une impulsion pompe est uselént mesuré en réflexion, avec
les faisceaux lasers pompe et sonde superposésriaiion soudaine de température suite a

cette impulsion créée un changement brutal dectéfie2. Ce changement brutal permet de
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situer la coincidence temporelle des impulsions goet sonde et donc le temps initial de la
perturbation créée par la pompe. Ensuite, une ldéteoissance continue est la signature
optique de la relaxation thermique dans I'échanttill Un profil type de cette lente
décroissance thermique, est visible sur la figui€lf). Ce signal est obtenu sur un échantillon
de 255 nm de tungstene adhérent sur un substrairgernde silicium.

Lorsque I'échantillon est opaque, la sonde ogtige pénetre pas, ou peu, dans le
matériau aussi ceux sont les variations de réfliéétde la surface de I'’échantillon qui sont
mesurées. Le principe de la détection des phén@anarmustiques se propageant dans un
matériau opaque est présenté sur la figure 2-l§agonde optique, représentée par les fleches
obliques, est réfléchie en surface de I'échantilnpermet la mesure des variations de
réflectivité de cette interface ainsi que le déplasoptique a la réflexion lorsque celle-ci se
déplace. Ainsi, seuls les allers retours acoussigoat détectés pour les matériaux opaques.

La figure 2-1(b) présente un signal expérimentatenu sur un échantillon opaque.
L’encart correspond au signal expérimental ou lometranché la signature optique de la
relaxation thermique et donc seule reste la cantidh de la détection acoustique. Sur cet
encart, I'échelle des temps a été convertie entifmmau temps de vol acoustique dans le
matériau sondé, c'est-a-dire en fonction de somssgpad et de sa vitesse acoustique
Connaissant I'un des deux parametres, une évatudtiosecond est possible. Par contre si
aucun des deux parametres n’est connu, une infileitéouples de valeurset d satisfait le
probleme. L’atténuation acoustique dans I'échamtilpeut aussi étre déterminée grace a
'amplitude des échos si I'on connait le coefficiate réflexion acoustique a linterface
substrat/échantillon et un des deux paramét@sv.

Lorsque I'échantillon est transparent, ou semigparent, le faisceau pompe traverse
'échantillon et la focalisation laser est réalis@e l'interface échantillon/substrat. La
perturbation acoustique se propage dans I'échamtillepuis [l'interface, créant une
modification transitoire de ses propriétés optigete®rmant ainsi une interface optique qui se
déplace dans le cceur du matériau a la vitesseddd’acoustique. Une partie de la sonde est
réflechie sur cette interface. Une cavité de Fal#yet est créée entre linterface
substrat/échantillon et la perturbation acousticaoe épaisseur correspondant a la distance
entre la perturbation acoustique et linterface sstdt/échantillon. C’est donc une cavité
dynamique qui est créée. Tous les faisceaux réfiéulr les différentes interfaces interferent
et ces interférences sont a l'origine des osailiegiBrillouin.
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Figure 2-2 : (a) Principe de la détection optiquereacoustique picoseconde d’un échantillon transpang.
La fleche de gauche est le faisceau laser incidegit I'autre fleche en trait plein est le rayon réfléhi sur
l'interface échantillon/substrat. Les rayons en paitillés sont les rayons réfléchis sur la perturbabn
acoustique. (b) Signal expérimental obtenu sur uncéantillon transparent : la décroissance continue &
dictée par le signal thermique et les oscillationdiautes fréquences par le signal acoustique dans
I'échantillon transparent. L'encart est le module c la transformation de Fourrier du signal Brillouin.

La figure 2-2(a) présente le principe des réflagi optiques a lorigine des
interférences donnant naissances aux oscillatiotloun. La fleche de gauche correspond
au faisceau sonde incident. Les fleches en pdastileprésentent les faisceaux optiques
réflechis sur la perturbation acoustique et la i@eenfleche en traits pleins modélise le
faisceau laser réfléchi sur l'interface entre I'éctillon et le substrat. La figure 2-2(b) est une
acquisition obtenue dans un alliage de chrome, b2, transparent pour la longueur
d’onde de sonde, 800 nm. L'encart est le moduleadeansformation de Fourier temporelle
du signal des oscillations Brillouin. La relatic®duentielle des oscillations Brillouify peut
se déduire directement des principes de consenvai® I'énergie et de la quantité de
mouvement : [101]

2
f, :%/cos(ﬁ) , (1.1)
0

avecn, v, 4o et qui sont respectivement l'indice optique et laédét acoustiqgue du matériau,

la longueur d’onde de la sonde dans le vide efglarentre la direction de propagation

acoustique et le faisceau sonde optique.
Pour A. Kastler, [102] l'effet Brillouin fournit m des plus beaux exemples pour
illustrer la dualité onde-corpuscule. Les photomsles phonons, formes quantifiées de
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'énergie lumineuse et élastique, réagissent egltess et conduisent a I'annihilation ou la
création d’'un nouveau quantum d’énergie.

Si I'on connait I'indice optique de I'échantillggour la longueur d’onde de la sonde
laser, la célérité acoustique dans I'échantillont@dors étre directement mesurée grace aux
oscillations Brillouin. La précision de la mesure cklérité est fonction de la précision de la
mesure de la fréquence du signal détecté. Cett@simé est fonction du temps de vie du
signal Brillouin, lequel est dicté par les attémurad acoustiques et optiques au sein de

I'’échantillon.

2.1.4) Dispositif expérimental de détection

En complément de la ligne a retard mécaniquenamtage pompe-sonde d’acoustique
picoseconde nécessite lI'emploi d’'une modulation daine détection synchrone. La
modulation sert a créer une fréquence de référpoae la détection synchrone, ainsi cette
détection n’est sensible qu'aux phénomenes répetéstte fréquence de modulation. En
installant cette modulation sur le bras optique peples phénomeéenes détectés sont alors
uniquement ceux créés par cette pompe. Des vamadossi faibles que 10de variation
relative peuvent étre mesurées en acoustique pioode. De plus, I'asservissement a la
référence fréquentielle de la modulation étant plaste fréequence que les bruits dus aux
fluctuations d’air ou aux vibrations mécaniquesiyeei sont filtrés. [103] Les nouveaux
bancs d’acoustique picoseconde, les bancs dotés dispositif laser hétérodyne (cf.
paragraphe 2.1.2), ne nécessitent pas de moduldtide détection synchrone. Ceci vient du
fait que I'absence de ligne a retard mécanique geun échantillonnage temporel beaucoup
plus rapide, le signal peut alors étre obtenu adwsucoup plus d’'impulsions lasers, et le
moyennage de toutes ces impulsions permet d’egtdanmformation voulue du bruit de

mesure.
2.2) Développements expérimentaux réalisés pour une étude cellulaire
2.2.1) Un effort de visualisation : MARION

2.2.1.1) Principe de MARION

Des premiéres parties du premier chapitre de@maire se sont dégagées deux idéees

maitresses : la cellule est un organisme dontiéeon est fortement hétérogene, de I'échelle

" MARION : Microscope Acoustique en Réflexion pomordger et Observer le Nanomonde.
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micrométrique a I'échelle nanométrique, et I'oudilimagerie cellulaire de base est la
microscopie optique, depuis quelques années deefuence.

L'idée d'utiliser un microscope de fluorescena@nsl le dispositif expérimental s’est
donc rapidement imposée, motivée par la néces&i¢oid la meilleure image optique
possible de la cellule avant et apres acquisitamustique, et par les nombreuses possibilités
d’analyse cellulaire qu’offre la fluorescence. Desp la fluorescence peut aider pour le pointé
laser de certains organites cellulaires. Les cormig® auxquelles doit pouvoir répondre le
dispositif sont :

1) d’avoir la qualité d’imagerie des microscom@snmerciaux classiquement
utilisés dans les laboratoires d’analyse cellulgir@ur la visualisation des cellules comme
pour celle du pointé laser,

2) d’étre un microscope optique de réflexionisgue les cellules sont posées
sur substrat opaque,

3) d'étre utilisable dans un montage d’acoustiguicoseconde, c'est-a-dire
d’étre compatible avec un montage pompe-sonde éqlim laser femtoseconde.

Pour respecter les contraintes 1 et 2, le miomscconcu est I'adaptation d’un
microscope commercial d’épi-fluorescendea compatibilité avec la troisiéme fonctionnalité
requise pour ce microscope est obtenue en insarnas¢cond bras d'imagerie : en plus d’'un
bras d’'imagerie optique, le microscope est équipé dras d’imagerie « acoustique », c'est-
a-dire d’'un bras dédié a l'injection du laser duntage pompe-sonde dans le microscope
optique. La seconde contrainte implique que ce boaistique soit lui aussi au dessus de
I'échantillon, comme le bras de visualisation. beas acoustique et optique sont donc placés
'un au dessus de l'autre. Cependant, pour qudolestionnalités 1 et 3 soient respectées,
c'est-a-dire pour que le microscope ait une hauaditg d'imagerie tout en étant adapté a une
utilisation dans le montage pompe-sonde du banastiqouie, la superposition des deux bras
est telle que c’est le bras d'imagerie optiqueeastiplacé au dessus du bras acoustique. Ainsi,
a aucun moment le montage optique pompe-sonde pedtrbé par les optiques de
fluorescence puisque ceux-ci n’en font pas padijdnction optique entre les deux bras est
faite a I'aide d’'un composant optique large ban@éb® intégré dans le bras acoustique, fixe
sur une platine de translation de précision. Cepazant est compatible avec le montage

femtoseconde et c’est la capacité de travail emsiméssion et en réflexion de cet optique qui

" Un microscope d’épi-fluorescence est un microsagerisant 'imagerie par fluorescence et fonatammt en

réflexion, l'illumination et I'observation de I'éamtillon se font alors par le méme objectif grosaig.
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fait que I'on peut étudier simultanément I'échdatila I'aide du montage pompe-sonde et du
microscope d’épi-fluorescence. En revanche, cetiprigté de composant optique 50/50 crée
des pertes de puissance optique pour le montage ¢éade montage de fluorescence par
rapport a des montages classiques. Pour le motdsge la puissance de pompe, qui fait un
trajet unique dans le microscope, est diminuéeOdé &t la puissance de la sonde détectée en
photodiode est diminuée de trois quarts : la meisieperdue lors du trajet optique incident, et
la moitié de l'intensité du faisceau réfléchi estque lors du trajet réfléchi de I'échantillon.
Cependant, n’étant pas limité par la puissancdetatsponible du laser sur le montage, il
suffit d’augmenter d’'un facteur 2 la puissance @@dmpe et de sonde pour compenser ces
pertes de puissance laser totale sur I'échantillom. génération est alors totalement
compensée, et la sonde ne perd que 50 % de saositéteéfléchie lors de la détection en
photodiode. Il est cependant facilement possibldiltser le microscope avec une détection
d’acoustique picoseconde en transmission, augsel ng a plus de perte d’intensité du laser
sonde. Pour le montage de fluorescence, le prirespée méme que pour la pompe laser : il
suffit d’'augmenter d’'un facteur 2 Il'illumination didente pour créer autant de fluorescence
gue dans un montage ou il n'y a pas l'optigue 50&50la détection perd 50% de la
fluorescence émise. En revanche, en dehors deetespertes de 50% de la puissance de la
détection de fluorescence et de la détection dsotale, le composant optique choisi ne
perturbe pas le rayonnement de fluorescence détBoudr limiter les effets de la perte
d’intensité de fluorescence, la caméra numériquegsipée d’'une possibilité d’utilisation
avec binning Finalement, les études de fluorescence et d'gsiqoespicoseconde peuvent
étre réalisées simultanément, avec cependant uteede50% de puissance des deux modes
de détection. Pour ne limiter cette perte qu'atiasions ou c’est nécessaire, le composant
optique 50/50 peut aussi étre 6té du trajet optajukaser et de la fluorescence, auquel cas le
microscope redevient un microscope classique dlaprescence. Le principe de conception
du microscope est représenté sur la figure 2-3.

La visualisation est réalisée a l'aide d’'une camaumérique CCD placée a la

verticale de I'objectif de microscope, ainsi le mgcope fonctionne en réflexion. Celle-ci

" Binning : possibilité pour une caméra CCD de rapes les charges de plusieurs puits de potentieltad
caméra CCD en un seul pixel pendant I'acquisitlamvitesse d’'acquisition et le rapport signal stuitode la
détection sont alors améliorés. Pour un binnin@ dé pixels n’en forment plus qu’'un), le rapporgrel sur

bruit est amélioré d’un facteur 4.
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permet de visualiser simultanément la cellule, edende fluorescence ou pas, et le pointé

laser dans la cellule.

Caméra | Ophique de
fluorescence
Bras de fluorescence

= ; Lumiére

blanche

Bras acoustique

Faisceau

100
X Laser

[ |

Figure 2-3 : Principe optique de MARION. Le bras opique permet une visualisation des cellules par épi
fluorescence. La source de lumiére blanche est imjge par fibre optique et la visualisation est faévia une
caméra numérique. Le bras acoustique permet par ljaut du composant optique 50/50 sur le trajet du
laser de le focaliser sur I'échantillon. Les deuxamposants optiques peuvent étre indépendamment ings
sur les trajets optiques. La caméra permet de visliger la cellule et le pointé laser dans la cellule

Le microscope ainsi créé a été baptisé : MicroscApoustique en Réflexion pour
Imager et Observer le Nanomonde, d’ou son acronyi@iION.

2.2.1.2) Choix du composant optique 50/50

Le composant optique permettant la jonction elesedeux systemes optiques, le banc
acoustique pompe-sonde et la visualisation de ékgance, doit permettre le fonctionnement
simultané des deux systéemes et donc étre simulemémaapté aux contraintes imposeées par
les deux systéemes. Pour permettre une visualisafitique dans le domaine visible et étre
adapté a plusieurs couleurs de visualisation eordkcence, ce composant doit étre large
bande. Etant donné le positionnement de la caritéraif fonctionner en transmission pour la
détection de la fluorescence et en réflexion paugénération et la détection acoustique.

Cependant, comme on veut aussi visualiser le pdasy dans la cellule, une partie de la
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réflexion laser depuis I'échantillon doit étre sarise par I'optique 50/50 et suivre le méme

trajet que la fluorescence.
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Figure 2-4 : Exemple de signaux d’acoustique picosende dégradés par I'utilisation d’'un optique 50/50
dans le microscope non adapté aux contraintes expérentales. Des multiples pics parasitent le signates
pics sont dus a des réflexions optiques non désiséel’encart montre un pic parasite di a un cube
séparateur épais (=270 ps). Les multiples pics stiemps courts (<15ps) correspondent a des composant
plus fins, des fenétres a lames paralléles.

La figure 2-4 présente des signaux dégradés par adaptation insuffisante du
composant aux contraintes expérimentales du |Bsiérents essais on d( étre réalisés pour
trouver I'optique qui soit suffisamment adapté aeux couleurs du laser impulsionnel. Ces
essais ont été réalisés avec des cubes sépararg@s bandes et a bandes sélectives et avec
des fenétres a faces paralleles. La figure 2-4tibuune difficulté rencontrée : dans le cas
présent, alors qu’un unique pic est désiré a lacidénce des temps, des multiples pics dus a
des réflexions optiques non désirées de I'impulgpompe parasitent le signal. Les écarts
temporels entre ces pics correspondent au tempsldde la lumiére pour faire des aller
retour sur les bords du composant optique.

Le choix retenu, celui permettant une mesurealistique picoseconde sans double
pic de coincidence, est un cube séparateur largaelebahon-polarisant pour laser
impulsionnels. Un second choix a aussi été envjsagé@i d’'un film séparateur pelliculaire,
ce type de séparateur optiqgue éliminant pratiquéntentes les réflexions optiques
généralement associées aux séparateurs de faiscaaure. Ce choix n'a cependant pas été
retenu car, a cause de son épaisseur micrométragueype de séparateur est fortement
sensible aux vibrations environnantes, ce qui thtitoalors une source de bruit de fond non
négligeable dans la mesure. De plus, ce type dara@or limite énormément la puissance
laser utilisable car il supporte trés mal les pansgs crétes aussi élevées que celle que I'on
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obtient avec un laser femtoseconde. Dans le casliéactivité sur cellule biologique, cette
limite n'étant pas atteinte avec les faibles fllsnhatilisées ce n'est pas génant, par contre

cela peut le devenir pour d’autres études utilisarmouveau montage expérimental.

2.2.1.3) Résolution optique de I'ensemble dpasitif

Des objectifs achromatiques a longue distanciadmil, certains étant aussi corrigés
pour travailler en milieu biologique, ont été agaidans le montage. La résolution optique de
ces objectifs, c'est-a-dire leur pouvoir séparatesirfonction de leur ouverture numérique. A

une longueur d’onde donngdeur pouvoir séparateur est déterminé par la oelaguivante :
[104]

5, = 0.61& , (1.2)
ou ON est I'ouverture numérique de I'objectif.
Grossissement Distance de Ouverture Résolution (nm)
travail (mm) numerique

SX 23,5 0,15 2170

10x 10,5 0,25 1220

20x 4,5 0,45 677

50x 1,0 0,8 381

63X 2,6-1,8 0,7 435
100x 1,0 0,9 338

Tableau 2-1 : Grossissement, distance de travailueerture numérique et résolution optique pour une

longueur d’'onde de 500 nm des objectifs de microsge insérés dans le banc optique.

Le tableau 2-1 permet de quantifier la résolutiptique des objectifs utilisés pour une

longueur d’onde de 500 nanométregest-a-dire en couleur bleue. Il est & noter goar une
image numérique obtenue avec une caméra CCD Jladak pixels de la caméra numérique

peut devenir un facteur limitant de la résolutien’dnage aux forts grossissements. [104]

2.2.2) Une détection bicolore

Il a été dit au début de ce chapitre que, danéamantillon transparent, la détection
optique en acoustique picoseconde de la perturbatiécanique se propageant dans celui-ci

est une interaction acousto-optique pouvant donaesance a des oscillations Brillouin. La

" Cette longueur d’onde est celle classiquemerisééilpour évaluer les performances optiques destifsj
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détection optique résultant de la propagation aapues genérée par acoustique picoseconde
dans une cellule doit dore priori étre des oscillations Brillouin. Si cat priori semble
justifié, il est cependant nécessaire de le vériBgpérimentalement, ce principe de
vérification da priori étant d’ailleurs un lieu commun en sciences erpémtales. Il existe
trois protocoles expérimentaux qui permettent ddigela détection d’oscillations Brillouin

en acoustique picoseconde. Un premier protocoledécation est lié a la détection : sur un
échantillon transparent, lorsque la détection atigst réalisée en réflectométrie puis en
interférométrie, les oscillations Brillouin des demodes de détection sont en quadrature de
phase. [105] La détection en interférométrie nétess revanche un échantillon tres stable,
homogene et avec une trés faible rugosité de surfaes cellules biologiques ne
correspondant pas a ces criteres, la validatiorér@xpntale souhaitée n’'a pas été réalisée
selon ce procédé. Les deux autres principes décation expérimentale sont associés a la
mesure de la fréquence Brillouin. Il est possitdefaire varier cette fréquence en changeant
I'angle d’incidence de la sonde par rapport a @ppgation acoustique. [32] Cependant, pour
détecter une variation de fréquence Brillouin emcfen de I'angle d’incidence de la sonde, il
est nécessaire d'utiliser deux optigues de fodadisalaser. Aussi, les objectifs de
microscopes utilisés dans cette étude doivent, pesrraisons d’encombrement, avoir une
faible ouverture numeérique. La résolution latéddda détection est alors dégradée et devient
faible comparativement aux dimensions d’'une celkilées organites cellulaires ne peuvent
étre étudiés séparément. Cette seconde solutiomlaria pas été retenue pour cette étude
cellulaire. Finalement, la derniére solution cotgsia faire varier la longueur d’onde de la
sonde optique pour vérifier expérimentalement cmedétection correspond bien a des
oscillations Brillouin. [106] C’est ce dernier pcipe de vérification expérimentale qui a été
retenu.

Il est possible de faire varier la longueur d’ergk la sonde laser en agissant sur la
fente de l'oscillateur laser. Expérimentalemengcege procede, on peut aisément faire varier
la radiation laser de 730 a 860 nanometres sumie lmptique disponible au laboratoire.
Cependant, ce choix n'a pas été retenu car, lafroadbn de la radiation de sortie de
I'oscillateur nécessite ensuite un réglage intédralbanc optique. Ce réglage est délicat et
peut prendre du temps ; au niveau biologique debmneases variations peuvent survenir, ce
qui empéche une bonne comparaison des résultathdrgement de longueur de sonde de la
détection n’est alors pas réalisé avec l'oscillalager mais avec un cristal de Beta Barium
Borate (BBO) qui, par génération d’harmonique, [1l08rmet de diviser par deux la longueur

d’'onde incidente du laser. Ce montage présenteoubld intérét : le premier est que, si I'on
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suppose que l'indice optique ne varie pas entralées< couleurs de détection, la fréquence
doit varier d'un facteur deux avec ces deux coudlede détection. Le second est que,
'amplitude des oscillations Brillouin étant formti de la couleur de sonde utilisée pour un
matériau donné, avoir deux couleurs de détectidisaliles sur le dispositif permet de

pouvoir étudier plus d’échantillons qu'avec unelsarouleur. [108] Le montage réalisé est
présenté sur la figure 2-5. La couleur rouge il@t@du laser est convertie en bleu par le BBO
sur un des bras optigues du montage. Ainsi un dtp#gue est en couleur rouge alors que
lautre est en bleu. Pour que les deux couleursspuit étre indifféremment utilisées en

pompe ou en sonde, deux modulations acousto-opsqoeinstallées sur le banc, une par
bras optique. Lors des acquisitions, les deux natiduils acousto-optiques sont sous tension,
les deux modulations diffractent donc la lumieme revanche une seule modulation acousto-
optique recoit une fréquence de référence. Lordgueodulation acousto-optique est sous
tension, il n’y a pas de variation de pointé lageron lui impose une fréquence de référence
ou pas. Les deux faisceaux lasers sont superppa@alement grace a un miroir dichroique

puis injectés dans MARION et focalisés sur I'écikmmt.

Al2 |:|

CW laser Tsunami : ===
BBO
“ Ie N
«>1/2 <Ligne A retard g Détection
synchrone
——{n—A v
MARION ~ A/4<p> > 112
< C Miroir : e §-._'_'${\
dichroique ' * \'kfi Photodiodes
\ - Miroir || Modulatior : Cube polarisant

Figure 2-5 : Schéma de principe du montage expériméal. Les deux bras, le bras fixe et le bras retarg]
peuvent étre modulés et utilisés avec le montagefférentiel. La ligne a retard permet une exploratin
temporelle de 13 ns. Les traits en pointillés repsentent les trajets optiques du faisceau laser rétthi

depuis I'échantillon. La double entrée laser en ptodiode permet la détection différentielle.
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Le bras dont le faisceau laser est modulé aélguEnce de référence est celui qui sert
de pompe, l'autre bras est utilisé en sonde. Lemnfles des faisceaux pompe et sonde sont
réglées indépendamment en jouant sur la polarisais faisceaux avant qu’ils ne traversent
des cubes séparateurs polarisants. Le montagauepdig banc est tel que les deux couleurs
lasers peuvent étre réfléchies depuis I'échantjliequ’aux photodiodes. Pour ne détecter que
le faisceau sonde, il suffit de bloquer le faiscpampe réfléchi de I'échantillon en plagant un
écran sur son trajet optique pour gu'’il ne soit gétecté en photodiode. De plus, un filtre
adapté a la couleur de la sonde est placé devanpHetodiodes afin d’empécher toute
détection non désirée. Finalement, on peut, sares da réglages optiques intermédiaires et
sans avoir de déviation du pointé laser sur I'étiham, sonder un méme point de
I'échantillon en deux couleurs distantes d’'un rapmteux en longueur d’onde. Les deux
couleurs de sonde peuvent étre chacune utiliséematage difféerentiel afin de minimiser les
sources de bruits dues aux fluctuations du 1a%6B][

En modulant les deux bras optiques du banc expéital a des fréquences différentes
et en le dotant de deux détection synchrones, ceadédiée a la détection d’une couleur de
sonde, il serait possible avec ce montage de eeaimultanément la détection associée aux

deux longueurs d’onde du banc optique.

2.2.3) Un porte échantillon pour les étugesitro

Si les cellules végétales peuvent étre étudigegdtro sans nécessiter un contréle
drastique de leur environnement extérieur, il réehpas de méme pour les cellules animales.
Pour étre non perturbées, les cellules animalegedbétre dans un milieu biologique aqueux
qui permet une atmosphere nutritive et controléepEl notamment, le tout devant étre
thermostaté. De plus, les substrats utilisés nemmtous de la méme épaisseur aussi le porte
échantillon doit étre congu pour autoriser cesatamms. Enfin, il doit étre doté de réglages de
précisions de deux degrés de libertés en translgtour son positionnement dans le plan
horizontalxy et de deux degrés de liberté supplémentaires smupositionnement azimutal
par rapport a I'objectif.

Un schéma du dispositif congu est présenté sfiglae 2-6. Le porte-échantillon est
compose de trois parties principales liees a chéapaion requise. La partie basse est vissée
a la table du banc optique. Elle sert au positiorer® de I'ensemble du porte échantillon
dans le plaxy et a son inclinaison azimutale. Le positionnenaenpointé laser sur la cellule
est réalisé grace a cette partie du porte échlamtillSa précision absolue est

submicrométrique. La partie médiane du porte édlantest attribuée au controle de la
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température. Ce contrble de température est réafigdilisant un asservissement thermique
composé d'un dispositif Peltier et d'ailettes dé&aielissement, d’'un thermocouple et d’'une
centrale de contrble. Le dispositif Peltier estplantre I'enceinte biologique et des ailettes de
refroidissement thermique. De la colle thermiqueudisée pour assurer la jonction entre les
différents éléments. Le thermocouple est étandhestiplacé dans I'enceinte biologique, a
2 mm des cellules. Le module Peltier et le thermpt® sont connectés au contréleur
thermique. L'ensemble a une précision de mesureeniieme de degré et la stabilité
thermique du dispositif est déterminée par le gglde son PID Le contrdleur thermique
peut étre piloté par ordinateur et un historiques dempératures mesurées durant son

fonctionnement peut étre enregistré.

Echantillon I1E8 Ré& ;
biologique blf)gi(e)ggge
Ressorts __—T] || étanche

de compression

Module Peltier |

Contréle
Ailettes de thermique
refroidissement

Contrdle [ =

azimutal \1—\, |
Contréles
Platines de ® > o

translation 5
\ position

Figure 2-6 : Schéma de principe du porte échantillo biologique. Trois étages définissent le porte

échantillon : I'étage du bas sert au positionnementle précision, celui du milieu a I'asservissement
thermique et celui du haut aux conditions biologiges. L'échantillon de titane avec les cellules, darie
réservoir biologique, est maintenu en position entént bloquée par la plaque fermant le réservoir etes

ressorts de compression.

La partie haute du porte échantillon contiemékervoir biologique ou sont placées les

cellules. Le réservoir biologique est étanche es tes matériaux le composant sont fait d’un

" PID : Proportionnel Intégral Dérivé. C’est I'orgade contréle d’un asservissement en boucle ferbwééID
bien réglé doit étre robuste, rapide et précis.e@dpnt le régulateur idéal n’existe pas, c'esudliBateur de
trouver le bon compromis de réglage qu'’il souhaitfonction de sa demande vis-a-vis de I'assenviesé Les

parameétres de rapidité et de stabilité sont enwroeace.
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alliage biocompatible, de linox 316L. Ce réserveiouvre et se ferme par le haut. Le
couvercle est percé en son centre et recouverediiire biologique de 170 um d’épaisseur,
'ensemble formant une ouverture optique étanchéingerieur, la pastille avec les cellules

est posée sur une passerelle supportée par destseds compression. La pastille est alors
maintenue par compression entre la passerelle aueercle du réservoir. Le centre de la
pastille est situé sous I'ouverture optique du evcle et les cellules sont alors visibles avec
MARION. Il 'y a une épaisseur d’'un millimétre de mil de culture entre la surface de la

pastille de titane avec les cellules et I'ouveripéque du couvercle.

e ¥

Thermocoupl

(b)

Figure 2-7 : (a) Photographie du porte échantilloren fonctionnement. (b) photographie vue de dessusi d
porte échantillon. La pastille avec les cellules £sous la croix centrale et la vitre biologique, das la cuve
thermostatée a 37°C. Le thermocouple de I'asserviament thermique contréle la température a coté des
cellules.

La figure 2-7(a) est une photographie du portea@thon en fonctionnement lors
d’'une acquisition expérimentale, on peut aussi Mgirobjectifs de MARION sur le haut de la
photographie, et la photographie figure 2-7(b) ws vue de dessus du porte échantillon.
L’ouverture du couvercle est en croix, la pase$ située sous celle-ci, et une vitre recouvre
'ensemble, formant ainsi une fenétre optique éian®u milieu de culture remplit la cuve et
1 mm de ce liquide recouvre les cellules, sousnétie optique. L'ensemble est thermostaté,

le thermocouple est placé a coté des cellulesliétaa contréleur thermique qui agit sur le
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module Peltier sous la cuve. Les ailettes de migsement de I'asservissement thermique
sont visibles sur la photographie 2-7(a), sousiigediologique.

Finalement, avec ce porte échantillon, un envieoment aqueux, étanche et nutritif
pour les cellules est obtenu. Cet environnemennasitenu a température contrélée avec une
stabilité de ce contr6le inférieure au demi deglik a quelques millimetres des cellules,
lesquelles sont visibles et positionnées sous lecraviope avec une précision
submicrométrique dans le plan latéral.

2.3) Performances du nouveau dispositif expérimental

2.3.1) Visualisation optique

Figure 2-8 : Photographie réalisée avec MARION d'ua cellule pré-ostéoblastique MC3T3-E1 fixée
adhérente sur un substrat de Ti-6AL-4V. Cette photgraphie est réalisée en utilisant un objectif X50Le
laser du dispositif pompe-sonde est focalisé en $ace du substrat, sous la cellule. La barre d'échliel
représente 10 um.

Le gain de visualisation créé par l'insertion dARION est illustré dans cette section.
Que la visualisation soit réalisée avec ou sandd’de la fluorescence, les échantillons, quels
gu’ils soient, peuvent étre a présent observés anegrande qualité de visualisation optique.
Ainsi, concernant I'observation des cellules, ulesiration typique de la visualisation
optique des cellules fixées et placées a l'aielibst proposée sur la figure 2-8. Le laser et la
cellule sont imagés simultanément sur cette figuaecellule est observée en détail, avec une
résolution optique de quelques centaines de namesét le laser peut ensuite étre focalisé a
I'endroit désiré dans celle-ci, grace a un positement de précision submicrométrique du
porte échantillon sur lequel est placée la cellulebjectif utilisé est ici un objectif 50x et le

diamétre du laser focalisé a été mesuré avec gettdbad 2um. Sur cette photographie le
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diameétre apparent du laser est de 10um, ceci estuthe saturation des puits de potentiels de
la caméra CCD qui détectent le faisceau lasersetharges de ces puits « bavent » sur les
puits voisins.

Sur la figure 2-8, le fait que la cellule soitair libre et bien isolée spatialement des
autres cellules adhérentes sur la pastille perraefimager sans difficulté. En revanche,
lorsque les cellules sont a confluence sur le saydtobservation de celles-ci est bien plus
délicate car on image alors un échantillon homoggpte&juement puisque les cellules sont

bord a bord. Cette difficulté est décuplée si ltutzest étudiée en conditioirsvitro.

(a) (b)
Figure 2-9 : Visualisation d'un méme échantillon, & méme lieu de cet échantillon en épi-microscopie
classique, figure (a), et en épi-microscopie de fiuescence, figure (b). Le marquage de fluorescenest
réalisé sur le noyau des cellules. Le faisceau lasst situé au méme point sur I'échantillon dans Edeux
situations. Ces deux observations sont réaliséeseavun objectif de grossissement 50x et la barre dkelle
est de 10 pm.

La figure 2-9(a) illustre ce propos : des ceBuke confluence sont imagées sur le
substrat en conditionia vitro, le contraste d'image est faible et les cellulast slifficilement
visibles sur cette image. Le point bleu est lerldsealisé sur les cellules. Son intensité est
réduite afin de ne pas éblouir la caméra. Il ebtatedans cette situation de bien situer le lieu
gue I'on inspecte dans la cellule. Les celluleslié®es ayant eu un marquage de fluorescence
du noyau, on les visualise ensuite grace a ce rageqde fluorescence, figure 2-9(b). Sur
cette figure, le filtre dichroique impose la couldleue détectée avec la caméra numérique.
Le faisceau laser est toujours focalisé au mémet [goir I'échantillon. Son intensité n'a pas
été modifiée, cependant, comme le temps d’acquisih caméra est plus long lorsque I'on
visualise en fluorescence que lorsque I'on viseaians, son intensité parait plus forte. Dans

cette situation, la détection de fluorescence peneesituer le pointé laser par rapport au
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noyau de la cellule que I'on inspecte. Il est dignsas présent situé a quelques micrometres
de deux noyaux de deux cellules différentes quiaient pas été vues avec la visualisation de
microscopie classique.

Le marquage de fluorescence présenté dans cgrgpine a été réalisé sur le noyau
des cellules mais, bien entendu, il peut étregéalur d’autres éléments de la cellule, tels le
cytosquelette ou les points d’adhésion focale. Daatte derniere éventualité, on peut alors
étudier par acoustique picoseconde un point d'adhéfcale unique d'une cellule en
condition in vitro, ce qui n'est pas réalisable si 'on ne possede ga détection de

fluorescence.

2.3.2) Effet de la détection différentielle

De nouvelles photodiodes ont été insérées dammoletage, elles permettent une
grande sensibilité de mesure dans le rouge etele Kles photodiodes ont aussi une double
entrée, ce qui permet une détection électronigieeteant la soustraction de deux intensités
lumineuses. On les utilise pour avoir une détedtifiérentielle : une partie du faisceau laser
est prélevée sur le chemin optique du bras sondstdbcalisée sur une des deux entrées des
photodiodes afin que la soustraction électroniquteeece faisceau et le faisceau réfléchi par
'échantillon soit ajustée a zéro. Ce prélevemesit réalisé le plus tard possible sur le
montage, ceci permettant de minimiser le plus ptesdes bruits créés par les différents
composants du banc expérimental. Une partie ddatshitus aux fluctuations du laser peut
alors étre supprimée électroniquement. [103]

Si le bras sonde est le bras retardé, le montéigeethtiel permet aussi de réduire les
bruits qui peuvent étre créeés par le déplacemenanigue de la ligne a retard.

