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I/ Introduction : les grands principes

On a tous un jour vu des photos de microscopie électronique. Les photos en couleur que l’on voit sur les magazines sont truquées : c’est toujours en noir et blanc en vrai. Il existe la microscopie électronique à balayage (en 3D), soit la microscopie électronique à transmission (en 2D).

Il doit rester environ une 100n de micro électronique en France car beaucoup de gens pensent que c’est trop cher et que cela nécessite beaucoup trop de personnel qualifié pour être rentable. Cette méthode tend à disparaître mais c’est une erreur d’abandonner la microscopie électronique (exemples : le virus du SIDA a été d’abord découvert en ME ; en 2004 : découverte du SRAS par ME chez un patient décédé de cette atteinte). 
Les grands principes

Un ME est beaucoup plus gros que les MO.

a) Différences entre ME et MO

Sur le MO, on voit en couleur et sur le ME en n&b : en MO on voit grâce aux photons (microscopie photonique) alors qu’en ME on voit grâce aux électrons. 
La 2e grande différence est que quand on regarde avec un MO, le max de grossissement est de 1000x : les objectifs ont un grandissement de 2,5 à 100 et les oculaires ont un grossissement de 10. Pour connaître le grossissement total, on multiplie les 2 valeurs (x25, x40, x100, x1000). En ME, on peut grossir jusqu’à x1000000 pour l’analyse des atomes et des molécules. En biologie on ne va pas aussi profond. L’infiniment petit est aussi mystérieux que l’infiniment grand : tout est relatif : la protéine quand elle pense à la cellule c’est comme nous quand on pense à l’univers. Par jour le monde scientifique découvre de 10 à 20 nouvelles molécules. Pour la biologie normale, on grossit jusqu’à x100000. 

Le pouvoir séparateur : en microscopie on distingue un GR à coté d’un autre GR : le pouvoir séparateur est environ de 5 microns. En ME, on distingue 2 mitochondries cote à cote : PS = 0,2 nm

Le délai de réponse : En ME, les délais de réponse les plus rapides sont de 1 mois. L’urgence est quelque chose de relatif car en ME on ne peut pas aller plus vite. Si on veut savoir si un grain de beauté est un cancer ou non, en MO, le diagnostic se fait en 24 à 48h. Le délai de réponse est donc beaucoup plus court en MO.
Les indications : Quand va-t-on utiliser le ME ? Pour 3500 examens environ demandés par an en MO, on doit pratiquer environ 10 ME. 

La technicité : Au bout de 2 mois, quelqu’un de normalement adroit peut faire des coupes pour la MO. Pour la ME, on pourra au bout d’environ 1,5-2 ans. 

La toxicité : Quand on manipule les produits pour le MO, certains produits sont toxiques (Formol, Bouin, Xylène, Alcool…). En ME, on utilise des produits toxiques comme l’epoxy ?, l’oxium ?... 

Le coût : MO : environ 50€ pour un examen. ME : environ 1000€ par examen (non remboursés).

b) Constitution d’un ME à transmission

2 points importants : 
- Le filament émet les électrons (=ampoule pour le MO). Ce sont des filaments de tungstène ayant une ½ vie de 1 ou 2 ans. Quand on met le doigt sur ce genre de filament le doigt brpule immédiatement (il devient noir) car le filament est chauffé à 3500°C. Quelqu’un peut le changer que s’il l’a déjà fait.




- La pompe à vide : Pour que le faisceau d’électron soit tout droit, il faut qu’il y ait le vide dans la colonne d’électrons. Le matin la première chose à faire est faire le vide dans le ME. Si le vide n’est pas fait, on casse le microscope. 
c) Les différents types de ME

- A transmission : Donne des images en 2D, planes.

- A balayage : Donne des images en 3D.

- Le microscope pour l’analyse X : Ils sont reliés à des sondes qui permettent de définir s’il y a des métaux ou des corps étrangers dans une coupe (Calcium, Fer, Aluminium…). C’est un examen rare.
II/ Méthodologie générale : du prélèvement à l’observation microscopique

Le choix du prélèvement
Pour savoir comment on envoie un prélèvement et exactement où on prélève il faut appeler le labo d’anapath pour éviter le travail inutile.

Il faut prendre le prélèvement là où il faut : Dans une tumeur, il y a du jaune du rouge et du blanc… il faut éviter le jaune et le rouge. Si on prend dans le jaune, on prend dans la nécrose, et si on fait un prélèvement dans le rouge, on prélève les secteurs hémorragiques. A ce moment là, un mois plus tard on nous répondra que le prlvt était inexploitable.

La fixation

C’est important !! Il ne faut pas le mettre dans n’importe quoi. Le formol ne conserve pas assez bien l’ultrastructure (mitochondries, golgi…) : il faut au moins de la glutaraldéhyde. Le mieux est de demander au labo de la fournir déjà diluée ! Si la glutarladéhyde n’est pas diluée, le prlvt va se ratatiner. Il faut être sûr de soi et de ce qu’il faut pour fixer : c’est très important pour l’interprétation. Ensuite il faut placer l’échantillon à 4°C pendant 24 à 48h, contrairement au formol pour la MO ou il faut laisser à température ambiante. Si on met le prlvt trop chaud, il pourrit et si il est trop froid, il se cristallise. 

