Chap. Il. Techniques d'études de la cellule

Diverses techniques ont été utilisées pour étudieellule :
» Etudes morphologiques (Techniques Microscopiques)
* Etudes physico-chimiques (Techniques de fractiommérdes constituants cellulaires dont
Centrifugation, etc...).
L'évolution de ces techniques d'étude a permisidexactomprendre la biologie cellulaire.

I- Techniques microscopiques

- La majorité des cellules sont petites et transpasea la lumiére visible et ne peuvent
étre décelé par I'ceil humain: le pouvoir séparatieufoeil est de I'ordre de 200 um (a 25
cm, I'ceil distingue 2 points voisins de 0,2 mm).

- La découverte des microscopes et la mise au paintpiparation du matériel
"Jaugmenter le pouvoir séparateur de I'ceil, et élanla transparence du matériel.

1. Préparation de I'échantillon pour I'examen

a. Etude des cellules encore vivantes
* La microchirurgie (examen vital) : introduction de microinstruments (microsondes,
microaiguilles)] informations sur les propriétés physico-chimigdeda cellule.
* La culture des cellules animales et végétalgses leur isolement (examsuapravita) : obtention
d'un clone (Population de cellules provenant dasde cellule parentale).
* Les colorants vitauxies structures de la cellule (Ex. Réaction ad&agériodique spécifique des
sucres; réaction de Feulgen pour I'ADN).

b. Etude des cellules préalablement tuées
Agents chimiques ou physiques (congélation) quetit* la cellule[Une analyse morphologique
compléte, on utilise:

* Un fixateur chimique colorant qui cause la mort de la cellule, maisseove la structure
et la composition de celle-ci. Ex. Lugol (acidelupmoyaux et chromosomes ;et pour enzymes:
l'acétone et la formaldéhyde,..

* La cryodessiccatiancongélation rapide I'échantillon dans un baizatea liquide (-160° a

-190°C), puis déshydratation ou dessiccation sadis & une T° de -30° a -40°C morphologie
cellulaire conservée et méme maintien de la vier(aptozoide).

2 autres étapes sont nécessaires pour analyse aignmscope:
* L'inclusion: dans une substance solide (paraffine ou celle)dihe tissu fixé est d'abord
déshydraté (bain d'alcool), dans un solvant intdiaike (xyleme ou toluene pour la paraffine,
éthanol éther pour la celloidine). Pour le micopge électronique, l'inclusion se fait dans des
résines trés dures (les méthacrylates et les g2éjpxy).

* Préparation des coupes mincd3es tranches plus au moins fines sont réalisékmicke d'un
microtome. Epaisseur exigée 2 a 5 um pour la microscopieopiepie et 50 a 80 nm pour la
microscope électronique.




Etapes de préparation des échantillons en microscpoptique

2. Microscope optique
Définition : outil permettant I'examen d’objets agdis en présence de photons (UV & visible).
Pouvoir séparateur amené a 0,2 um en lumiére @igdiossissement 1000 fois et plus.
Plusieurs types:

* Ceux qui donnent une observation directe desctires cellulaires: microscope a
transmission et a contraste de phase.

* Ceux qui donnent des informations indirectedalstructure cellulaire: microscope a fond
noir et mic. polarisant.
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2. 1. Microscope a fond claire

Description

Partie mécaniqueStatif, Tube binoculaireTube porte objectif

Partie optiqueSource lumineuseSystéme condenseur — diaphragi@®jectifs 4x/10x/40x/100x
Oculaires 10x/...

Principe de formation de I'image

Objectif a image agrandie inversée réelle

Oculaire a image intermédiaire agrandie inversgeaelie

Caractéristiques essentielles du microscope

Ouverture numériqueProduit du sinus de I'angle incident maximal possipour un rayon et de
I'indice optique du milieu inciden©ON =n . sin a

Limite de séparationla limite de résolution (transverse) d d'un microge, c'est-a-dire la plus
petite distance en dessous de laquelle deux pewitgins ne seront plus distingués, peut étre
exprimée simplement a l'aide de la longueur d'odidiimination 4, de I'indice de réfraction n en
sortie d'objectif, et du demi angle du céne de &rmmmaximum accessible

*
061

Pouvoir de résolution : 1/d Chir
Grossissement : G =gl . g2
Applications: Histologie, Hématologie, Parasitologie, Bacté@gé

2. 2. Microscope a fond noir

Principe

Eclairage par un condenseur a fond noir

Aucune lumiere ne pénétre dans I'objectif
Observations des contours de la cellule par diffsac
Applications en Bactériologie

Image obtenue par microscopie a fond noir.