Afin de quantifier le gain du montage différentides acquisitions comparatives de
sighaux expérimentaux obtenus avec et sans détediitérentielle sont faites sur un
échantillon de tungsténe de 255 nanometres d'@paisdéposeé sur substrat semi-infini. Cet
échantillon est utilisé car il est tres facile dmliser de bons réglages optiques sur cet
échantillon aussi cela permet de quantifier I'effiet la détection différentielle dans une
situation expérimentale de référence. Les conditioes expériences et les paramétres
d’acquisitions sont les méme pour les deux acqoist comparatives. Les signaux
expérimentaux sont obtenus en faisant peu de magenexpérimental pour que I'acquisition

soit rapide et qu'il y ait donc un minimum de fluations expérimentales.
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Variation de réflectivité (u.a.)
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Figure 2-10 : Signaux obtenus sur un échantillon déungsténe de 255 nanomeétres d'épaisseur avec
(carrés) et sans (ronds) montage différentiel. (éignal temporel normé des signaux obtenus. (b) Sigax
de la figure (a) sur lesquels un retranchement pohomial a été réalisé. L'oscillation basse fréquencest
créée par le retranchement polynomial et le signdiaute fréquence est créé par le bruit de la mesuréln
gain de 12% environ est obtenu avec le montage diffentiel.

Les résultats sont confrontés en normant les gigneeux-ci sont présentés sur la
figure 2-10(a). Le bruit de la mesure est quangfiéetranchant un polynébme de méme dégré
aux deux signaux et en comparant 'amplitude dutlswr les retranchements obtenus. Le
principe est présenté sur la figure 2-10(b). Lenaligbasse fréquence est créé par le
retranchement polynomial et le signal haute fréqaesorrespond au bruit de la mesure. Le

montage différentiel permet un gain de rapportaigar bruit de 12% environ.

2.3.2) Comparaison entre I'ancien montage ebileveau

Afin de s’assurer que MARION n’introduit pas deunelles sources de bruit dans la
mesure, des expériences comparatives entre I'aetiEnnouveau montage ont été réalisées.
Le principe est ici de se placer avec les deuxadigifs, le dispositif précédent et le nouveau,
et qu'un méme opérateur effectue des acquisitiongparatives avec les deux montages, sur
le méme échantillon de tungsténe que précédemment.

La quantification du niveau de bruit est faiteremmant les signaux détectés puis en
leur appliquant la fonction d’autocorrélation. Lané€tion d’autocorrélation permet de
quantifier le bruit de la mesure par 'amplitude@ivac at=0 du signal autocorrélé. [109] Les
résultats sont présentés sur la figure 2-11. Ploajwe comparaison entre les deux dispositifs,
deux obijectifs différents ont été utilisés : un 5€ignhaux avec les carrés sur la figure 2-11, et

un 63x, signaux avec les ronds. On évalue la @iffée d’amplitude du signal des fonctions
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d’autocorrélation &=0, donc la difféerence de puissance de bruit daajgen fonction de
I'objectif et du dispositif utilisé. Les fonctiordautocorrélations des acquisitions faites avec
le montage de référence sont tracées avec les #$snhueins, et les fonctions

d’autocorrélations des signaux obtenus avec MARHONM tracées avec les symboles creux.
120
100+

] /\ T~

60 T T T 1

Fonction d'autocorrélation

Temps (ps)

Figure 2-11 : Autocorrélation de résultats expérimataux obtenus sur le montage classique (symboles
pleins) et avec le microscope (symboles creux). Deobjectifs ont été utilisés a chaque fois, un objéf 50x
(carrés) et 63x (ronds).

A puissance égale, le pic concentré autour du $enmmpl des fonctions
d’autocorrélations des signaux obtenus avec l'aibj&3x est plus grand que celui des
signaux obtenus avec le 50x, il apparait donc gymiissance de bruit du signal obtenu avec
I'objectif 63x est plus grande que celle obtenuecaiobjectif 50x. Plusieurs facteurs peuvent
étre a l'origine de cette variation de puissancédgt en fonction de I'objectif utilisé. En
effet, les deux objectifs ne focalisent pas pareitnt la pompe et la sonde car ils n'ont pas la
méme ouverture numérique et le méme grossisseetenle plus, ils ne sont pas de la méme
marque. En revanche, la puissance du bruit desusxgn’est pas, ou trés peu, fonction du
dispositif ; les amplitudes aux temps nul des mioacentrés autour decO des fonctions
d’autocorrélations des signaux obtenus avec le mébjectif mais un dispositif différent

étant quasiment identiques.
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2.3.3) Répétabilité et reproductibilité de MARO

Une évaluation de la répétabilitélu nouveau dispositif a été effectuée sur un
échantillon d’arsénur de gallium (GaAs) [106] ealigant 25 acquisitions en sonde rouge
sans réglages intermédiaires. Le GaAs étant samsfparent pour cette couleur de sonde, des
oscillations Brillouin sont la signature du sigraoustique détecté. Pour chaque signal, le
fond thermique est retranché et la fréquence Biilloa été mesurée par une procédure
d’ajustement numérique d’'une fonction sinusoidateordie sur le signal expérimental. La
fonction d’ajustement numérique est :

Asin( 2Tft+g)e™, (1.3)
ou A f,t,¢ eta sontrespectivement 'amplitude, la fréquenceeteps, la phase a l'origine
et l'atténuation des signaux mesurées. Une étudecpétabilité est faite directement sur le
signal Brillouin expérimental, et une seconde éteskeréalise aprés qu'il ait été débruité par
une fonction d’autocorrélation.

24
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Figure 2-12 : (a) Un des signaux expérimentaux olias sur du GaAs pour quantifier la répétabilité dela
mesure acoustique sur le banc pompe-sonde. La répéilité du banc expérimental est quantifiée en
utilisant la contribution acoustique du signal (enart). (b) Une procédure d’autocorrélation est propaée

pour filtrer le bruit blanc présent dans la mesureacoustique avant I'ajustement numérique.

" D’aprés le vocabulaire international des termeslfonentaux et généraux de métrologie, la répétalaitila
reproductibilité sont des notions proches maisédéfiites. La répétabilité est I'étroitesse de l'adaentre les
résultats de mesurages successifs du méme mesunaesigrages effectués avec 'application de lditdtdes
mémes conditions de mesures. La reproductibilit€étsoitesse de I'accord entre les résultatsmesurages du

méme mesurande, mesurages effectués en pertutbameproduisant la méme mesure.

- 49 -



Chapitre 2 : Adaptation et performances du dispbskpérimental pour I'étude du vivant

Une illustration du principe de I'étude est prop@sur la figure 2-12 : sur la figure 2-
12(a) sont présents le signal expérimental puiss dlancart, seule la contribution acoustique
est étudiée (ligne) avec une procédure d’ajustememntérique définie par la fonction (1.3)
(ronds). Sur la figure 2-12(b), le signal Brillouaxpérimental (ligne) et la fonction (1.3)

(ronds) sont autocorrélés avant d’utiliser la pduré d’ajustement numeérique.

Occurences

%
%
o] 1
4350 4375 4400 4425 4

Fréquence (GHz)

4

.50 44,75

Figure 2-13 : Diagramme représentant les 25 mesurede fréquence Brillouin obtenues lors du test de
répétabilitt de MARION. Les batons pleins représergnt les mesures obtenues aprés débruitage par
autocorrélation et les batons creux représentent $emesures obtenues sans utiliser de traitement dgrsal.

Les valeurs des fréquences Brillouin mesurées$ pasentées sur la figure 2-13. I
apparait clairement que la gaussienne de distoibudes mesures faites est plus resserrée
lorsque le signal expérimental est débruité pgortacédure d’autocorrélation. Pour chaque
variable d’ajustement de la procédure numeérique,incertitude numérique est quantifiee par
la procédure. [110]

Le tableau 2-2 présente la moyenne des résutibtenus par la procédure
d’ajustement numérique pour chaque variable deotection (1.3), avec la moyenne des
incertitudes numeériques associées a chaque ajusteliécart-type lié a I'ensemble des
mesures est donné en écart-type relatif afin devgoypar la suite le comparer avec les
mesures qui seront faites sur matériel biologidugutocorrélation fait perdre I'information
sur la phase d’'un signal donné, ce qui se retrdawns les résultats comparatifs. Par contre les
autres résultats sont nettement améliorés avemtzgure d’autocorrélation, par exemple le
gain d'incertitude sur la mesure fréquentielle sgpérieur a un ordre de grandeur. Ces
résultats sont trés probants, avec ou sans auétation sur les acquisitions, les écarts-type
relatifs des résultats en fréquence sont de 0,386 autocorrélation et de 0,52% sans
autocorrélation. Les écarts-types des amplitudesurges sont élevés, cela provenant

sGrement de ce que cette quantification expérinmrdanécessité une journée entiere de
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mesure sans qu’aucun reglage intermédiaire s@ttei® en cours de journée. Aussi, sur cette
longue plage de temps, il est fort possible qudlityeu des fluctuations de I'intensité du laser,
du positionnement du batit de microscope, etc...

Avec Autocorrélation Sans Autocorrélation
Moyenne écart-type relatif moyenne écart-type ifelat
A 1,32 +/- 0,033 20,4% 1,47 +/- 0,07 27,1%
f (GHz) 44,13 +/- 0,015 0,33% 44,34 +/- 0,6 0,52%
¢ (rad) 258 +/- 0,4 20,9% _
a (GHz) 8,1+/-0,1 13,8% 8,52 +/- 0,43 18,9%

Tableau 2-2 : Moyennes et écarts-type des variable$ajustement numérique obtenues avec et sans
autocorrélation pour traiter les signaux. La phasea perdu sa signification physique par I'utilisationde la
fonction d’autocorrélation dans la procédure d’ajusement numérique par rapport a la phase initiale de

I'ajustement (cases grisées).

2.3.4) Détection bicolore

o
=]
1

=]
(o))
1

Amplitude normalisée
=
S~

o
i
Variation de réflectivité (u.a)

o
=]

o4

w

~

w

[o)}

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 1

Fréquence (GHz) Temps (2d)/v
() (b)

Figure 2-14 : (a) Spectre normé des fréquences Bdlin obtenues pour des couleurs de sonde rouge
(carrés) et bleue (ronds) dans un échantillon d’eallLa fréquence mesurée en sonde bleue est le doutie
la fréquence mesurée en sonde rouge. (b) (expérintation réalisée par T. Dehoux) Variation de
réflectivité détectées sur un échantillon de tungéhe en couleurs de sonde rouge (carrés) et bleuer(ds).
Le temps de détection des échos acoustiques eshimugé entre les deux détections.

Le montage de la détection bicolore a été tes&ffectuant des mesures comparatives
pour un échantillon opaque et pour un échantilfandparent, en conservant le méme pointé
laser pour les deux échantillons. Pour I'échamtilbpaque, la détection acoustique est celle

d’'arrivées d’échos acoustiques, dont le temps idi&grde ces échos est uniqguement fonction
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de la vitesse acoustique dans le film et de sorsggar. Les temps d’arrivées doivent donc
étre conservés entre les deux couleurs de déte&ionevanche, la forme de ces échos peut
étre modifiée par la couleur de détection. [111brPiBéchantillon transparent, I'étude est
réalisée sur la fréquence des oscillations Brilodie BBO du banc acoustique divise la
longueur d’onde du laser par deux, aussi si dewuisitions comparatives d’un méme
échantillon transparent sont effectuées et que Buppose que lindice optique de
I'échantillon ne varie pas ou peu en fonction déofegueur d’onde, les fréquences Brillouin
mesurées doivent avoir un rapport deux entre edgsation (1.1).

De l'eau est utilisée pour tester la détectiarolaire sur échantillon transparent. Les
résultats expérimentaux de I'étude sont présergas & domaine fréquentiel sur la figure 2-
14(a). L'intérét de l'étude comparative étant ddaslocalisation fréquentielle des raies
Brillouin, leur amplitude est normée pour la congison. Les signaux avec symboles carrés
sont obtenus en sonde rouge{90 nm) et les signaux avec symboles ronds enesblel
(A=395 nm). Dans l'eau, la fréquence Brillouin obterast de 5,5 GHz avec une largeur de
pic a mi-hauteur de 0,5 GHz pour une sonde rougie€t0,2 GHz avec une largeur a mi-
hauteur de 2 GHz. Ainsi, on détecte un rapport2fdgjuences Brillouin, ce qui indique que
pour la résolution de la détection présenté igidice optique de I'eau ne varie pas entre la
couleur bleue et la couleur rouge.

En supposant un indice optique dans I'eall,3, la célérité acoustique mesurée dans
'eau est de 1,6 nm/ps avec la sonde rouge etder/ps avec la sonde bleue. L'incertitude
de mesure de vitesse est associée a la largeuhautdur des raies du spectre Brillouin, elles
méme liées au temps de vie du signal acoustiqudétextion en sonde bleue étant plus haute
fréquence qu’en sonde rouge, le temps de vie dhaki$tecté en bleu est plus court que celui
détecté en sonde rouge. Les incertitudes sontldarfps pour la détection rouge et de 0,3
nm/ps pour la détection bleue. Les valeurs detirditure sont retrouvées pour la mesure de
vitesse acoustique. [112] En considérant un modsgle I'atténuation acoustique est
proportionnelle au carré de la fréquence Brilloefiren déterminant le rappart f2, [113] on
obtient des coefficients d’absorption & 20°C dex8(8° psznm pour la détection en sonde
bleue et de 5,6xI8 ps?nm pour la détection en sonde rouge en uitlida célérité
acoustique de l'eau de la littérature. [112] Letewes déterminées sont du méme ordre de
grandeur que la littérature [20].

On utilise ensuite comme échantillon opaque un fle 250 nm de tungsténe, déposé
sur substrat semi-infini, figure 2-14(b). Le tentparrivée des échos acoustiques est inchangeé

entre les deux couleurs de détection, ce qui véildéement le montage expérimental réalisé.
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2.3.5) Performances du porte échantillon

Le porte échantillon devant permettre des étymhesacoustique picoseconde des
cellules biologiques en conditioria vitro, il est nécessaire de vérifier qu’il est apte a
répondre aux contraintes imposeées par les deubpliiigs. Au niveau biologique, un contrdle
de l'asservissement thermique et de I'étanchéité sécessaires, et au niveau acoustique Il
faut vérifier que I'on peut bien sonder par acanusti picoseconde la cellule, posée sur une
pastille de titane, située sous 1 mm de milieuudieie rouge et une vitre biologique.

2.3.5.1) Contraintes biologiques

Le milieu de culture contient un indicateur de, del rouge phénol. Il est rouge
lorsqu’il est en condition de pH biologique, pHawi et il change de couleur lorsque le pH
change. Aussi, pour veérifier 'étanchéité du patbantillon, du milieu de culture a été place
dans le porte échantillon et un contréle de saetogur une durée de 48 heures a été réalisé.
Aucun changement de couleur n'ayant été observéy ik pas eu de variation de pH durant
cette plage de temps, le porte échantillon est dtarache.

Le protocole optimum trouvé pour utiliser le goéchantillon est le suivant : dans un
premier temps, il est rempli uniguement de milieuadiiture puis asservit a la température
biologique souhaitée, 37°C. Ensuite on I'ouvre ptace les cellules dans I'enceinte et on le
referme. Ce protocole permet de minimiser I'écatteimpérature pour les cellules entre le
moment ou elles sont dans leur incubateur et le embrou elles sont placéasvitro dans le
porte échantillon. Cependant, le fait de devoirroulke porte échantillon pour placer les
cellules perturbe I'équilibre thermique établi.

La rapidité du retour a cet équilibre est fonctiaie I'asservissement du
thermocontroleur. Plus l'asservissement de rédaailest rapide moins la stabilité de cette
asservissement est bonne, et inversement. Il s'dgiic de trouver un compromis
stabilité/rapidité pour le dispositif. Les perfonneas du réglage retenu sont présentées sur la
figure 2-15. Indépendamment du réglage choisiaiedouvrir I'enceinte pour y placer les
cellules fait chuter la température de 1°Ct=8, début de rallumage de l'asservissement
thermique, la température dans I'enceinte descen@#C a 36°C. Ensuite pendant 90
secondes, la température continue de chuter damvifC pour ensuite revenir a 37°C au
bout de 4 minutes environ. A partir de ce momeatidmpérature reste trés stable. Un
asservissement plus rapide n'a pas été choisadanipérature peut alors monter au dessus de
40°C lors de la stabilisation. Un contrdle visuekdellules par microscopie optique montre
gue les cellules semblent non perturbées parldlistion thermique du dispositif.
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Figure 2-15 : Réponse en température liée a I'assassement thermique du porte échantillon dans des
conditions d'utilisation. Le porte échantillon a é& stabilisé a 37°C puis ouvert pour y introduire
I'échantillon cellulaire et refermé. Le temps t=0 correspond au moment ou I'asservissement est

réenclenché, une fois qu'il est refermé.

2.3.5.2) Contraintes acoustiques

Le fait que les cellules soient sous une vitreldgique et sous 1 mm de sérum
biologique coloré impose de vérifier expérimentaaimmgue la détection acoustique est bien
celle de la propagation acoustique proche de tiate du biomatériau et qu'aucun
phénomene parasite n’ébloui la détection.

En effet, si I'on suppose que I'épaisseur d’étilan que I'on inspecte est de 1 um, le
rapport de la distance entre la surface du titahe surface supérieure de la vitre biologique
et I'épaisseur de la zone inspectée est le méméegapport entre la hauteur de la tour Eiffel
et la hauteur d’'une feuille de format A4 (30 cme Béme, si I'on souhaite une résolution
nanometrique dans I'épaisseur du milieu sondépeart entre I'épaisseur du dispositif et la
résolution attendue est comparable a celui enthaldeur de la Tour Eiffel et I'épaisseur de
papier a lettre. Ainsi, ce dispositif peut étre pamé& a un dispositif voulant étudier une rame
de papier de 30 cm d’épaisseur noyée sous unermltirau de la hauteur de la tour Eiffel et
ou la résolution attendue serait celle d’une dedlés de la rame. L'inspection serait faite
depuis le haut de la colonne d'eau. Ce dispositifoac une résolution de détection dans
I'épaisseur comparable aux techniques de microssopile champs proches mais,

comparativement, opére a tres longue distance.
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Figure 2-16 : Signal temporel (a) et la densité spiale de puissance (b) d’'une acquisition obtenueaths du
GaAs immergé sous du sérum biologique dans le porézhantillon biologique. Figure (b) : En trait fin, le
calcul de la densité spectrale est réalisé sur tolg signal de la figure (a) alors que la densité sptrale avec
les ronds décrit uniqguement les 350 premiéreps du signal de (a). La raie de fréquence a 5 GHz
correspond aux oscillations Brillouin obtenues dande liquide et la raie de fréquence a 44 GHz aux
oscillations Brillouin dans le GaAs.

Pour vérifier que le signal obtenu est bien calai I'échantillon placé sous un
millimétre de milieu de culture, un échantillon GaAs a été immergé dans I'enceinte
biologique, a la place des cellules. L'immersioété réalisée sous de I'eau pure, incolore, et
sous du sérum biologique, coloré en rouge. Lesasiiges du signal Brillouin détecté dans de
l'eau pure et dans du rouge biologique sont les @senbDans chaque cas, plusieurs
acquisitions ont été réalisées en sonde rouge.dAs@st opaque en couleur bleue aussi la
génération acoustique a lieu au voisinage de fiate entre le GaAs et le liquide mais coté
GaAs. Deux fronts acoustiques sont générés dates egpérience, un dans le GaAs et un
autre dans le liquide. Le front acoustique se pyepat dans le GaAs crée des oscillations
Brillouin & 44 GHz et le front acoustique se prageatg dans le liquide utilisé, que ce soit
'eau ou le milieu de culture, crée des oscillasidrillouin @ 5 GHz. Le signal temporel
détecté est présenté sur la figure 2-16(a). Sdtdespectrale de puissance est présentée sur la
figure 2-16(b). Le tracé en trait fin correspondcalcul de la densité spectrale de puissance
de la mesure réalisée sur la figure (a). Les Rrdouin des deux milieux dans I'échantillon
sont identifiées, I'eau ou le milieu de culturdeiGaAs, respectivement a 5 et 44 GHz. Le
tracé avec les ronds correspond a la densité gpeates 350 premieres picosecondes du
signal temporel de la figure (a). Seule la raidl@iin de GaAs est identifiee. L’amplitude de

cette raie étant la méme pour les deux fenétrepdeaties étudiées, le signal Brillouin dans le
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GaAs a un temps de vie maximum de 350 picosecorugesgui correspond aux résultats
obtenus précédemment, présentés au paragraphe Re3r8veau de bruit est élevé entre
10 GHz et 40 GHz, cela provient certainement d'dégradation du GaAs en milieu liquide,
dégradation observée au microscope, et du fait fguit utiliser de trés faibles puissances de
laser pompe et sonde pour ne pas ablater ce matdéigradé par le liquide. De méme,
'amplitude de la raie Brillouin du GaAs est nettamh plus faible que celle de I'eau, sans
doute a cause des coefficients piézo-optiques €es hatériaux, I'explication détaillée sera

faite lors des deux prochains chapitres.

2.4) Conclusion

BN

Dans ce chapitre, les développements expérimenteacessaires a I'étude par
acoustique picoseconde d'une cellule vivante or& @écrits. Un microscope d’épi-
fluorescence, compatible avec I'utilisation du faBantoseconde du banc optique pompe-
sonde, a été développé. Ainsi, il devient posgifddserver par microscopie de fluorescence
une cellule unique et certains de ses constitamtsonditionsn vitro, puis, avec le faisceau
laser focalisé a la surface du substrat sur legliel adhére, d’étudier par acoustique
picoseconde ses propriétés mécaniques localegsiodution optique du dispositif congu est
proche de la limite de diffraction optique. Ce rosrope permettant une utilisation
simultanée du banc d’acoustique picoseconde aveftudtmescence optique, des études
combinant les deux techniques complémentaires péuaidrs étre menées. Au niveau
cellulaire, la fluorescence peut aider a quantifégat de santé ou la densité du réseau de son
cytosquelette par exemple. Plus généralement téetilin optique de fluorescence permet par
exemple la localisation d’objets en dessous degmsions de la limite de résolution optique,
par la détection de leur émission de fluorescelesgjuels peuvent ensuite étre étudiés par
acoustique picoseconde. Le banc optique a aussi@d#ié de maniére a permettre les études
par acoustique picoseconde avec deux couleursmiie & de pompe différentes sans changer
le pointé laser, une dans le proche infrarougeetdans le bleu. Cette modification permettra
de vérifier 'hypothése de détection d’oscillatiBrillouin dans les cellules biologiques. Plus
généralement, elle permet aussi d'étudier plus dmtémaux qu’auparavant, certains
échantillons, comme le verre par exemple, ayantrépense optique en sonde bleue mais pas
en sonde rouge. Enfin, une enceinte pour I'étudl@laee in vitro a été développée. Cette
enceinte est étanche, thermostatée et entiereroegie€ en matériau biocompatible, de I'inox
316L. Elle est dotée d’'un mécanisme de positionmeme précision submicrométrique dans

le planxy.
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Les performances des développements realisést@mjuantifiées afin de pouvoir par
la suite appréhender la pertinence et la sengilniés résultats sur échantillons dont la réponse
et la variabilité de réponse opto-acoustigue enust@ue ne sont pas connues. La
comparaison des performances du nouveau dispasii€ le dispositif plus ancien a été
réalisée, les conclusions montrent qu’il n'y a gagerturbations de la mesure détectée.

Ces développements réalisés, il devient a présechiniquement possible de
commencer I'étude sur matériel biologique vivantnaigniére non invasive, en ayant I'outil
adéequat pour sa bonne visualisation optique. Ldication expérimentale du signal attendu,
la détection d’oscillations Brillouin, pourra étréalisée. Ce travail sera I'objet de la suite de
ce manuscrit, en commencant par un matériel biglagirelativement simple, la cellule

biologique végétale.

-57 -



58



Chapitre 3 : Acoustique picoseconde dans une eellégétale

Chapitre 3

Acoustique picoseconde dans une cellule végétale : un milieu

acoustique semi-infini

On propose dans ce chapitre la premiére applitake I'acoustique picoseconde a une
cellule unique, en conditiom vitro. Aucune activité d’acoustique picoseconde n’ayant
auparavant été faite pour I'étude du vivant, legwende ce premier travail sont multiples.
Dans un premier temps, une modélisation des phémesnghysiques mis en jeux lors des
expériences sera proposée. Cette modélisation gepasune géométrie simple, ceci étant
autorisé par les conditions expérimentales. Malgan jeune age, les phénomenes
macroscopiques mis en jeu en acoustique picosesmrdebien connus [23] et leur principe
général a été décrit conceptuellement dans le thapi Dans ce chapitre, les équations
fondamentales de ces phénomenes macroscopiquest sgystématiquement résolues
analytiquement. Ces équations fondamentales ségudtion de diffusion de la chaleur,
'équation d’onde acoustique, et les équations désnde la lumiéere. L’élévation thermique,
qui résulte d’un dépot d’énergie laser dans la én@tiet la propagation acoustique, créée par
cette élévation thermique, seront couplées gradatéoduction de termes sources dans les
équations fondamentales. La détection optique @évation thermique et de la propagation
acoustique sera étudiée en résolvant analytiquebgeniation d’onde optique non linéaire, la
source de non linéarité provenant du milieu matgrégturbé. Cependant les solutions des
équations fondamentales permettent la modélisadies phénoménes physiques dans un
milieu infini, et ceux sont les conditions aux ltes qui permettent I'application de ces
modélisations a un probleme particulier aussi utbention particuliére leur sera accordée
dans la résolution proposée. Cette modélisationiraede base de travail pour les études
expérimentales. Dans un second temps, et en staillatravail de modélisation fourni, une
étude expérimentale de I'acoustique picoseconds dae cellule biologique végétale sera
réalisée. Cette étude expérimentale permettra darmmemier temps de vérifier le caractere
non invasif de l'acoustique picoseconde pour ldiiles biologiques, puis en utilisant des
cellules provenant de deux variétés d'une mémetglda sensibilité de l'acoustique
picoseconde a une cellule donnée sera étudiéecpiadia sensibilité aux différents organites
présents dans la cellule. La possibilité d'imagee#ulaire par acoustique picoseconde sera

finalement démontrée.
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3.1) Présentation des cellules et du modele analytique correspondant

3.1.1) Présentation des cellulealliiim cepa

La cellule végétale, en plus de contenir le dg®sme et un noyau, contient quelques
organites spécifiques a son état végétal appeldldstes. Ceux-ci participent notamment a la
photosynthese nécessaire au développement dente.pBeaucoup de cellules végétales, et
particulierement les cellules matures, contiennegm¢ seule grande vacuole centrale, qui
occupe approximativement 90% du volume cellulaices plantes étant pratiguement
immobiles et fixées dans le sol, elles sont tribesadu milieu qui les entoure et elles ont
donc appris a s’adapter a celui-ci. Cette remaiguadsistance se retrouve jusqu’a leur plus
petit constituant, la cellule, ce qui permet dedaglier dans des conditiomsvitro simples,

sans avoir a contréler leur environnement extéletemps des acquisitions expérimentales.

Figure 3-1 : Photographie de cellule d’oignon blanén vitro prise en microscopie optique de réflexion. La
barre d’échelle représente 50 um. Les noyaux deslickes sont clairement visibles, ce sont les plusasses

hétérogénéités a l'intérieur des cellules. L'épaissparoi délimite les cellules entre elles et conra la

cellule sa forme parallélépipédique. La vacuole, tmsparente et homogéne, occupe la trés grande maijer

du volume des cellules. Différents plastes sont aiwisibles a I'intérieur des cellules.

L’étude proposée sur cellules végétales est émbsir cellules dllium cepa c'est-a-
dire I'oignon commun. Deux variétés d'oignon seréttdiées, les oignons blancs et les
oignons jaunes, ce qui permettra une premiere apprale la sensibilité de l'acoustique
picoseconde appliquée a I'étude des cellules bigles. Les dimensions des cellules
d’oignon sont de quelques centaines de micromewas leur longueur, une cinquantaine de
micrométre pour leur largeur et autour de dix mogtres pour I'épaisseur. [114] Une

photographie de cellules d’oignon blanc est pré&sestr la figure 3-1. Cette photographie est
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prise avec un objectif de microscope de grossisse@@x aussi la barre d’échelle rouge
représente 50 um. La paroi cellulaire, qui défimitontour des cellules, le noyau, plus gros
organite sphérigue dans la cellule, et la vacuetgrale sont clairement visibles.

3.1.2) Protocole expérimental et principe du n®d8socié

L’extraction cellulaire est réalisée en prenantfitee pellicule présente entre les
écailles d’'un bulbe d’oignon. Cette pellicule esinocouche. Les cellules sont posées sur un
substrat de Ti-6Al-4V, un alliage de titane biocatiple. Ce substrat mesure en moyenne 1
millimeétre d’épaisseur, il est donc semi-infini goint de vue de I'acoustique picoseconde.
Un polissage de la face de ce substrat en contact la cellule est systématiquement fait
avant expérience. Le protocole de polissage es€lme que celui proposé par G. Forget dans
son travail de doctorat. [115] Une surface de sabsivec une rugosité de l'ordre du
nanometre est obtenue. La cellule étant optiquetn@nsparente, le laser passe au travers de
la cellule sans perdre d’énergie de rayonnemerd thanellule et sa focalisation est localisée
en surface du substrat, a incidence normale pgoorgpa ce dernier. Un objectif de
microscope 50x est utilisé pour la focalisation. teahe focale du faisceau laser est alors
mesurée a 2 micrometres de diamétre. La fluengmuohgpe est réduite avant focalisation laser

a 0,5 picojoule par impulsion laser et la flueneesdnde est moitié moindre.

Figure 3-2 : Principe géométrique de la modélisatio proposée. Le substrat correspond au milieu semi-
infini indicé 0, la cellule au milieu indicé 1. L'nterface entre les deux milieux est située dans jdan z=0.
Le dépbt d’énergie laser a lieu au voisinage detferface, coté substrat.

Le principe expérimental du travail proposé astsenté sur la figure 3-2 : le laser
pompe, représenté par la fleche noire, passe ertréev cellule, définie comme le milieu 1, et
est focalisé en surface du substrat, milieu 0. $daption du laser a lieu dans le substrat, au
voisinage de l'interface. Ce matériau est vu condtaat semi-infini.

La cellule étant un matériau viscoélastique, |@9jistance de propagation acoustique

a lintérieur de celle-ci est inférieure a cellergmrue dans I'eau avec le méme protocole
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expérimental. Or, la distance de propagation ampiestmesurée en acoustique picoseconde
dans l'eau est de l'ordre de 5 micrométres, [18] swins que I'épaisseur d'une cellule
d’oignon. La cellule d’oignon est donc vue commematériau semi-infini du point de vue de
I'acoustique picoseconde. [116]

La géométrie du modele analytique proposé coores@m I'étude de deux milieux
semi-infinis. Les distances de diffusion thermigee de propagation acoustique étant
inférieures ou du méme ordre de grandeur que la eaitée, et la cellule d'oignon étant
supposee isotrope sur la zone étudiée, le probte&mespond a I'étude du rayonnement d’'un
piston plan dans un milieu isotrope en champ pro€he considere alors une géométrie
unidimensionnelle dont la variable d’espace estecgé la direction de propagation de la
perturbation,z. Le plan défini paz=0 correspond a l'interface entre le substrat eelale.
Chaque demi-espace est indice€, le demi espaceciBabs positives est celui défini par le
substrat,i=0, et le demi espace d’abscisses négatives comdsp la cellulej=1. Les
éguations fondamentales proposées seront systémamgnt résolues analytiguement dans
'espace de Fourier. Les simulations dans I'espiangorel seront obtenues en utilisant une
transformation inverse numérique. On utilisera cam@éfinition de la transformation directe

de Fourier la convention suivante :

+oo

fzw)=[_ f(z9)e™ db (3.1)
3.2) Simulation analytique et ajustement numérique du modele

3.2.1) Elévation et diffusion de la chaleur awemps

caractéristiques d’acoustique picoseconde

Afin de prendre en compte dans le modele lesteats thermiques et leur diffusion,
on résout I'équation de diffusion de la chaleur ples deux milieux semi-infinis. Celle-ci
s’écrit dans I'espace temporel comme suit :
oT(zY_, 0°T(

ot "oz

ou Ti(z,) et Qi(z,) sont les champs de température et les termesesode I'équation de

pC, g2, (3.2)

diffusion dans le milieu. pi, C, et ki représentent respectivement la densité, la chaleur
spécifique et la conductivité thermique dans leieuil. La cellule étant considérée comme

transparente, il n'y a pas d’absorption d’énergiget dans la cellule et donc pas de terme
source dans I'équation de diffusion indicéd.. En revanche, concernant le substrat, une

partie de I'énergie du laser incidente est absodades sa zone de pénétration optique. Des
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lors, le terme source de I'équation de diffusiomicéei=0, est non nul. Ce dernier est défini
par le produit de deux fonctions. L'une définivi@dume d’absorption de la source, il est donc
lié aux propriétés optiques du substrat a la longukonde de la pompe laser, et l'autre
modélise le profil temporel de I'impulsion. Le tegraource thermique dans le substrat s’écrit

comme suit :

Q(z1)=1,(1- Ry) B, f( 1) €7, (3.3)
l1, Rio, fo traduisent respectivement la fluence laser indeldnaversant la cellule, le
coefficient de réflexion optique en puissance atdiface cellule/substrat et la pénétration
optique dans le substrat a la longueur d’'onde deolape laser. La forme temporelle de
impulsion pompe du laser est définie par la fomcf(t). Cette forme temporelle d'impulsion
est modélisée par une gaussienne normalisée ersamplintégrale unité sur son support. Sa

largeur a mi-hauteur, correspond a la largeur temporelle de l'impulsiager, 100 fs.
L’écriture analytique de cette gaussienne est7][11

[ —(4In2)ﬁ
f (t) :i ane o . (34)
Tp T

Dans I'espace de Fourier, I'’équation (3.2) sentéomme suit :

07T, '
y_fﬁ(m):_@, (3.5)
ou
— Ki
X = oC, (3.6)

est la diffusivité thermique du miliey propriété intrinseque de transport de I'énergie
thermique du matériau. Pour les ondes thermigagenigueur de diffusion thermiqug(w)
est:
2y
A ()= % (3.7)

Cette longueur de diffusion thermique permet @ieefapparaitre le nombre d’onde
complexe de diffusion thermiquE(w)=(1+)/Ai(w). Dans I'espace des fréquences, le nombre
d’onde de diffusion est complexe et ses partiellerée imaginaire sont égales. Il suit une loi
en racine carrée par rapport a la fréquence. Cesargriables propriétés affectent
considérablement le comportement des ondes theesigux interfaces, comparativement
aux ondes acoustiques ou électromagnétiques. Aiesi,ondes de diffusion thermique

obéissent plus a des lois d’accumulation ou dendition plutét qu'a des lois de réflexion ou
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transmission aux interfaces. [118] La modélisaporposée prend en compte cette éventuelle
discontinuité de la température a l'interface emgresubstrat et la cellule par l'introduction
d’'une résistance thermique d’interfa&,qui permet de modéliser un saut de température a
l'interface entre les deux milieux :
T,(0,t)-T,(0.t) = Rp,(0.1). (3.8)
On suppose en revanche que la continuité du flesotlyued; est respectée :
®,(0,t) =@, (0¢t), (3.9)

La résistance thermique d’interface modéliséd pee assimilée a une résistance de
Kapitza. [119] Elle permet de prendre en compteqlelité de transmission d’énergie
thermique a linterface entre deux milieux, c'esti@ la quantité d’accumulation ou de
transmission d’énergie calorifique a [l'interfacexpErimentalement, cette transmission
d’énergie thermique a l'interface est fonction denbreux parametres, comme la rugosité qui
modifie la surface d’interface pour une zone d'gelaent laser donnée. Pour une interface
définie entre un solide et un liquide, on défimitrésistance thermique pRr1/h, ouh est la
longueur de Kapitzah=Cpd/G, avecCpyip qui est la conductivité thermique d'interface par
unité de surface de la résistance d’interfac@ et sa conductance thermique. Pour ce type
d’interface solide/liquide, le caractere hydrophabehydrophile du solide modifie la valeur
de cette distance de Kapitza et des rapports dguéam 2 a 3 peuvent étre mesurés par des
techniques expérimentales de thermoréflectances@iomde. [120] La modification de cette
affinité du substrat a I'eau est facilement obtepaevoie chimique, par fonctionnalisation du
substrat, ce qui peut arriver lorsque I'adhésidlulzgre sur biomatériau est stimulée par ajout
de protéines par exemple.

