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I. MICROSCOPIE OPTIQUE
Il. FLUORESCENCE
I1l. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

IV. MICROSCOPIE A FORCE
ATOMIQUE

Le tutorat est gratuit toute
reproduction ou vente est interdite.




3 TYPES

DE MICROSCOPIE

o MICROSCOPIE OPTIQUE

o MICROSCOPIE ELECTRONIQUE

o MICROSCOPIE A FORCE ATOMIQUE

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




. LA MICROSCOPIE OPTIQUE

o Résolution : 200 nm
o Observation des cellules et des organites
o Pas d’'information directe sur les molécules

o Observation de tissus fixés, rigidifiés,
coupés et colorés - mort

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




. LA MICROSCOPIE OPTIQUE

I existe plusieurs types de microscopie
opfique:

A. Microscopie a contraste de phase
B. Microscopie a fluorescence
C. Microscopie confocale

D. Microscopie optique a super résolution

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




A. Microscopie a contraste de
phase

ONDES EN
PHASE

ONDES
DEPHASEES
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vente est interdite.




A. Microscopie a contraste de
phase

o On utilise les propriétés de réfraction de I

I’échantillon

o Le microscope augmente le déphasage
en retardant la lumiere déphasée par
rapport a la lumiere non déphasee.

o Images moins brillantes mais plus
contrastees (plus de details)

o NE TUE PAS LES CELLULES +++
o Microscopie time lapse

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




B. Microscopie a fluorescence

o Observation de molécules de maniéere
indirecte en leur greffant des
fluorochromes

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




B. Microscopie a fluorescence
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C. Microscopie confocale

Pin hole

miroir dichroique

objectif

Le tutorat est
gratuit toute
reproduction ou
vente est
interdite.

point focal




C. Microscopie confocale

miroir dichroique

ler pinhole

Le tutorat est gratuit toute
reproduction ou vente est
interdite.




D. Microscopie optigue a
super résolution

o Repose sur I'excitation séquentielle de
plusieurs fluorochromes.

o Ameélioration de la résolution

Cbsepvakion
s MO standard




I. LA FLUORESCENCE

o Permet la visualisation indirecte de
molécules en microscopie optique

o Un fluorochrome absorbe I'énergie
lumineuse et émet une fluorescence
d’énergie plus faible et de longueur
d’onde plus grande.

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est inferdite.




Exemples de f

uorochromes

LA GFP

o Protéine de méduse naturellement

fluorescente

o Absorbe dans le BLEU et émet dans le

VERT

o Possibilité de I'exprimer dans n'importe

quelle cellule

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




Exemples de t

o Forme d'un tonneau avec au milieu 3
acides aminés responsables de la

uorochromes

fluorescence : le chromophore l

Le tutorat est gratuit
toute reproduction
ou vente est
interdite.




Exemples de fluorochromes

Rhodamine

o Absorbe dans le VERT et émet dans le
ROUGE

Fluoresceéine

o Absorbe dans le BLEU et émet dans le
VERT (comme la GFP)

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.
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Comment intfroduire un
fluorochrome dans une
cellule@

Plusieurs méthodes:

o La microinjection
o L'électroporation

o La vectorisation par
vésicules

o L'expression d’'un gene

codant pour une protéine

fluorescente

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.



17

Comment iInfrogulre un

fluorochrome dans une
cellule?  Lamicro injection

o Injection cellule par cellule a I'aide d'une
micropipette en verre

o Méthode longue et fastidieuse

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.
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Comment infroQuire un
fluorochrome dans une .
cellulee

L’éleciroporation

.‘0;" ."..!-"'.‘w
CRE T RED

o Choc electrigue = trous transifoires dans la
membrane plasmiqgue = entrée des
fluorochromes

o Méthode tfraumatisante

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.
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Comment iInfrogulre un
fluorochrome dans une
cellule@e

La vectorisation par vésicule

o Vésicules remplies de fluorochromes

o Fusion avec la membrane plasmique
- contenu déverse dans la cellule

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.
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Comment iInfrogulre un
fluorochrome dans une

cellule@e

Expression d’'un gene codant pour
une protéine fluorescente

o On greffe la sequence de la GFP au gene de la
profeine que I'on souhaite étudier

o On introduit ce gene hybride dans une cellule:
c'est la fransfection

o Ce géene sera transcrit dans la cellule en protéine
fluorescente Le futorat est

gratuit toute
reproduction

o On pourra suivre la localisation de la protéine v venie esi
grace a cette fluorescence interdite.




