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- INntroduction

Cellule : unité trop petite pour étre observee par |'ceil humain
Besoin d'outils pour grossir les éléments d'une cellule
Gamme importante de microscopes

Microscopes a lumiere ou microscopes photoniques

-> divers types de microscopes a lumiere :

- microscopes par transmission : observation directe des structures dont
les dimensions vont jusqu’'a environ 0,2 um

- microscope a lumiére polarisée, microscope a fond noir et microscope a
contraste de phase : donnent des informations indirectes sur
|'ultrastructure des cellules

- le microscope confocal a balayage



Utilise la lumiére visible (390 a 760 nm) |MAGE

< 390 nm : Ultraviolet objectif
> 760 nm : Infrarouge

échantillon _~—

résolution (=pouvoir de resolution) Microscope photonique : condenseur
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| =longueur d'onde

h = plus petit indice de réfraction du trajet optique

o = demi-angle d'ouverture de la lentille
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ceil humain : env 75 um (pour des objets observés a une distance de 25 cm)
-> Varie selon contraste objet, conditions éclairement, age observateur...

Source image : Thegreenj~commonswiki



https://commons.wikimedia.org/wiki/User:Thegreenj~commonswiki

Ne pas confondre "limite de résolution" et "résolution"

Résolution (= pouvoir de résolution) : distance la plus petite entre 2
objets pour qu'ils puissent étre distingues

Limite de résolution : distance la plus petite entre 2 objets pour qu'ils
puissent étre distingués dans les meilleures conditions d'observation
possibles

Plus la longueur d'onde est courte, plus la limite de resolution est
faible donc meilleure est la resolution

Plus la limite de résolution tend vers l'infiniment petit = plus la
distance minimale pour distinguer 2 objets est faible, meilleure est |a
résolution

Microscope électronique : résolution meilleure que celle d'un
microscope photonique (longueur d'onde d'un électron plus courte
gue celle d'un photon)



Longueur d’'onde longue

Faible résolution
(25 cases)

Limite de
résolution

Longueur d'onde courte

Forte résolution
(64 cases)

Limite de
résolution

Plus de cases = plus d'informations spatiales = meilleure capacité a
discriminer des structures proches



Résolution de différents systémes d'observation et tailles d'objets biologiques

il humain - 1.0e+05 nm
Microscope optique ---------------------- -------
Microscope électronique (MET) ---------------------- ---------------------- -------
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Ne pas chercher a retenir valeurs humériques de cette diapositive, diagramme présenté juste pour illustration



lI- Matériels d'observation

A- Loupe binoculaire

Observation|en lumiére réfléchie (objets opaques)
en transparence

Limite de résolution : env 2 um

Grossissement utile : env 200x

Complexe cumulus-oophorus ~ 1 mm — Diamétre ovocyte ~0,1T mm

https://www.planetesante.ch/Magazine/G .
rossesse/Infertilite-et-PMA/Le-cycle-FIV oriade. fr



B- Microscope photonique classique (microscope droit)

Limite de résolution : env jusqu'a 0,2 um
-> Cellules, noyaux, bactéries visibles ; ribosomes, virus, protéines ... non visibles

Observation en transparence

Faible épaisseur (< 10 um)

Grossissement utile : env 40 a 1250 x (objectif : 4 a 100 x, oculaire : 10 a 12,5)

Cellule d'épiderme de bulbe d'oignon rouge

R Adaptotewr photo-
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https://www.nirgal.net/microscopie/sub_description_fonction_microscope.html


http://biogeol.free.fr/DOSSIERS/cellule/Cellule/cell_oign_rouge_LEG.htm

Profondeur de champ

= Zone comprise entre le premier et le dernier plan net de l'image
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A 50 cm du personnage A 1,50 m du personnage

Proximité de I'échantillon = profondeur de champ faible
-> Fort grossissement = profondeur de champ faible

. G : x25 -> Profondeur de champ : 25 pum 1_
G : x1000 -> Profondeur de champ : 0,6 pm
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Surplatine