Depuis linterface le champ thermique associé haqoe milieui est supposé
unidirectionnel, les solutions du champ d’onderigue sont :

T,(26)= A(w) €% + F(w) &
__ Bl () [ (KT, (1+ B.RK,) + BF o) R %ZJ , (3.10)
(82 -T2) Ko (K4 (1+ KR o) + K )
dans le substrat et :

T,(zw) = B(w) é~

Bt () e (3.11)
(B, +T,) (K 41+ RK T )+ KT )

dans le milieu 1.
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Les propriétés thermiques d’une cellule étard tificiles a obtenir dans la littérature
et une cellule étant essentiellement composée d'é&si simulations pour quantifier
I'élévation thermique seront proposées sur la liise modele titane/eau. Les parametres
thermiques utilisés pour les simulations de I'ét@mrathermique dans le titane et dans I'eau
sont donnés dans le tableau 3-1 :

Coi Ki pi Bi Xi 4i(100x10™s)
[B.KGLKY | WmtKY | [kg.m? [mY | 10 [m%s? 10°[m]
Eau 4190 0,6 1000 - 1,43 6,7
Titane 500 21,9 4507 | 52x10 971 441

Tableau 3-1 : Valeurs physiques de I'eau et de I'ihge de titane utilisées pour simuler I'étude themique.
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Figure 3-3 : Elévation de température au voisinagde l'interface suite & une impulsion laser. (a) Eléation
pour une résistance thermique nulleR=0 K.W™, et des temps allant de t=0 & 100 ps par incrémentle 20
ps en fonction de la distance a linterface. (b) Evation de température a l'interface et & 10 nm de
linterface coté liquide (encart) pour R=[0 (lignes), 10 (carrés), 20 (ronds), 30 (triangs®] 10° K.W™. [121]

La figure 3-3 présente I'élévation de températuége par une impulsion laser pour la
fluence utilisée en expérience sur les cellulesgdan, 0,5 pJ par impulsion laser focalisée
sur une tache de 2 um de diamétre. La figure (@gspond a I'élévation de température pour
des temps de 0 a 100 picosecondes par pas de &epindes en fonction de la distance a
l'interface, pour une résistance thermique d’irdeef nulle. [121] La figure (b) présente
I'élévation de température en fonction du tempbingerface et a 10 nm de l'interface, coté
cellule (encart). Quatre valeurs de résistancentiyere sont simulées, de=0 & R=30x10°
K.W™ par pas de TOK.W™,
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L’élévation thermique maximale est située a €nflice, &=0. Du coté du liquide, le
saut de température maximal est simulé powd K.W* et son amplitude est autour de 1°K,
comme dans le substratPour un point fixe dans la cellule, 'amplitude tiélévation
thermique dans la cellule décroit et est retardésqlie la résistance thermique augmente,
figure 3-3(b). A contrario dans le substrat, I'élévation thermique augmentec
'augmentation de la résistance thermique : lastasce thermique modélisant une difficulté
pour la chaleur a étre relaxée depuis le titans hkeecellule, 'accumulation thermique a cette
interface augmente lorsque la résistance de Kagitggmente. Le modele asymptotique
correspondant a laugmentation de la résistanceamiee est une interface isolée
thermiquement. La diffusion thermique est approxiveanent 70 fois plus élevée dans le
titane que dans le milieu aqueux, la longueur dfeision sur 100 ps est de moins de 10 nm
dans la cellule et 45 nm dans le titane, figurd&-8t tableau 3-1. La relaxation thermique se
fait donc essentiellement dans le titane. On peéduinle de ces simulations que I'effet
thermique d’un tir laser est négligeable pour lBute I'élévation maximale de température
étant au maximum de l'ordre du degré Kelvin si I'néglige les effets de la résistance
thermique et la diffusion thermique se faisant esskement dans le titane. B. Perrin propose
une quantification de I'élévation thermique duen& impulsion laser dans un film de titane.
[122] En appliquant une regle de proportionnalité & fluence laser utilisée, I'ordre de
grandeur d’élévation de température a la surfacmadiériau est retrouvé avec cependant un
rapport 3 qui peut étre expliqué par la differedes matériaux, alliage de titamersustitane,
par la difféerence des modeles, modéle avec diffuthermiqueversusmodele sans diffusion,
par la configuration géométrique, interface solidaide versusfilm simple.

L'effet thermique de la répétition des impulsidasers pompes n'a pas été simulé
avec le modele présenté. Celui-ci ne prendraispésamment en compte la réalité physique
de la diffusion thermique car la géométrie unidisiennelle proposée ne permet pas la
modélisation des effets de diffusion thermiquerkd& qui deviennent non négligeables aux
temps longs. Ainsi, un modéle unidimensionnel déeri une élévation thermique suite a un
apport continu d’énergie est divergeant avec lgpteators que dans la réalité une température
d’équilibre doit étre atteinte. Une étude bibliggnjue a cependant permis d’estimer cette

élévation thermique. L’élévation thermique statiain@ dans un matériau semi-infini, isotrope

" On néglige dans ce calcul d’élévation thermiquesde substrat les températures électroniquessguipn

temps bien plus court, peuvent s’élever de plusidiraines de degrés.
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thermiquement, due a une source énergétique pdieciiée a une interface air/matériau
peut étre évaluée asymptotiquement par la relgtiorante : [123]
2\/_7'[W0Ki' (3.12)

ou A est l'intensité de la source thermique, est la surface de dépat, est la conductivité

AT, =

thermique du matériau. Appliquée sur le temps delutation acousto-optique, la fluence
équivalente du laser est de 50 uW, ce qui impligjoes une élévation thermique de 0,5 K.
Sur le temps d’'une acquisition expérimentale, lerice équivalente est 100 uW, on trouve
alors une élévation thermique de 1 K. On noteraagie estimation majore la réalité car la
diffusion thermique dans la cellule n’est pas prsecompte. Ce calcul permet aussi de
prendre en compte la fluence laser apportée paotale. En supposant que celle-ci est
absorbée pareillement que la pompe par le substragnsidérant que sa fluence est moitié
moindre que celle de la pompe, les élévations tlgpras quantifiées doivent étre multipliées
par un et demi. La vérification expérimentale ddecestimation sera réalisée au paragraphe
3.3.1.

3.2.2) Propagation acoustique et contrainte nmigaa développée

Suite a I'élévation thermique créée par la pomypes contrainte mécanique due a la
dilatation thermique des matériaux est généréeteCebntrainte est la source de la
propagation acoustique étudiée. L’équation d’on@desdl’espace temporel régissant la
propagation acoustique et prenant en compte I'eféela dilatation thermique comme source
acoustique est :

2 2
R A

ou y; est le déplacement mécanique dans le milieéa rigidité du matériauest notée; eto;

(3.13)

=Ga

représente sa dilatation thermique linéaire.

Une des caractéristigues remarquables de la leelboncerne ses propriétés
viscoélastiques, [124] aussi l'onde acoustique @t fortement atténuée lors de sa
propagation. Les sources essentielles de I'att@ruatoustique sont des transferts d’énergie
meécanique en énergie thermique lors de la propagatoustique et sont liées au mécanisme
d’Akhieser. Le transfert d'énergie mécanique enrgeethermique est créé par une
conduction irréversible de la chaleur de la zonea®pression vers la zone de dépression
lors de la propagation d’'une onde acoustique ladgigle. Les ondes traverses ne sont donc

pas soumises a cette source d’atténuation. Le ns@cand’Akhieser [125] est lié a une
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perturbation de l'état d’équilibre thermique d’urat@riau, défini par un certain phonon

thermique, lors du passage d’'une onde acoustiquee¥enant a leur équilibre, les phonons
thermiques interagissent avec I'onde acoustiqua,ay@nt pour effet de dissiper I'énergie de

'onde acoustique. Il s’agit donc d’'un couplageipéaque entre les phénomeénes de diffusion
thermique et de propagation acoustique. [125] @ex dnécanismes d’atténuation acoustique
peuvent intervenir en acoustique picoseconde dale@mpérature de I'échantillon étudié et

de la longueur d’onde des phonons acoustiques é&nd26] Cependant, si les mécanismes
physiques de ces deux processus physiques soimictlist’atténuation acoustique qui en

résulte est, pour les deux contributions, classipre considérée comme étant

proportionnelle au carré de la pulsation acoustigifn de prendre en compte cette

atténuation acoustiqgue pour les deux matériaux idérés, leur rigidité est supposée

complexe. Leur partie réelle est constante etpauie imaginaire évolue linéairement avec la
fréequence. L'atténuation modélisée ainsi évoluecdeecarré de la pulsation de propagation
acoustique. [125]

En considérant les expressions de la diffusiorrmiippie pour les deux milieux
matériels et I'équation (3.13), trois sources deégation acoustique apparaissent dans le
modele considéré : une source thermique par mgtiawne source liée a I'absorption optique
dans le substrat. En effectuant une transformatmr-ourier sur la variable temporelle de
I'équation (3.13), celle-ci se réduit & une équatinéaire du second ordre qui permet de faire

apparaitre les nombres d’'onde acoustiquies=:w, f'% et les expressions des champs de

déplacement dans I'espace fréquentiel du problé@moestique sont :

Uo(z )= G (w) €™ + | (w) €™+ L(w) €77, (3.14)
pour le substrat, et

U,(z ) = H (w) € + J(w) &7, (3.15)

pour le milieux cellulaire. Dans les expressions cleamps de déplacements, équations (3.14)
et (3.15), apparaissent les solutions de I'équatimmogene, équation sans terme source, et
les trois solutions de I'équation inhomogéne. Léaidiédu calcul prenant en compte les
conditions limites pour déterminer I'amplitude desnstantes d’intégration de I'équation
d’'onde acoustique homogeéne, les termes d’ampliGget Hy, est fourni en annexe A.1.1.
Ces conditions limites sont la continuité des deégn@ents et des contraintes a l'interface. La

continuité de la contrainte a 'interface prendcempte les sources de contraintes mécanique
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et thermique. L'expression des champs de propagdida déformation s’obtient en dérivant

spatialement les expressions du champ de déplatemen

= O,O—H
g
s Eﬁ@ﬁw&;—_ﬂﬁ:ﬁ:——s&y
=
(5]
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Figure 3-4 : Simulation du déplacement acoustiqueahs la cellule (propriétés mécaniques données dales
tableau 3-3, section 3.2.5), a 5 nm de l'interfacen fonction du temps et de la résistance thermiquées
symboles pleins correspondent aux modélisations d& terme source de I'équation d’onde dans la cellel
est pris en compte, les symboles vides aux simutais ou il est égal a zéro. Les résistances thermigu
simulées sont ddR=[0 (étoile), 1 (carrés), 5 (ronds), 10 (triangleb)0° K.W ™.

Le déplacement a 5 nm de l'interface est simaléoaction de la résistané¢eet de la
source acoustique dans la cellule sur la figure Be4 tracés sans prise en compte du terme
source sont ceux avec un symbole vide, et lesgraeéc symbole plein sont ceux ou le terme
source acoustique est pris en compte. Deux vaturgsistances thermiques sont supposées
lorsque le terme source acoustique de la celluledgigé, une résistance thermique nulle et
une résistance thermique non nuRe10® K.W™. Le signal acoustique dans la cellule est de
plus forte amplitude lorsque la résistance thermigqat augmentée. Ceci vient du fait que
lorsque la valeur de la résistance thermique autgméglévation thermique dans le titane
augmente, ce qui a pour effet d'augmenter le déplent créé par la dilatation thermique,
seule source acoustique dans la cellule généréelgsarconditions de continuité de
déplacement a l'interface. Lorsque le terme soaomistique de la cellule est pris en compte,
laugmentation de la valeur de la résistance thguenidiminue I'amplitude du signal
acoustique. Ceci vient du fait que lorsque la tésie de Kapitza augmente, le gradient
spatial thermique dans la cellule diminue, ce guoiigue la contribution du terme source de
I'équation (3.13) et diminue donc la contributiom cktte source.

La contrainte créée par une impulsion laser riteiface entre les deux milieux est

qguantifiée en fonction de la résistance thermique@sentée sur la figure 3-5. [121]
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Figure 3-5 : Simulation de la contrainte générée aterface entre du titane et de I'eau pour une fluece
laser de 16 mJ/M en fonction du temps et de la résistance thermique'interface. Les valeurs des
résistances de Kapitza considérées dans cette siatitn sontR=[0, 1, 5, 10] 10 K.W™. [121]

Comme attendu, la résistance thermique joue leindportant dans I'amplitude de
cette contrainte. La contrainte maximale est devip@r deux si on modélise la résistance
thermique avec une valeur de= 1 K.W?, ensuite cette diminution atteint un plateau. Ce
plateau correspond a la contrainte crée par leadépient mécanique du a l'absorption
optique uniquement, lorsque la contribution de datainte mécanique tend vers zéro. Le
signe de cette contrainte indique que c’est unéraime de compression qui est créée dans la
cellule, ceci étant du a la dilatation thermiqusifiee du substrat.

3.2.3) Détection optique

3.2.3.1) Réponse fondamentale de la diffracbipiique

La détection optique de I'élévation thermiquedetla propagation acoustique créées
par I'impulsion pompe du laser et détectées pamglilsion sonde est maintenant abordée.
Cette détection étant optique, on résout I'équatibonde optique de Maxwell ou les
perturbations d’origine thermique et mécanique algiopagation électromagnétique sont
prises en compte. Ces deux perturbations trarsstairéent dans la cellule des fluctuations de
densité, tres faibles, lesquelles produisent unéatian proportionnelle de la constante
diélectriques;. [6] On suppose alors que la variation de pemiigtidiélectrique du matériau

& est linéaire avec les sources de perturbatiopswdtétre écrite comme suit : [127]

& ()= (350, (3.16)
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ou  est la déformation acoustique. L’équation d’onde-finéaire de Maxwell d’'un milieu
amagnétique dont la permittivité est fonction @éspace est : [128]

TEL2A), e (4 E(2w) =0, (3.17)
ou Ej(zwo) est le champ électrique dans le miliezt g et wg sont la norme du nombre d’onde
optique et sa pulsation dans le vide. L'inhomogeéngpatiale de la permittivité diélectrique
est supposee faible, aussi une approximation paeéualoppement au premier ordre de cette
inhomogénéité est réalisée :

&(2)=¢"+&°(2). (3.18)

Les notationsh et s décrivent respectivement les termes homogeneaessdeimes perturbés.
Cette inhomogénéité spatiale de la permittivitdedigique crée une source de diffraction
optique lorsqu’un rayon lumineux la traverse. Epmsant que la perturbation optique est
faible, le champ électrique total dans le milieest développé au premier ordre comme étant
la somme de deux contributions, I'une est homogeést-a-dire qu’elle est insensible a la
source de perturbation, et 'autre est perturbédgsasources de variation de permittivité de

la cellule :

E(zw)=E(za)+ B( =), (3.19)
En injectant les relations (3.19) et (3.18) damxwation (3.17), cette derniére peut étre
réécrite en un systeme couplé de deux équatiomsid:d_a premiére équation d’'onde décrit

la propagation du champ électrique homogéne damdilu homogeéne :

2=h
%nggh(z%):o. (3.20)
La seconde équation décrit la propagation du chélegirique perturbé par les fluctuations de
densité :
0°E* (2 _ _
TE(2A), qore(2a) = ds() B ). 3.21)

Ces deux équations régissent la propagation wptiotale dans la cellule. La solution
de I'équation (3.20) décrit la propagation du chappque homogéene dans la cellule, donc la
contribution de la détection sans diffraction opéiqLa solution particuliere de I'équation
(3.21) permet d’obtenir I'expression analytique ldecontribution optique diffractée par la
perturbation. Cette équation n'ayant de sens gug 8 une source de perturbation optique,
traduite mathématiquement par le terme source .@4)3a solution homogene de I'équation
(3.21) est la solution de I'équation d’onde opticgans perturbation, équation (3.20), elle
n'est donc pas recalculée. La polarisation du chahagtriqgue est orthogonale au champ de
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propagation, elle peut étre indifféremment défissdon X ou y. En utilisant la relation de
Maxwell, &" =(qh)2, la solution générale de I'’équation (3.20) est :
E'(za)=(M e+ N ), (3.22)

Cette solution décrit la propagation de deux nayoptiques de direction opposée en
milieu homogene infini. La référence des phasesederayons est déterminée en utilisant les
conditions aux limites de la modélisation. La siolutparticuliere de I'équation (3.21) est :
[129]

. g (l\/lihj'sis(z‘) dz + |\|1h.|'g|5( 2) gan'z d% -da' 2
Ef(zw)= 2n" _(Mihj'gis(z.)e—zjqn“fdz_i_ [i\pj‘é}s( ) d% iz

%. (3.23)

L'expression (3.23) décrit la réponse de la diffion optique au premier ordre créée
par une source de diffraction optique du premieirer[130] Elle est connue sous le terme
d’équation de potentiel de diffraction. [128] Auxiaire termes différents de I'expression
(3.23) correspondent quatre rayons optiques différd_’amplitude, la phase et la direction
de propagation permettent d'identifier ces rayarsmplitude des termeddi" ouN", permet
d’identifier la source optigue homogene du rayoffratité, c'est-a-dire le rayon optique
homogene, décrit par la relation (3.22), dont estie la diffraction optique. Les termes ou un
déphasage de2qn"z’ apparait correspondent aux rayons réfléchis ssmuace de diffraction
optique et les termes sans déphasage correspoadentayons transmis sur cette méme

source de diffraction.

& () &' (2)
| |
- + ™
: A" | T A
| + |
| |
PN
| A ' TA
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Figure 3-6 : représentation en optique géométriquele la propagation électromagnétique dans un milieu
dont la permittivité diélectrique est Iégérement peurbée en un plan de I'espace. La majeure partie dl
champ électromagnétique est aveugle a la perturbatn (a) et le reste est diffracté sur cette perturkiéon

(b). Les diffractions optiques sont en réflexion eén transmission.
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Indépendamment du signe des amplitidéou N\" des rayons homogeénes, défini par
les conditions limites, les rayons issus d’'un mé&mn porteur homogene et diffracté en
réflexion et en transmission sur la perturbatiomtsdéphasés entre eux de Une
représentation des rayons identifiés par les o#lat(3.22) et (3.23) est proposée sur la figure
3-6. La source de diffraction optique est représepiar la ligne pointillée localisée 2nAux
fleches en traits pleins correspondent les rayonsperturbés, les rayons optiques définis par
la relation (3.22) et aux fleches en pointillésrespondent les rayons optiques perturbés sur
la variation de densité du milieu, les rayons defpar la relation (3.23). La figure 3-6(a) est
une représentation du champ électrique non diffraar la variation de densité alors que la
figure 3-6(b) représente les rayons optiques skassébcette fluctuation, identifiés a I'aide de
la solution (3.23). Chaque rayon optique représsatda figure 3-6(a) est la source de deux
rayons diffractés sur la perturbation, I'un en sramssion et I'autre en réflexion, présentés sur
la figure 3-6(b). Le champ optique total solutianl@g@quation (3.17) est la somme de tous les

rayons identifiés.

3.2.3.2) Application a un milieu transparent semfini

Les conditions limites sont appliquées sur teuthamp électrique, équations (3.22) et
(3.23). Les développements analytiques sont doenémnexe A.1.2. Ces conditions limites
sont la continuité du champ magnétique et éleatriqul’interface, dont le déplacement
mécanique dl a la propagation acoustique doit gti® en compte. Le rayon optique
homogene incident est défini comme étant la soader] aussi son amplitude est supposée
connue par la mesure de sa puissance sur le bagéiraental. Un seul rayon optique
transmis est considéré dans le substrat et laadiftm optique dans ce milieu n’est pas prise
en compte. Une justification de cette approximasena fournie dans la prochaine section.
L’expression (3.24), obtenue apres prise en cordp& conditions limites, correspond au
champ électrique détecté, c'est-a-dire le chamfgctéf Deux contributions sont alors
identifiees. Le champ optigue homogéne est sensiblaléplacement de l'interface et le

champ optique diffracté dans la cellule est adjime de la détection acousto-optique.
E(ze)= Mf{ zjqnluo+ iq (J‘£ gz qu_ f%—éiqr»fuojgsl( y gz d)z} B (3.24)

Ces deux processus de détection peuvent faciter@d@a compris a partir des
explications données précédemment sur la soluboddmentale, équations (3.22) et (3.23),
et du schéma proposé, figure 3-7. Sur cette figore,présente la détection optique

correspondant au cas d’'un milieu transparent sefimiiaccolé a un substrat opaque semi-
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infini lui aussi. Le déplacement de linterfaceg€mpar le champ acoustique, est représenté par

la ligne horizontale en pointillés.

Figure 3-7 : Schéma en optique géométrique des ray® contribuant a la détection optique réalisée en
expériences sur cellule d'oignon. Les traits pleinsont les rayons non perturbés par la variation de
permittivité diélectrique localisée enZ. L'interface est en z=0 et son déplacement est symbolisé par la
droite en pointillées. Les fleches en pointillés présentent les rayons optiques diffractés sur la seoce.

Les fleches en trait pleins sont les porteuseig|ugs, c'est-a-dire les rayons optiques
non sensibles a la perturbation acoustique dansilieu 1, dont sont issus les rayons
diffractés. Les rayons diffractés sont représepéddes fleches en traits pointillés, leur source
de perturbation optique est représentée par laednoirizontale tracée en pointillés. Le rayon
en trait plein de gauche, noté A, correspond acéaiu sonde incident. Le rayon noté B est le
rayon réfléchi du rayon sonde incident sur l'inded cellule/substrat. La référence des phases
du champ optique est définie a l'interface, end@ace de déplacement acoustique. Le rayon
B est insensible a la source de perturbation oetpns le milieu 1, mais étant réfléchi sur
linterface, il peut étre déphasé lorsque la pédtion acoustique crée un déplacement
meécaniqueup. Il correspond au premier terme de I'expressioalhdigue (3.24). Le signe
négatif de sa phase traduit 'avance de phaseuwsptige a la réflexion sur l'interface lorsque
celle-ci vibre. Ce rayon permet donc uniquemerddtection du déplacement de l'interface.
Les rayons notés; et t, i=1,2, correspondent aux rayons perturbés par lati@ar de
permittivité diélectrique de la cellule. La notatio est réservée aux rayons perturbés en
réflexion et la notation t aux rayons perturbéstmmsmission. L'indice se réfere a la
chronologie de la perturbation du rayon, les rayiodicés 1 sont donc les rayons diffractés
de la porteuse optique A et les rayons indicés i s rayons diffractés de la porteuse
optique B. La premiere perturbation se fait surrdgon porteur A. Deux rayons sont

diffractés, I'un en transmission et l'autre en egfbn. Le second terme de I'expression
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analytique (3.24) correspond a ce rayon réflédhest en avance de phase de deux fois le
trajet optique entre le lieu de la perturbatioteetéférence de phase. Comme ce rayon ne se
réfléchi pas sur l'interface, son amplitude esépehdante du coefficient de réflexion optique
a l'interface. Le rayon not& est réfléchi deux fois sur linterface, ce qui ligpe que son
amplitude est proportionnelle au carré du coefficae réflexion optique a cette interface. Sa
contribution apparait dans le dernier terme depfegsion (3.24). De plus, cette double
réflexion, combinée au fait que la propagation atique est vue comme étant statique vis-a-
vis de la propagation optique, impligue que le @Salge optigue di au mouvement de
l'interface est égal a quatre fois le trajet optigle ce mouvement mécanique. Le déphasage
de ce rayon optique est un retard de phase paomagpa référence puisque le trajet optique
de ce rayon est supérieur au trajet optique deerdfé. L’amplitude des rayons diffractés en
transmission est la méme en valeur absolue puiegué&venements optiques qui déterminent
cette amplitude sont les mémes pour les deux rayane réflexion sur l'interface avec le
substrat et une diffraction en transmission syrdanittivité diélectrique perturbée. Ces deux
rayons ayant la méme amplitude et étant en oppositle phase, ils interferent
destructivement et leur contribution n'apparait pass I'expression analytique du champ
électrique réfléchi, équation (3.24).

L’expression de la détection optique obtenue touig3.24), est finalement utilisée
pour simuler la détection thermique et acoustiquesxprimant la variation de permittivité
diélectrique comme formulée équation (3.16) ouphession (3.15) est insérée. L’intégration
spatiale permet de sommer toutes les réponsesrfardales de diffraction sur I'épaisseur du
matériau 1, un réseau de diffraction acoustiqueaasti créé et la contribution acousto-

optique de la détection dans la cellule semi-iefieét finalement :

UL S

E (za)= M| e daonl to Uer2at k=2ad) s Hoegeays g0
N Talon| g(@)en 1w |
r r,-2jan; T,+2jgm

La propagation acoustique dans la cellule prendanpte la propagation libre et la
propagation due a la relaxation de I'énergie thgumien énergie acoustique aussi ces deux
contributions apparaissent explicitement dans Béign (3.25). Les termes ou apparait le
nombre d’onde acoustique sont associés a la propadgire dans la cellule. Le nombre
d’onde acoustique de cette propagation est résijemle nombre d’onde optique. Les deux
peuvent alors interagir entre eux, ce qui se ttachathématiquement par I'apparition d’'un

pole dans le spectre de I'expression analytiquie détection :
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k +2qr = 0. (3.26)
Ces deux poles correspondent aux modes de diffirade Stokes et d’Anti-Stokes.
[101] Le mode de Stokes correspond a la créatian douveau quantum d’énergie, signe +
dans I'expression (3.26), et le mode Anti-Stoke®id annihilation, signe — dans I'expression
(3.26). [131] L’'expression (3.26) traduit la consdion des vecteurs d'onde lors de
l'interférence acousto-optique et permet d’obtdairrelation fréquentielle des oscillations

Brillouin a incidence normale :

h
fo= Zr;"l, (3.27)

On notera, d’apres I'équation (3.25), que les mdstekes et Anti-Stokes sont en opposition
de phase. Aussi, 'amplitude maximale de la d&ecsicousto-optique est maximale pour une
configuration ne permettant qu'un seul mode diée@nce acousto-optique. Cette
configuration expérimentale est obtenue si le d¢oefit de réflexion a linterface est nul,
auquel cas seul le mode Anti-Stokes apparait. dvdise, si le coefficient de réflexion a
l'interface substrat/cellule est unitaire, les modke Stokes et d’Anti-Stokes sont de méme
amplitude et aucune interaction acousto-optiquepedt étre détectée, il se passe alors la
méme interférence destructrice que pour les ragidfractés transmis. [132]

Etant donné que la fréquence Brillouin est fanctlu produit de I'indice optique et de
la célérité acoustique, les deux valeurs sont [E@sédans la détection et il est nécessaire de
connaitre la valeur de I'un pour déterminer I'awrpartir de la mesure de cette fréquence. Le
temps de vie du signal Brillouin est fonction ddsa@ptions acoustique et optique de la
cellule, déterminés par ses propriétés viscoélasteq I'indice d’absorption optique ainsi que
de la longueur d’onde laser utilisée, équation§B.Zomme pour la fréquence Brillouin, il
n'est pas possible de quantifier séparément laribotibn de I'un vis-a-vis de l'autre dans
'atténuation du signal Brillouin. Les termes déduation (3.25) ou apparait le nombre
d’'onde thermique sont associés a la source theemilgu propagation acoustique dans la
cellule. L'atténuation thermique étant tres rapideréseau de diffraction ne peut pas étre
formé spatialement sur suffisamment d’épaissewawis des longueurs d’'onde optiques
mises en jeux, aussi il n'y a pas d'interférenceque due a cette contribution.

Les coefficients piézo-optiquedn /on et thermo-optiquesdn /0T sont estimés a
partir des travaux de C. Saubade. [133] Le coefiicpiézo-optique du milieu viscoélastique

transparent est calculé selon la loi de Gladstoale;[@n /a7 =1-n. Le coefficient thermo-

optique est estimé a partir des relations qu'ilppe dans son article. L'amplitude du terme
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M1" doit aussi étre pondérée par le coefficient destréssion optique a l'interface entre I'air

et la cellule. En effet, lors des acquisitions expéntales, la mesure de la puissance de sonde
est réalisée a l'air libre, or la sonde optiqueaadrsé deux fois I'interface cellule/air avant la
détection en photodiodes aussi les coefficientsadesmission air/cellule et cellule/air doivent
pondérer la relation (3.25). De plus, la mesureectée en photodiode est une variation
relative de puissance, déduite de I'expressionhdunp électrique par :

L _|EE[-[EE]
EE]

Les simulations présentées par la suite sont dotenaes apres ce dernier calcul, équation

(3.28)

(3.28), afin que celles-ci soient comparables gonadiexpérimental détecté.

3.2.3.3) Prise en compte de I'interaction acouspiique dans le substrat

La modélisation optique proposée précédemmenteredgpas en compte la détection
acousto-optique dans le substrat. Celle-ci peutefaent étre ajoutée a partir de I'étude
réalisée précédemment pour la cellule semi-infite. effet, les équations (3.22) et (3.23)
décrivent aussi la détection optique perturbée densubstrat, I'intégration spatiale de
I'équation (3.23) devant par contre étre considérgeson épaisseur d’absorption optique. En
revanche, du fait que la perturbation se propagauidela source de génération dans la
direction opposée aux photodiodes (verszlpssitifs) et que la détection modélisée se limite
a la diffraction au premier ordre uniquement, un seode de diffraction, le mode Stokes, est

détecté. La figure 3-8 présente la détection optjggrturbée.

4

Irl ! r2
/ /
I
- —— - __.(___r____

/

Figure 3-8 : Présentation en optique géométrique dia détection acousto-optique dans le substrat. La
fleche en trait plein présente le rayon porteur nordiffracté. Les rayons indicés rsont les rayons diffractés
en réflexion et les rayons indicés; tsont les rayons diffractés en transmission. L'indie i=1 ou i=2

correspond a I'ordre de diffraction du rayon.
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La fleche en trait plein présente le rayon parsaurce de la diffraction optique. Les
fleches notées; ret { représentent respectivement les rayons perturbégflexion et en
transmission. La valeur de l'indiciss1,2, représente, comme sur la figure 3-7, la abloaie
de la diffraction mais dans le cas présent cetuvaorrespond aussi a I'ordre de diffraction.
Ainsi, le rayon § est perturbé au second ordre car il se réflégukdois sur la perturbation
du premier ordre. Seul le rayonest diffracté au premier ordre. L'écriture anajyt de sa
diffraction optique dans le substrat est donnédaeglation (3.29). L'amplitude est pondérée
par les coefficients de transmission de linterfamslule/titane, et ce rayon subit deux
déphasages : un déphasage di au déplacement nugcdaitjinterface, et un déphasage crée

par la propagation de la source de diffractionopysi

hi -2 jan'uo o
E (z.a) = Jtmjtn?e [5(2) gtz te, (3.29)

Variation de réflectivité (x10°)
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Figure 3-9 : Simulation de la détection acousto-omjue dans de I'eau (carrés), et dans le substrat
biocompatible (triangles). La simulation avec lesands somme les deux contributions.

La figure 3-9 présente une simulation de la di&e@cousto-optique en fonction du
temps. Le tracé avec les symboles carrés est olaenutilisant uniquement la détection
acousto-optique dans la couche transparente, c@apbeau, et le tracé avec les triangles est
obtenu en utilisant uniquement la détection acapiique dans le substrat de Ti-6Al-4V. La
détection ou les deux contributions sont simultagr@nutilisées est simulée sur le tracé avec
les ronds. L'absorption optique dans le substratrep forte pour que le nouveau réseau de
diffraction acousto-optigue modélisé dans le salstcrée une nouvelle fréquence
d’interaction acousto-optique. Sur le signal dedéection acousto-optique dans le titane
uniquement, la concurrence entre cette détectiohalesorption se voit: aux temps trés
courts, inférieurs a 40 ps, la détection acoustaop contribue avec un début d’interactions

acousto-optique, cependant I'absorption optiquatédaine vingtaine de nanometre dans le
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substrat, elle s’éteint au bout du temps de voustigue de cette distance, un peu moins de
35 ps. Passé ce temps, la déformation acoustiquauedela de I'épaisseur d’absorption
optique du substrat et la sonde ne peut plus lect#t il n’y a plus de contribution de la
détection acousto-optique dans le substrat. Fireigna modélisation de cette détection n’est
contributive qu’aux temps trés courts et nécessite excellente qualité de signaux
expérimentaux pour qu’'une information sur les piips mécaniques du substrat puisse étre

obtenue grace a celle-ci.

