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Taille relative et Moyens de detection des objets

Relative Sizes and Detection Devices
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http://micro.magnet.fsu.edu/cells/index.html

Spectre de la lumiere

La microscopie optique utilise la lumiere (blanche ou
autre) pour permettre la formation d‘images a l'aide de

lentilles de verre.
Grossissement maximal: 1000X

Résolution maximale: ~200 nm



Observation de spécimens avec la LUMIERE BLANCHE

-Utilisation de colorants

-Utilisation de la densité des spécimen (réfraction)

Contraste de phase Contraste de Nomarski



http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/dic/dicphasecomparison.html

Observation de specimens avec la FLUORESCENCE

Stokes’ Observation
uv
Absorption

Visible
Fluorescence
Emission

La fluorescence est une provoquée par diverses formes
d'excitation autres que la chaleur (on parle de « lumiere froide »). Elle
se distingue de la phosphorescence en ce que de lumiere

intervient immédiatement ou rapidement aprées I'excitation.
Source: Wikipédia
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Les Fluorophores

Common Fluorophores in Widefield and Confocal Microscopy
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Marqguage fluorescent des cellules

Immunofluorescence directe




Les protéines fluorescentes

Green Fluorescent Protein (GFP)

Découverte en 1962 par le chimiste et biologiste marin Osamu Shimomura.

Utilisée pour la premiere fois comme traceur dans des bactéries en 1990 par
Martin Chalfie
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http://www.tsienlab.ucsd.edu/Images.htm

Le Dr Tsien, Osamu Shimomura et Martin Chalfie ont recu le Prix Nobel de chimie
en 2008 pour leurs travaux sur la protéine GFP et ses dérives.


http://culturesciences.chimie.ens.fr/content/prix-nobel-de-chimie-2008-une-meduse-fluorescente-recompensee-925
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Microscopie confocale

Equipement de microscopie qui permet d’éliminer la lumiére hors-focus.



Microscopie confocale vs Microscopie en fluorescence

Confocal and Widefield Fluorescence Microscopy



http://www.olympusconfocal.com/theory/confocalintro.html

Série d'images (z-stack) dans |'eépaisseur d‘un echantillon

Pollen Grain Serial Optical Sections by Confocal Microscopy

Figure 6


http://www.olympusconfocal.com/theory/confocalintro.html
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SErie d'images (Z-stack)




)

Reconstruction sbD







Reconstruction sb




Observation de cellules vivantes (Live-Cell Imaging)

Labtek II chambered coverglass



Cellules endothéliales d’arteres pulmonaires bovines
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http://www.microscopyu.com/moviegallery/livecellimaging/bpae/index.html

Cellules épithéliales en mitose

Hamamatsu ImageEM electron multiplying camera system coupled to an Olympus
DSU spinning disk microscope.
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http://learn.hamamatsu.com/galleries/digitalvideo/spinningdisk/llcpk1lumen/LLC-PK1-EGFP-Tubulin-mCherry-H2B.html
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MICROSCOPIE
FLECTRONIQUE



Relative Sizes and Detection Devices
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La microscopie électronique utilise un faisceau d’électrons pour
visualiser des spécimens colorés a |'aide de métaux lourds pour en
augmenter la densité. Les lentilles sont électromagnétiques.

Grossissement : 500X a 500 000X

Résolution maximale: ~ 0,5nm a 2A


http://micro.magnet.fsu.edu/cells/index.html

Microscopie €électronique a balayage (SEM

Image obtenue a l'aide des électrons qui sonr
dévies par la surface de I'échantillon a ok



Microscopie electronique a transmission (TEM)

Image obtenue a I'aide du faisceau d'électrons qui traverse
I'échantillon a observer.

Microscope Tecnai Spirit
BioTwin de FEI

Voltage: 80-120KV




Microscopie electronique a transmission (TEM)

Ultrastructures
Colorants: métaux lourds
affinité pour les lipides, protéines, ADN, ARN




Microscopie electronique a transmission (TEM)

Etude ultrastructurale en ME

Préparation des échantillons:

- Inclusion dans résine (Aclar, Araldite, Epon,...)
- Coupe des blocs de résine a 60-80 nm

- Dépot sur grilles

- Observation




Préparation des échantillons:

- Inclusion dans résine (Aclar, Araldite, Epon,...)




Préparation des échantillons:

- Inclusion dans résine (Aclar, Araldite, Epon,...)
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Préparation des échantillons:

- Inclusion dans résine (Aclar, Araldite, Epon,...)




Préparation des échantillons:

- Coupe des blocs de résine a 60-80 nm




Préparation des échantillons:

- Coupe des blocs de résine a 60-80 nm




Préparation des échantillons:

- Dépot sur grilles







Observation en Microscopie électronique a transmission (TEM)

Etude ultrastructurale en ME




Etude ultrastructurale en ME

Ultrastructure
directe
Méthylamine
tungstate




Virus influenza



Etude ultrastructurale en ME

Ultrastructure
Coupes fines

Uranyl acétate et
Citrate de plomb




Réticulum endoplasmique rugueux (avec ribosomes)

50 000 X



Neutrophiles et parasites (Leishmania infantum)

12000 X 12000 X



Cellules produisant des pseudo-virus VIH

0.5 pm
I

10000 X 50000 X




, . . Immunodétection
Detection ciblee Coupes fines

Or colloidal
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The Carl Zeiss Microscopy Online Campus: http://zei
campus.magnet.fsu.edu/tutorials/spinningdisk/spinni

Olympus Microscopy Resource Center: http:

Molecular Expressions: http://www.mic

Leica Science Lab: http:
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