Chariot

platine

microscopes24. fr
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Objectif

Objectif a immersion : lentille baigne
dans un liquide de réfraction proche de
celui du verre -> augmente le pouvoir
de résolution
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Oculaires

http://www2.ac-lille.fr/myconord/micro/descript06.htm



Ligne continue : direction rayons lumineux de l'image réelle
Ligne en pointillés : direction rayons lumineux de I'image virtuelle

http://www.larousse.fr/encyclopedie/images/Microscope_optique/1003212
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Caractéristigues de l'image

il

T

Oculaire

T

Objectif

T

Préparation

T

Lampe

Exemple :

Oculaire x10
Objectif x100

Grossissement = 10 x 100 = 1000

Taille de I'image = taille réelle x grossissement

\

Grossissement G2
> -> Grossissement = G1x G2

Grossissement G1/

Camera
Film Plane

Focusing
Viewfinder

EB e  Automatic
—Exposure
Monitor

Projection
Lens

_l Binocular
Prisms and Beamsplitter

Nosepiece —&F

Objectlve-&g

Objet a étudier
Stage —=

- Stand

Focus

Knob

Condenser Lalmphouse

Field
Diaphragm



C- Microscope photonique inversé

Limite de résolution : env 0,2 um
Observation en transparence
Grossissement utile : env 40 a 1250 x

Permet d'observer des cultures cellulaires ...

https://www.gfmer.ch/Livres/FIV_atlas/FIV_ICSI.htm https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cellules_de_sang_humain
_au_microscope_optique.jpg
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Caractéristiqgues de I'image

Lampe /Lamphouse

l

Préparation

l

Objectif

l

Oculaire

l

il

Vertical
IHluminator

35mm SLR

Exemple :

Oculaire x10
Objectif x100

Grossissement = 10 x 100 = 1000
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Taille de I'image = taille réelle x grossissement



D- Le microscope confocal

Eclairage de I'objet par balayage d'un faisceau lumineux émis par laser

Reésolution ameliorée
Utilisable en fluorescence
Traitement informatique : reconstitution 3D

But de la microscopie confocal
confocale a balayage laser :
éliminer la lumiére provenant non
des plans défocalisés qui
parasite le plan focal

confocal

Perte de résolution due a
I'excitation des
fluorochromes se situant
hors plan focal -> bruit de
fond

http://www.univ-rouen.fr/pfrric/ifrmp/principe.htm
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Ill- Les compléments optiques
Materiel biologique relativement transparent
Peu visible a I'état frais, réfringent (renvoie la lumiére et dévie les rayons lumineux)

Nécessité d'améliorations optiques et/ou de colorations

A- Contraste de phase (sélectionne la lumiére déviée par I'objet)

(=) Tres peu de lumiere directe passe
Objectif U )
Zones échantillon modifient phase
M —— |umiere -> lumiere déviée non stoppee

par anneaux (lumiere réfractée)

Condenseur

Decalages de phase = variations
contraste = zones claires/sombres

Production d'un halo 16
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Fibroblaste en culture sans complément optique Fibroblaste en culture observé en contraste de phase

Cellules obtenues en microscopie ordinaire (A) et en contraste de phase (B)

http://www.cours.fmed.ulaval.ca/a06/fileadmin/cours/template/BIO11134/documents/documents/Cytol-PPT-
CH1-2006.pdf
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B- Contraste interférentiel
Lumiere polarisée scindée en 2 faisceaux

Différence de vitesse selon structures traversees

Entraine décalages de phase

Recombinaison des faisceaux -> interféerences

Variations de contraste -> impression de relief *

Lumiere Lumiere
polarisée a O polarisée a 0°

Lumiére Lumiére
non polarisée polarisée a 45° — polarisée 2 135° polarisée a 135°
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Polariseur (457) Analyseur (135°)

Lumiére Lumiére

Prisme de Wollaston Lemie du Echantillon Lentille Prisme de Wollaston

Divise le faiscean condenseur de I'objectif Rncon bine les faisceaux
incident en deux incidents de polarisation
Lumiére Lumiére
polarisée a 90° polarisée a 90°
Déviation de pbase 1 8
i e par l 11