3.2.4) Vérification expérimentale de la détettid oscillations

Brillouin dans la cellule dllium Cepa

Afin de vérifier la prédiction de détection exipéentale d’oscillations Brillouin, le
montage d’acoustique picoseconde permettant ueetd#t en deux couleurs différentes pour
un méme point est utilisé. D’apres la relation @régielle des oscillations Brillouin, équation
(3.27), les oscillations détectées avec la son@eiebldoivent étre deux fois plus haute
fréquence que les oscillations détectées avemidesmuge si la prédiction de signal Brillouin

est juste et que I'on suppose un méme indice optpur les deux couleurs de détection.

%]

Variation de réflectivité (x10)
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Figure 3-10 : Vérification expérimentale de la détetion d'oscillations Brillouin dans la cellule d’Allium
Cepa. Le signal expérimental est obtenu en un unique pa de la cellule, dans la vacuole d'une cellule
d’'oignon, en deux couleurs de sonde différentes, enuge (lignes) et en bleu (ronds).

La figure 3-10 présente le résultat d’'une actjoisiexpérimentale obtenue en deux
couleurs de sonde laser en un méme point de laoleaadiun oignon blanc. [121] Le signal
présenté en bas de la figure a été détecté avesamue rayonnant a 790 nm, il a une
frequence d'oscillation mesurée a 5,5 GHz. Le digmasenté en haut de la figure a été
mesuré avec une sonde rayonnant a 395 nm, il afréqaence d’oscillation mesurée a

11 GHz. La variation de fréquence mesurée corres@ola variation attendue au vue des
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deux couleurs de sonde laser utilisées, si I'orpsse que I'indice optique est inchangé entre
les deux couleurs de détection laser, ce qui pedmeatonclure que la détection optique du
signal acoustique créé en acoustique picoseconds diae cellule d'oignon est bien des
oscillations Brillouin. Considérant un indice optég de la cellule den=1,4, la célérité
acoustique mesurée dans cette cellule d’oignodee4650 m/s, un peu plus élevée que dans

I'eau pure ou elle est a température ambiante 86 tdls.

3.2.5) Ajustement du modele sur des sighaux axgeataux

Le modele de simulation développé depuis le ddouthapitre 3 permet de prédire
numeériqguement, en fonction des matériaux utilidésgétection optique des acquisitions
expérimentales dans un échantillon semi-infiningparent optiguement, sur un substrat
opaque. Cette modélisation correspond au probléneetdde I'étude des phénomenes de
génération et de diffusion thermique ainsi quealerbpagation acoustique qui résultent de
limpulsion pompe puis de leur détection par lad®woptique. Afin d’exploiter au mieux ce
modele de simulation, il est utilisé pour simulerprobleme direct, mais aussi pour évaluer
les propriétés viscoélastiques des cellules, dis@aors d’un outil de résolution du probleme
inverse. Pour ce faire, une procédure numériquantia déterminer la valeur optimum de
certains parametres physiques de la cellule poeitaggimulation soit ajustée au mieux sur les
résultats expérimentaux est implémentée. Les sgdsultbtenus par cette procédure inverse
sont déterminés avec l'incertitude numérique liée grocédure d’ajustement.

L'intérét de ce développement est notamment gukon suppose que l'information
recherchée est aussi bien dans le signal expémaigue dans la simulation, les mesures sont
obtenues avec une précision inatteignable sansutitt En effet, sans outil de simulation,
l'utilisation et les mesures faites des signaux éeixpentaux sont assujetties aux lois
classiques de traitement du signal. Ainsi, l'initede de la mesure fréquentielle d’'un signal
obtenu sur une fenétre temporelle de deux nanodesone peut pas dépasser le demi
gigahertz. En utilisant la procédure inverse déwade, lincertitude numérique de
'ajustement est alors essentiellement fonction rdpport signal sur bruit du signal
expérimental. Pour une méme plage de temps delsides incertitudes dans la mesure
frequentielle de 0,01 GHz sont alors atteignables.

Une confrontation entre les simulations numérsgeeune acquisition expérimentale
sur une cellule d’oignon est présentée sur la i@l 1, la variable d’ajustement numérique
étant la compressibilité complexe de la celluléeatoefficient thermo-optique de la cellule.

Les autres variables thermiques sont ajustées ribamaat. Cet ajustement est manuel pour
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limiter le nombre de variable d’ajustement, on nienoduit pas plus que 4, pour limiter les
temps de calcul et parce qu'il est délicat de famaverger la procédure d’ajustement si les
parametres thermiques servent aussi de variabjastément. L’ensemble des valeurs des
parameétres thermiques, mécaniques et optiqueséstipour simuler le signal dans I'oignon

pour cette confrontation sont présentés dans leaal3-3. [121]

Variation de réflectivité (x10°)
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Temps (ps)

Figure 3-11 : Acquisition expérimentale (ligne) olgnue dans la vacuole d'une cellule d'oignon et
confrontation avec une simulation numérique (cerclg).

Aux temps trés courts, le signal expérimentdé etignal simulé présentent un accord
meédiocre, ceci vient trés certainement du fait lgudétection acousto-optique dans le titane
n'a pas été implémentée dans la procédure de té&sollu probléeme inverse. Le coefficient
piézo-optique utilisé pour cette simulation suitdede Gladstone-Dale, il est donc égal a -0,4
et le coefficient thermo-optique évalué par la prhae numérique est égal & -7%1Q™. Il

est proche des valeurs de la littérature. [133]

Capacité Conductivité - _ L Résistance
_ _ Densitép, Indice Rigidité C; )
thermiqueC,: | thermiquex; ) thermique
Lo Lo [m] optiquen; [GPa] . )
[J kg™ K] [Wm™ K] [10° KW
9460 0,7 1000 1,4+j4x18 | 3,1+j0.3 1

Tableau 3-3 : Constantes physiques utilisées poutimaler le signal de la figure 3-10. Les variables
marquées d’'une étoile sont déterminées en ajustarle signal simulé sur le signal expérimental.

L’'ajustement acouto-optique est obtenu numériquemetn
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3.3) Veérification expérimentale de la non invasivité de la méthode

3.3.1) Etude expérimentale de I'élévation theueile temps d’une
mesure

Dans cette section, on estime expérimentaleméit/ation thermique de la cellule
créée par le dépot dénergie laser pompe et sondd’échantillon. Cette estimation est
réalisée par la mesure en acoustique picosecontieadderité acoustique de I'eau pure dans
des conditions expérimentales proches de cellesedacquisition sur cellule d’oignon. La
vitesse acoustique dans lI'eau étant fonction ders@érature, [112] une mesure indirecte de
la température est obtenue par acoustique picodecde volume de la goutte d'eau est de
guelques microlitres, elle est placée sur un sabsle Ti-6Al-4V et couverte par une vitre
biologique. La mesure de I'élévation de tempérasstefaite sur un temps de 90 minutes, une
premiére acquisition est réalisée a un tetafset une seconde a un tenmtp80 minutes. Les
faisceaux pompe et sonde du laser sont constanfoeaiisés sur I'échantillon durant les 90
minutes. La puissance de la pompe et de la sondeespectivement de 100 et de 50 uW. La
détection acousto-optique est composée d’oscifiatiBrillouin sur lesquelles la procédure
d’ajustement numérique décrite précédemment digéati Ce principe de mesure optique de
température de I'eau en fonction de la fréquenca dignal diffusé acousto-optique est un
sujet de recherche tres porteur, la mesure fastdtemnt classiguement d’'une diffusion Raman
ou Brillouin. Les enjeux principaux de cette messwat militaires, le but étant la détection a
distance d’engins submersibles. Les mesures réalee diffusion Brillouin peuvent atteindre
une précision de célérité acoustique inférieuren@ire par seconde et les mesures en
diffusion Raman une précision de température iaf&d au degré Celsius. [134]

Indépendamment de ces enjeux, H.J. Maris a réesmniproposé une premiere
application de l'acoustique picoseconde a I'ead)] [@n effectuant des mesures de célérité
acoustique en fonction de la température. Si lecipe de I'étude est le méme, la variation de
température gu'il utilise est de 60°C alors quesdiencas présent la premiére estimation
d’élévation de température déterminée analytiquérgeite a la relation (3.12) suggére une
variation de l'ordre du kelvin. Ceci implique unariation de célérité acoustique dans I'eau
trés faible, de I'ordre de quelques métres parrgeEai I'on suppose une température initiale
égale a la température ambiante de la salle d’expg, 20°C. [112] Le signal thermique des
acquisitions est retranché pour avoir une plus dgasensibilité au signal acoustique et la

procédure de résolution du probleme inverse edicage sur la fonction d’autocorrélation

-82-



Chapitre 3 : Acoustique picoseconde dans une eellégétale

des signaux expérimentaux et simulés pour filtrer druit blanc des acquisitions

expérimentales.
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Figure 3-12 : (a) Signaux expérimentaux obtenus dar’eau pour la mesure de I'élévation de températuer
et (b) leur autocorrélation avec I'ajustement numeéigue correspondant (cercles).

Les signaux expérimentaux sont présentés suiglaef 3-12(a), et I'ajustement
numérique du modéle sur les signaux autocorrétégrésenté sur la figure 3-12(b). L'indice
optique de I'eau utilisé pour cette applicationtest de la bibliographie, [135},=1,33, et la
longueur d’'onde de la radiation laser de sondenesiurée @d=810 nm. Aucune variation de
puissance ou de longueur d’onde du laser n'a és&rebe durant I'expérience aussi les
incertitudes liées a ces éventuelles variationd ségligées. De méme on néglige toute
variation de l'indice optique de 'eau liée a I'éution de température durant cette étude, cette
variation étant négligeable au vu de la sensikilééa mesure. [136] La célérité mesurée pour
le signal at=0 est de 1,476 nm/ps et la célérité mesurée9@ mn est de 1,483 nm/ps. Les
incertitudes de mesure de célérité liées a I'ajuste numérique sont de 6x1®m/ps, soit
une incertitude relative de 0,04%. Cette incergétedt un ordre de grandeur sous I'écart-type
de répétabilité expérimentale déterminé au chagiteassi I'incertitude de la mesure sera
considérée en utilisant cet écart type expérime@alobtient alors une incertitude de mesure
de 4x10° nm/ps. A partir de la célérité de la premiére meska température initiale de I'eau
pure est évaluée a 18 £1°C. La mesure faite 90 teasrapres nous permet ensuite de mesurer
la température de I'eau a 20°C£1°C. Ainsi, la pcédn obtenue dans un premier temps a
I'aide de la relation (3.12) est confirmée, I'élBua de température suite a I'apport d’énergie
laser durant une acquisition est de 1 a 2 degréirke]116] L'élévation thermique sur
I'échelle de temps d’'une acquisition suite au dépiéhergie laser est alors supposée sans
effet notable pour la cellule.
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3.3.2) Laser impulsionnel focalisé et dommagge santé

Si le dép6t d’énergie laser crée une élévaticerntique trop faible pour étre
préjudiciable aux cellules, d’'autres formes desstreellulaire peuvent étre créées. Il est
possible avec un laser femtoseconde de former ‘@esles de choc et des microbulles de
cavitation dans la cellule. En effet, lorsqu'unéiude est soumise a une irradiation lumineuse,
une partie de cette irradiation est absorbée pallale. La quantité d’irradiation absorbée est
alors notamment fonction de l'indice d’absorptigotique a la longueur d’'onde lumineuse.
Avec les lasers femtosecondes, des puissances @gteEmement élevées peuvent étre
atteintes du fait de la durée des impulsions dadecalisation laser. Aussi, les électrons et
groupes d’atomes dans la zone d'irradiation sonitéx Cette énergie d’excitation est alors
rapidement transmise aux molécules par vibrationami@ue. Dans les milieux liquides, une
onde de choc peut naitre de cette vibration, etsapa propagation, elle crée une dépression
meécanique dans la cellule formant finalement urlkelule cavitation. Le contréle de cet effet
est classiquement fait par microscopie optiquee tathe sombre apparait sur le lieu de la
focalisation laser si le phénoméne a eu lieu. [13@] contréle optique par microscopie
optique est donc systématiquement réalisé avaapmts chague acquisition expérimentale
afin de vérifier que ce stress cellulaire n’est gagaru durant I'expérience.

En paralléle de ces effets mécaniques nuisilidesiples créés par le laser, une autre
source de dommage cellulaire liée a I'utilisatianldser est celui des effets photochimiques
faisant suite a l'irradiation lumineuse de la celly138] Si la phototoxicité d’'une source
lumineuse sur un organisme est connue de longeg Itkftet des excés de soleil sur la peau
en est un exemple, le phénomene est mal connwetesde nhombreux travaux de recherche
actuels car trées complexe. En effet, la photott&idiun laser est fonction de la longueur
d'onde laser utilisée, de sa fluence et de son madeefonctionnement, continu ou
impulsionnel, auquel cas la durée des impulsiossrtadevra étre prise en compte. Bien
entendu, I'effet phototoxique est aussi fonction ldecellule irradiée, et aussi du temps
d’exposition de la cellule au laser. [139] Les nesmasers définissent le seuil maximal
d’exposition en fonction de la couleur laser, dmps d’exposition total et du taux de
répétition laser pour des cellules de peau et d’fe10] La cellule oculaire étant par nature
tres sensible a la lumiere, les cellules utilisiées de ce travail de these doivent avoir une
photosensibilité plus proche de celle de la peaa dpi celle des yeux. Dans les couleurs
bleues et rouge, et pour des impulsions de 1 and@@secondes, le taux maximal admis est

de 20 mJ/crh Dans ce travail, la fluence de pompe et de saritieées sont trois décades
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inférieures a cette limite. Ainsi, méme en addiiant les fluences des deux faisceaux laser,
on reste alors en dessous du seuil maximal d’etamti laser autorise.

Des études empiriques portant sur I'effet d’wsetdocalisé sur une cellule unique ont
aussi eté menées sur cellules animales [141] eétakeg [142]. Ces études sont
essentiellement motivées par I'accroissement déigation des techniques de microscopie a
deux photons qui nécessitent une forte irradiataser. Cependant l'utilisation de laser
impulsionnel permet dans ce cadre de générer urie flmorescence gréace a une forte
puissance créte des impulsions, tout en minimigarddiation moyenne des cellules, ce
pourquoi les lasers impulsionnels sont de plus ks ptilisés dans cette technique de
microscopie. K. Koening et I. Chen emploient dasag létude un laser Ti :sapphire dont les
caractéristiques sont trés semblables a celleségdi dans ce travail, de méme que les
focalisations lasers réalisées. Cependant seigt’lé a une irradiation proche infrarouge est
etudié dans les deux travaux. Dans les deux caguliéde puissance laser a ne pas dépasser
pour éviter tout dommage cellulaire est proche. pessances crétes maximales évaluées
sont de 1& Wicn? et de 4x18 Wicnf dans les cellules animales et végétales
respectivement. La fluence utilisée de la radiateser rouge lors des expériences de ce
travail, est typiquement de 0,25 a 0,5 pJ seloelguést utilisée en sonde ou pompe. Elle est
focalisée sur une tache de 2 micrométres de diamatrssi la puissance créte est inférieure a
10" W/cnf. Nous n'avons su trouver d’étude équivalente pme irradiation dans le bleu,
cependant il semblerait que les seuils d’ablatieliulaire dans la fenétre de radiation ultra-
violette soient, pour un laser femtoseconde, waikes de grandeur sous les seuils d’ablation
en radiation proche infra-rouge. [138] La puissadeda pompe, de I'ordre de ‘tGWV/cn?,
serait alors suffisante pour ablater par effet ptioimique la cellule aussi un contrdle visuel
est-il systématiquement fait lors des acquisitiehsine étude de la stabilité de la réponse

mesureée a été realisée et sera présentée se@ién 3.

3.3.3) Effet de la contrainte acoustique a llifatee

La contrainte acoustique a l'interface entredlude et le substrat provoquée par une
impulsion laser a été simulée, et est présentétadigure 3-5. Cette contrainte est orientée
vers la cellule aussi est-il nécessaire de s’assyrelle ne détache pas la cellule de son
substrat. D’apres la simulation présentée surdardé 3-5, I'amplitude maximale de cette
contrainte a l'interface, coté cellule, est de $80si la valeur de la résistance thermique est
nulle et, si la résistance thermique est non naéée contrainte décroit tres rapidement. Cette

mesure de contrainte a l'interface a alors étérooinde a des mesures de forces d’adhésion

-85 -



Chapitre 3 : Acoustique picoseconde dans une eellégétale

cellulaire sur biomatériaux trouvées dans la ktidre. Une attention particuliere a été menée
sur les études de cellules MC3T3, car ces cellegesnt étudiées dans le prochain chapitre.
Leur force d’adhésion sur verre est estimée a 1[@9], cette valeur correspondant alors a
une contrainte d’adhésion de quelques kPa. [12Xjdodrainte de détachement provoquée par
une impulsion laser est donc largement inférieuta aontrainte d’adhésion cellulaire sur
biomatériau, ceci étant d’autant plus vrai quedeliules adhérent beaucoup mieux et avec
plus d’intensité sur titane que sur verre.

L'effet répété des impulsions lasers a été cédtgh comparant 'amplitude des
signaux détectés en début et en fin dacquisitigpéementale. En effet, lors d'une
acquisition expérimentale, 'accumulation des signpermet de réduire le bruit de la mesure
mais ne doit pas influer sur I'amplitude des signdeétectés, qui doit théoriquement étre la
méme pour chaque acquisition. Le contrdle réalip&ranis de veérifier que 'amplitude des
signaux détectés est la méme pour chaque acquidi#otransmission de I'énergie acoustique
dans la cellule est donc restée la méme durant tbatquisition, il n'y a pas eu de
dégradation d’adhésion cellulaire durant I'acqiositexpérimentale.

3.3.4) Stabilité en temps d’'une acquisition disgtaue picoseconde

Un contréle de l'effet de lirradiation laser eptoposé en réalisant une étude
comparative des signaux obtenus pour un méme pwpecté dans une cellule durant une
longue plage de temps. La cellule d’'oignon semhbdu sensible que la cellule animale a la
radiation laser (paragraphe 3.3.2), ce travailéaréalisé sur cellule d'oignon. Cette étude
étant faite a I'aide de la mesure des oscillatBrnkouin obtenues dans la cellule, elle permet
de controler la stabilité des propriétés optiqguesnécaniques de la cellule. Le principe
consiste a laisser les faisceaux laser pompe dedogalisés a I'interface entre la cellule et le
substrat durant deux heures et a effectuer uneisiiiou toutes les demi-heures. Dans cette
étude, I'effet cumulé de la pompe et de la sondemes en compte. La pompe est choisie de
couleur bleue afin d’étre dans la situation la ptusque, c'est-a-dire lorsque c’est le laser
bleue qui est le plus intense. Sa fluence estsi@Dpar impulsion, celle de la sonde est deux
fois moindre, et les taches focales des deux lasersde 2 um de diamétre. Durant le temps
d’expérience la cellule est a l'air libre, aucumtervention extérieure n’est faite pour la
réhydrater. Les résultats obtenus sont présentédasiigure 3-13. Sur la figure 3-13(a)
apparaissent les valeurs mesurées de la fréquanitmaiiB du signal (carrés) et de sa phase
(rond). Sur la figure 3-13(b) sont présentés lraition des oscillations Brillouin, donnée en

gigahertz (losange), et son amplitude (triangléautocorrélation des signaux n'a pas été
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utilisée dans cette étude afin de conserver I'mfation sur la phase du signal. L’influence
d’'une variation d’indice optique et/ou de céléatgustique ne pouvant pas étre discriminés
dans la mesure, et les deux pouvant étre sujes aat@tion durant cette expérience, I'étude
est fréquentielle et on ne cherche pas a supposevaleur de 'un pour en déduire l'autre.

L’amplitude, la phase et l'atténuation du signallBuin sont aussi les variables mesurées ici.
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Figure 3-13 : (a) : Fréquence (carré) et phase (rah), (b) : atténuation (losange) et amplitude (triagle)
mesurées dans une étude de stabilité de signal merdurant deux heures sur un méme point de la vacusl
d’une cellule d’oignon.

La moyenne de chaque variable de mesure eshugéss et son écart-type est calculé,
les résultats sont donnés dans le tableau 3-4.att‘®gpe relatif lié a la mesure de la
fréequence du signal Brillouin est une décade asusede I'écart-type relatif de la sensibilité
du dispositif mis en place. Il y a donc une vaoiatde la fréquence Brillouin qui est mesurée
dans cette étude, cependant l'origine n’en estgoasiue. La variation mesurée peut étre
causée par une variation aussi bien optique qu&itpue, les raisons pouvant étre liées a la

fois a l'irradiation laser, a une modification dgébiologique, a une déshydratation cellulaire,

Fréquence Phase Atténuation Amplitude
(GHz) (radians) (GHz) (x10)
Moyenne 5,62 3,12 14 19
Ecart-type
) 2,1% 0,3% 21% 16%
relatif

Tableau 3-4 : Moyennes de la fréquence, la phas&tténuation et I'amplitude des signaux obtenus duwsint
I'étude de stabilité en temps avec leur écart-typassocié.
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L’écart-type relatif de la phase des signaux aldetians cette étude est une décade
inférieure a celui obtenu dans I'étude de sengibitiu dispositif. Les écarts-type relatifs
d’amplitude et d’atténuation de signal sont dedfer de grandeur de ceux mesurés dans
I'évaluation de sensibilité du dispositif. Finalemheune légere modification des propriétés
meécaniques ou optiques de la cellule sont meswréeavers I'évolution de la fréquence
Brillouin. Ainsi, sur un temps tres long par rappau temps d’irradiation laser nécessaire
pour une acquisition, la cellule semble peu peéeanbar le laser méme si une légere baisse de

la frequence Brilllouin a été mesurée dans cetidet

3.4) Réponse des constituants subcellulaires a une mesure d’acoustique

picoseconde. Vers une différenciation de variétés d’une espece donnée

3.4.1) Analyse de la vacuole de deux especéxeiites d’oignon
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Variation de réflectivité (107)
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0 500 1000 1500 2000 2500
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Figure 3-14 : Signal expérimental détecté dans laacuole d’'une cellule d’'oignon avec une couleur de
détection rouge (ligne), et contribution des oscdkions Brillouin dans ce signal (ronds).

Certains organites subcellulaires sont suffisamimarges pour que l'on puisse
focaliser le faisceau laser uniqguement sur euxleilient donc particulierement intéressant
d’évaluer leur réponse intrinseque, premiére étapant l'imagerie par acoustique
picoseconde d’une cellule unique. L'élément le plokumineux de la cellule d’oignon, sa
vacuole, est étudié dans un premier temps. L'éastigproposée sur deux variétés différentes
d’oignon, les oignons blancs et les oignons jauR&ssieurs acquisitions sont réalisées pour
chaque variété d’oignon, pour chaque acquisitioceltule provient d’un oignon différent. 5
cellules d’oignon blanc et 6 cellules d’oignon jaarsont étudiées. La démarche de I'étude est

alors de faire de nombreuses acquisitions pourushaqriété puis ensuite de comparer la
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contribution acousto-optique des signaux obtenus dfévaluer les similitudes ou les
différences entre eux. La recherche des similitudessignal concerne la contribution
acoustique du signal. Un exemple de signal expétahebtenu avec une sonde rouge dans la
vacuole d’'une cellule d’oignon est présenté suigiare 3-14. Le tracé en ligne est le signal
expérimental détecté et le signal avec les rondarequement la contribution acoustique du
signal, c'est-a-dire les oscillations Brillouin elées dans la vacuole d’'une cellule d’oignon.
Les résultats de I'étude sur la reproductibilitélalenesure d’acoustique picoseconde dans la

vacuole d’une cellule d’oignon sont présentés adigure 3-15.
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Figure 3-15 : Mesures des oscillations Brillouin dignues dans la vacuole de cellules d’oignon blanc

w
[§S)
N

(barres vides) et jaunes (barres pleines). 6 et ®ltules différentes sont étudiées, respectivemenaus des
oignons jaunes et blanc. [121]

Méme si la méme puissance de pompe et de sosgstématiquement été utilisée,
'amplitude des oscillations Brillouin varie dunrdre de grandeur, toutes variétés

confondues. Cette amplitude de signal peut dépeddrdadhésion de la cellule sur le
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substrat. La phase et I'atténuation ne sont pastitonde la variété d’oignon. La phase a
I'origine est proche de. Cette phase est dictée par le coefficient deexifh optique de

l'interface cellule/substrat, le caractére optigeemtransparent de la vacuole de la cellule
d’oignon et la phase de la déformation acoustigisténuation est voisine du gigahertz dans
toutes les acquisitions. Par contre, la frequenceignal est corrélée a la variété d’oignon
utilisée. En effet, la fréquence centrale mesuéaignon jaune est autour de 5,3 GHz en
sonde rouge alors que pour la méme couleur de sgledest a 5,7 GHz dans I'oignon blanc.
Il y a donc une variation relative de fréequencetreda de 7%. Cependant I'écart-type des
mesures est proche de cette variation aussi ilrétudn grand nombre de mesures pour
chaque variété d’oignon pour conclure significatiemt sur cette variation. De plus, il n’est
pas possible de savoir si cette variation de frégaieentrale est la signature d’une variation
d’indice optique et/ou de célérité acoustique elgsedeux variétés d’oignon. Si 'on suppose
cependant un indice optique égah;&1,4, les célérités obtenues dans la vacuole domign

blancs et jaunes sont respectivement égales ani/fsret 1,5 nm/ps.

3.4.2) Analyse du noyau de deux espeéces diffésatioignon
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Figure 3-16 : Signal expérimental détecté dans leogau d'une cellule d'oignon avec une couleur de
détection rouge (ligne), et contribution des oscdkions Brillouin dans ce signal (ronds).

La centralisation des informations génétiquesadeellule est dans son noyau. Comme
il est suffisamment gros pour étre vu en microseagtique, nous avons realisé la méme
étude que précédemment sur ce dernier. La démasgi@imentale est la méme que celle
utilisée pour caractériser les vacuoles des deurétea d’oignon. Un exemple de résultat
expérimental obtenu avec une couleur de détecboger dans le noyau d’'une cellule est

présenté sur la figure 3-16. L'atténuation du sigrsa beaucoup plus forte dans le noyau que
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dans la vacuole aussi I'exploration temporelle dypna est divisée par deux par rapport a
celle du signal obtenu dans la vacuole. Les résufta I'étude systématique réalisée sur des
noyaux de différentes cellules de différents bultteggnon, présentés pareillement que sur la
figure 3-15, sont illustrés sur la figure 3-17. Pobaque variété, oignons jaunes et blancs, 5

noyaux de cellules différentes sont étudiés.
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Figure 3-17 : Mesures des oscillations Brillouin aienues dans le noyau de cellules d’oignon blanc (foas
vides) et jaunes (barres pleines). [121]

A nouveau, la phase et l'atténuation ne semblast §re fonction de la variété
d’oignon inspectée. En revanche, la phase dedaigmis Brillouin du noyau cellulaire est en
guadrature avec celle de la vacuole, cette quadratant liee au caractere semi transparent
du noyau cellulaire par rapport a la vacuole quir@smsparente. Ce caractere semi-transparent
implique aussi que l'atténuation des oscillation# plus forte dans le noyau que dans la
vacuole. De méme, cela implique que I'amplitude dssillations soit plus faible puisque

moins de lumiére est réfléchie et interfere. Cepahdl’amplitude des signaux est en
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moyenne d'un ordre de grandeur sous I'amplitudesigisaux obtenus dans la vacuole aussi
d’autres explications peuvent intervenir pour exypdir une telle différence. La valeur du
coefficient acousto-optique et le fait que le nopalsoit pas en contact direct avec le substrat,
ce qui impligue moins de transmission d’énergieuatigue dans le noyau, donc une
amplitude de signal inférieure, peuvent expliquee telle variation.

La fréquence des oscillations mesurées est agaoufonction de la variété d’'oignon,
avec cette fois une variation relative de fréquetieel5% environ : la fréquence centrale
mesurée dans le noyau de cellule d’oignon blande3t3 GHz alors que dans I'oignon jaune
elle est de 6,2 GHz. A présent les intervalles desures sont totalement disjoints,

contrairement aux intervalles de mesures obtenus ldavacuole des cellules d’oignon.

3.4.3) Mesure dans la membrane cellulaire paoustgue
picoseconde
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Figure 3-18 : Détection expérimentale de la membrande cellule d’oignon (a) et schéma d’une explicati
possible de I'absence de contribution acoustique da la détection : la membrane n’est pas en contact
direct avec le substrat, le déplacement mécaniqueedcelui-ci est insuffisant pour transmettre une
déformation acoustique dans la membrane.

Un autre élément de la cellule d’oignon tres Ve&s#n microscopie optique est sa paroi
cellulaire. La réponse acoustique de cet élémentaa@ustique picoseconde a aussi été
mesurée. En revanche, aucun signal acoustique wn’'étqg mesuré mais seulement une
contribution thermique, comme présenté sur la &gu8-18(a). [143] L’absence de
contribution acoustique dans la détection du sigedh membrane peut étre expliquée par les
conditions limites mécaniques en bordure de cellteeffet, il est possible que la continuité

des déplacements ne soit pas respectée en cedpdiait de la forme de la cellule, figure 3-
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18(b). Si cette continuité n’est pas assuréeyilanalors pas de propagation acoustique dans la
membrane de la cellule. Pour vérifier cette hypsthél pourrait étre intéressant de faire
adhérer les cellules sur une pastille ou un peptidehésion, tel le RGD (voir section 1.2.4),
serait présent a l'interface substrat/cellule. @entkr pourrait alors remplir la zone ou la
continuité mécanique n’'est pas assurée, et joueblee d’agent de couplage. Dans cette
hypothése, le signal acoustique détecté correspitradda contribution du peptide dans un
premier temps puis la somme de la contribution eltide et de la membrane dans un second
temps. Les coefficients de réflexion et transmissiooustique et optiques pondéreraient ces
deux contributions. Avec les échos temporels, ihis@lors possible d’accéder a une mesure
de la distance entre le substrat et la membranper@ant, il est aussi possible que le
coefficient acousto-optique de la paroi de celldleignon soit trop faible pour que I'on

puisse détecter des oscillations Brillouin danteeeil

3.5) Vers de I'imagerie cellulaire par acoustique picoseconde

Le fort contraste de signature opto-acoustique deganites cellulaires permet
d’envisager I'imagerie cellulaire par acoustiqueoseconde. La taille de pixel d’'une telle
image correspondant & la surface d’éclairementpdt laser, un cercle de deux micrometres
de diamétre, et la surface de contact de la celluér le substrat étant d’environ 50x150
micromeétres, le nombre de pixel associés a cetigénpeut étre supérieur a 2000. En utilisant
un objectif 100x, ce nombre peut méme monter ‘apad cellule. Le dispositif pompe-sonde
actuel ne permet pas de réaliser en un temps raibtm une telle image car le temps
d’acquisition de chaque pixel est supérieur autqiiaeure, aussi de trop grandes variations
d’état cellulaire et de laser serait associéesramtie acquise. La faisabilité d’'une telle image
a eté démontrée en parcourant une ligne de 30 métres dans la cellule et en effectuant une
acquisition tout les 5 micromeétres. [143] Cettendigpart du bord de la cellule, de sa
membrane, passe ensuite par le noyau, puis part@weaeruole. La figure 3-19 présente les
résultats de cette acquisition. Comme attendulyilanpas de contribution acoustique dans
I'acquisition faite en bord de cellulgs0. La réponse spécifique du noyau positionnée=en
pm est trés reconnaissable par sa faible amplisme,déphasage, sa haute fréquence et sa
forte atténuation. Les mesures de fréquence ethdsepdu signal acousto-optique de la
vacuole sont quasi identiques et présentées sdidgeammes pour les abscisses supérieures
a 7 um. En revanche, les variations d’amplitudevprtuétre le témoin d’'une adhésion locale
de la cellule différente en chaque point sondé.Jagtions d’atténuation mesurées ne sont

actuellement pas expliquées.
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Figure 3-19 : 7 mesures effectuées le long d’ungtie de 30 um de long, a l'intérieur d’une cellule 'dignon
blanc. Chaque graphe correspond & une mesure de<iktions Brillouin : (a) : Amplitude, (b) : Phase (°),
(c) : Fréquence (GHz), (d) : Atténuation (GHz). Lepremier point correspond a une acquisition de la
membrane cellulaire, le second & une acquisition donoyau de la cellule, et enfin les autres mesuresnt
obtenues dans la vacuole de la cellule. L'échelletes la dimension du scan et I'épaisseur des barres
représentant un pixel, est respectée. [143]

3.6) Conclusions et perspectives

Dans ce chapitre, un modeéle, de géométrie simmpdés incluant I'essentiel des
phénomenes physiques mis en jeu en acoustiquespmode, a €té présenté. Les phénomeénes
de diffusion thermique, de propagation acoustique’iateraction acousto-optique ont été
étudiés en détail en résolvant analytiquement ¢pgmtons fondamentales auxquels ils sont
liés, ceci permettant une modélisation avec le mimh de présupposés de départ. Une
attention particuliere a été portée sur les comattiaux limites et les matériaux utilisés : une

résistance de Kapitza est introduite dans I'étuabgntique et un milieu a forte atténuation
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viscoélastique est utilisé pour définir les profseviscoélastiques des éléments cellulaires.
La détection optique a été résolue progressivengnpartant de son étude dans un milieu
infini, il a été possible de comprendre la diffifant dans un milieu semi-infini. Les
simulations ont permis de vérifier que la contnbatdu substrat dans le signal acousto-
optique détecté est négligeable par rapport aaitragoustique mené. Finalement, 'ensemble
de la simulation créée a été implémenté dans uoeégure d’ajustement numérique pour
résoudre le probléeme inverse acoustique. Cecimipdianalyse des signaux expérimentaux
et leur utilisation avec une sensibilité inatteigieasans cet outil. La prédiction de la détection
d’oscillations Brillouin a été validée en utilisatux couleurs différentes de sonde laser, ce
qui a permis de générer un signal acoustique a Hz @ans une cellule unique. A notre
connaissance, cette détection constitue actuellemenrecord de mesure de fréquence
acoustique dans une cellule en conditiowitro.