La post fixation

Ca se fait dans le labo de pathologie : elle se fait dans de l’acide osmique à 2% diluée ) 1% avec du PBS. Il est important de savoir qu’il y a une étape de post fixation. L’échantillon tout blanc devient tout noir. Ca dure 1h30, l’acide est très toxique et très cher (la petite ampoule coute 2500€), on ne vide pas ca dans l’évier ou dans un container normal, on le récupère dans un container de plomb. 
La déshydratation
On chasse l’eau dans l’échantillon. Quand on met quelque chose dans des bains d’alcool de degrés croissants, l’alcool remplace l’eau (l’alcool déshydrate). Ensuite, on le met dans une résine appelée l’epoxy qui englobe l’échantillon et qui va durcir en 12h à 70°C (correspond à la paraffine en MO).

L’inclusion

Dans la résine epoxy qui a durci, on ne peut plus changer la constitution de l’échantillon. Si par malheur il reste de l’eau dans l’échantillon, le faisceau d’électrons ne va pas aller tout droit.

Les coupes semi fines

L’échantillon est englobé dans la résine qu’on coupe avec un rasoir de verre (l’ultra microtome) sur une épaisseur de 0,5 microns. Au microscope optique on sélectionne les zones d’intérêt. On recoupe ensuite avec des lames de diamant qui coupe ce qui est très dur, ce qui donne des coupes très fines. 
Les coupes ultra fines

Se réalisent avec un ultra microtome. Quand on coupe comme ca on évite les superpositions nucléaires par exemple. Il ne faut pas que la coupe soit trop fine, elle se déchire quand on allume l’électron. 

Les colorations

Pour la ME, il y a des colorations particulières : les 2 colorations se font au coup par coup.

 
- L’acétate d’uranyle


- Le citrate de plomb.

On fait passer la lame dans des bains successifs dans respirer sur la coupe de citrate de plomb sinon la réaction avec le CO2 donnera des dépôts noirs (artéfacts).

L ‘observation au ME

On place la lame dans une petite cale, il ne faut pas avoir la tremblotte. On observe dans l’obscurité. C’est très fatigant. On prend des photos et on analyse les photos. On fait environ 500 clichés par semaine à analyser.
III/ Les techniques spéciales

Les techniques de marquage ou d’immunoélectronique

Il faut que l’Ag soit présent dans le tissu : Si on met des Ac alors que l’Ag a été détruit, il n’y aura pas de cplx. Il faut utiliser de la paraformaldéhyde car l’autre détruit les Ags. 

La ParaF est un cauchemar à préparer.

On utilise la résine hydrophile pour que l’Ac pénètre le tissu. Ces résines sont extrêmement toxiques. Pour l’inclusion on polymérise la résine à froid pour ne pas perdre la structure quaternaire de la protéine. Les Ac doivent être suffisamment affins et il faut savoir si l’Ag se trouve dans la cellule ou sur la mb, Car si c’est dans la cellule il faut perméabiliser la mb avec le triton qui troue la membrane cellulaire. 

On utilise actuellement les techniques d’immunogold pour les Ags membranaires, on marque les Ac avec de petites billes d’or.

L’ultracryotomie

Les coupes, au lieu d’utiliser un ultra microtome, se font avec un système de soufflerie

L’hybridation in situ

Réaction acide nucléique/acide nucléique.

Le  microscope électronique à balayage 

IV/ Applications pour le diagnostic

En pathologie tumorale

a) Les tumeurs neuro endocrines

Le grandissement ici a été pris à x2000 (une cellule seule x2500, une mitochondrie x3000, un grain de glycogène x10000)
La bordure de la membrane cytoplasmique est peu visible. A l’intérieur du cytoplasme, il y a des grains noirs neurosecrétoires. Une catégorie de cancers du poumon  est  le cancer de … ( CHIMIOTHERAPIE

b) Les mélanomes

C’est un cancer cutané induit par les UV. Se méfier du « tanning indoor » . On voit des dépôts de mélanine, des mélanosomes plus ou moins chargés en mélanine. 
c) Les angiosarcomes

Parmi les angiosarcomes on a le sarcome de Kaposi (prolifération de cellules endothéliales-Corps de Weibel Pallade- qui produit du facteur VIII de la coagulation).
d) L’histiocytose langerhansienne

Ce sont des tumeurs pédiatriques fréquentes osseuses. Pour faire le diagnostic on a parfois besoin de la ME, où on voit les zip d’inclusion 
e) Divers…

On a pu dire que cette pathologie de la thyroïde est un cancer grâce à ce desmosome. 
Le Schwannome ( Elephant man.

En pathologie infectieuse
En pathologie métabolique et dégénérative

En pathologie iatrogène

V/ Exemples d’applications en recherche

VI/ Evaluation questions/réponses

La microscopie électronique
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