C- Fond noir

objectif
échantillon Fibroblaste en culture observé en 2 &
fond noir ol
condenseur Bactéries de plaque sous-
fond noir gingivale d'un patient

http://www.parosphere.org/accueil/articles-de-fond/ecologie-de-la-bouche-2-5

http://www.optivital.fr/microscope-a-fond-noir




D- Polarisation

Détection des variations de A\ Analyseur
polarisation de la lumiére apreés [!* ‘ﬂ]

traversee de I'echantillon s

Visualise les structures qui & %

polarisent la lumiere t@ Polaiseur

Cristaux (acide urique...) Thomas Bresson

E- Epifluorescence

Pour les objets auto-fluorescents et
pour les fluorochromes

Filtres
d'Emission

Chromosomes et spermatozoides émettant
une fluorescence bleue grace au DAPI

20


file://commons.wikimedia.org/wiki/File:Thomas_Bresson_-_Granite_vu_au_microscope_(by).jpg

Combinaison (c) de la microscopie a
contraste de phase (a) et a
épifluorescence (b) pour améliorer la
visualisation de cellules (I'ADN en b
est coloré avec un agent fluorescent,
le DAPI)

Figure 1

21

http://www.cours.fmed.ulaval.ca/a06/fileadmin/cours/template/BlIO11134/documents/documents/Cytol-PPT-CH1-2006.pdf



V- Préparation pour microscopie photonique

Cellules isolées : étalement, fixation, coloration

Tissus biologiques : fixation, inclusion, coupe, coloration

A- Fixation : Préservation des structures

Alcools (méthanol, éthanol)

: » Coagulation proteéines
Acides (acétique)

\

Aldéhydes (Formol, Glutaraldéhyde) | Pontage chimique entre

Acide picrique protéines (liaisons
Oso4 (tétroxyde d’osmium)(M.E.) B Covalentes)
En Pratique :

Formol tamponne
Liquide De Bouin
(Ac. picrique + Formol + Ac. Acétique)

Carnoy 29
(Acide acétigue + Méthanol)



B- Inclusion en paraffine

e Tissu fixe dans une solution aqueuse

uuuuuuuu"'u“u“u @

Eau 50 70 95 100 100 Tol. Tol. Par. Par.

(lavage) 56 °C

Conservation +++ @ "Bloc"

Alcools

C-Coupes: (4 a6 pum)

a lI'aide d'un microtome

L7 e
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Coupes au microtome

l. |n'

o T S
M W

Ruban de coupes

http://www.microscopi
es.com/DOSSIERS/PRA
TIQUES/TPM-

3/COUPARAF %20.htm Dépdts des tranches sur lames



D- Coloration

NN ONY MY Y

Eau

[
[~ ]
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al =1

Colorants

AL EL

Tol. Tol. 100 100 o5 95 S0
Alcools

Lamelle
v guTs | oPtaue
Resine Conservation

L £/ .




http://www.microscopi
es.com/DOSSIERS/PRA
TIQUES/TPM-

3/COUPARAF %20.htm

Coloration

Montage définitif avec collage
des lamelles
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F- Synthese

Avantages: Conservation des structures

Qualité des images

36 a 48 h de préparation
Inconvénients ° Elimination des lipides

Elimination des petites molecules (ac.

aminés, monosaccharides...)

Arrét activités bio (enzymatiques ...)
Modification conformation des
protéines

L'ANATOMIE PATHOLOGIQUE étudie ainsi les lésions
des tissus et des organes (biopsies et pieces opératoires)

27



G- Coupes en congélation

Tissu congele, non fixe
Coupe avec cryo-microtome (t° - 20°C)

Coloration rapide (ex. Bleu de toluidine)

Avantages: RAPIDITE: examen extemporané
Maintient I'activité biochimique
Histo-enzymologie
Immuno-histologie

Conserve les lipides
Colorants des lipides : ex: noir soudan

Inconvénients : Qualité mediocre

28



V- Méthodes de visualisation en microscopie photonique

A- Colorations vitales
Utilisables avec des cellules vivantes

Colorants phagocytés (encre de Chine : cell mononucléées syst
phagocytaire ...)