Le caractere non invasif de la technique d’adqustpicoseconde a ensuite été étudié
grace a ce code de simulations, grace a des éhilésgraphiques et grace a des études
expérimentales sur cellules d’oignon. L'intérét ldeméthode pour I'étude cellulaire a été
prouvé en montrant qu’elle est assez sensible goer’on puisse différencier deux cellules
d’'un méme type cellulaire mais provenant de deuiétés différentes et en montrant que les
organites cellulaires peuvent étre étudiés et mifféies indépendamment les uns des autres au
sein d’'une méme cellule. La premiére étape ver§imegerie cellulaire a finalement été
franchie.

Les limitations essentielles de l'acoustique pammnde appliguée a une cellule
biologique sont qu’il est nécessaire de connaseplropriétés optiques de la cellule inspectée
pour faire une mesure précise de la célérité aicueset de son atténuation viscoélastique et
la faible fluence laser que I'on peut utiliser poéaliser les acquisitions expérimentales.

La limitation de la méthode liée a I'indice optegpourrait étre levée en installant sur
le banc expérimental une détection de fluorescetm@ue en temps. En utilisant la détection
temporelle du montage pompe-sonde, cette détect@ait relativement simple et peu
onéreuse a mettre en place [144] et, en utilisatdrhps de vie du signal de fluorescence suite
a une impulsion laser, il est possible de remoates propriétés optiques locales dans la
cellule. [145] Une autre piste pour déterminer éété acoustique et l'indice optique dans
un milieu liquide transparent et semi-infini cotsis déterminer l'indice piézo-optique du
milieu en fonction de son indice optique, [133]ade de la relation de Gladstone-Dale par
exemple, ce qui permet d’obtenir deux relationgirtites ou I'indice optique apparait : une

sur l'amplitude du signal Brillouin et une sur seduence. Cependant, le protocole

-95.-



Chapitre 3 : Acoustique picoseconde dans une eellégétale

expérimental pour que toutes les quantificatioreargblitudes soient correctement évaluées
est particulierement délicat, surtout sur cellidedogiques.

Afin de limiter les risques liés a la fluencedgsil serait intéressant de réaliser les
acquisitions acoustiques en utilisant une pompesqtait focalisée sur la face opposée du
substrat biologique. La cellule serait ainsi sowrmasun seul rayonnement laser. Une autre
solution consiste a défocaliser le laser en utitisen objectif de moins fort grossissement,
ainsi les sources d’ablation cellulaire par effabfochimique et absorption du laser sont

moins intenses.
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Chapitre 4

Acoustique picoseconde dans une cellule animale : u ne

couche mince acoustique

4.1) Présentation des cellules et du modeéle analytique

correspondant

4.1.1) Présentation des cellules animales

Par rapport a la cellule végétale, la celluleveté est plus complexe, plus variée en
terme de quantité d’espéces cellulaires et aussifphgile pour la culturen vitro. Le cadre
de ce travail est réalisé sur cellules animalesoptéoblastiques MC3T3-E1 adhérentes sur un
substrat mimant une prothese d’os, le méme sulipihatilisé précédemment pour étudier la
cellule d’'oignon, un alliage de titane Ti-AL6-4Ve& cellules ostéoblastes sont les cellules
capables de produire une matrice minéralisée et dienrégénérer I'os. [38] Les cellules
étudiées sont de lignéd_e fait de travailler sur des cellules de ligm&emet de s’affranchir
de parameétres non maitrisés tels que lhistoriqaevigd et I'état de santé du donneur

cellulaire.

Figure 4-1 : Photographie de cellule animale MC3T3ixée. La cellule est adhérente sur un biomatériau.
Son I'épaisseur maximale, a la verticale du noyawgst de quelques centaines de nanometres. La barre

d’échelle mesure 10 pm.

" Lignée cellulaire : population homogéne de cefiulpii en théorie continue de proliférer indéfinimdres
cellules MC3T3-E1 appartiennent a une lignée calelnon modifiée issue de la calvaria de nouvesscde

souris.
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Les dimensions latérales des cellules ont éitéss par microscopie optique, celles-
ci sont de quelques dizaines de micromeétres, colammntre la figure 4-1. Le noyau de la
cellule est au centre de la cellule, le cytoplasmeupe un faible volume dans la cellule par
rapport a la cellule végétale. Le cytosquelettentbides microtubules, du réseau d’actine et
des microfilaments est discernable sur les péripbéellulaires par les zones de tensions
gu’il crée. L’ensemble forme une structure héténegét complexe.

Une mesure par interférométrie optiqgue a engdtenis de mesurer I'épaisseur de ces
cellules. Cette épaisseur varie fortement sur uamencellule, et peu aussi varier d’un rapport

au moins 4 entre les cellules d’'un méme échantillon

Hm _ um -
75 0,6 I\
- 0,4 1 ik |"
45 4 | fl
0,2 7 | |r |_I"
30 ] \W
I ] | i
15 e ~ | .
0
0 20 40 60 80 100 pm 0 10 20 30 40 S50 60 70 80 90 um
(a) (b)

Figure 4-2 : (a) Photographie d’'une cellule MC3T3 wr substrat de Ti-6Al-4V et (b) mesure par
profilométrie optique de I'épaisseur de cette celle, le long de la ligne blanche.

La figure 4-2 présente une mesure de profilomébptique d’'une cellule MC3T3
adhérente sur un substrat de Ti-AL6-4V. L'épaisseuta rugosité de I'échantillon sont
mesurées avec cette technique. La figure 4-2iédstprincipe de la technique. La mesure est
obtenue sur la cellule de la figure 4-2(a), le ladeg la ligne blanche. Les mesures sont
présentées sur la figure 4-2(b). L’épaisseur mabensa situe au niveau du noyau de la
cellule. Il est délicat de donner une mesure peéges cette épaisseur au vue de lirrégularité
du profil d’épaisseur, cependant une valeur cemtdsd 350 nm d’épaisseur au dessus du
noyau parait correcte. En dehors du noyau, I'épaissellulaire descend rapidement sous la

barre de la centaine de nanometre voir des 50 nta périphérie cellulaire.
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Ce travail s’inscrivant dans le cadre d'une dmilation avec un laboratoire de
reconstruction tissulaire 'enjeu de I'étude concerne I'adhésion cellulase biomatériau.
Une évaluation de la sensibilité de I'acoustigusbpeéconde pour cette mesure sera proposée
dans ce chapitre en étudiant un méme type de eeglldes cellules MC3T3, dont les
conditions d’adhésion sur un méme substrat, duAL-8V, seront modifiées par I'ajout de
protéines et de peptides d’adhésion. La conditeméfiérence est définie par une mesure des
propriétés des cellules MC3T3 sur l'alliage dentitdorsque aucun élément actif n’est ajouté.
Les modifications biologiques sont réalisées ad€ailes protéines de BMP-2 et de peptide
RGD (section 1.2.4). Le greffage du RGD en surfhcditane induit une adhésion spécifique
des cellules sur cette derniere. [38] La BMP-2,qua elle, induit une différenciation
cellulaire agissant sur la maturation des contiacisux et sur I'organisation du cytosquelette,
a l'intérieur de la cellule. [60]

Les cellules sont étudiées apres fixation eraserftlu biomatériau. Apres fixation, les
cellules sont mortes mais préservent leurs caiatitgres telles que I'étalement ou I'adhésion
focale. Ce protocole permet plusieurs aller rees cellules entre les deux laboratoires si
nécessaire, de les étudier a I'air libre sans quélt dégradation de la cellule et sans qu’elles

se déplacent durant I'acquisition acoustique.

4.1.2) Acoustique picoseconde et couches minces

transparentes

Les films minces ont été tres étudiés en acaussigpicoseconde, une des applications
classiques étant le contrdle d’épaisseur ou d’adhédes couches métalligues absorbantes
formant les transistors des circuits intégrés séilien micro-informatique. Pour ces études,
I'échantillon est opaque et le signal expérimeattlsimilaire a celui présenté sur la figure 2-
1(b) de la section 2-1-2 : une succession d’échoasdiques. Lorsque la couche inspectée est
optiquement transparente, deux techniques expétatesnexistent. L'inspection acoustique
peut étre réalisée via l'utilisation un film opaqadhérent au film mince transparent, [13]
auquel cas la détection expérimentale est sensgsiesimilaire a celle décrite précédemment,
une succession d’échos acoustiques. Cette inspepgat aussi étre réalisée en sondant

directement dans le volume du film mince transparanquel cas la détection optique est

" Laboratoire Biomatériaux et Réparation TissulaiMSERM U577, Université Victor Segalen, Bordeayx 2
146 rue Léo Saignat, 33076 Bordeaux Cedex, Equigénierie de surfaces biofonctionelles, coordorpare
M.-C. Durrieu.
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composeée des échos acoustiques mais aussi dealitite acouto-optique qui a lieu dans le
cceur de la matiére, [146] a I'origine des oscitlas Brillouin.

Des 1992, O.B. Wright s’est intéressé a la medébn de la détection optique en
acoustique picoseconde dans un film mince transpdfil7] Cette étude a été réalisée selon
une approche d’optique géométrique. Par la suérpfession analytique de la détection
optique en acoustigue picoseconde dans une steuttulticouche transparente a été obtenue.
[148] A. Devos a proposé en 2006 une étude analytiet expérimentale de la détection
optique en acoustique picoseconde dans une couicioe tnansparente, ou il étudie en détail
l'interaction acousto-optique et la détection dpldéement des interfaces en fonction de la
couleur de détection du laser. [149]

Expérimentalement, en sondant directement dams \s@ume la perturbation
acoustique picoseconde se propageant, B. Bonel isitéressé a I'altération, sur une échelle
temporelle de plusieurs semaines, des propriétéamgues de films organiques minces
transparents déposés par la technique de Langnudg8t en surface d'un substrat
métallique. [150] Il s’est par la suite, selon leéme procédé expérimental, attaché a
comprendre les propriétés mécaniques de films argas en fonction de leur épaisseur, ces
films étant toujours déposés selon la techniquieashgmuir-Blodgett. [95] Selon un protocole
similaire, en sondant directement dans le volunum dilm mince de diamant la perturbation
acoustique picoseconde se propageant, B. Perrinesurd expérimentalement la vitesse
acoustique, I'épaisseur et le profil de rugositéfita mince. [105] Par la suite, A. Devos a
déterminé les épaisseurs, les vitesses acoustejuies indices optiques de plusieurs films
minces transparents en utilisant le méme principeddtection optique, mesurée pour
plusieurs angles d’incidence par rapport a I'édliant [32] En suivant la dynamique de
formation du film mince transparent, O.B. Wrightgaant a lui, mesuré épaisseurs, vitesse et
atténuation acoustique, indice optique et coeflic@ezo-optique d’'un film de glace, d’'une
dizaine de nanometre a un peu moins de 800 nmid&a. [19] V. Gusev a, pour sa part,
étudié le gradient spatial de propriétés élastigigeestructures nanoporeuses de matériaux a

faible constante de permittivité formant un filmnoe transparent. [151]

4.1.3) Présentation du modele

L’épaisseur des cellules MC3T3 utilisées estukdques centaines de nanometres et la
distance de propagation de I'impulsion acoustigéeégée par acoustique picoseconde peut
étre typiquement de quelques micromeétres. Danseiisles MC3T3, I'impulsion acoustique

peut donc atteindre sans difficulté la membranetgepre de la cellule, sur laquelle elle se
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réflechie, et fait ensuite des allers et retourfiraérieur de la cellule. Le modele de
simulation utilisé précédemment pour interpréter dexpériences d’acoustique picoseconde
dans les cellules végétales, considérées commesétani-infinies, ne peut plus étre appliqué
a cette étude puisque cette possibilité d’allere®turs dans la cellule n’y est pas modélisée.
Un nouveau modéle de simulation est alors dévelqupé cette étude. Celui-ci s’inspire
fortement du précédent, la géométrie unidimensibmrmst conservée, ainsi que les mémes
éguations fondamentales de diffusion thermique etpdopagation acoustique, toujours
résolues analytiquement. Les conditions limiteSnéekface entre le substrat, milieu 0, et la
cellule, milieu 1, seront inchangées. Cependang, setonde interface est introduite, cette
interface séparant la cellule de son environneragtérieur, milieu 2. La cellule a donc une
épaisseur finie, notéd Le milieu 2 est considéré comme étant transpatesemi-infini. Les
conditions limites thermiques supposeront une oaité de la température et du flux de
chaleur et les conditions limites mécaniques medadint la continuité du déplacement et des
contraintes acoustiques a l'interface. Le miliepo2irra étre défini comme étant de I'air pour
les études réalisées sur cellules fixées et diemiie culture pour les cellules étudiées en
conditionsin vitro. La modélisation de la détection optique sera @sép selon une approche
d’optique géométrique, plus intuitive qu'avec ueésalution des équations de Maxwell dont
le formalisme devient particulierement lourd. Larsqcela est nécessaire, et afin de
différencier les deux modéles de simulations, gwessions des termes du second modéle

seront distinguées par I'exposdint

— S~ N

z=-d ?
— N~ WV
)

z=0
! —

z W

0

Figure 4-3 : Principe géométrique de la modélisatio proposée. Le substrat correspond au milieu semi-
infini indicé 0, la cellule au milieu indicé 1. L'nterface entre la cellule et le substrat est situétans le plan
z=0, et l'interface entre la cellule et son environement extérieur est située dans le plag=-d. Le dépot
d’énergie laser se situe dans le substrat, au vaisige de son interface avec la cellule. Le milieud&finit
I'environnement extérieur. Note : 'onde acoustiquese propageant dans le substrat est bipolaire alogue

les ondes acoustiques se propageant dans les miki¢ransparents sont monopolaires. [149]
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4.2) Simulation analytique

4.2.1) Elévation et diffusion de la chaleur

L’équation de diffusion de la chaleur (3.2) estauveau résolue analytiquement pour
ce nouveau modele. Seul le substrat absorbe I'ndegl'impulsion laser pompe, aussi seule
I'équation de diffusion de la chaleur dans le st#bst un terme source, écrit pareillement que
pour le modeéle a une interface. Le profil tempalel'impulsion est conservé. Les conditions
aux limites pour l'interface 0/1 sont inchangéese uésistance thermique d'interface est
modélisée pour prendre en compte une éventuelbertdisuité de température entre les deux
milieux, équation (3.8), et la seconde conditiomié modélise la conservation du flux
thermique a cette interface, équation (3.9). L'épair de la cellule étant finie, la solution
générale de I'équation de la chaleur dans cellestia somme de deux termes de diffusion
thermique, chacun définissant une direction deusliéin. Cependant, en vertu du principe de
diffusion de la chaleur uniquement du corps chaerd e corps froid, cette double direction
de diffusion ne permet de modéliser qu'un éventcehfinement thermique qui peut
apparaitre dans une couche thermiquement mincéoremion des conditions limites aux
interfaces. Cet éventuel confinement thermique eet @mpparaitre que si la longueur de
diffusion thermique pour un temps caractéristiqoan® est supérieure a I'épaisseur de la
couche mince et si les conditions aux limites dedache mince limitent I'évacuation de la
chaleur dans celle-ci. Par exemple, a partir desltas du tableau 3-1, pour un temps
caractéristique de 100 ps, et pour un matériau demtpropriétés thermiques seraient
similaires a celles de I'eau, un éventuel confineintbermique ne peut apparaitre dans la
couche mince que si celle-ci mesure moins de 7 Wpadseur. La distance de diffusion
thermique peut aussi étre déterminée pour la frempuearactéristique du temps de vie de
signal acoustique dans la cellule d’oignon, 0,5 GHZ'aide de la relation (3.7). Cette
distance est alors de 30 nm. La température engernmlir une impulsion laser diffuse donc
trés peu dans la cellule comparativement a sonsspai aussi elle devient négligeable
lorsqu’elle atteint l'interface entre la cellule letmilieu 2 et il ne devient pas nécessaire de
modéliser une résistance thermique au niveau de egérface. Les conditions limites sont
donc la continuité de la température,

T'(z=-dw)- T ( =- dw) =0, (4.1)
et du flux thermique,

@) (z=-d,w)=d} (z=- dw). (4.2)
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Les parametres de diffusion thermigug(w) etT i(w) sont définis pareillement que dans le
chapitre 3, section 3.2.1, et les solutions géméralécrivant les champs de diffusion

thermique dans les trois milieux sont donnés patrtds relations suivantes :

To (z0)= A (w) e+ | () &, (4.3)
pour le substrat,
T'(zw)=A (o) e+ B (w) &7, (4.4)
pour la cellule,
T, (zw) =B () €7, (4.5)

pour le milieu 2.
Le détail des expressions des constantes degdaitmla solution particuliere et des

solutions générales est fourni en annexe A.2.1.

4.2.2) Déplacement acoustique et variation d&sear cellulaire

L'équation d’onde acoustique (3.13) est a prégésblue pour les trois milieux
considérés. Les conditions aux limites modéliseatnme précédemment, la continuité des
déplacements et des contraintes thermo-mécaniquas Ies deux interfaces. Une unique
direction de propagation acoustique, solution dguation d’'onde acoustique sans terme
source, apparait par milieu semi-infini, ces deinredtions étant opposées dans les deux
milieux. En revanche, dans la cellule, les dewedlions apparaissent puisque l'onde
acoustique subit des réflexions multiples aux fatars et donc des allers et retours de trajets

acoustiques apparaissent. Les solutions des chdmpieplacements dans les trois milieux

sont alors :
U) (zw) =G (w) e + | (w) €™+ 1, () €77, (4.6)
pour le substrat,
U (zw)=G (w)e" + H () d°+ | (w) €7+ J (w) &7, 4.7)
pour la couche mince, et
U, (zw) = H; (w) & + & (w) &7, (4.8)

pour le milieu 2. Les nombres d’ondessont définis pareillement que dans la sectiorn23.2.
La résolution du systeme formé par les condititingtes permet d'obtenir les
expressions de I'amplitude de chaque terme desessions des champs acoustiques. Cette

résolution, et les solutions calculées, sont dosie@ieannexe A.2.2.
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Figure 4-4 : (a) variation de I'épaisseur de la cklle en fonction du tempst, de la résistance thermique
d’interface R et de la dilatation thermique dans la cellule. Lessymboles pleins correspondent aux
modélisations ou la dilatation thermique est priseen compte et les symboles vides aux simulations elle
est négligée. Les valeurs des résistances thermigyeour les simulations sonR=[0 (étoiles), 1 (carrés), 5
(ronds), 10 (triangles)] 10 K.W™. (b) Module du spectre des signaux simulés lorsquR=[0, 10] 10° K.W ™,

A partir de I'expression du champ acoustique darcellule, sa variation d’épaisseur
est calculée en effectuant la différence du déptece des deux interfaces. Le déplacement
de l'interface substrat/cellule est naiget le déplacement de l'interface cellule/milieest
noté u;. La variation d’épaisseur de la cellule est alogsy. [147] La représentation
graphique de la figure 4-4(a) présente cette vanat’épaisseur cellulaire en fonction du
temps, de la dilatation thermique dans la cellulelee la résistance thermique d’'interface.
[130] L’axe des abscisses du graphique de la fipirest adimensionné par rapport au temps
de vol acoustique dans la cellutgsd/vy ou vi correspond a la célérité acoustique dans la
cellule et quatre valeurs de résistances thermigaessimulées, R=[0, 1, 5, 10] 1&.W™
En premiere approximation, la cellule est modéliagec les propriétés mécaniques de la
vacuole d’une cellule d’oignon (voir tableau 3-8¢cton 3.2.5) et placée entre le substrat de
titane, milieu 0, et de l'air, milieu 2.

Le front d’onde acoustique se propageant dansllale est dicté au premier ordre par
la génération optique dans le substrat. Le tempactéistique lié a cette génération
acoustique dans le substrat esfvyf)”, c'est-a-dire le temps que met le front d’onde
acoustique pour parcourir la longueur d’absorptaptique dans le substrat. Ce temps
caractéristique est de quelques picoseconde posuhsirat de titane et une détection optique
de couleur rouge ou bleue, il correspond au tengppassage du signal ¢€0 au premier
plateau, situé a -0,25 pm. Le coefficient de dilatathermique du substrat est positif, ce qui
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signifie que lorsqu’il subit I'élévation thermiqudue a I'impulsion pompe du laser, il se
dilate. Il provoque alors une onde de compressmmsda cellule, ce qui implique que la
premiéere variation d’épaisseur de la cellule sd@gative. L'onde de compression qui se
propage dans la cellule subit ensuite de multipdfiexions aux deux interfaces. Un signal
acoustique périodique dans la cellule apparaitt ldoinequence fondamentdigest dictée par
les conditions aux limites de la cellule, son épais et la célérité acoustique dans son
volume ; dans le cas présertvi/4d. Les harmoniques de la cavité acoustique sont des
multiples impairs de ce mode fondamental. La phdsefront d’onde apres réflexion
acoustique sera discutée dans la prochaine set#ofigure 4-4(b) représente le module du
spectre fréquentiel des signaux simulés sur ladigii4(a) avec une résistance thermigue
nulle et égale a IDK.W™. L’abscisse des graphiques a été normée par tappanode de
résonance fondamental. Le mode fondamental deviéécacoustique correspond donc a la
raie fréquentielle d’abscisse 1 et, ensuite, apgseat les multiples impairs de ce mode
fondamental.

Les signaux avec symboles creux sont calculéségligeant la dilatation thermique
dans la cellule. La variation d’épaisseur de ldutelest alors centrée autour de zéro et
'amplitude du signal est essentiellement fonctien’élévation thermique dans le titane. Si la
valeur de la résistance thermique d’interface egtreentée, I'énergie apportée par le laser est
moins bien relaxée dans la cellule et I'élévatiberinique dans le titane augmente. La
dilatation du titane est aussi augmentée, et I'ang® du signal acoustique dans la cellule est
de plus forte amplitude. Sur la figure 4-4(a), ignal de plus faible amplitude, avec étoiles,
est calculé en supposant une résistance thermigjleealors que le signal avec triangles est
calculé en supposant une résistance thermiqueetface de 18 K.W™.

La dilatation linéaire dans I'eau est égaler&2,5x10" K?, [152] elle est donc
presque 40 fois supérieure a celle du titane9x10° K™. Le terme source de I'équation
d’onde acoustique lié a la dilatation thermiquesdincellule, équation (3.13), ne peut donc,
en réalité, pas étre négligé pour simuler correeténta variation d’épaisseur de la cellule ;
d’autant plus que ce terme source évolue linéaintraeec le gradient spatial de diffusion
thermique qui est bien plus important dans la telque dans le titane, figure 3-3(a). Les
signaux avec symboles pleins sont calculés en sapp@ue la dilatation thermique dans la
cellule est égale a celle de I'eau. L’'amplitudesiiynal mécanique est augmentée et le signal
n'est plus centré autour de zéro. Ce décalageifpasibur de la valeur nulle provient du
signal lié a la diffusion thermique, il est positér la dilatation thermique de la cellule est

positive. Aussi, au fur a mesure que la températiififase dans la cellule, son épaisseur
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augmente et un signal dont la fréequence est liée diffusion thermique dans la cellule

apparait. Sa contribution fréquentielle apparaitcemparant le spectre des signaux avec
symboles creux et pleins sur la figure 4-4(b). @ma basse fréquence provoque une forte
pente entre les sauts d’amplitude de variational&sgur de la cellule. Lorsque la valeur de la
résistance thermique est modifiée, I'élévatioraailaxation thermique dans la cellule le sont
aussi. La contribution du terme de relaxation theum dans la cellule est donc elle aussi
modifiée. Les signaux avec symboles pleins permiette visualiser cette variation : lorsque

'amplitude de la résistance augmente, 'amplitddesignal décroit et sa fréquence tend vers
zéro. Le cas asymptotique d’une forte résistaneartigue correspond aux simulations ou la

dilatation thermique de la cellule n’est pas mcisi
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Tableau 4-5 : (a) variation de I'épaisseur de la dele dont I'épaisseur est inférieure a la longueud’onde
acoustique en fonction du temps t et du terme souecthermo-acoustique de la cellule. Les symboles frle
correspondent aux modélisations ou le terme sourdbermo-acoustique de la cellule est pris en compet
les symboles vides aux simulations ou il est néglig(b) Module du spectre des signaux simulés lorsela
figure (a).

Le temps caractéristique de variation initiale Idpaisseur de la celluleg, et la
célérité acoustique dans la cellule dictent la lang d’'onde acoustique minimale générée et
se propageant dans la cellule. Les simulationseptéss sur la figure 4-4 sont réalisées pour
des épaisseurs de cellule supérieures a cettedangionde acoustique se propageant dans la
cellule, 5 nm environ. Ceci correspond a I'essémtieprofil d’épaisseur des cellules, figure
4-2(b). Cependant, en périphérie cellulaire, I'épaur des cellules MC3T3 adhérentes sur
alliages de titane peut descendre en dessousditealae de nanometre, auquel cas I'épaisseur
du milieu sondé peut devenir comparable ou infésiéucette longueur d’onde acoustique. La

figure 4-5(a) présente des simulations de la dygaente la variation d’épaisseur d'une lame
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acoustique dont I'épaisseur est inférieure a lguenr d’'onde acoustiqgue généreg, Une
résonance de la couche mince sur son mode fondahesttalors excitée dont la longueur
d'onde est imposée par I'épaisseur de la lame.eQettgueur d’onde est, étant donné les
conditions limites de la lame acoustique, égald@sil’épaisseur de la lame.

La lame acoustique est modélisée avec les paresngtesurés de la vacuole d’'une
cellule d’oignon. Le signal temporel de la variatid’épaisseur de la cellule présente alors
une forme sinusoidale. Comme dans les simulatioésédentes, la prise en compte de la
dilatation thermique dans la cellule amplifie Igrel acoustique dans son volume et rajoute
un signal basse fréquence, lié a la diffusion thguendans la cellule, simulations avec étoiles

pleines, par rapport a lorsque cette dilatatiomégtigée, signaux avec étoiles creuses.

4.2.3) Déformation acoustique
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Figure 4-6 : (a) variation d'épaisseur en fonctiondu temps de la cellule en fonction du temps (étoge
creuses) et déplacement acoustique dans la cellubn z=-3/4d (carrés). (b) Déformation en fonction du
temps dans la cellule créée par le déplacement asbigue simulé sur la figure 4-6(a). Les axes des
abscisses sont adimensionnés par rapport au temps #@ol acoustique dans la cellule. Les milieux siméd
0, 1 et 2 sont respectivement du Ti-6AL-4V, une dale d'oignon et de I'air. La dilatation thermique de la
cellule est négligée pour plus de simplicité.

La déformation acoustique est calculée a partidéliacement acoustique. La figure
4.6(a) présente la variation d’épaisseur de laileetiéja présentée sur la figure 4.4(a), signal
avec étoiles, et le front d’'onde du déplacementstigue dans la cellule, calculé 2n3/4d,
signal avec carrés. La figure 4-6(b) est la défdionacorrespondante du déplacement
acoustique présenté sur la figure (a). Pour plusinhplicité, les simulations présentées ne

prennent pas en compte la contribution de la ditatathermique dans la cellule et I'axe
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temporel a, a nouveau, été adimensionné par rappotemps de vol acoustique dans la
cellule.

L’onde initiale qui se propage dans la cellule wse onde de compression, aussi le
premier déplacement dans la cellule est négatif.phase de I'onde acoustique, aprés
réflexion sur les interfaces, est dictée par le®ffaments de réflexion acoustique.
L'impédance de la cellule est quatre décades asudede I'impédance de l'air, le rapport
d'impédance entre les deux milieux tend alors e, lors de la réflexion acoustique sur
l'interface cellule/air, 'onde acoustique se réfié a I'identique sur l'interface. Sur la figure
4-6(a), cette réflexion a I'identique est visible @servant les fronts d’onde situés autour des
abscisses impaires du déplacement acoustigue=€3i4d, signaux avec les carrés. Les
rapports d'impédance étant tres différents, I'atndi de I'onde réfléchie est quasiment
identique a celle de I'onde incidente, ce qui exysdi que le signal de la variation d’épaisseur
soit centré autour de zéro. Si 'onde acoustiqueéiechie a I'identique sur cette interface, la
déformation, dérivée spatiale du champ de déplactrast sensible au sens de la propagation
acoustique. Les ondes incidente et réfléchie &andirection de propagation opposées, la
déformation de I'onde réfléchie sur l'interface lakd/air est en opposition de phase avec
'onde incidente, figure 4-6(b).

Le rapport entre les impédances de la celluleletsubstrat tend vers 1, I'onde
incidente est alors réfléchie sur l'interface delttitane avec un saut @ede sa phase. Ce saut
de phase est visible en comparant la phase des fitonde centrés autour des abscisses de
valeurs paires, figure 4-6(a). A nouveau, les inamees étant tres différentes, I'onde
incidente transmet trés peu d’énergie acoustiques d&a substrat, et 'amplitude de I'onde
réfléchie est comparable a I'amplitude de l'ondeidente. Les déformations des ondes
incidentes et réflechies sur linterface cellulésiat sont de méme signe puisque le
changement de phase du déplacement créé pardzioéflest compensé par le changement de

direction de propagation, figure 4-6(b).

4.2.4) Détection optique

Il est possible de modéliser la détection optigneayant une démarche similaire a
celle qui a été proposée dans la paragraphe 3pglig@ant formellement la relation de
diffraction optique en milieu infini, équations 22) et (3.23), au probleme considéré. Il suffit
alors de résoudre le systeme a quatre équatiamse fa partir des conditions aux limites, pour
établir la relation de détection optique. Cependeatte modélisation devient particulierement

lourde et la physique de la détection est cachégede la résolution mathématique délicate
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du probleme. Le principe de résolution est présent@nnexe A.3 pour illustrer ces propos.
Une modélisation plus intuitive, basée sur une agpe d’'optique géométrique est proposée
pour cette étape de calcul. Afin de pouvoir appmélee la détection selon une approche
d’optigue géomeétrique, le champ lumineux est étwhiéonction de I'espace et du temps.
L’étude proposée est faite sur une approche smilaicelles de R. Cote [153] ou de T.
Dehoux [154] et adaptée au cadre de ce travaimbdélisation de la détection optique des
déplacements mécaniques de la lame optique sdiségedans un premier temps puis, dans
un second temps, la modélisation de la détectiotadeontribution acousto-optique sera
réalisée. Les termes de propagation de 'onde optspront omis dans cette étude, seuls les
amplitudes et le déphasage des rayons présentaimtérét. La référence des phases sera

considérée en=0.

4.2.4.1) Détection de la dynamique des intex$ac

Ny

\BBEE

Figure 4-7 : Représentation des transmissions etftéxions optiques aux interfaces entre les milieug, 1 et
2. Le faisceau optique incidentV, correspond a la sonde laser, celle-ci est en partréfléchie et transmise
au niveau de l'interface entre les milieux 1 et 2.a partie transmise a l'interface est ensuite a litérieur
d'une lame optique et, si le rayon incident est nonal aux interfaces, une infinité de réflexions et el
transmissions optiques surviennent. L'origine deslpases est choisie exx0.

Lorsque I'onde optique incidente arrive a lifisee 2/1, une partie de cette onde
optique est réfléchie et l'autre partie est tras&pijusqu’a linterface 1/0 ou les mémes
phénomenes physiques surviennent. L'onde optidilechée a cette interface subit & nouveau
des réflexions et transmissions lorsqu’elle ardeenouveau a l'interface 1/2. Un schéma de
principe de ces réflexions et transmissions alerfiates est proposeé sur la figure 4-7. Sbit
'amplitude de I'onde incidente, connaissant lesfficients de réflexion et de transmission

d’'un milieui vers un miliey, notés respectivemen ett; et déterminés par les relations de
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Fresnel, les amplitudes des rayons réflechis, ajusileur déphasage, sont alors facilement

obtenus. [128] La référence des phases est prizeden

NL = r21e2iq(rad-%) M,, (4.9)
NZ = tﬂrﬂ;lzeziq(ul(m-ﬂz)- ) M ., (4.10)
N2 =t, 21, 1§ZJQ(-drh+2ta(r&+ n)-2nu) \1 . (4.11)

Les termesly et u; correspondent aux déplacements des interfaces kestmilieux,
respectivement entre les milieux O et 1 et lesemdil et 2. Leur introduction dans les termes
de déphasage permet de calculer le déphasage epligula sonde laser créée par le
mouvement des interfaces décrit précédemment, kdassction 4.2.2. Si le rayon optique
incident est a incidence normale par rapport ddifiace entre le milieu 1 et le milieu 2, le
nombre de rayons réfléchis par cette lame a fagarallele est infini. Cependant, seuls les
rayonsN, et N,? seront utilisés dans cette étude, la prise en t®mps rayons suivants
conduisant a des instabilités de calcul numériquiai de leur faible amplitude. La détection
du déplacement des interfaces de cette lame oppeweétre vue comme la détection optique
d'un interférometre de Fabry-Perot dont I'épaissearierait dans le temps autour d’une

position d’équilibre.

4.2.4.2) Détection des champs de perturbation

La détection des champs de perturbation est seprétudiée. Le principe de base
pour modeéliser cette détection consiste a détemaiaes un premier temps le champ optique
se propageant dans un milieu dont la permittivitéperturbée selon un profil spatial de type
Heaviside localisé ez’. Le symboleA sera utilisé pour symboliser ce profil spatial de
perturbation. Cette considération permet de moelétlans un premier temps la détection des
champs de perturbation selon une approche tréslasinia celle de la détection du
mouvement des interfaces. [154] Considérant quéntiises optiques de part et d’autre de
linterface optique virtuelle som;” etn™+n;° , on définit le coefficient de réflexion optique d

part et d’autre du saut d’indice optique en difféiant la relatior;=n;° :

h_[nph S s s
Aris:n (hr] +Sri])=_ & - +9 & . (4.12)
20 +n a(n") 4(n")
2
T L ok Y (Y- (4.13)

e a(w) | ()

De méme les coefficients de transmission sont :
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h s
At® 2N 1- & +39 &

so 2 : |, (4.14)
2n' +n 4(ni“) 4(r]“)

Z(Qh + r]s) 1 gis 5 gis

ATS = =
tl Znh + r]s 4(nh)2 4(nh)2

(4.15)

La notation sans barre est réservée aux événsroptiues survenant lorsque I'onde
incidente est dans le milieu dont I'indice est marturbé et, au contraire, la notation avec
barre est réservée a lorsque I'onde optique intédest dans le milieu perturbé. L'amplitude
du terme de perturbation optique est la méme esuvalbsolue;74(n"? et le signe de la
perturbation est dicté par la direction incidenterayon optique vis-a-vis du saut d’'indice. On
retrouve alors ce qui a été remarqué au cours déstaution optique faite dans le premier
modele, équation (3.23): pour une amplitude deomaglonnée, I'amplitude des rayons
diffractés en transmission et en réflexion sumlarse de perturbation optique est la méme, et,
le signe du terme de diffraction optique est dpziéla direction du rayon optique incident.