DIFFERENCE , |
DEMONTRER/SUGGERER

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




DIFFERENCE ,
DEMONTRER/SUGGERER

o Démontrer: il n'y a pas d'autre
interprétation possible

o Suggérer: c'est I'interprétation la plus
plausible mais ce n'est pas la seule
possibilité

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




Etude de la localisation celluiaire d’une protéine X
Pltiﬂd'rsug
—@ IR

GENE WYBRipE
GFP-X

ARNmM GFP-X

La fluorescence est membranaire : suggestion forte que la protéine X est membranaire

On suggere que la protéine X est membranaire
On démontre que la protéine GFP-X est membranaire

(le comportement de la protéine X peut avoir été changé car elle

est couplée ala GFP) Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est inferdite.




FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer)

FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching)

FLIP (Fluorescence loss in
photobleaching)

Fluorescence induite

Immunofluorescence
indirecte

FISH (fluorescence in situ
hybridization)




"RET |

-luorescence

Resor

o Permet

ance Energy Transfer)

I'’étude des interactions

intermoléculaires et inframoléculaires

o Transfert d’énergie non radiatif d'une
molécule a une autre.

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




FRET (Fluorescence

Resonance Energy Transter)

o On greffe des fluorochromes aux
molécules a étudier

o On excite le premier fluorochrome qui
excitera a son tour le second

o 2 conditions : distance < 10 nm et
chevauchement des spectres d’'émission
du donneur et d'absorption du receveur

Absorption Emission Absorption Emission

vente est interdite.




Exemple de FRE!

inframoléculaire: la sonde
calcigue « caméleon »

442nm \ f‘
496nm

CFP
CaM M13 YFP

Le tutorat est
gratuit toute
reproduction ou
vente est interdite.
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FRAP (fluorescence
recovery after
ohotobleaching)

o Technigue de photoblanchiment

o Irradiation d’'une zone précise de la |
cellule - perte de la fluorescence

o On observe le retour de la fluorescence
’ dans cette zone

‘ ’ @ ’ On étudie la

mobilité des
molécules dans la

cellule

Le tutorat est gratuit
toute reproduction
ou vente est
interdite.

Fluorescence in the
bleached areoc




FLIP

(Fluorescence loss In
photobleaching)

o Technigue de photoblanchiment
o On irradie une zone en continue

o On observe la disparition de la
l fluorescence dans une autre zone que
celle photoblanchie.

. Y e On mesure la
vitesse de

[ T/

déplacement
des molécules
fluorescentes
d’'une zone a

| - une autre
N




La fluorescence induite

o Fluorescence non intrinseéque a la molécule

o Visualisation des acides nucléiques (ADN,
ARN)

Réticulum endoplasmiq:

‘embrane nucléaire

Euchromatine
Nucléole

Hétérochromatine

o Hoescht & DAPI se fixent sur les paires de
bases A-T

o Les intercalants se mettent entre les 2 brins
d’ADN (peu importe la sequence)




L'Immunofluorescence

iIndirecte
o La protéine joue le réle de I'antigene
o On utllise des anticorps monoclonaux

o Anticorps primaires: reconnaissent la
protéine

o Anticorps secondaires: reconnaissent les
anticorps primaires et sont couplés a des
fluorochromes o

+ secondaire de

+ cheval coupléala
GFP et dirigé
contre le fragment
constant de
I'anticorps primaire

Anticorps primaire
de lapin

dirigé contre la
protéine cible

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est inferdite.

protéine cible



L'Immunofluorescence
iIndirecte

o Attention! Pour localiser 2 protéines a la fois:
o 2 anticorps primaires d’'especes difféerentes
o 2 anticorps secondaires d’'especes différentes

o Les anficorps primaires et secondaires ne
peuvent pas éfre de la méme espece.

o Les fluorochromes des 2 anticorps
secondaires doivent émettre dans des
couleurs différentes.

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




FISH (fluorescence iIn situ

hybridization)

DNA Target

Probe and Target DNA
Denatured and Hybridized

Fluorescent
tag

Target DNA
retains fluorescence

DNA probe
labeled with
fluorescent dye




1. LA MICROSCOPIE
ELECTRONIQUE

‘ \ Canon a électrons

faisceau d'électron

}I‘ E condenseur

échantillon
sous vide

faisceaux diffractés

E [ lentille magnétique

.image sur un
écran fluorescent

o Résolution : 0,2 nm

o Echantillon fixé,
déshydraté, inclus
en résine d’Epoxy

o Utilisation d’'agents
de contrastes

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




. LA MICROSCORPIE
ELECTRONIQUE

Plusieurs types de microscopie électronique:

A. Microscopie électronique a transmission

B. Microscopie électronique a balayage

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




A. Microscopie électronigue O

fransmission

o Les électrons traversent I’échantillon

o Contrastes entre zones perméables et non
perméables aux électrons.

| existe des technigues spécialisées:

o Marquage a l'or
o Ombrage
o Cryomicroscopie

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




- 1
Marquage a l'or
o L'or ne laisse pas passer les électrons
o Permet de marquer spécifiquement des
molécules
o Anticorps dirigés contre la protéine G
visualiser
o Protéine A couplée al’'or
i =
’ Anticorps
A
’F A OR —
Le futorat est A
gratuit toute
reproduction ou
Vir?g% if: Antigéne (protéine a visualiser)




Ombrage

o Echantillon bombardé de meéetaux lourds

o Réalisation d'une réplique en métal de I'échantillon

o On dissout |'objet
o Visualisation indirecte de I'échantillon
o Les électrons ne traversent pas

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou

vente est interdite.