2. 3. Microscope a contraste de phase

Principe

Objectif avec anneau de phase intégré

Modification de la phase des rayons lumineux aat@m d’intensité lumineuse

Applications: Observation de cellules vivantes
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Image obtenue par microscopie a contraste de phase



2. 4. Microscope a fluorescence

Principe de la fluorescence

C’est I'émission de lumiére suite a I'absorptiongd®tons, E=h.n=h.cl2 > I1

Différents types de fluorescence:

Primaire : produite naturellement par certaines substanmetogiques (ex : chlorophylle)
Secondaire obtenue artificiellement en liant un composé rfarorescent avec un composé
fluorescent (fluorochromes)

Les microscopes a fluorescencont: A lumiere transmise ou lumiere réfléchigaf{gprescence)
Applications: Bactériologie (cytométrie sur filtre), Imnmunofi@scence

Image obtenue par microscopie a fluorescence

2. 5. Microscope confocal

Principe: Ce microscope permet de collecter I'image réiflgcau niveau d'un plan focal et
d’éliminer les images du dessus (dessous) de oegpalabalayage laser

Applications: Neurobiologie

= 7 %
Image obtenue par microscopie confocal

3. Microscopes électroniques

Principe

Etude de Ultrastructure biologique : utilise les électrons émis par unth@de, et accélérée par
une forte différence de potentiel, I'image prendmi® sur |'écran fluorescent et dépend de la
dispersion des électrons par les noyaux atomigoeteius dans I'objet: pouvoir séparateur de 0,5

nm (5 A). Agrandissement de @t plus.

Types:

Microscope électronique a transmission

Principe: On diminue la limite de séparation en diminuamtldngueur d’'onde d’excitation a
utilisation des électrons a la place des photons

Caractéristiqgues1. d =1 nm 2. G = de 1400x a 500 000x

Description

Canon a électrodes

Accélérateur d’électrons

Lentille électromagnétique

Ecran fluorescent de visualisation




Microscope électroniqgue a balayage

Principe: Les cellules sont traitées par des sels de métauds. Les électrons émis par la cathode
vont balayer la surface de la cellule

Caractéristiques 1.d=10nm 2. G =20 000x

Applications: Biologie cellulaire
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3. Préparation des échantillons

Coloration positive

1. Fixation chimique

2. Déshydratation

3. Inclusion dans la résine

4. Coupes de 50 & 100 nm

5. Dépbt de sels de métaux lourds a augmentati@oninaste




Coloration négative
» Les sels de métaux lourds se déposent aprés étiapata I'eau autour des particules

*
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Image obtenue par coloration négative

Ombrage de particules & réplication de surface
» Réalisation de répliques quand la surface est trop
e épaisse pour étre traversée par les électrons

e -
mage obtenue par ombrage

Cryodécapage & cryofracture associée a la microscopie a balayage. Obtentignrégiques
(impression de relief) des ultrastructures celteki
Cryofracture
= Fixation par Congélation des organites dans I'azigeide & -196°C.
= Fracture du blocClivage tangentielle des membranes en leur milieu
= Réplication par ombrage
Cryodécapage
= Congélation ultra rapide
» Fracture de I'échantillon
= Sublmation de I'eau sous vide
= Réplication
= Vaporisation La surface fracturée est vaporisée par un métet|(or ou platine) puis par
du carbone (pour renforcer la coupe).
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Image obtenue pa} cryodécapage

ll. Les technigues de fractionnement des constituds cellulaires (fractionnement cellulaije