La modélisation de la détection optique des clsadg perturbation est réalisée pour
chaque milieu transparent en considérant uniqueresntrayons optiques qui permettent
d’aller jusqu’au rayon optiquél,”> dans la détection du déplacement des interfacels de
section précédente. La détection optique des chatapperturbations dans la cellule est

présentée sur la figure 4-8.

Ny

Figure 4-8 : Réflexions et transmissions optiquespparaissant lorsque le milieu matériel de la couché est

modélisé avec une perturbation de son indice optiguselon un profil spatial de type Heaviside.

Les champs électriques perturbés par le sautidénoptique dans le milieu 1, les

rayonsRy, Ty, R et T, s’écrivent respectivement :

OR, = L7 (2) 1,8 @t (4.16)
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AT, = t21Afls(Z‘) r01t12e21q(u1(rh“—rf£)—r{‘uo) gtz M, (4.17)
ARZ - terf(Arf (Z') tlzerq(ul(r{‘—rQ)—Zuo( e rﬁ)) ezjq(nl“+2nf)z' M , (418)
AT, = oty (2) 18 g = p . (4.19)

Les exponentielles fonctions du lieu de lintedaoptique virtuelle, située er,
traduisent le déphasage optique créé par la diféérele marche optique entre le lieu de la
référence des phases, situéezefl, et le saut d’indice optique provoqué par l'ifdee
virtuelle. De la méme maniere, les termes en expaikes ou apparait le déplacement des
interfaces traduisent la différence de phase dgmgacréée par ce déplacement d’interface.
Le déphasage des rayons transmis sur le saut cBirgitique est le méme, et 'amplitude de
ces rayons est la méme en valeur absolue, maiggde spposé. Les rayons transmis sur
l'interface virtuelle s’annulent entre eux, conf@ément a ce qui avait été remarqué lors de la
résolution faite avec les équations de Maxwell,afign (3.24). Dans la cellule, la détection
optique des champs de perturbation dus a une pattom de I'indice optique selon un profil
spatial de type Heaviside est alors :

AE, =AR +AR

=, (aTe (2) @iz 4 g gl g g) g )y

21712

(4.20)

La réponse impulsionnelle & un Dirac spatial, sylisbopar le graphéma, s’obtient en
dérivant spatialement cette derniére relation ppport a la variable’. Seul les termes de
diffraction au premier ordre sont conserves.

2ja(nf -} u

- th21t12e
OE =
E, o7

& (2) 627 + get ™l il gs (g g7y, (4.21)

La somme de toutes les contributions sur 'esgastebtenue en intégrant la réponse
impulsionnelle & un Dirac spatial, équation (4.28tte intégration pouvant étre considérée
comme la convolution de la réponse optique a umigi@tion impulsionnelle avec la forme

spatiale de I'impulsion acoustique. [154]

- 2jq(n =) (~d+y —d+y,
_th t.e s 1\ s2janf'z' 4 jquo '+ 1 s 2jd f'+2rf) 2
A [ J t(z) et aze @I [ at( g B d} b (4.22)

Uo

E:L:

Les termes de diffraction de Stokes et d’Antiké® apparaissent a nouveau dans
I'expression de la détection optique. Ces deux m@bat sensibles au déphasage optique du
déplacement de l'interfaag. Si I'épaisseur de la cellule tend vers l'infitiépaisseur de la

lame optique devient infinie, et il convient alaie comparer I'expression obtenue avec
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'expression de la détection obtenue dans le papdgr 3, équation (3.24). Cette modélisation
de la détection optique ne permet pas de retroleepression obtenue en résolvant les
éguations de Maxwell dans le cas de la détectidigugp dans une lame transparente semi-
infinie du paragraphe 3. Il y a en effet une défére d’'un facteur 2 entre les amplitudes des
deux champs optiques diffractés par la perturbaiooustique, et les modes de Stokes et
Anti-Stokes sont ici de méme signe alors que cadasmont été évalués de signe opposés avec
la résolution basée sur la solution de I'équatiendidfraction de Maxwell. Cette différence
apparait a partir du moment ou le profil spatial ldeperturbation est de type Dirac.
Auparavant, les deux modes sont de signe opposésne lorsque la résolution est résolue a
l'aide de I'équation de Maxwell, qui ne suppose gasprofil spatial pour la perturbation. I
est donc possible qu’il y ait, selon cette approaime erreur lors de la transition du profil

spatial selon un Heaviside vers un profil de Dirac.

Ny

Figure 4-9 : Réflexions et transmissions optiquespparaissant lorsque le milieu matériel de la couch2 est
modélisé avec une perturbation de son indice optiguselon un profil spatial de type Heaviside. Les yans
transmis sur l'interface virtuelle ne sont pas repésentés pour plus de simplicité du schéma.

Le champ de perturbation dans le milieu 2 es&aent résolu de la méme maniere, un
saut d’indice selon un profil spatial de type Hea@e est considéré dans un premier temps.
Les rayons perturbés en transmission s’annuleptigeau entre eux et ne sont pas considérés
dans cette modélisation. Les rayons perturbés fégxien par le saut d’'indice optique sont

présentés sur la figure 4-9 et s’écrivent :

AR, = €1 a2 e, (4.23)
AR4 - rzzlerQ(d(rQ+2n§)—2(rg+ r§) u+ qc)A |"25( Z') e2jq(n2+2n§)z' ’ (424)
BR, = ot g (A AR A Aty o ) gl (4.25)
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2ja(ng+2n5) o= i ) wr ol u- qa)m( 7) & Zialn+2rg)z

ARS = 1:21"01t12r1? (4'26)

AR, = el oA to2ite )y afion) (4.27)

Les réponses a une perturbation indicielle sontismsbtenues en dérivant ces expressions et
la variation spatiale du coefficient de réflexiam sout le milieu 2 est obtenue en intégrant les
réponses indicielles :

2ja(nf-nf)d

BE [ &5(2) e oz, (4.28)

h
2n2 —d+u

AR, =-

22iald(rtvzrt) e urnd
AR, = - 1928 M [ & (z) e ) g, (4.29)

—d+u,

2n;

2ia( (g 28] - A b ) e - ) it i)
J‘é-gs z) a2z gy (4.30)

—d+u

AR, =- 1ardof of 18 o7
2

2ial(w2rs) b i) e e ) il
J‘ o3 (2 e 2u)z g (4.31)

—d+y

ARG —— th21r0£ 1{ 1? 2nh
2

5 2ia((m+2ns)a-A e ) u- k2l v §) ez
[ aes(z)e™ ™ dz. (4.32)

—d+u

jqt?
AR, = - Jtalot i an

Finalement, la somme de toutes les contributaonsi écrites, dans les milieux 1 et 2,
permet de modéliser la détection optique de I'efderdes champs de perturbation dans les
deux milieux. Si I'on considére une réflexion tetal l'interface entre les milieux 1 et 2,
seules la contribution des rayons 3 et 4 appagai$ dette modélisation de la perturbation et
I'on retrouve I'expression de la détection de latymbation obtenue dans le milieu 1 lorsque
celui-ci tend vers une épaisseur infinie, rela(r22).

La détection dans le titane peut étre ajoutéa détection a partir de I'expression
obtenue au chapitre 3, équation (3.29).

Pour modeéliser la détection thermique et acoustign utilise a nouveau la relation

(3.16) et les expressions des champs thermiquaeastiques dans chaque milieu.

4.2.4.3) Influence de l'épaisseur de la cellvis-a-vis de la

détection optique

Les résultats sur cellules animales présentés darmanuscrit sont obtenus sur des
cellules fixées. Les cellules fixées n'ont pas lpestiétre immergées dans du milieu de

culture lors des acquisitions expérimentales, alted placées a I'air libre. Pour comparer les
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résultats expérimentaux aux simulations numeéridganilieu 2 est modélisé par de lair, la
détection acousto-optique dans ce milieu est nulenodélisation proposée est alors celle de
la détection du mouvement des interfaces de la lacmeistique ainsi que la contribution

acousto-optique de la détection dans celle-ci.

T t/TB
6 B3 10 12 2 4 6 8 100 12 14 16 18 20
1 1 1 1 L 1

I 1 1 1 1 1 | | | 1

Variation de réflectivité (x10°)

Variation de réflectivité (x10°)

o 3 4 5
1
(a) (b)
T /
o 1 2 3[/34 5 6 7 8 0 T, 13
1 ] [} | | | | L 1
$ £ 0,04
(] (e
— —
X 67 i
g g
2 =
S 44 S
5} o -0,44
= =
L O
S i)
S, 8 -0.61
= 2 =
.S 2
R B 034
8 ol 5
> >
T T T T T T T T T T T T _170 T T T
0 1 23 4 5 6 7 8 91011 12 0 16 32 48
i/t vt
1 1
() (d)

Figure 4-10 : Variation de réflectivité en fonctiondu temps simulée dans une lame mince placée entre
deux milieux semi-infinis, un d’air et un de titane Quatre épaisseurs de lamd sont simulées : (a) d—o,
(b) : da<do<d, c :da<d<d,, (d) : d<da<do Pour chaque simulation la contribution de la déteiton acousto-
optique est représentée sur les simulations avecsleercles, la détection du mouvement des interfacest
représentée sur les signaux avec les étoiles etslamme des deux contributions est représentée sursle
signaux sans symbole.

La figure 4-10 présente des simulations de ladfi&n acousto-optique en fonction du
temps adimensionné par rapport au temps de volstiqae dans la lamig, présenté sur les
abscisses basses des graphiques, et par rappgoeéadde de la contribution acousto-optique
dans la lame transparente,
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A
2ny,

sur les abscisses hautes des graphiques.

T =

(4.33)

Quatre épaisseurs de lame acoustique sont simuldegr chaque épaisseur, les
contributions de variation de réflectivité de ldattion de la dynamique des interfaces, de la
détection acousto-optique et de I'ensemble des demtributions sont représentées. [130]
Les signaux simulés avec les ronds modélisenefaudtion acousto-optique dans la cellule et
les signaux avec les étoiles modélisent la cortichude la dynamique de ses interfaces. Les
signaux sans symboles correspondent a la totaditéa diétection optique. Sur la figure 4-
10(a), I'épaisseur de la lame est semi-infinie, gométrie du modele de simulation
correspond alors a celle du modele présenté dapardgraphe 3 et 'adimensionnement par
rapport au temps de vol dans la lame ne peut pagpéiposé. L'onde acoustique n’est pas
piégée dans la lame, il n’y a pas de réflexion atique et la contribution du déplacement de
linterface 0/1 a la détection optique est uniquetmau temps trés courts, delta z. La
détection optique du signal acoustique est ensuitguement composée de la contribution
acousto-optique de la détection, les oscillationkdBin.

La longueur d’onde du phonon acoustique intesagisavec la lumiére et créant les
oscillations Brillouin correspond a la demi-longuelionde de la radiation optique dans le
milieu sondé :

A
2n, '

cette distance est donc uniquement fonction desnpetres optiques du support matériel de

(4.34)

O

I'interaction acousto-optique.

Sur la figure 4-10(c) I'épaisseur de la lame atigue est inférieure a cette distance
optiquedo, la contribution de la détection acousto-optiqagaut alors pas apparaitre sur une
période entiere de signal mais cette interacticentyieu, elle contribue dans la détection
totale du signal. Cette contribution est visible lgutracé avec les ronds. Le changement de
signe de la déformation lors des réflexions acquss sur l'interface cellule/air, figure 4-6,
est visible autour des sauts d’amplitude de lactiéte au niveau des abscisses impaires de
'axe temporel adimensionné par rapport au tempsall@lans la cellule. La réflexion de la
déformation sans changement de signe a linterfaghule/titane, abscisses paires sur le
méme axe, est aussi clairement observée. Le démhagatique créé par le déplacement
acoustique des interfaces intervient dans les georessus de détection. Et, de plus, le

déplacement de linterface avec l'air est plus inignat que celui de l'interface avec le
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substrat, le déphasage optique créé par le déptatede I'interface avec l'air est donc
supérieur a celui créé par le déplacement de ifaxte avec le substrat. La détection optique
du déplacement des interfaces présente un préfl semblable a celui de la variation
d’épaisseur de la cellule, figure 4-4(a). La signatde la contribution basse fréquence du
terme source thermo-acoustique dans la cellulerafigdans les deux processus de détection.
La détection totale est finalement la somme dex deatributions de la détection optique,
simulation représentée sans symbole.

La figure 4-10(b) correspond a une simulatior’épaisseur de la lame est supérieure
a la distance optique d’interaction Brilloutldy. La détection acousto-optique est alors plus
haute fréquence que la détection du déplacemenhdgtaces, et la détection totale du signal
est la somme des oscillations Brillouin et de Itedon du mouvement des interfaces. Sur la
figure 4-10(d), la lame acoustique est inférieuta Bbbongueur d’'onde acoustique générée par
la pénétration optique dans le substrat, la longd&nde acoustique dans la cellule est égale
a 4 fois I'épaisseur de la lame acoustique (papdgrd.2.2). La perturbation de la permittivité
diélectrique dans la lame acoustique est homogeémel'&paisseur de cette lame. La
contribution de la détection acousto-optique eduité a la détection du mouvement des

interfaces de la lame acoustique résonante.

4.2.3.4) Vers la résolution du probléeme inveaspartir de la détection

optique dans la lame transparente

C. Rossignol a présenté un protocole de mesugléeité acoustique et d’épaisseur
de couches minces de diamant, [105] en utilisamtékzction d’oscillations Brillouin et de
déplacement d’interfaces des couches en acouspigoseconde. Par la suite, A. Devos a
proposé la mesure de trois parametres physiquescpastique picoseconde dans une couche
mince transparente ; celles de I'indice optiqueladeitesse acoustique et de I'épaisseur de la
couche mince. [32] La méthode consiste a utiliaeddtection des oscillations Brillouin et du
déplacement des interfaces dans une lame minceueptent transparente ou deux
acquisitions expérimentales sont faites a deuxeandlincidence de sonde différents. En
utilisant alors les relations de transmission dellSbescartes dans la relation fréquentielle
des oscillations Brillouin, il est analytiqguementsgible de déterminer l'indice optique de la
couche a partir de la connaissance des anglesidémme de la sonde et du rapport des
fréquences Brillouin mesurées. On a alors accémdremiere mesure. Connaissant la valeur
de I'indice optique du milieu, la célérité acoustgdans la lame mince est ensuite mesurée a

partir du signal Brillouin. C’est la seconde mesuefinalement, la troisieme mesure, celle
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de I'épaisseur de la lame, est obtenue a partiemps de vol acoustique dans celle-ci. Il n’est
pas possible sur le banc expérimental de fairevdieingle d'incidence de la sonde optique
(section 2.2.2), I'indice optique de la cellule sgpposé, comme pour la cellule végétale, égal
a 1,4 [155] et, ensuite, le protocole proposé paRd@3signol ou A. Devos est suivit: la
détection Brillouin permet de mesurer la céléritbustique qui ensuite, avec le temps

d’arrivée des échos acoustiques permet de mesépardseur de la cellule.

4.3) Détection expérimentale réalisée en deux couleurs dans une méme
cellule MC3T3

4.3.1) Protocole expérimental

Les cellules animales sont déposées sur lesratdbsle Ti-6Al-4V par I'équipe
d’'ingénierie de surfaces biofonctionnelles coorda@nrpar M.-C. Durrieu de l'unité de
recherche INSERM U577 de l'université de BordeauxL@ protocole de polissage du
substrat est le méme que celui utilisé pour I'étade cellules végétales. Les cellules sont
fixées par voie chimique (incubation dans du pamaéddéhyde), [156] et I'étude est réalisée
a l'air libre. Une dégradation de la cellule prouég par le rayonnement laser a été observée
lorsque I'objectif 50x est utilisé. La focalisatiest alors réduite en utilisant un objectif 20x et
le diameétre de la tache focale en surface du saatbsst estimée a 5 um. Les puissances de
pompe et de sonde sont augmentées de maniere engemki méme fluence en surface du
matériau que pour les acquisitions faites sur Hoig respectivement 3 et 1,5 pJ par
impulsion. On n'observe pas de dégradation de llaleeavec ce protocole. La dégradation
cellulaire était donc liée a une trop forte concatiin de I'énergie laser dans le cone de
focalisation, elle méme liée & une forte ouvernumérique de I'objectif.

Par la suite, une étude expérimentale de la ndwarcellulaire sera proposée en
fonction de l'ajout d’éléments actifs stimulateuts I'adhésion cellulaire, qui agissent soit
depuis l'interface entre la cellule et le substiat, utilise alors le peptide RGD, soit sur
'ensemble du cytosquelette de la cellule, on sdilalors la protéine de BMP-2. Les deux
principes actifs sont aussi utilisés simultanémems résultats seront comparés a une
situation de référence, lorsque qu’aucune protéiest ajoutée au milieu cellulaire.

Cependant, une étude de la détection expéringeatafonction de la couleur de sonde
laser, bleue et rouge, est auparavant réaliséte €eide est menée pour les quatre conditions
décrites précédemment. En supposant l'indice optide la cellule égal a 1,4, la demi-

longueur d’onde optique dans la celldigest égale a 280 nm pour une détection de couleur
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rouge et de 140 nm pour une détection de couleeuebl Pour pouvoir détecter des
oscillations Brillouin il est donc nécessaire qaeceéllule ait une épaisseur supérieure a cette
demi-longueur d’'onde, figure 4-10. Les mesuree$adn profilométrie optique indiquent que
ces épaisseurs critiques peuvent étre dépasséapsgenrent au dessus du noyau de la cellule,
presque systématiquement pour une détection eresbledie. L’'étude proposée est donc
réalisée en étudiant le noyau des cellules MC3TBe prés une acquisition sur 4 permet de
détecter un signal exploitable en sondant ce noffms essais ont aussi été réalisés en
périphérie cellulaire, autour du noyau, dans lasxdmuleurs. Il n’a alors presque jamais été
possible de détecter un signal exploitable (sus pluine centaine d’acquisitions) ; d’autant
plus que, dans ce cas, la détection est essemtegitecomposée du déplacement des interfaces
(section 4.2.4.3, situation expérimentale comparakl simulation (c) de la figure 4-10). On
ne peut alors pas discriminer les valeurs de I5gmair et de la célérité acoustique. [130] Ce
faible taux de réussite global de signaux explééspar rapport aux nombre d’acquisition est
sans doute lié aux difficultés expérimentales,sliéax faibles puissances laser utilisées, a la
nature trés hétérogene de la cellule, a sa sutfeseugueuse,...

La figure 4-11 présente des acquisitions expériaies obtenues dans le noyau de
cellules MC3T3. Sur la figure (a) aucune protéieestimulation d’adhésion n’est présente,
sur les figures (b) et (d) du RGD a été grefféiritdtface entre le substrat et la cellule et sur
les figures (c) et (d) la protéine de BMP-2 a gtditge en solution aux cellules, 24 heures
avant la fixation des cellules. La méme puissaneepdmpe étant toujours utilisée et le
coefficient de réflexion du titane étant quasimg@ntique en pompe bleue et en pompe
rouge, de méme que son absorption optigliefficacité de la génération thermique est
considérée identiqgue avec les deux couleurs de @ofp revanche, I'amplitude du signal
détecté en sonde rouge étant tres supérieure & aellsignal détecté en sonde bleue, la

détection du signal thermique est meilleure en sandge qu’en sonde bleue.

" International Titanium association : http://titami.org/
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Figure 4-11 : Signaux expérimentaux obtenus dans )a Ti-6Al-4V+MC3T3, (b): Ti-6Al-4V
+RGD+MC3T3, (c): Ti-6Al-4V+BMP2+MC3T3, (d) : Ti-6Al-4V+RGD+BMP2+MC3T3. Pour chaque
signal, la courbe du haut est détectée en sonde gmiet la courbe du bas est détectée en sonde bleue.

Pour tous les signaux détectés, ce fond thermiggte soustrait en utilisant un
polynéme de faible degré, jusqu’a un ordre 3 maximmg@ette soustraction du fond thermique
permet de simplifier I'exploitation des signaux\are de la mesure des propriétés mécaniques
de la cellule ; et la contrainte d’utiliser un pofyne de degré maitrisé permet de modifier le
moins possible le signal acoustique. Cependank peocédure est délicate car il peut étre
difficile de ne retrancher que le fond thermique signal sans modifier la contribution
acoustique. Aprés soustraction, la contributiontdéndtéquence du signal Brillouin n’est pas
affectée par ce retranchement polynomial, en rdwamhe signal en créneaux peut I'étre, au
moins en centrant cette détection autour de zémocdntribution du terme source thermo-

acoustique dans la cellule ne peut plus étre égilidans le modele de simulation pour
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remonter a une information sur la cellule. L'ampdié de la détection du déplacement des

interfaces peut elle aussi étre modifiée par camehement du fond thermique.

4.3.2) Analyse acoustique de quatre signauxrarpataux

Afin de remonter a une information, la plus psécpossible, sur la mécanique de la
cellule, typiquement des mesures de sa viscoétaset de son épaisseur, la procédure de
mesure inverse consiste a utiliser la détectiomstosoptique en supposant un indice optique
de la cellulen;=1,4 pour mesurer la célérité acoustigudans la cellule. Ensuite, la détection
du mouvement des interfaces permet de remontanfarfation sur I'épaisseur de la cellule
a l'aide de la mesure du temps de vol acoustigdans celle-ci. Le principe de ce protocole
est illustré sur la figure 4-12. [157] Les tracéassymbole des figures (a) et (b) présentent la
détection expérimentale obtenue dans une cellulmérotée cellule #1, ou aucun facteur
d’adhésion n’est ajouté. Sur la figure (a) la diébecest réalisée en sonde bleue et la figure
(b) présente les résultats d’'une détection optiggaisée en sonde rouge. Les deux
acquisitions expérimentales sont réalisées damsélae cellule, au méme point. Les tracés
avec les triangles sont les ajustements numérigpésmum obtenus avec le modéle de
simulation présenté précédemment pour ces deuxsitaous.

Les acquisitions étant réalisées au méme poila dellule, les paramétres meécaniques
utilisés pour obtenir ces ajustements sont rigaement identiques, ils sont présentés dans le
tableau 4.1 de la prochaine section, ligne (a)sél paramétre de simulation variant entre
ces deux ajustements est optique, il s’agit dufmiefit piézo-optique. Pour I'ajustement
proposé de la détection en sonde rouge, le coaftipiézo-optique est évalué a -0,4, alors
gue pour I'ajustement de la détection faite en edsidu, il est évalué a -4,8. Les signes de ces
coefficients sont en accord avec le modéle de ®adsDale, leur valeur est proche de celle
obtenue avec ce modeéle. En revanche, il n'a pasréw®é de référence bibliographique
permettant de comparer cette mesure. La simuldiola détection optique expérimentale est
la somme de la détection optique du déplacemenintieidaces de la cellule ainsi que de la
détection acousto-optique dans la cellule. La déumition de ces détections est présentée en
dessous de l'acquisition expérimentale. Sur leséfaavec les étoiles, la détection du
mouvement des interfaces est soustraite du moeesenaulation, alors que, sur le tracé avec

les ronds, seule cette contribution de la détecifmigue est simulée.

- 121 -



Chapitre 4 : Acoustique picoseconde dans une eetinlmale

3x10°

Détection rouge

Détection bleue

.
N

T T T T 1 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Variation de réflectivité
Variation de réflectivité

Temps (ps) Temps (ps)
(@) (b)
Cellule #1

— W

Variation de réflectivié
Variation de réflectivié

T T T T 1 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Temps (ps) Temps (ps)
(c) (d)
Cellule #2

Figure 4-12 : Résultats expérimentaux (lignes) etjastements numériques (triangles) obtenus sur deux
cellules différentes, une par ligne, en deux couleui différentes en un méme point des cellules. Sua |
colonne de gauche sont présentés les résultats déés en sonde bleue, et sur la colonne de droites le
résultats détectés en sonde rouge. Pour chaque siation, la contribution de la détection acousto-optjue
et de la détection du déplacement des interfacesré@résentées séparément, respectivement sur lesités
avec étoiles et ronds.

Pour la cellule 1, les simulations numériques ég deux détections montrent que,
pour les deux couleurs, le contenu fréquentieldiesx contributions est différent ; la mesure
de la célérité acoustique et de I'épaisseur esridigement possible dans les deux couleurs de
détection. Cependant, la détection obtenue en sandge présente une amplitude trés faible
par rapport a la détection réalisée en sonde bkre rapport signal a bruit est médiocre,
aussi on est contraint d’utiliser le signal expénal détecté en sonde bleue pour obtenir une

mesure précise des propriétés mecaniques de ldecelle faisant, la célérité acoustique dans

- 122 -



Chapitre 4 : Acoustique picoseconde dans une eetinlmale

la cellule est mesurée a 4,4 nm/ps et I'épaisse205anm. On constate alors seulement un
accord de forme entre le signal simulé avec cegrigtés mécaniques et une sonde rouge et
le signal détecté expérimentalement avec cetteeooulle sonde. Pour cette couleur de
détection, la demi-longueur d’onde est de 285 anggellule a donc une épaisseur comparable
a cette distance optigud,. En revanche, pour une détection bleu, la distaptigue est deux
fois plus faible aussi la cellule devient épaisse mapport a cette distance. Il y a alors
plusieurs oscillations Brillouin durant le temps d# acoustique de traversée de la cellule.
Indépendamment de la valeur du coefficient piéziigap, I'ajustement numérique en sonde
bleue est alors plus simple, plus précis et plabléi que l'ajustement en sonde rouge.
Cependant, un ajustement numérique sur une callélgaisseur comparable a la distance
d’interaction acousto-optique est tout a fait izbie.

En effet, sur les graphiques (c) et (d), uneeactlule est étudiée, la cellule 2, selon le
méme protocole que pour la précédente cellule. iard 4-12(c) présente la détection
expérimentale obtenue en sonde bleue avec I'ajestemumeérique correspondant, signaux
avec symboles. Sur la figure 4-12(d), la détectenpérimentale, et les simulations
correspondantes, sont de couleur rouge. Les detectads sont obtenues en sondant le
méme point de la cellule. Les résultats mesurdghat dans le tableau 4.1, ligne (c),
indiguent une célérité acoustique de 3,7 nm/ps pme épaisseur cellulaire de 135 nm
seulement. Ces résultats sont a nouveau obtenadadétection en sonde bleue, alors que
I'épaisseur mesurée de la cellule est tres proehkégaisseur d’interaction acousto-optique
dans cette couleur. Ainsi, la détection optique semde bleue dans cette cellule est
comparable a la détection optique en sonde rougs lacellule précédente. En revanche,
I'excellent rapport signal sur bruit permet unesto®nne mesure de la vitesse acoustique et de
son épaisseur alors que cette mesure n’était pasageable en sonde rouge dans la cellule
précédente. Le coefficient piézo-optique utilis@éipobtenir la simulation numérique de la
figure 4-12(c) est positif, égal a 0,8. L'origindysique de ce changement de signe piézo-
optique par rapport a la premiere cellule n’esg¢ gotir pas comprise. La détection optique en
sonde rouge et I'ajustement numérique correspon@angardant les mémes parametres de
simulation numérique que pour la simulation de ééedtion en sonde bleue, au coefficient
acousto-optique prés, sont présentés sur la fifilireEn sonde rouge, cette cellule est a
présent deux fois plus épaisse que I'épaisseuteddntion acousto-optiqud,. La détection
acousto-optique en sonde rouge est alors tres guaib$e pour une cellule aussi fine et le
contenu fréquentiel de la détection du mouvememtaifaces et de l'interaction acousto-

optique sont extrémement proches. Il n’est alorsc @ette couleur de sonde, pas possible de
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faire une mesure de la vitesse acoustique dansllialecet de son épaisseur, on peut, au
mieux, évaluer le rappon:/d pour la cellule. Ce méme contenu fréquentiel deasxd
détections en sonde rouge empéche aussi de mesécezément le coefficient piézo-optique
de cette cellule pour cette couleur. En revanchéprs attribue a nouveau un coefficient
piézo-optique positif a cette cellule, la détectaimterface et la détection acousto-optique
sont en opposition de phase, et il est possibles’dgprocher du profil de la premiere
oscillation expérimentale, figure 4-12(d).

Ainsi, pour au moins deux raisons, il est netteinpéférable d’étudier les cellules
MC3T3 sur substrat opaque en sonde bleue qu’enesomubge d’'un point de vue de la
détection optigue. La premiére est que la déteeioaonde bleue permet la discrimination de
la célérité et de I'épaisseur cellulaire pour delfutes aussi fines que 130 nm alors que cette
discrimination n’est pas possible en sonde rougeséconde raison est que le coefficient
piézo-optique est plus grand, d’un ordre de grandausonde bleue qu’en sonde rouge. La
détection expérimentale en sonde bleue présemewaiaapport signal sur bruit bien meilleur
gu’en sonde rouge et la qualité de la mesure es$ grandement améliorée. De plus, au
niveau biologique, la phototoxicité du laser étphts forte en couleur bleue qu’en couleur
rouge, il est préférable pour la cellule d’utilidermoins possible de fluence de laser bleu et
donc de s’en servir comme sonde plutét que commepoLa suite de I'étude proposée sera

donc, sauf mention contraire, réalisée en sondeble

4.4) Etude de la mécanique cellulaire en fonction de I'ajout de peptides

stimulateurs d’adhésion cellulaire

4.4.1) Analyse de quatre résultats

L’effet de I'ajout de protéines de stimulation dbeesion des cellules MC3T3 sur
alliage de titane sur la mécanique de la celluleééeslié dans cette section. Comme cela a été
dit précédemment, on utilise dans cette étudeptigeeRGD, qui agit depuis l'interface entre
la cellule et le substrat et/ou la protéine de BRIGYi agit sur 'ensemble du cytosquelette de
la cellule et sur ses points focaux d’adhésion.BMP-2 est ajoutée en solution, dans le
milieu de culture, 24 heures avant que les cellat@ent fixées. Une présentation de quatre
signaux détectés en sonde bleue dans quatre t&®dif de stimulation d’adhésion cellulaire
est proposée sur la figure 4-13. La présentatienstignaux est la suivante : sur la figure (a)
aucun élément d’adhésion n’'est ajouté, sur lesrdgyyb) et (d) la RGD a été ajoutée a

linterface entre le substrat et la cellule, sus fgures (c) et (d) la BMP-2 stimule le
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cytosquelette des cellules. Cet ordre de présentaBra respecté dans toute la suite de cette
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Figure 4-13 : Signaux expérimentaux (étoiles) détdrs en sonde bleue dans des cellules MC3T3 et
confrontations avec des simulations numériques. (a)Ti-6Al-4V+MC3T3, (b) : Ti-6Al-4V+RGD+MC3T3,
(c) : Ti-6Al-4V +BMP2+MC3T3, (d) : Ti-6Al-4V +RGD+B MP2+MC3T3.

Un ajustement du modéle numérigue ou les vasgatblustement sont I'épaisseur, la
rigidité complexe de la cellule, et le coefficignézo-optique est réalisé pour chaque signal
expérimental. Pour toutes les présentations, dgas des abscisses sont proposeés, celui du
bas est le retard temporel mesuré en ps. Tousdphigues sont présentés sur une échelle de
temps de 900 ps. L'axe du haut correspond a uneadionnement du temps par rapport au
temps de vol mesuré dans la cellule, cet axe pantede facilement quantifier le nombre
d’allers et retours acoustiques dans la cellul@&ws du temps absolu.

Les ajustements du modele numérique sont débtn@se qualité sur les présentations

(a) et (c). Les signaux (b) et (d) sont en revamolins bien ajustés, surtout le signal (b). Il
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est donc probable que le peptide RGD affecte Ilpggation acoustique dans la cellule. En
effet, bien que la fluence incidente soit toujolarsnéme dans chaque cas, les signaux de la
plus faible amplitude sont obtenus lorsque ce gdepRGD est ajouté. Le RGD, présent en
surface du substrat, doit donc modifier la transiois d’énergie mécanique entre le substrat
et la cellule et il est possible que le modéle idaukation ne représente plus suffisamment la
propagation acoustique dans la cellule pour biemidéla détection expérimentale. Il serait
peut étre nécessaire de réaliser un nouveau codsnudation ou une nouvelle couche
d’épaisseur finie serait modélisée entre le substréa cellule pour étudier les signaux ou le
RGD est utilisé. La BMP-2 ne semble en revanchenpadifier la qualité du signal. Ceci est
compatible avec son action, non localisée dangdes puisqu’elle agit sur I'ensemble du

cytosquelette de la cellule.

C: (x10) Ci d dny/dy Z1 (x10°)

(GPa) (cP) (hm) (Kg.m?2.sY)
(a) 21,5 15 305 5 4,8
(b) 21,2 14 230 -0,2 4.8
(©) 15,0 35 135 0,8 4,0
(d) 15,8 13 205 -1,2 4,1

Tableau 4-1 : Valeurs physiques de la rigidité compxe de la cellule, de I'épaisseur et du coefficiepiézo-
optique utilisées pour réaliser les ajustement nunmé&ues présentés sur la figure 4-11. L'impédance
acoustiqueZ, de la cellule est aussi déterminée.