Colorants qui diffusent a travers les membranes (bleu de Nil)

Colorants qui colorent cellules mortes par permeéabilité
membranaire

B- Colorations generales ~ NS ~ Y N Y Y

ROle du ph +++ IE ﬂ Im m |H| \ﬂl

L ]
Tol. Tol
o el. 100 100 95 395 30D Eau Colorants Eau

e« FHHH U L J

Tol. Tol. 100 100 O5
Alconls



Colorants ACIDES (érythrosine, éosine, orange G...)

Molécules basiques (prot cytopl.)
Structures "acidophiles™"

Colorants BASIQUES (hématéine, bleu de toluidine, ...)

Molécules acides (ac. nucléique)

Structures "basophiles”

Modification de couleur suivant

Métachromasie = les molécules fixées au colorant
(Ex. Bleu de toluidine, acridine orange —colorant
fluo)
En pratique :

Coupes : hématéine-éosine -HE- hématéine-éosine safran —HES

Frottis sanguins : méthode de May Grunwald-Giemsa (MGG)

30



C- Colorations histochimiques

P.A.S. (Per-iodic Acid Schiff) (Fuchsine) —— Sucres
Feulgen-Rosenbeck » ADN (dosage par photométrie)
Colorations argentiques (variées) —— MZélanine

—— Amines biogénes

— Neurofibrilles

Perl's » Fer (ex dans macrophages)

31



D- Histo-enzymologie

SUBSTRAT

Sur matériel frais

INCUBATION

Pour peroxydases, phosphatases, estérases,
etc...

E- Immuno-histochimie SPECIFICITE +++

Anticorps (appartiennent & famille des immunoglobulines-lg) produits par les lymphocytes B

Polyclonaux : Obtention d'Ac par immunisation d'un animal -> extrait a partir du sérum

Monoclonaux : Produits par un clone de plasmocytes (Lg différenciés) de I'animal puis fusion avec lignée
cellulaire de lymphocytes tumoraux pour production importante in vitro

AT
+~ \ +

Anticorps
(1g)

* \4&(
0¥ —

Antigéne

Complexe Ag-Ac

32

https://fr.wikipedia.org/wiki/Anticorps#Anticorps_monoclonaux



1- Immunofluorescence directe

Fluoresceine -FITC

N v f o T

Ac - FITC
( spécifique )

. . 1 source
Anticorps anti-X fluorescente



2- Immunofluorescence indirecte

Etape 1 Etape 2
/\ l/_\
- Ac 2 - FITC
A;/.s\ t/) & > [+ g.s\ (antitg) =P /@ > S
Acl Ac secondaire
(spécifique)
Ac primaire

Plusieurs sources
fluorescentes

>-£ Anticorps anti-I
Anticorps anti-X Ig P J

34



F- Hydridation in situ

Localisation de segments d’ADN (ARN) par sondes

(Fragments d’ADN de séquence complémentaire)

Par ex. Sur chromosomes de cellules en mitose

A

N v/ G S G [/

Sondes
(Segments ADN)

Marquage des sondes par : Isotopes (rarement utilisés)

Colorants fluorescents = FISH

(Fluorescent in situ hydridization)
35



Hybridation in situ fluorescente

Métaphase

Etalement

'L ™ *ee - 9\2/9%

EN

Dénaturation

. 9% e
» » ' Hybridation

l Lavages

Contre-coloration
Observation au
microscope




Hybridation in situ fluorescente

Sonde moléculaire
marquée

Dénaturation
de la sonde

™ A Pa
VS >
'(\4,.“/ \ \

\

Dénaturation de X
FADN / Hybridation sond

chromosomique cible

Principe de la FISH

e~

. Ozouf—-Costaz
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Contact : aurore.perrin@chu-brest.fr
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