La cryomicroscopie

o Echantillon congelé
o Fracturé sous vide (cryofracture) I

o On passe au couteau entre les 2 fevillets de
la membrane plasmique

o Sublimation de la couche superficielle de
glace - augmente les reliefs

o Vaporisation d'une fine couche de platine et
de carbone = on obtient une réplique
(augmente les conirastes)

o On dissout |'objet

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




La cryomicroscopie

o Bonne résolution

o Technigue de choix pour I'étude des
reliefs des organites et des membranes

Parricud¢ Iremarecrabouraine

Qece dlenpec Turfacc carcme niweldc par lc dlcapaps

Cyreglacic deape | A '- p

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




B. Microscopie electronique
balayage

o Résolution un peu moins bonne: 10nm

o Visualisation de la surface des cellules et
des fissus

o Les électrons sont reflechis a la surface de
I’échantillon

o On recueille les électrons secondaires

o Permet de travailler sur des echantillons
vivants

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




V. MICROSCOPIE A FORCE
ATOMIQUE

o Image directe de I'échantillon d I'échelle
atomique I

o Permet de mesurer des volumes

o Peut étre utilisée en phase liquide

o Ne nécessite pas de coloration

o Non destructive !

o On balaye I'échantillon avec une pointe

tres fine
o Relief enregistré grace a un dispositif laser
/4 o 7 ar N Le tutorat est
o Resolution egale ou superieure a la gratuit toute

microscopie électronique o0 vento oo

interdite.




Plus la pointe est fine, plus la résolution sera bonne

Détecteur (assure | enregistrement

- . 3 Faiscean laser (permet de mesurer
¢ la position du cantilever)

la déflexion du cantilever)

Cantilever

o __ Echantillon
v\_\\

T~ PZT scanner
\ (déplace le suppoct)
Systeme d’asservissement
(régule la force entre "échantilion et la points)




QCM

A propos de la microscopie optique :

A) Sa résolution est de 200 nm
3) Elle permet |I'observation directe a I'échelle moléculair

C) La microscopie confocale est une technique de
microscopie optique

D) Elle repose sur I'utilisation d'une pointe fres fine qui
balaye I'échantillon

E) TOUTeS |eS proposiﬂong Son'l' ﬁ@@gg@@’r gratuit toute reproduction ou

vente est interdite.




QCM

A propos de la microscopie optique :

A) Sa résolution est de 200 nm
3) Elle permet |I'observation directe a I'échelle moléculair

c) La microscopie confocale est une technique de
microscopie optique

D) Elle repose sur I'utilisation d'une pointe fres fine qui
balaye I'échantillon

E) TOUTeS |eS proposiﬂong Son'l' ﬁ@@gg@@’r gratuit toute reproduction ou

vente est interdite.




QCM

A propos de la fluorescence :

A) La GFP émet dans le bleu

8) Un fluorochrome est caractérisé par une longueur d’'onde
d'excitation et une longueur d’onde d’émission

C) Le FRET est une application de la fluorescence

D) Le FLIP est une application de la fluorescence

£)  Toutes les propositions sont fausses

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




QCM

A propos de la fluorescence :

A) La GFP émet dans le bleu

B) Un fluorochrome est caractérisé par une longueur d’onde
d’excitation et une longueur d’'onde d’émission

Cc) Le FRET est une application de la fluorescence

D) Le FLIP est une application de la fluorescence

£)  Toutes les propositions sont fausses

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




QCM

A propos de la microscopie électronique :

A)  Sarésolution est de 200 nm

B)  Le marquage al'or permet de marquer spécifiquement des
molécules

c) La microscopie électronique a balayage a une meilleure
résolution que la microscopie électronique en fransmission

D) Dans la technique d’ombrage, les électrons traversent
toujours I'échantillon

£)  Toutes les propositions sont faussesrot est gratuit foute reproduction ou

vente est interdite.




QCM

A propos de la microscopie électronique :

A)  Sarésolution est de 200 nm

B) Le marquage a l'or permet de marquer spécifiquement des
molecules

c) La microscopie électronique a balayage a une meilleure
résolution que la microscopie électronique en fransmission

D) Dans la technique d’ombrage, les électrons traversent
toujours I'échantillon

£)  Toutes les propositions sont faussesrot est gratuit foute reproduction ou

vente est interdite.




THE END

Le tutorat est gratuit toute reproduction ou
vente est interdite.