Les résultats obtenus permettent, sous résergemmser une valeur initiale d’'indice
optique et de densité, et en utilisant un protochétude similaire a celui présenté dans la
section 4.3.2, de mesurer la rigidité complexealedllule sondée, ainsi que son épaisseur.
Les valeurs mesurées pour les signaux présenték digure 4-13 sont données dans le
tableau 4-1, ainsi que le coefficient acousto-amiaitilisé pour réaliser ces ajustements.
L'impédance acoustiqug; des cellules est aussi évaluée en supposant mséaéeellulaire
de 1100 Kg/m

Le coefficient acousto-optique permet de pondéaecontribution des oscillations
Brillouin dans la cellule vis-a-vis de la détectidn mouvement des interfaces. Il est délicat
d’en tirer une information pertinente, surtout damsmilieu hétérogéne comme une cellule.
Cependant, si I'ordre de grandeur de ce coefficiéatpas pu étre quantifié a l'aide de la
bibliographie existant, la mesure faite de ce c¢oieffit est proche de celle que I'on obtient en

utilisant de modeéle empirique de Gladstone-Dalerdre de grandeur est au moins respecté.
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Dans toutes les mesures faites, la compressililgéurée est élevée, elle est un ordre de
grandeur au dessus de celle de I'eau ou de celbeing® dans I'oignon. Cette mesure sera
commentée dans la discussion des résultats, sdctich

En supposant la densité de la cellule égale & kgm>, une mesure de I'impédance
acoustique des cellules est réalisée et préseatéelel tableau 4-1. Le coefficient de réflexion
acoustique aux interfaces est alors déterminéstlipeoche de l'unité a l'interface entre la
cellule et I'air et de 0,7 a l'interface entre lallule et le titane. Ce coefficient de réflexion
implique qu’en négligeant toutes les autres soudésénuation acoustique, il ne reste alors
plus que 16% du signal acoustique dans la celjpiesala cinquieme réflexion acoustique sur
I'interface cellule/substrat. Ceci expliqgue quetdenps de vie de ce signal acoustique basse
fréquence soit fonction, au premier ordre, du nad® réflexions acoustiques aux interfaces
plutét que du temps absolu de propagation danellale En effet, la mesure d’épaisseur
faite sur la cellule (c) est plus que deux fois mioe que celle sur la cellule (a), or, pour ces
deux signaux, le temps de vie expérimental du $igraustique du déplacement des
interfaces est d’'une dizaine de temps de traveaséestique de la cellule. Les célérités
acoustiques étant proches, ce temps de vie estploaaue deux fois plus long en temps
absolu pour la cellule présentée en (a) qu’endejte observation se vérifie avec le signal (d)
et le signal expérimental (b) est en revancheltrofié pour conclure correctement.

En considérant que le noyau de la cellule esti-samsparent optiquement
atténuation viscoélastique de la cellule peute étnesurée a partir de latténuation des
oscillations Brillouin. Ce signal est en effet hauréquence, autour de 30 GHz, son
atténuation est alors plus forte et il dure momrsgtemps que le temps de vie du signal du
déplacement mécanique des interfaces. En supposantaleur d’absorption optique fixe, il
dépend alors, au premier ordre, de la viscositéamygue intrinseque de la cellule.
L’atténuation du signal opto-acoustique permetcgr@ux ajustements numeériques du modele

de simulation sur les résultats expérimentaux, aliér la viscosité de la cellule a haute

" Nous n'avons pas trouvé dans la bibliographie aleur quantitative de I'absorption optique dansdgau
d’'une cellule. Cependant I'enveloppe des oscilleiBrillouin peut informer sur le caractére tramsp&on non
d’'un matériau. Si les oscillations augmentent loestjonde acoustique se rapproche de la surfaceatériau

est semi-opaquea contrariq si les oscillations sont d’amplitude comparable ®ut le temps de vol de
traversée acoustique de la cellule, le matériau testsparent. Les signaux détectés ne présentent pa
d’augmentation d’amplitude dans le temps, on cansidlors la cellule comme étant semi-transpamntéoute

son épaisseur.
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fréequence, autour de 30GHz. Finalement, la rigidaéviscosité et I'épaisseur des cellules

sont donc évaluées en ajustant le modéle numésigiuie signal expérimental.

4.4.2) Résultats statistiques

Une étude statistique est proposée pour les quaimégurations biologiques déja
présentées. Les mesures concernent la rigiditgjstaosité et I'épaisseur des cellules. La
présentation des résultats suivra systématiquenme@mtméme convention de symbole, les
batons vides représentent les échantillons ou apeptide n’a été ajouté, figures (a), ceux
qui sont rayés obliqguement sont ceux représengsnéthantillons ou du RGD a été ajouté,
figures (b), les symboles avec un quadrillage deysgbolisent les résultats obtenus lorsque
la BMP-2 a été ajoutée, figures (c) et finalemestixcqui sont pleins correspondent aux
mesures ou les deux protéines de I'étude sonté@agiotultanément, figures (d).

4.4.2.1) Compressibilité

Sur la figure 4-14 sont présentés les résultessndesures de rigidités des cellules en
fonction de l'ajout de protéine d’adhésion. Lintieide moyenne des mesures est estimée
autour de 1 GPa, la largeur des batons représettt incertitude de mesure. L’incertitude
évaluée pour chaque signal est une majorationrittitude estimée a partir des ajustements
numériques du signal acousto-optique. Cependam¢ ceajoration n’est pas pour autant
pénalisante dans le contexte de cette étude eaedlinférieure a la dispersion des résultats.

Lorsque aucun peptide d’adhésion n’est ajoutéyéida), les rigidités mesurées dans
les cellules sont relativement stables et peu dises, autour de 14 GPa. Lorsque seul le
RGD est ajouté, la valeur centrale de la rigid&é tees comparable, autour de 14 GPa. Les
mesures proposées ne détectent donc pas de varkgtita compressibilité intrinseque de la
cellule en fonction de I'ajout seul de RGD a l'ifisze entre le substrat et la cellule. En
revanche, lorsque la BMP-2 est utilisée, les rigglimesurées augmentent. Ainsi, lorsque le
RGD et la BMP-2 sont ajoutés ensemble, figure l@)compressibilité moyenne mesurée
augmente d’'un peu plus que 4 GPa par rapport anageiration de référence. Lorsque seule
la BMP-2 est ajoutée, figure (c), cette compreigbimoyenne augmente de 3 GPa.
Cependant, il serait nécessaire de valider cetteiede mesure en effectuant des mesures
supplémentaires car la base de donné de cetteguoatibn ne contient actuellement que 4
signaux. Ces résultats permettent tout de mémertifier clairement un effet de la BMP-2
vis-a-vis de la mesure proposée. Lorsque la pretéila BMP-2 est ajoutée au milieu

cellulaire, la compressibilité moyenne mesurée dessellules augmente de quelques GPa
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par rapport a la situation biologique de référertaet effet de rigidification de la cellule est

amplifié lorsque la BMP-2 est utilisée en actiombinée avec le RGD.

2
el
g 27
[=]
Z
l_
O T L T J T H L T
10 12 14 16 18 20 22 24
C (GPa)
(a)
44
3_
(]
=P
g
=}
e
1_
0+ T

C, (GPa)

(©)

10 12 14

Nombre

Nombre

\

L e L
12 14 16 18 20 22 24
C, (GPa)

(b)

12 14 16 18 20 22 24
C (GPa)

(d)

Figure 4-14 : Mesures de rigidités obtenues sur deles avec et sans peptide de RGD et/ou protéine de
BMP-2. Sur la figure (a), rien n’est ajouté, sur ls figure (b) et (d) de la RGD est présente a la dace du
titane, sur les figures (c) et (d) de la BMP-2 stiole le cytosquelette de la cellule.

4.4.2.2) Viscosité

Les résultats moyens de la mesure de viscositandigue pour les mémes cellules

sont a présent étudiés. L’incertitude des ajustésnsur le parametre de viscosité est estimée

a 2 cP. Les résultats sont présentés sur la figukd. La dispersion de ces résultats est a

nouveau supérieure a l'incertitude de mesure swigmal unique.
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Figure 4-15 : Mesures de viscosités obtenues suilokes avec et sans peptide de RGD et/ou protéined

BMP-2 a haute fréquence acoustique, autour de 30 GHL'ordre de présentation des graphiques suit celu

de la figure 4-13.

Les mesures faites dans la configuration de eéfi&r et dans la configuration ou seul

le RGD est ajouté présentent une dispersion rela@nt faible, de quelques cP, autour d'une

valeur centrale évaluée a 12 cP. En revanche, @enaul’effet de la BMP-2 sur la viscosité

de la cellule a haute fréquence acoustique edtl®isDn observe en effet une amplification de

la dispersion des mesures et une augmentation daléar moyenne de viscosité. Ainsi,

lorsque la BMP-2 est ajoutée par rapport aux deanfigurations précédentes, la valeur

moyenne de viscosité augmente d’un peu moins q&pport 2, et la dispersion des résultats

aussi.
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4.4.2.3) Fréquence de détection acousto-optique

La viscosité intervient trés peu dans la meseréadiitesse effective mesurée dans la
cellule aussi on quantifie la fréquence de la di&te@cousto-optique a partir des données de
rigidité uniqguement. Les suppositions faites sownfdurs que la densité de la cellule est de
1100 kg/ni et que l'indice optique est de 1,4 dans la celluke sonde laser rayonne & 400
nm. Les résultats de la fréquence acousto-optigtectée sont présentés sur la figure 4-16,

elles sont au-dessus de 20 GHz, soit une décadiessus de la littérature existante (cf.

section 1.4).
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Figure 4-16 : Fréquences acoustiques détectées ddas cellules avec et sans RGD et/ou BMP-2. Les

conventions de présentation sont conservées par aqrt aux figures précédentes.
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4.4.2.3) Epaisseur
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Figure 4-17 : Mesures d’épaisseur des méme cellulétudiées que sur la figure 4-13. Les conventioned
représentations sont conservées. La largeur des lofis représente 40nm.

Les mesures d’épaisseurs sont finalement obteauyestir des célérités acoustiques
mesurées pour chaque cellule et en utilisant l&ribotion du déplacement des interfaces de
la détection expérimentale. La figure 4-17 présdase mesures obtenues. Les épaisseurs
mesurées s’étendent sur une plage d’épaisseur @arh3a 430 nm et les incertitudes sont
estimées autour de 10 nm. La configuration de eéf#&® est tres représentative de la
dispersion d’épaisseur cellulaire mesurée, de 1480anm. L’ajout de protéine de RGD ne
semble pas modifier les épaisseurs de cellulesevanche, les cellules ou seule la BMP-2 a
été ajoutée sont plus fines et la dispersion de épaisseur est faible en comparaison des
dispersions d’épaisseur des autres configuratiGependant I'étude menée sur ces cellules
avec BMP-2 ne contient que 5 cellules, aussi |&dihce vient peut étre de cette faible

guantité de signaux, et, on note qu'’il serait bigué&f de poursuivre I'étude proposée avec
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plus de cellules afin d’obtenir une base de dorplas conséquente. Lorsque le RGD et la
BMP-2 sont utilisés simultanément, la dispersios mesures d’épaisseurs est proche de celle
de la condition de référence, méme si les valelntenoes sont plus faibles et moins

disperseées.

4.4.2.4) Moyennes et probabilité de présence

Les moyennes et les probabilités de présencesmondant a toutes les configurations
biologiques étudiées, pour tous les paramétres neesont quantifiés. Les moyennes sont
présentées dans le tableau 4-2, et les probabdiééprésence sont présentées dans le
tableau 4-3. Les probabilités de présence sontléals en utilisant la loi de distribution de

Student, avec une probabilité de présence a 90%.

C. [GPa] C:" [cP] d [nm]
Ti-6Al-4V+MC3T3 14,6 12,9 305
Ti-6Al-4V+RGD+MC3T3 13,2 11,2 270
Ti-6Al-4V+BMP-2+MC3T3 17,2 22,7 160
Ti-6Al-4V+RGD+BMP-2+MC3T3 18,8 19,6 240

Tableau 4-2 : Moyenne des rigidités, viscosités etpaisseurs mesurées dans les 4 configurations

biologiques étudiées.

C, [GPa] C,” [cP] d [nm]
Ti-6Al-4V+MC3T3 2,1 1,6 50
Ti-6Al-4V+RGD+MC3T3 0,6 1,7 65
Ti-6Al-4V+BMP-2+MC3T3 2,0 9,3 20
Ti-6Al-4V+RGD+BMP-2+MC3T3 3,0 6,6 45

Tableau 4-3 : Probabilités de présence a 90% déteingées a I'aide d'une loi de distribution de Studentles
rigidités, viscosités et épaisseurs dans les 4 cgofations biologiques étudiées.

Les valeurs des moyennes confirment les lectgraphiques, la BMP-2 augmente
significativement la compressibilité de la cellutBun peu moins que 5 GPa ainsi que la
mesure de la viscosité qui est un peu moins qubléeuLa fiabilité de la mesure est évaluée
a partir des probabilités de présence qui définisiiatervalle de confiance a 90% de part et
d’autre de la valeur moyenne de chaque mesure. €uma un effet de la BMP-2 sur la
viscoélasticité de la cellule. En revanche, on nesure pas deffet du RGD sur la

viscoélasticité cellulaire, les moyennes étant pesc L'influence des peptides d’adhésion sur
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I'épaisseur des cellules est moins manifeste nhasmble que les cellules soient plus fines

lorsque le RGD et/ou la BMP-2 sont ajoutés par odpg la situation de référence.

4.4.3) Discussion des résultats

Les célérités acoustiques paraissent relativegramdes en comparaison des mesures
faites en microscopie acoustique, de deux a tmgsdlus élevées que celles classiquement
mesurées. (cf. annexe A.4) Il est possible qudityun effet important de la viscoélasticité
avec la mesure acoustique trés haute fréquencmiui I'origine de cette variation de vitesse
acoustique, effet qui serait alors comparable dobdesrvations déja réalisées dans le glycérol
liquide. [96] De plus, dans ce travail les mesiwsest proposées dans le noyau des cellules
alors que les mesures acoustiques proposées daasties travaux auxquels on se compare
sont des mesures de célérités effectives de I'dnigede la cellule, c'est-a-dire du noyau mais
aussi de la vacuole. Or, les travaux proposéesdaluies d’oignon ont montré que la célérité
acoustique est plus forte dans le noyau que davaclaole. Cette variation doit étre d’autant
plus marquée pour les cellules MC3T3 que son cyistfe est tres dense, et que le lieu de la
centralisation des ramifications de ce cytosqueletit celui de la mesure faite, le noyau
cellulaire. Ainsi, des travaux ont montré que lgidité du noyau cellulaire de cellules
endothéliales peut étre jusqu’a un ordre de grandepérieure a celle de son cytoplasme.
[158] Il est aussi possible que la dimension duamogle la cellule, de taille hanométrique
contribue a cette forte rigidité. En effet, danssolide de forme sphérique (de rayR®net de
dimensions nanométriques, la contraction du réseatallin est, pour un matériau donné,
inversement proportionnelle a la taille de la sph&e méme, s’il s’agit d’une sphére liquide,
une surpression suivant une loi elR H I'intérieur de la sphére est donné par la loi de
Laplace. [159] De plus, des rigidités aussi élevgescelles mesurées dans ce travail ont déja
été mesurées dans des cellules d’'os en voie ddicalon [160] Il a aussi été récemment
montré par des mesures faites en nano-indentatieneg cellules ostéoblastes sur substrat de
titane sont plus rigides que des cellules ostétddasur d’'autres substrats, [161] aussi la
nature du substrat utilisé peut contribuer, ellgsga expliquer cette différence de célérité par
rapport a la littérature classique. Enfin I'effe¢ ¢a fixation cellulaire sur les propriétés
meécaniques de la cellule est non connu.

Apres avoir fait les acquisitions expérimentales;ytosquelette et les contacts focaux
des cellules ont été marqués par fluorescence dafirvisualiser ceux-ci et de regarder,

qualitativement, s’il existe un lien entre les adions mesurées et I'adhésion et I'organisation
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du cytosquelette de la cellule. Les photographiesep sont présentées sur la figure 4-18.

Figure 4-18 : Cellules MC3T3-E1 sur substrat de TBAL-4V. Du RGD est présent en surface du substrat

sur les photographies (b) et (d). De la BMP-2 a éajoutée au milieu de culture sur les photographieg) et

(d). Le cytosquelette et les contacts focaux sontangués par fluorescence, ils forment respectivemeriés
lignes vertes et les points oranges. (Marquages photographies réalisés a 'U577) Les barres d’'écHel
représentent 20 pm.

Les cellules photographiées proviennent des mé@&cteantillons de cellules que celles
étudiées dans les sections 4.3 & 4.4.2 et 'ordngrélsentation des photographies est le méme
gue sur les figures 4-13 a 4-17. Le cytosquelattiadtellule, les filaments d’actine, ou fibres
de stress, sont marqués en couleur verte et lematenfocaux en couleur orange. Ces
photographies de fluorescence du cytosquelettalae# permettent d’illustrer les principes
d’action des deux types de principes actifs. Ailaygmentation d’adhésion produite par le
peptide de RGD, agissant depuis l'interface erdresubstrat et la cellule, modifie peu le

cytosquelette de la cellule. Cet effet est visible comparant sur la figure 4.16, les
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photographies (a) et (b). L'intensité de fluoreseedu cytosquelette est peu modifiée entre
les deux configurations, ceci voulant dire queaiie des filaments d’actine a I'intérieur de la
cellule est sensiblement la méme dans les deuxgtoations, de méme que son organisation
spatiale dans le cceur de la cellule. Il 'y a ajmais de variation mécanique du cceur de la
cellule entre les deux configurations, ce qui cgpond a la mesure obtenue.

En revanche, le RGD agit a l'interface celluleténiau en induisant la formation des
contacts focaux, ce qui est visible en comparantéux photographies : sur la photographie
(b), les points oranges correspondent a des cgnfacaux matures, donc de surface de
contact sur le substrat larges, comparativemeiat sitliation de la cellule de référence. Le
monocouche de peptide RGD greffé en surface dnetifeut alors modifier les conditions
d'impédance acoustique entre la cellule et le satste qui peut expliquer la baisse
d’amplitude de signal détecté, proportionnelleaamiplitude de déformation acoustique, et les
difficultés d’ajustement numérique du signal deedon du déplacement des interfaces. La
photographie (c), comparée a la photographie daeéte (a), illustre I'action de la BMP-2
sur le cytosquelette et les points d’adhésion &xcales cellules. Son action influe sur la
maturation des contacts focaux de la cellule, eqiehnent des plaques d’adhésion focale.
Suite a la formation de ces plaques d’adhésionfilbees de stress et le cytosquelette son
densifiés a l'intérieur de la cellule. Cet effet esible sur la cellule (c) ou de nombreuses
plaques d’adhésion focales sont formées, d’ou pades filaments d’actine trés développés
par rapport a la situation de référence de la &éig@). Lorsque le RGD et la BMP-2 sont
utilisés complémentairement, figure (d), les plagd&adhésion focales sont exaltées, et le
réseau du cytosquelette dans la cellule devienémement dense et développé. Les fibres de
stress sont nombreuses et tres toniques, ce quvera polymérisation du cytosquelette
d’actine. C’est cette modification globale du réséda cytosquelette qui est a l'origine de la
variation mesurée de la célérité acoustique ergtreondition de référence et les autres
conditions, avec BMP-2. Lorsque la structure intede la cellule est modifiée, c’est le
support matériel de propagation de I'onde acoustigui est modifié et la variation mesurée
de la viscoélasticité effective de la cellule estsignature acoustique des modifications
biologiques internes de la cellule. Ainsi, la congison de la visualisation de fluorescence
avec la mesure d’acoustique picoseconde dans lletesepermet de déduire qu’en stimulant
son organisation et en densifiant son cytosquelkt@rotéine BMP-2 a une action sur la
rigidité cellulaire, en 'augmentant significativent. Ces résultats sont en accord avec ceux
de C. Rotsch (section 1.1.2), qui a montré un &atre le module d’Young moyen de la

cellule et son réseau d’actine, et A. Safran (secfi.2.1) qui a montré un lien entre la
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dimension et la forme des points focaux et la tandu cytosquelette. Si la BMP-2 et la RGD
sont utilisées simultanément cet effet est décugil€,est dans cette situation que la mesure
de la compressibilité de la cellule est la plusyéde

Nous n'avons actuellement pas d’explication pipysi a la variation de viscosité
mesurée dans les cellules en fonction de la présearotéines d’adhésions. Il est possible
gue l'explication repose sur des considérationsmihies, liées par exemple a la
polymérisation des filaments d’actine, qui pasasd’forme monomere a polymére. De plus,
il est fort possible que la composition chimique dontenu de la cellule, comme le
cytoplasme, soit lui aussi modifié, ce qui peutaimpliquer une variation de viscosité.

Les mesures d’épaisseur sont comparées a des awmeRites par profilométrie
optique, comme présentée sur la figure 4-2. Deurtréles sont réalisés avec cette
comparaison : la mesure moyenne d’épaisseur deseseét la dispersion des épaisseurs de
cellules sur un méme substrat. Les résultats saiapts, les épaisseurs mesurées par les
deux méthodes sont comparables, d’une centaineadenmetres a quelques centaines. De
plus, les deux techniques de mesure permettentiaetifier une dispersion d’épaisseur des
cellules équivalente. Cette validation de la megiee épaisseurs conforte,posteriorj la
mesure des célérités acoustiques obtenues danselkdes, puisque I'épaisseur est
directement déduite de la célérité acoustique. IDg @ partir de I'étude statistique réalisée, il
semble que I'épaisseur moyenne des cellules gpirdénent influencée par la présence des
protéines d’adhésion. En effet, méme si la vama@st moins significative que pour les
mesures de viscoélasticité, I'épaisseur moyenne cedlsles est plus faible lorsque des
protéines d’adhésion sont ajoutées pour stimuldée-ce De plus, I'écart-type de la variation
d’épaisseur des cellules est plus faible et plgsaeé lorsque la BMP-2 est utilisée. Cette
légere variation d’épaisseur des cellules en fonctie I'ajout de protéines d’adhésion est
probablement liée a une stimulation d’étalementladeellule sur le substrat lorsque des

protéines d’adhésion sont ajoutées a l'interfadeeda cellule et le substrat.
4.5) Perspectives

4.5.1) Perspectives de modélisation

Le modele d’étude de la génération acoustiquesadpropagation et de sa détection
utilisé dans cette section est relativement comglenh point de vue des phénomeénes
physiques macroscopiques qui interviennent maite res modele simple vis-a-vis des

expériences, sensibles a certains phénomeénes popigees. Ainsi, la monocouche de RGD
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entre la surface du titane et la cellule n’a pagtpei modélisée par le modéle théorique mis en
place, cette lacune étant sans doute a la sourlzfdible qualité de I'ajustement numérique
du modele sur les signaux expérimentaux lorsquR@® est utilisé pour stimuler 'adhésion
cellulaire. De méme, depuis le début de ce martudaricellule est présentée comme un
milieu hétérogéne, dont les hétérogénéités peldtemtde la dizaine, ou plus, de hanometres,
c'est-a-dire I'ordre de grandeur de la longueumd® acoustique générée dans la cellule.
Ainsi, le train d’onde acoustique doit étre seresililces hétérogénéités, or dans le modéle
propose, I'onde acoustique évolue dans un milieadgene. Il conviendrait donc de prendre
en compte un support matériel de propagation aicueshétérogene. Enfin, une autre piste
d’amélioration du modele concerne la modélisatienlal surface supérieure de la cellule,
actuellement considérée comme une surface plans ajae les mesures faites en
profilométrie montrent que, a la verticale de lafate éclairée par le laser, c'est-a-dire au
dessus du noyau, la surface de la cellule estirnéguliére, avec des variations d'épaisseur
pouvant atteindre jusqu’'a 10% de I'épaisseur deellule. Une premiere estimation de cet
effet est modélisée en proposant une simulatiomespondant au signal moyen de
simulations ou un bruit blanc autour de la valeeii’dpaisseur cellulaire est pris en compte.
Cette simulation est proposée sur la figure 4-19.
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Figure 4-19 : Simulation de la détection acousto-tigue dans une lame fine dont I'épaisseur est
irréguliére. Le profil d’irrégularité présenté sur la figure (a) est de 5% de I'épaisseur de la lamet le
profil d’irrégularité sur la figure (b) est de 10%. Le signal sans symbole est le signal détecté damse
cellule MC3T3 déja présenté sur la figure 4-11(a)e signal avec les étoiles est son ajustement pragoet
présenté sur la méme figure. Les mémes parameétre® gimulations sont conservés, les signaux avec les

ronds et avec les triangles modélisent respectiventel5 et 80 épaisseurs différentes.
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Le signal expérimental obtenu sur cellules otuaugeptide d’adhésion n’est ajoute,
présenté sur la figure 4-12(a) est le support exydrtal de cette étude (traits). La simulation
qui a été obtenue dans cette méme étude du panagdap est aussi présentée sur le tracé
avec les symboles en étoile. Les mémes parame&resinaulations sont conserves et, a
présent, une variation de I'épaisseur est simuléevariation d’épaisseur représente 5% et
10% de I'épaisseur de la cellule, figures (a) gtréspectivement. Sur les tracés avec les
ronds, 15 épaisseurs différentes sont simulée® atignal moyen est ensuite calculé et
présenté. Le méme principe est ensuite proposé aelsant, sur les courbes avec les
triangles, le signal moyen de 80 épaisseurs diffése

Dans tous les cas, la premiére propagation aqoestians la cellule, avant réflexion
sur l'interface cellule/air, est insensible a laia@on d’épaisseur puisque celle-ci n'est pas
encore vue par I'onde acoustique. Les signaux gisntdstent donc inchangés jusqerd/vi,
puis, a partir des temps supérieurs, I'onde acgustest réflechie sur l'interface rugueuse
entre la cellule et I'air, qui modifie alors le s@ acoustique. Les oscillations Brillouin,
hautes fréquences par rapport a la détection dwemoent des interfaces sont les premiéres
affectées par cette rugosité. L’amplitude et langjtea d’irrégularités simulées influent sur le
signal acoustique. Les encarts des graphiquesusombom, tous deux présentés a la méme
échelle, des signaux simulés entre les tedipset 3/v;. Lorsque I'amplitude d’irrégularité
est faible, les oscillations Brillouin sont affeeséapres la seconde réflexion acoustique, figure
(a), et lorsque cette irrégularité augmente ellest affectées dés la premiere réflexion
acoustique, figure (b). L’effet de la quantité Bgularité est plus délicat a interpréter, il
influe surtout sur 'amplitude des sauts de la ctét@ du mouvement des interfaces. Aux
temps plus longs, c'est-a-dire aprés plusieursexigihs acoustiques aux interfaces, la
détection de ce mouvement d’interfaces est enso@#ement affectée, une variation
d’amplitude et de phase du signal en sont la sigaatigures (a) et (b).

Au vu des simulations de la figure 4-19, l'attétion expérimentale des oscillations
Brillouin indique que celles-ci sont atténuées apla seconde réflexion acoustique, la
variation d’épaisseur de la cellule sur la surfackairée est donc proche du profil de rugosité
correspondant a un bruit blanc de 5% de I'épaissellulaire. Et, le signal modélisé sur 80
épaisseurs différentes est mieux ajusté sur leakigrpérimental aux temps longs que le
signal modélisé avec 15 épaisseurs. Le profil d&sear de la cellule sur la zone éclairée par
le laser doit étre donc trés irréguliers, avecwaréation d’épaisseur de 5% environ.

Ce profil d’irrégularité doit affecter la propage acoustique dans la cellule aprés de

multiples réflexions acoustiques sur cette surfdamnviendrait alors de porter une attention
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particuliere aux conditions aux limites acoustigue cette interface cellule/milieu 2, afin de

mieux prendre en compte la réflexion acoustiquéupe¢e par ce profil discontinu.

4.5.2) Perspectives expérimentales

by

Bien entendu, la premiére perspective expeérinentzonsiste a realiser des
expériences en conditioms vitro. Les premiers travaux expérimentaux ont débutés resi
résultats ne permettent pas encore une exploitéiibte des signaux. La caractérisation du
sérum biologique a été réalisée par acoustiquespommde. La sensibilité actuelle de cette
technique ne permet pas de distinguer ce sérureale pure pour ce qui est de ses propriétes
thermique, mécanique et optique. En conditionwitro, la cellule est immergée dans ce
sérum biologique aussi les coefficients d'impédammzustique et optique entre la cellule et le
milieu 2 sont fortement modifiés par rapport aurditons ou la cellule est a I'air libre et le
signal acoustique dans la cellule n’est plus c@nélans la cellule et peut se propager dans le
sérum biologique. La figure 4-20 présente la d@ectttendue lors d’'une acquisition
expérimentale réalisée en sonde bleue dans ungeceil conditionn vitro et la comparaison

avec des situations de références.

Variation de réflectivité (x107)
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Figure 4-20 : (a) : simulation de la détection optjue de la cellule étudiée sur la figure 4-11(a) @tes
pleines) ou le milieu 2 est remplacé par du sérumidiogique (étoiles creuses). (b) décomposition da |
détection simulée sur la figure (a) en fonction dumilieu 1 ou 2. La figure du haut présente la déteiin
optique dans le milieu 1 : sur le signal avec lesxrés le milieu 2 est de I'air et sur le signal aveles ronds
le milieu 2 est du sérum biologique. La figure du &s présente la détection optique dans le milieu gi la
cellule n'est pas présente (ronds), et si la celtiest présente (triangles). Le signal avec les syohds creux

de la figure (a) est la somme des signaux avec syotgs creux de la figure (b).

Sur la figure (a), la simulation de la détectexpérimentale dans la cellule (a) de la

bY

figure 4-11 est a nouveau présentée (étoiles Hpiee¢ la simulation de la détection
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expérimentale en conditioria vitro de cette méme cellule est aussi ajoutée sur leemém
graphique (étoiles creuses). La cellule est sumpasgéir les mémes propriétés mécaniques en
condition fixée etn vitro. Le signal acoustique dans la cellule fuit trggdament de celle-ci
et aprés le premier temps de vol acoustique dersae de la cellule la détection optique est
essentiellement celle du phonon acoustique se geapd dans I'eau a la fréquence Brillouin.
De plus, la cellule, dont les propriétés mécanicaeg un intermédiaire entre celles du titane
et de I'eau, agit comme un adaptateur d'impédande signal acoustique dans I'eau est de
plus grande amplitude lorsque la cellule est présari’interface que lorsqu’elle n’'y est pas.
Ainsi, bien que les indices piézo-optiques utilipésr cette simulation soient les mémes dans
les deux milieux, cellule et eau, le signal esttéx@ans I'eau. Le signal simulé de la détection
expérimentale lorsque la cellule est en conditiongitro de la figure (a) est la somme des
signaux simulés avec symboles creux de la figu)e I(b graphique du bas présente la
détection dans le milieu 2 uniquement, simulé conétaat du sérum biologique, lorsque la
cellule est étudiée en conditioimsvitro, signal avec symboles creux, et lorsqu’il n'y & pia
cellule a la surface du titane, symboles rondsteCsimulation illustre I'effet de couche
d’adaptation d'impédance que réalise la cellulerpaypropagation acoustique dans le sérum
biologique. Comparativement au signal simulé otsdeum biologique est directement en
contact avec le substrat, le signal détecté darsedem biologique, lorsque la cellule est
présente a la surface du substrat, est augmentérdpport 2. La différence de phase des
oscillations Brillouin dans I'eau entre les deugrsiux détectés est liee a I'épaisseur de la
cellule et la différence de célérité acoustiqueeeltat cellule et I'eau. Le graphique du haut de
la figure (b) présente la détection optique unigerindans la cellule, lorsque la cellule est en
conditionsin vitro, symboles creux, et lorsque la cellule est fix@est-a-dire la simulation
présentée sur la figure 4-12(a), symboles carrés.rdpport a la simulation de la détection
dans la cellule a l'air libre, le déplacement detérface entre la cellule et le milieu 2 est trés
nettement diminué lorsque de I'eau compose le miiget, le signal acoustique n’étant plus
confiné dans la cellule, 'amplitude du signal astique dans la cellule est nettement diminué
apres le premier temps de vol de traversée acoestig la cellule.

L’exploitation des signaux expérimentaux d’'unéute étudiée en conditions vitro
est alors plus délicate que lorsque la cellule feste. En effet, dans cette situation,
'information acoustique dans la cellule ne devidinectement exploitable que sur le premier
temps de traversée acoustique de la cellule. Esid@mant qu'il n’y a pas de modification ni
de I'épaisseur ni des propriétés mécaniques delliale lorsqu’elle est fixée ou en condition

in vitro, et en reprenant les signaux étudiés dans laosgatécédente, section 4.4.1, le temps
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de vol caractéristique de traversée de la cellsti@lers centré sur 50 ps, avec un écart type de
20 ps. Concernant la procédure d’ajustement numeriy signal simulé sur les acquisitions
expérimentales, si I'on utilise uniquement le slgha ce temps de vol acoustique, ~50ps, il
parait délicat d’extraire des informations de lacam@que de la cellule avec une aussi bonne
précision que lorsque les cellules sont en contitickées. Il est cependant peut étre possible
d'utiliser le signal détecté sur une nanosecondeplois, mais auparavant une étude de
sensibilité de I'ensemble du signal détecté entfonaes propriétés mécaniques de la cellule
uniquement est nécessaire afin de vérifier lapente de ce principe d’étude. Cette étude n’'a
pas encore été réalisée. Celle-ci devrait étre menéaralléle d’'une réflexion pour améliorer
la détection du signal aux temps trés courts. Ramele, D. Cahill propose une technique de
mesure par ellipsométrie résolue en temps qui, ke permet d’étudier les interface
solide/liquide avec un gain détection de deux a&rdi® grandeurs par rapport a une détection
classique de mesure interférométrique d’acousiiigaseconde. [162]

De plus, le saut d’amplitude de signal au tempyal de traversée acoustique de la
cellule est fonction de l'impédance acoustique decellule et du sérum biologique.
L’'impédance acoustique du sérum biologique étanhase, il est alors possible d’extraire de
ce saut d’amplitude I'impédance acoustique de llalee Cependant, afin de pouvoir évaluer
précisément ce saut d’amplitude il est nécessaingadfaitement le situer dans le temps. Pour
se faire, il alors possible d'utiliser le module signal analytique du signal expérimental. En
effet, le signal analytique permet de quantifieplassance d’'un signal donné. Or, un signal
sinusoidal étant de densité de puissance constentsignal analytique de la détection
expérimentale permet de faire ressortir I'enveloppesignal détecté et la localisation des

échos temporels est facilement réalisée.

Variation de réflectivite (x107)

T T T
0 200 400 600 800
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Figure 4-22 : Acquisition expérimentale sur celluleostéoclaste avec une détection de couleur bleue et
confrontation avec une simulation (étoiles).
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Une seconde perspective expérimentale consistadéeg d’autres types de cellules,
celles-ci pouvant étre des cellules souches, dislas sanguines ou autres. Cette étude
pourrait d’ailleurs étre liée a la résolution deserpiéres difficultés d’application de
'acoustique picoseconde a I'étude de cellulesdgigjues animales en conditioimsvitro Si
I'on diversifie cette application de I'acoustiquiegseconde sur des cellules plus épaisses que
celles étudiées dans ce manuscrit. Des essais téntéélisés sur cellules ostéoclastes
adhérentes sur le méme alliage de titane Ti-6ALNe acquisition expérimentale réalisée
avec une sonde de couleur bleue est présentée fegure 4-21.