Préparation de I'homogénat cellulaire

. Méthodes permettant la rupture de la membrasspfue
. Mécanique : broyage

. Choc osmotique

. Congélations décongélations successives

. Ultra-sons

. Attaque enzymatique

OO 0T K

. Précautions a respecter pour obtenir un bon génai
. Liquide isotonique

. Basse température

. En présence d’agents réducteurs

. PH neutre

OO TON

Séparation des organites

Par centrifugation différentielle: Augmentationldevitesse et du temps

Par centrifugation en gradient de densité (ultradagation): Principe : séparation des organites e
fonction de leur constante de sédimentation, fonatie leur masse molaire:

1. Séparation en solution de saccharose de 5 a 20 %

2. Dépo6t des organites en surface

3. Centrifugation : arrét de la migration quand deganites rencontrent une couche de saccharose
de densité supérieure a la leur

4. Séparation des organites en fractions (= al@g)ot

Suivi de la séparation des fractions
Utilisation de marqueurs moléculaires des organifes sont des enzymes caractéristiques de ces
organites. On peut aussi évaluer la purificationm@&roscopie

Applications
Utilisation de systemes cellulaires. Ex : synthgseseiques in vitro



Organe

tissus .
Cytométrie en flux l 7

Etude morphologiques, ultrastructurales :
Lyse des membranes . . . P
Centrifuaati Coloration & microscopie - Cytométrie en flux
entritugation - Techniques immunechimiques (FISH, GFP, ...)
Lyse des membranes l
Centrifugation

Macromolécules
biologiques
Séparation - Purification :

Centrifugation - Electrophorése
Chromatographie

Etude de la relation structure - fonction :

Protéines Clonage, manipulation ADN / ARN
Acides nucléiques Protéines recombinantes
Lipides Enzymologie
Glucides Techniques biophysiques (RX, RMN, RPE, ...)
Complexes immunochimiques (Elisa, ...)

radiochimiques (Morthern blot, ...}

Synopsis général des techniques pour aller de l'obse

rvation des tissus a la
purification et I'analyse des macromolécules biolog

iques

Techniques et Buts

Techniques But

coupes de tissus (microtome) - Prélevement

observation microscopique - cytologie

tri des cellules - observation de différents marqueurs
phénotypiques - apoptose

culture cellulaire multiplication des cellules - sauvegarde des cellules

localisation intracellulaire - mise en évidence d'organites, de
macromolécules typiques

des cellules (détergents, chlorure guanidinium, rupture de la membrane plasmique - extraction de
)

macromolécules ou d'organites

. e séparation des cellules en fonction de la constante de
en gradient de densité (saccharose) sédimentation (Svedberg)

ultracentrifugation différentielle séparation et purification des organites

techniques de

(échange d'ions, gel de séparation et purification des macromolécules biologiques
filtration, affinité, ...)

(surtout protéines)

immunocytochimie (ELISA , , "radioimmunoassay", ...)

localisation cellulaire des macromolécules biologiques

analyse de I'ADN (tailles et formes des fragments)

en conditions analyse des protéines (masse molaire / nombre de sous-unité

natives ou dénaturantes (SDS) / structure quaternaire)

(absorption
a 280 nm, méthode de Bradford, méthode de Lowry détermination de la concentration des protéines
)

mesure de l'activité catalytiqgue des enzymes

surexpression de protéines recombinantes




Centrifugation
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Isolement a partir d'une population de cellule®rganite bien défini pour lui subir des méthodes
d'analyse physiques ou biochimiques de ses coastiunoléculaires.

Organisation des Biomolécules : quelques exemples

Cellules
organites

Edifices supramoléculaires
10°-10%2 Da

Macromolécules
104-1010 Da

Eiément titutif o .
éments constitutifs w R iﬁ;

Précurseurs ® <D 6 é;bE o

Eau et ion minéraux
18-44Da




Echelles de taille en Biologie

4000 ans Durée de vie des plus vieux
arbres
1 an Durée de vie d’'une souris

1 mois| Durée de vie d'une drosophile

2 jours Reproduction d’'une cellule
animale en culture

20 min Reproduction d’'une bactérie
20 sec Synthése d’une protéine
1 ms Réaction enzymatique

10 ps| Interaction initiale d'un photon
avec l'oeil ou les chloroplastes
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