Le déplacement des interfaces entre la cellul€aat n’est pas visible sur cette
acquisition expérimentale. L'origine de cette alegede signal de déplacement d’interface
n'est a ce jour pas comprise. Un ajustement numérapt proposé pour cette acquisition, et
présenté sur le signal avec les étoiles. Cet ajesie permet de mesurer une célérité de 3,6
nm/ps, une épaisseur de 500nm et une atténuati@® @®. L'épaisseur de cette cellule est
donc supérieure a celles mesurées sur cellules IRGCATa quantité d’oscillations Brillouin
sur un temps de vol acoustique de traversée dalidecdevient suffisante pour envisager des
premieres études en conditiansvitro.

Une réflexion poussée devrait aussi étre mene&e qurotocole expérimental optimal
pour mesurer avec le plus de sensibilité possddepropriétés mécaniques de la cellule. Ce
travail a déja débuté avec T. Dehoux, recruté supnojet de recherche lié a cette activité
d’acoustique picoseconde dans les cellules bioleggqui a pour sa part décidé d’essayer de
s’affranchir des difficultés liées a la détectigatigue en pompant et en sondant avec le laser
impulsionnel sur la face opposée du substrat biglegqui fait alors quelques centaines de
nanometres d’épaisseur.

Cependant, d’autres possibilités peuvent étreyimées, comme par exemple utiliser
deux pompes lasers de méme puissance qui seraealéds temporellement d’une demi
période temporelle des oscillations Brillouin. Ainke but serait de minimiser le signal
détecté, et une fois ce minimum établit, 'écamhperel peut étre connu avec une précision
tres fine. Ainsi, il est possible que ce princigetthvail permette d’améliorer la mesure de la
fréequence Brillouin, donc de la célérité acoustiglams la cellule, et finalement de son

épaisseur.

" Les cellules ostéoclastes sont responsables déstaption osseuse. Ceux sont des cellules avesepths

noyaux. Elles sont en moyenne plus épaisses quelletes ostéoblastes.
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Et, a nouveau, une utilisation plus compléete aledtection de fluorescence pourrait
étre réalisée. Ainsi, si celle-ci était résolue temps, elle pourrait permettre une mesure
précise de I'indice optique de la cellule au lieuetle est sondée, mais aussi une mesure de sa
viscosité par exemple. [163] Un gain de pertinethieda mesure serait ainsi réalisé, puisque
l'indice optique ne serait plus estimé mais mesitréa mesure de viscosité pourrait étre
confrontée avec une autre mesure, de fréquencediifésente. De méme, la mesure de
I'épaisseur des cellules peut étre réalisée pardicence, en marquant par fluorescence la
membrane cellulaire et en mesurant I'intensité Ideréscence détectée en fonction de la
position ernz de la cellule par rapport au plan focal de I'obfesle microscope. Deux pics de
fluorescence doivent étre détectés, chaque piegmondant au passage de la membrane au
niveau du point focal de I'objectif de microscope.

4.6) Conclusion

Dans cette quatrieme, et derniere partie de ceustait, les premieres activités
d’acoustique picoseconde dans une cellule anim#l€té réalisées et exploitées. Le modéle
de simulation mis en place pour cette étude estrf@nt inspiré du précédent, dédié a I'étude
des cellules épaisses. Ainsi, la différence fonddale entre les deux modéles est la
possibilité pour I'onde acoustique de pouvoir failles allers et retours dans la cellule. Les
conséquences de cette possibilité acoustique org até étudiées en détail, tant au niveau
acoustique qu’au niveau de la détection optiqua.€ié constaté que la détection optique peut
étre considérée comme la détection résultant de davités dynamique de Fabry-Perot. La
premiere cavité dynamique de Fabry-Perot est uwm#écairtuelle se formant entre les
interfaces de la lame et le front d’onde acoustiquese propage dans la lame acoustique.
Cette cavité est fondamentalement similaire a ogliea été modélisée dans le cadre de
I'étude des cellules épaisses. Cependant, le sugpdia propagation acoustique étant dans
cette étude d’épaisseur mince, une étude en fand#éocette épaisseur a été réalisée. Si la
lame acoustique est suffisamment épaisse, ledaigmis Brillouin peuvent apparaitre et la
frequence de ces oscillations est directement ptiopoelle a la célérité du front d’onde
acoustique se propageant dans la lame. Si la lab#kefeis plus mince que la longueur d’onde
optique utilisée pour la détection, ces oscillaioe peuvent plus apparaitre, mais on observe
tout de méme une interaction acousto-optique. kargte cavité de Fabry-Perot est formée
par la lame transparente elle-méme, et la dynamilgueette cavité est a nouveau crée par
'onde acoustique qui, lorsqu’elle atteint les ifaees de la lame provoque un déplacement
mécanique de celles-ci, créant alors un déphasatigue des rayons réfléchis sur les
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interfaces. La frequence du signal créée par aeteté est fonction de I'épaisseur du

matériau et de la célérité acoustique dans la lacosistique. Ainsi, si la lame optique est
suffisamment épaisse pour que les oscillationddBiih apparaissent, la mesure de la célérité
acoustique et de I'épaisseur de la cellule songiples.

L’'application expérimentale a été réalisée, earamant dans un premier temps la
couleur du laser la plus sensible a la détectidimqoe du signal acoustique ainsi que la zone
de la cellule qui peut permettre la détection diEons Brillouin. Une fois cette étude
réalisée une application directe de la technique fpomesure des propriétés mécaniques de
la cellule en fonction de ses conditions d’adhésion un biomatériau a été realisée. Cette
application a permis de quantifier I'effet de laof@ine de BMP-2 sur les propriétés
mécaniques de la cellule adhérente au biomaté&idaifois sa rigidité et son épaisseur mais
aussi sa viscosité. Les mesures réalisées onbgfeontées avec d’autres techniques d’étude
cellulaire, ceci permettant une interprétation djidue des mesures réalisées. Ainsi, une
nouvelle application de l'acoustique picosecondesdias cellules a pu étre établie. Cette
application intéresse déja un certain nombre dechkers en sciences biologiques, car il
n’était jusqu'a présent pas possible de générde etétecter un signal acoustique dans une
cellule a une aussi haute frequence que 30 GHplie il a été montré que des cellules aussi
fines que 130 nm pouvaient étre étudiées, la symiolique des 100 nm pouvant sans doute
étre franchie, alors que jusqu'a présent les étadesstique conventionnelles sur cellules
n’étaient réalisées que sur des cellules de plisimicrometres d’épaisseur.

Certaines perspectives de la méthode pour I'étetlalaire ont ensuite été abordées.
Ces perspectives concernent la modélisation phgsifgula propagation acoustique dans la
cellule et de sa détection optique et quelquesldgpements expérimentaux qui pourraient
étre opérés afin d’améliorer le dispositif déjastamt. Cependant, la premiére perspective a
réaliser concerne les étudesvitro. Le temps a manqué durant ce travail pour lessefal
mais tout est prét pour les faire, méme si I'expladn des résultats risque d’étre délicate en

I'’état d’avancement du travail.
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Chapitre 5

Conclusion générale

Ce manuscrit a présenté une premiere approchéutillésation de l'acoustique
picoseconde comme outil d’étude non destructif deBules biologiques. L’acoustique
picoseconde est un outil trés étudié et utilisésraasentiellement en physique du solide. Afin
gue le physicien puisse situer I'apport que prog@®ustique picoseconde par rapport aux
méthodes d’études cellulaires déja existantes, alisposition du biologiste dans son
laboratoire de recherche, un panorama des graadesiques d'étude a I'échelle de la cellule
a eté proposé dans le chapitre 1. Cette présamtitist focalisée plus particulierement sur les
meéthodes d’imagerie et d’étude de I'adhésion callelsur un substrat. De méme, une revue
de l'acoustique picoseconde appliquée aux fluidesada matiére molle a été proposée,
premiere étape avant I'étude d’autre systemes enphrs fluctuants et complexes : les
systemes vivants. Il est cependant surprenant dstater que seulement une quinzaine
d’études ont été proposeées et publiees sur cesuxiinon solides alors que plus de 400
articles sur I'acoustique ultrarapide sont a ce jmbliés.

Le second chapitre a présenté les principaux ldgpements expérimentaux
nécessaires pour utiliser 'acoustique picosecardscience du vivant. Ces développements
sont la création d’'un microscope d’épi-fluorescenmampatible avec le montage pompe-
sonde du banc acoustique, qui permet I'imageriecaédales et de ces constituants internes,
ainsi que l'adaptation du banc expérimental powrvpd étudier la cellule en utilisant deux
couleurs laser différentes en un méme point de elule. Ces deux développements
permettent alors une étude aisée des cellulesmiisgjles-ci deviennent facilement visibles
optiquement, avec ou sans fluorescence, et, sasgement des réglages optiques et du
pointé laser, la réponse optiqgue du signal acoustigénéré peut étre obtenue en deux
couleurs différentes. Une enceinte biologique, &tanet thermostatée, compatible avec
I'utilisation du banc acoustique, a aussi été diyate pour satisfaire les conditions d’études
in vitro de cellules animales. Une quantification des perémces de mesure du dispositif
ainsi développé a par la suite été réalisée pouvgosituer celles-ci par rapport aux mesures

sur les cellules biologiques.

" Recherche sur Scopus, avec les mots clefs «astratoustics »
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Les travaux sur cellules ont alors pu débuterpfaalable, un code de simulation a été
développé. Ce code est simple mais modélise da fiatativement complete les phénoménes
macroscopiques liés a I'acoustique picosecondex-Ciesont la génération puis la diffusion
thermique, la propagation acoustique en milieuoésastique, et enfin la détection optique
dans un milieu transparent perturbé par les chahgmmiques et acoustique. Ce modéle, ainsi
gue quelques premiéres études expérimentales, pagmé@es d’'une étude bibliographique, a
permis de valider dans un premier temps le camaien invasif de la technique pour la
cellule. Ensuite, une étude de la reproductibdiéé signaux expérimentaux, pour une cellule
unique et poumn cellules, en fonction des organites cellulairegnd’ variété donnée a été
réalisée. Les mesures réalisées sont exploitéasilisant le modéle de simulation développé,
sur lequel une procédure d’ajustement numériqueeeld simulation et les données
expérimentales permet la résolution du problemeerse. Le potentiel de l'acoustique

picoseconde pour I'imagerie cellulaire a finalemétdt démontré.
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Figure 5-1 : Revue des techniques d’imagerie celnile proposée par R. Tsien [35], déja proposée en
section 1.3.5, sur laquelle l'acoustique picosecomda été ajoutée, encart en pointillé orange, notéUP
(Picosecond Ultrasonics). On note que I'acoustiqugicoseconde est tres complémentaire de I'acoustique
ultrasonore classique (US) car les résolutions pragées ne sont pas les mémes. De plus, I'acoustique

picoseconde vient compléter une zone ou peu de taagues étaient présentesa fortiori en étudein vitro.
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Le quatrieme, et dernier chapitre a finalementmig de proposer une seconde
application de I'acoustique picoseconde pour ldolgie. Cette application est une mesure des
propriétés mécaniques cellulaires en fonction dalisation de protéines de stimulation de
'adhésion cellulaire sur biomatériaux. L’étude nétaéaliseée sur cellules trés fines, un
nouveau modele de simulation a été développé. Gelma@ permis I'étude de la détection
optique en fonction de la couleur de sonde utils#aparativement a I'épaisseur des cellules.
Il a été démontré que la mesure des propriétéoélsstiques des cellules, ainsi que leur
épaisseur est possible. Les mesures réalisées ontrémune sensibilité a la BMP-2.
L’interprétation biologique de cette sensibilitpa étre réalisée grace a la coopération avec
'équipe de reconstruction tissulaire de l'unitéSIBRM U577. Cette coopération met en
évidence l'intérét que peut avoir la communauté stdences de la vie pour 'application
développée dans ce travail. Ce dernier chapitrasai anis en évidence que cette technique
permet la génération et détection d’ondes acoustigiont le contenu spectral peut étre
jusqu’a deux ordres de grandeurs au dessus de étaguéalisé auparavant dans des cellules
biologiques un ordre de grandeur plus fines qugueel’on trouve dans la bibliographie.

Ainsi, méme s’il reste encore des travaux a séalpour améliorer la technique, force
est de constater que l'acoustique picoseconde gduantot étre ajoutée a la revue des
techniques d’études biologique de R. Tsien. [35] &jeut est proposé sur la figure 5-1, un
encart en pointillé représentant la technique diatique picoseconde y figure. Son intérét
pour les sciences du vivant y apparait alors cfaerd, cette technique est complémentaire
des études acoustiques ultrasonores usuellest @igasur la figure, puisque les fenétres de
résolutions ne sont pas les mémes et, de plugu&cjue picoseconde vient s’'insérer dans
une zone ou peu de techniques sont présentesjtsentgonditionn vitro.

Des phonons acoustiques encore un ordre de gnamdedessus de ceux qui ont
permis ce travail pourraient étre utilisés avec montage similaire, mais équipé d’'une
détection de rayons X. [164] Je pars développapetendre a utiliser un tel montage ces

deux prochaines années...
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Annexes :
A.1) Annexes a la modélisation du probleme de la cellule végétale

A.1.1) Etude acoustique

Dans I'espace de Fourier, I'équation d’'onde déxri la propagation acoustique est :

Fuled) . o oT(z)
= kfy (zw) = Ga 37 (A.1)

ou I'on a fait apparaitre un nombre d’onde acoustigk =w,/g /G . On suppose comme

conditions limites du probleme la continuité depldéements

U, (0,0) =, (0,w), (A.2)
et de la contrainte a l'interface :
ou,(zw oyl zw
Co% - aocoTo(O’w) = QL - alclTl(o’w) ’ (A-3)
z |z=0 0z |z=0

Les solutions de I'équation (A.1), en prenant emgt les directions de propagation dans
chaque milieu, sont de la forme :

Uy (20) = G (@) €™ + b(w) €7+ L(w) &, (A4)
pour le substrat, et

u(zw)= H(w) &+ J(w) &7, (A.5)

pour le milieu viscoélastique. Les termes ou agpal@ nombre d’onde acoustique
correspondent aux solutions de I'équation d’ondesssecond membre, et les termes ou
apparait la diffusion thermique ou la pénétratigotique correspondent aux solutions
particulieres de I'’équation d’onde acoustique. kegpressions développées des constantes

d’intégrations sont :

(@) k(@] A0
et:
- aoFo(w):Bo
Lo(a)) - [,302 +k0(a))2} ! (A7)

dans le substrat. Dans la cellule, le seul ternhgiea de I'équation avec second membre est

celui lié & la diffusion thermique, son expressagh:
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a,B, ()l (w) |
(@) +k (@)’

Les expressions des constantes d'intégration dedrila solution particuliere de I'équation

(A.8)

Jl(a)):—[

d’'onde (A.1) liées a la diffusion thermique sonmbdables, leur contributions sont donc
similaires mais pondérées par les propriétés tlyprasi et mécaniques des milieux auxquelles
elles correspondent. De la méme maniere, I'expyag#i.7), décrivant la solution particuliere
liée au terme source de la pénétration optique Béasation d’'onde (A.1) du substrat, a une
expression similaire a la solution particuliére rdémt le terme source de la diffusion
thermique dans ce méme milieu. Qualitativementyslezontributions dans la génération
acoustique sont semblables, par contre quantitatwe leurs temps caractéristiques sont
différents. Les expressions développées des cdastafintégrations issues des conditions

aux limites sont :

D, (@)= 2G5 1) 1(@)(ICF = Ck) | L{@)(IC CK)

[C.k + C k)] [Ck+ GK [Gkr GH
y Cotto( A (@) + Fy(w)) - Ca,Bw) ' (A.9)
[Ck, + Gy k]
pour le substrat et :
e ()= @O =Ck) | @) O F v* k), L{o) ks 1)
[Ck + Ck)] [Ck+ GK [Gk+ GH a0
 15%(A @)+ Fi(@) - Ca,B(e) ' -
[Cik + Gk

pour la cellule. A nouveau, ces expressions sestdemblables entres elles, leur contribution

est pondérée par les propriétés thermiques et nuygeendes deux milieux.

A.1.2) Etude optique

L’expression du champ électrique total dans unemnibont la permittivité diélectrique est
perturbée au premier ordre en un pahest obtenue dans le corps de texte de la section

3.2.3.1. On rappelle son expression :

] {Mihe‘“nj-i_q (M7 [ei(2)dz+ N]as(2) & af &

(zw)= h ke (A
529 NPT 20| (M [ g3 (2) € 2+ N[g*( 2 o} @' ’ (A1)

Le champ magnétique créé par ce champ électriquéetsrminé a I'aide des équations de
Maxwell : [128]
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curle +E6_B

=0. A.12
c ot ( )

L’expression du champ magnétique induit par le ghatactrique (A.11) est alors :

Mihe‘jq'\hZJ ( If dZ+ NhJ‘,S @qnz d‘% —éqd‘z

y. A.13
_Nihejqn'hz 2 +( J‘g qunz dz+ Mjé‘ 2) d% J@f y ( )

B(zw)= rﬁ‘{
Les champs électrique et magnétique sont ensuipiqaps aux conditions limites du
probleme, c'est-a-dire a l'interface entre la dellet le substrat. On suppose a cette interface
leur continuité. Dans le substrat, la propagatiptigpie modélisée est unidirectionnelle, sans
diffraction optique. Dans la cellule, aucune prémsition n'est faite. Le déplacement
meécanique de linterface par la perturbation adgqustest pris en compte, celle-ci est située
en z=0+u(0w)=uo. Ainsi, le systeme formé par la condition limite dontinuité du champ

électrique est :

+Nrejqn1huo ( IE —ZJQWZ dz+ [\FJ“g 3 d% ]@UO .

Les termesM, et N définissent respectivement les champs électriquepagatif et

h-janfuy —
Mye —{

rétrograde dans la cellule. Le ternw’ est déterminé par les conditions expérimentales, i

correspond a la sonde laser incidente qui éclarecdllule. La continuité du champ

magneétique a l'interface est décrite par la refainivante :

Mlhe—anfqu ( J'g ) dz + NIS 2) &7 %‘é‘”lh”ﬂ
( J‘g g2ianz 4y 4 Mjg ) d% gl

En insérant I'expression (A.14) dans I'expressidrib), I'expression suivante est obtenue :

M et = rf{ (A.15)

— NN ianty
N, e/t

(rg + ) e (14 1) e
. h
ND Jg [1 _JJ‘E émz dz @ | = N +ﬂ(&%—1jj‘gf( 3 dz @ ,  (A.16)

B 10 e B[1ufa 4 envaren

L’expression (A.16) n’est alors fonction que d’'uineonnue que I'on veut déterminei,’,

qui décrit I'amplitude du champ réfléchi sur l'intece cellule/substrat. Pour simplifier les
notations, on considere a présent le probleme diffnsction optique. Les conditions limites

permettent d’identifier le coefficient de réflexioptique a I'interface :
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. _(nl“—ng)éjq“-lh““
e (nQ + nlh) R

qui est alors inséré dans la relation (A.16). Desple probleme optigue homogene et le

MP = g2is mh, (A.17)

probleme optique diffracté sont alors scindésingtiément I'expression (A.16) est simplifiee

comme suit :
+Nhejqnlhuo -M £ 2JCI"1Z dz éml“o
o |[e(2)dz= e (A.18)
_,_Mlhrloe-quauo —r, N J‘g émz dz eian'
Puis en injectant la relation (A.17) dans I'expresgA.18) on obtient finalement une relation
liant les quatre rayons optiques diffractés :
rmj'g ez“‘”lz dz & 42 rg,J'g dﬂj'gf( p o ggiEte = 0, (A.19)
équivalente a :
£ g2ian'z gz @lanto 4 £ @'anZ' dz @'t
J‘gl ( (j %I ) , (A.20)
2r

10

Cette relation permet d’obtenir I'expression finale champ électrique difracté au premier
ordre dans un milieu amagnétique et transpareni-iséim par une perturbation de premier
ordre de la permittivité diélectrique. Il suffitappliquer la relation (A.20) dans I'expression
du champ électrique rétrograde de la relation (Aehl prenant en compte la relation de

réflexion (A.17). Il vient alors :
E(zw)= Mlh{ —2ququ+ 9 (J‘£ gz qy_ f()—ém“uoj‘gsl( b 249z C)z} gz (A.21)

Les bornes d'intégrations de cette expression défihies par le demi espace du milieu

transparent ou le déplacement de l'interface estgor compte :
E(zw)= Mlh[ g2l + ig (J‘ £5( —ZJ'anZ' do- fg—équrlfuoju_mgsl( bl 24gn'z dH gz (A.22)

Si I'on insére I'expression de la déformation adimue dans la cellule dans I'expression
(3.16) qui décrit la perturbation de la constanidedtrique en fonction de la perturbation
acoustique, on obtient 'expression de la déteabjpiique de la perturbation acoustique :

H, (w) glate ( I’lé ~ 1 J
E (z)= M| g, + 3990 K, k+2af k-2qd

=2

ejqrhh(Z_ZLb)j(, A.23
4r1l on +Jl(w) i 1 ) 2 ( )
ro (r-2ian}) (r,+2jon])
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A.2) Détails des calculs pour la résolution du code a deux interfaces

A.2.1) Résolution thermique

La solution du terme source de I'équation deHaleur du substrat est la méme que
celle pour le code a une interface.

Les solutions des constantes d’intégrations dégiens générales sont obtenues en
résolvant le systeme 4x4 déterminé par les comditionites de flux et de température aux
deux interfaces.

Le dénominateur des solutions est pour le substrat

(Kiry (K, (14 RKJ )+ K& 1+ RKE )+ KE )+ K K§ ) é™
denory,,, = , (A24)
_(Klrl(Klrl(RK(Jl_O_l)+ KT 0(1+ RKT 2)+ KE ;_ KE KE )
et pour les milieux transparents :
9 (K (KT + KJ )1+ RKJ )+ K K
I (K ((kru+ KT e RKE g+ K+ KE K )| A25)
(K (K= K@+ RKT )+ KT - KE KT )
Les numérateurs des solutions sont :
K (KT +KJ ) (I+RK B )+ KB )+ K g
nunt=-q( (( FAWrRKAYHKBJHRKE B)€) A26)
(K (KT =K )1+ RKB)+ KB Y- K KT 8
nunl, = G K (KM= KI,)(M o= 8, (A.27)
nunt = G K ( KMo+ K ,)(M =By €, (A.28)
nunf, =2G K KI,(F = Bg) €7, (A.29)

& (K, (K, + K )1+ RKY )+ KE J+ KF KE )
denony,,, = : (A.30)
K (K=K )+ RKS )+ KT J-KF KT )
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Les solutions des termes de diffusion de I'équag@nérale de la chaleur sont alors :

Substrat Couche mince Milieu 2
; nunt ; nunt'
w)=—>2 =
A (20) denont,, A (20) denonf,,
| nuny. | nuny.
= B (zw)=——2—
B (2) denonf,,,, : (29) denon,,,

A.2.2) Résolution acoustique

Les solutions des champs de déplacements dansiesiilieux sont :

Us (zw)= G (w) €™ + [ (w) €™ + 1, (w) &7, (A.31)
U (zw)=G (w)e" + H () d°+ | (w) €7+ J (w) &7, (A.32)
U, (zw)=H, (w) & + & (w) &7, (A.33)
Les solutions des équations avec second membrelétarminées :
Substrat Couche mince Milieu 2
Pénétration t
SR () =
optique By +kg
Coa AT Ca,A'T C,a,B)T
1" (z,w) = ——=220 0 1" (z,w) = -222 1 I () =222 2
Diffusion o () Mo+ks () M4k - (2¢) r+k;
thermi f
ermique ‘J1“ (Z, w) — ClczrlBl |2_1
M +k

Les solutions des équations générales sont dét@eshipar les conditions aux limites sur les

interfaces :
uy (0,w)=u (Ow), (A.34)
c(,%zz’w) -a,C,Ty (0,w) = q%;w) -a,CT (0w), (A.35)
|z=0 |z=0
u' (z=-dw)=d ( =- dw), (A.36)
220 gem(r-dw= U gct(z-w).  aan
0Z  |z=-d 0Z  |z=d

Aprés résolution du systéme les solutions somgrdénées. Le

acoustique commun de ces expressions est :
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denonj, =

Les numérateurs sont :

-r,d
lge™

ITCo(Cuky (€ +1)+ G, k[ &% -1))
+Ck(Ck(1- é4)- ¢ kK @k1d+1)J
IBCo(Cihy(1+ &%) + G k[ &% -1))
+Ck (Ck(1- €4) - g k( @kd+1)}
“(QK Ck)(ri= ik)

-IC |+ (Gl + GR) (kT )
—2€'k1d|<1( iCk+ar))

+Lge

num, ., = “(cm G k)( i+ )

+jC,a) |+ (Q k(M - jk)+ k( O - iC,K)
+2( jC,k,—CI,) k&l
+2JC,C, 4 kg (1 — k)

2C,B' k&) 2 A &«
+icra, +e‘““(C k-GCk)(A- &)
BTGk + Gk)(A- 8)
| 2jke MG B, Ca,

(10 (T4 +Ko)Co(Ciky— Cok;) €7
+L8 (B, +Ko)Co(Cik,— C,k;) €™
il (e‘”‘*(%—q&)( T - iGK) J
e (G + GR)(T Lt IGK)
+J.Jll.[‘r“(1coko+qr)(caka Gk) J
+ ) (Gl + GK)( iCk- T )
]33 (Coko + CR) (T, jky) &™)
—jaCo(Fl By+ ALT, ) (Cky— C k) €7
e (Gk-Gk)( & - A)
+(Coko + Cik)( A & - 8 gww)]
=By Cl g T (C ok + Ck)

UM (20) =

- jC1 10
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10 (T +K,)Co(Crk, + Coky) &

+L1 (B, +Ky) Co(Crk,+ C k) %

i gstieny L(JC ok, + CF)(Cok~ CK) J
KT(Cr, - iGk)(Ck+ GK)

ﬂﬂ@mwvo% GK)(CT 1= ICk) & j

+(Cr, + JCoko)(Clk1+ C,k) &k

=37 (Coky = CR)(T o= k;) C, &%)

—jay(Fd B+ ALT o)C o Cky+ Cok) &K%

+ jclrle““kl*“)al[(c"k"_Clki)( A-g e ]

+(A' -B)(Ck+ Ck) &
+jC,BIT &™) (G k- GK) dX g

MMy o) = e (A41)

210Ck,Co T (T o+ k) U

+2L8 C k, C, @) (1B, + k) 8V

G gt {( Ck = Colo)( o+ o)+ 2k( [Cokm O ) &% J

P4 (Glo+ GK)(T.= JK)

+2k1(JCOk0+CF AGE

+3; e e (G + G k)( Jk+T)
+e 2““( - Ik)(Gk - GK)

UM () = _Jl,ed(jk2+r)[ “(ier, + ak)(Gk- GK)
2 + PR (G- JCTL)(Gl* GK)

—2ja, CCENT () B+ AT ) &)

—irCete g [( G~ Colo)( A - 8 (& 1) J
+A' (Clot Gk) € +2G i - A) €

(C ko C_l_lﬁ) r1+r
(Ck + Cyk,) g*HT)

L’expression de chaque terme est finalement obtenueffectuant la division du numérateur

J e (A42)

+jC,BI T el g [

qui lui correspond avec celle du dénominateur atopues.
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A.3) Vers une résolution analytique de la détection optique dans le

probléme bi-interfaces

A.3.1) Résolution du probleme optique non pé&dur

La détection optique est a présent résolue. Cés@ution s’appuie sur la résolution
optique du modéle a une interface. On autoriseumigue direction optique dans le titane et
deux directions optique dans les milieux transpardres solutions de I'équation de Maxwell
sans diffraction optique sont appliquées au modeation (3.22). Le probleme est dans un
premier temps résolu sans prendre en compte larpation créée par les champs thermique
et acoustique aussi les graphésret h sont dans I'immédiat non écrits. Les expressias d
champs électriques dans chaque milieu sont alors :

E! (zw)= M\ €%, (A.43)

dans le titane,
E' (z)=(M €™+ N €m7)5, (A.44)

dans la cellule,
E (ze)=(M; ™+ N &), (A.45)

dans le milieu 2. Les champs magnétiques sont tedieé ces expressions a l'aide des
équations de Maxwell, comme précédemment, et leslitons limites de continuité du

champ électrique et du champ magnétique sont a@i] aux interfaces. L'amplitude du
terme M, de l'onde incidente est connue grace a la mesarsadpuissance sur le banc
expérimental et la puissance du champ optique ®@état photodiodes est déterminée par
'amplitude du termeN,. Ce dernier peut s’écrire explicitement en fonttdes amplitudes

des autres ondes optiques, a partir des conditiontes électriques a l'interface entre la

cellule et le milieu 2 :
Ny = (ML @+ il g (A.46)
L’'onde optique ainsi déterminée,
& (2= N e, (A47)
décrit le champ électrique total réfléchi par Isteyne optique formé par les deux interfaces.

Les champs électriques dans les trois milieux sont
E (zw)= My €9, (A.48)

E! (zw)=(M ™2+ N &), (A.49)
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E (za)=(M; e+ N &), (A.50)
Les champs magnétiques correspondant a chaque aflagipgue sont déterminés a l'aide

de la relation de Maxwell, équation (A.12) et lesteyne formé par les conditions de

continuité des champs électriques et magnétiquesl@ux interfaces est alors :

Mg mto :(Mll gl 4+ N éqrwo) ’ (A.51)
n,M.! gl — Q( M! g lant _ N éqrwo)' (A.52)
pour I'interface titane/cellule,
(Mlll elnd 4+ N! e—Jqqd):( M, e+ 1 éiqqd)’ (A.53)
nl(Mlll gland _ ,\y éjqnd): Q( NE dand _ N éjqrﬁd), (A.54)

pour I'interface cellule/ milieu2.

Les amplitudes des ondes ainsi déterminées samst:alo

. 2M;n2(ng+ n{‘)((ng+ rhh) danid o ( - rj) éjqr{‘(2un+d))

(0 ) (o ) (e o) & (A.55)
(( )(nl rﬁ) siand (2uw+d) 4 o I’i( )) a(2nu+ i d)
b\ — q(rh+nz)d+ g+ Gl éqnl“
N;—Mzh(no nl)(nZ rl) q(nlh_ )d ( )( ) qrrrnz (A56)
() (g o ) 5 (g ) (- ) @

(ng+ ni) donid +( dw_ @) -ep'qrh“(2Uo+d)) Blan'

() (g + ) (g ) & (A57)

M :(Mll g 4 | éq”luo) gt (A.58)

A.3.2) Résolution du probleme optique avec ddfion

Le probleme optique diffracté est relativement tbarécrire formellement. La présentation du
probleme matriciel a résoudre est proposée sotdisriiae suivante, a partir des conditions

homogenes et particuliéres :
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A A, As 0)(M, 0
Ap Ay Ay O MI_| 0

- ian ’ A59
0 A, Ay A N|T| e (A-59)
0 A, As AYINI) (ng™
avec :
An:e—iqnouo
e, 14 e _ a4
A,=-€"m +2_r;(jgl(z) dzem - [e,( ) &nr d7E)
Ay =g+ Jb E(Je(2) & dzeme [ azer)
A21:noe_jqnouo
A, =-ne + I ([g (2) dzeme 4 [e, 3 & azer)
2
A, =nem +j_gl( [e(2) &7 dzens+[g( ) dzer)
(A.60)

/sm:—emui_?;(jgl( 2) d2 & - [ § &M dzeév)
A, = e'qW+JQ1(I£ 2) 87 dz &~ [e,( } dzé)
Ay = e
A, =neind 4 ’ql(jg ) dz &+ [ &M dz@@d)

A =—ne i + Jql(_[s gz d2§ﬁd+I£ ){dz‘éﬂ““)

A= e
Il reste alors a inverser la matrice [A] et enseéit&blir une relation entre les termes intégraux,
comme obtenu dans I'équation (A.19). Cette résmuéist délicate a résoudre formellement.

En revanche, elle pourrait étre résolue numérigumemetativement facilement.
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A.4) Parametres physiques mesurés dans les cellules trouvés dans la

bibliographie
Propriétés thermiques :
Conductivité thermique Chaleur spécifique Densité
[W/m.K] [J.kgt.KY [Kg.m™]
Cellules de coeurs de 5 E. coli (bactéries intestinales
cochons : 0.58 [165] de mammiféere): 1160 [166]
Cellules de coeurs de globules rouges humains :
humains : 0.587 [167] 1139 [166]

Propriétés acoustiques :

L’essentiel des propriétés acoustiques détermiséescellules uniques sont évaluées par
microscopie acoustique. J. Bereither-Hahn a rédaé chapitres de livres, [85] et [168] ou
'essentiels des résultats de la littérature sadsgntés. Les célérités acoustiques typiques
mesureées sont de I'ordre de 1650 m/s, et les @passde quelques micrometres (d<5um). On
présente quelques résultats de la littératuresétashronologiquement. T. Kundu a étudié des
cellules endothéliales XTH-2 (cellules de coeurédart de xénope) adhérentes sur substrat de
verre, [88], les mesures sont une ceélérité de s ket une épaisseur micrométrique.
J. Bereither-Hahn a étudié la mécanique de laleeén fonction de I'organisation et de la
densité des microtubules a l'intérieur de la cellyB2] Les cellules sont des XTH-2, il
suppose une densité de cellule & 1060 Kg/et il mesure une variation de la célérité
acoustique. Pour les cellules dont le cytosquelestestimulé, la célérité acoustique peut
monter a 1,9 km/s. T. Kundu a a nouveau appliqgu@itaoscopie a une étude sur cellules
XTH-2, en raffinant son modéle pour exploiter lessures, les épaisseurs sont a nouveau de
guelques micrometres et les célérités mesuréesestma 1,6 et 1,7 km/s. Il a ensuite étudié
des cellules kératinocyte HaCaT, des cellules @dei,pd69] en mesurant des vitesses de 1,6
km/s dans des cellules allant de 0,5 a 3 um. Es$\{80] a étudié des cellules endothéliales
cancéreuses Hela. Les vitesses acoustiques daefiuke sont autour de 1530 km/s et les

épaisseurs sont micromeétriques.
Propriétés optiques :

L’indice optique des cellules est typiquement égadu 1,4. [155] Les coefficients piézo-

optiques et thermo-optiques n'ont pas été trouads ¢k littérature existante.
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