M55

TP 1

Optique - Imagerie - Microscopie photonique
Présentation générale des outils...
Documentation sur les colorants...

Objectif de la séance : connaitre les principes da microscopie et des champs proches.

A connaitre

Le microscope photonique.

Le fond noir

Le contraste de phase et sa variante a contrdstdifférentiel
Le microscope inversé et ses applications

Le microscope a fluorescence.(lumiére a UV)

Le microscope confocal

Les colorants

Une application pratique et manipulation.

La microscopie photonique:

Définition : Microscope utilisant comme source laeuise la lumiere blanche
Principe: Source lumineuseampoule autrefois a filament dont I'émission dépéada
température de chauffage (lumiere jaune aux failidsnsités), actuellement elles

comportent un gaz qui donne une lumiere blanchéleqgee soit la température. Il existe
un diaphragme associé.

Condenseur: systeme optique concentrant le faidoesdneux sur l'objet
Objet: doit étre transparent pour pouvoir étre ysgkn lumiere transmise

Objectif: Systeme optique d'analyse de l'objet ayan grandissement, une ouverture

numérigue et un_chromatisme. L'ouverture numériqua objectif traduit sa capacité a
enregistrer les rayons les plus extrémes issuspdurt de I'objet. Sa valeur est fonction de
I'indice de réfraction du milieu traverse et dadla

Ouverture numérique : ON = n ( sin.alpha)
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Alpha lphia
/“ 160 : longueur du tube (mm) 40 : grandissement
0,17 : épaisseur du couvre ohjet 0.70 : ouverture numérique

ON=nsinu

l—— Objectif

de
Lame de verre | refraction

Huile Msme
1 Lamelk indice

Objectif a sec Objectif a immersion

seule une partie des tous les rayons lumineux

des rayons lumineux  Lumiers sont transmis et I ouverture

est transmise est plus grande

A savoir :
» Dans lair n=1 et le demi angle maximum est 72° ON=0,95
» Dans huile a immersionn=1,515 et le demi angle est 67,5 (courte focatkaghetre
réduit de la lentille): ON=1,4

Tableau des distances de travail des objectifs:

(Valeurs approchées pour un tube de 160 mm)

OBJECTIF FOCALE Distance de Travail *
4 X 40 mm 27 mm 30 mm
10 X 16 mm 6 mm
40 X 4 mm 0.5 mm
60 X 2.6 mm 0.15 mm **
100 X 1.6 mm 0.35 mm 0.12 mm

* Sources Olympus et Nachet
** Une lamelle couvre objet mesure déja 0.16 a 0.17 mm d'épaisseur !

Applications Anatomie pathologique. Bactériologie. Cytogénétigdématologie. Parasitologie
Virologie.
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Sur la monture des objectifs on peut rencontrer les symboles suivants

La marque du fabriquant.Nachet Zeiss Leitz etc

Le Grossissement en nombre de fois Ex : 100 x *
L'ON (Ouverture Numérique) ou ouv (ouverture)

o NA (Numerical Aperture)
o A ouAp (Aperture)

La longueur de tube en mmm 160 170 210 ou bien le symbole infini.

Type d'immersion
o I,H H oel oil dans |'huile
o Gly dans la glycérine
o W eau dans |'eau
épaisseur' de lamelle
o Oou0,17 ou 2
Correction géométrique
o Plan Pl Objectifs plans
Correction chromatique
o Achromatique
o Semi apochromatique
= Semi-apo
* Fl Fluo
= Néofluar Fluotar
* Fluo-plan PI-FI
= Ultrafluar
o Apochromatique
= Apo et Apochromat
= Planapo Apoplan
Objectifs spéciaux
o GF objectif a grand champ
Iris objectif a diaphragme
Cor Korr
Pol P objectif pour polarisation
Ph Phaco objectif de phase
Epi M objectif pour épiscopie

O O O O o

Epiplan objectif plan pour épiscopie
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Il Le fond noir
A compléter pendant la séance.

Objectit Lumibre diffusée servant

& former limage

Lamelle )
Cdne creux de lumiére

éclairant fa préparation.

Objet observé

Systéme de miroirs

nd
Lame porte-objet du condenseur

- Diaphragme annulaire

*

Source de lumiére
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Il Le contraste de phase.

« Principe : la microscopie d'absorption usuelle sepasur les colorants (variation
d'amplitude), mais il existe également des cordsmaste densité entre les différents
milieux traverseés par la lumiere (variation de @has

- Mécanisme: la récupération des rayonnements diffsaca donner une image qui refléte
les différents indices des milieux traverses. Rmufaire I'objet est éclairé par un anneau
de lumiére (diaphragme spécial du condenseur)umaieke transmise est également
sélectionnée par un anneau situe dans l'objedigau{les deux anneaux doivent étre de
méme taille et se superposer dans le systeme eptigur coincidence fait I'objet d'un
réglage pour un objectif donné).

- L'image observée est donc due uniquement a larelift@ d'amplitude du rayonnement
diffracté.

- La lumiere qui traverse les deux anneaux est décdde 1/4 de longueur d'onde par
rapport a la lumiére diffractée par I'objet puigrige par I"objectif.

Lumiere Lumiere non decalee

Condensew
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IV Le microscope inverse.

- Définition
Microscope optique adapté a la culture de cellule.

« Principe
Les composants sont les mémes que pour le micresoaginaire mais ceux-ci sont
disposes de haut en bas a partir de la source duséna l'inverse de I'habitude d'ou le

nom du microscope.
T s
ii Flacon de culture

de cellules

Photographie
I

« Application : Culture de cellule in vitro

Observation

Quels sont les objectifs du microscope du laboratdi

Ph. A www.biotechnologies.education page 6



BTSA 1 M55
V Le microscope a fluorescence

- Définition
Microscope dont la source lumineuse est une lamptant un rayonnement trés intense
(il existe plusieurs intensités de sources lumiegslectif qui est sélectionné par un
filtre dit d'excitation

« Principe
Source lumineuse ultraviolette adaptée sur un reémpe conventionnel.

« Schéma

Appareil
photo

Chambre
d'obseryvali

h

Source
lumineuse

Objet

|M<_EZ>| —

Certaines substances ont la propriété, lorsqu'alteg éclairées par des lumieres de courte
longueur d'onde, d'émettre une lumiére de longdeEude plus élevée. C'est la fluorescence. En
microscopie, cette propriété est utilisée pour aliser certaines structures. En général, les
radiations ultra violettes ou bleues sont utilispesr I'excitation et I'observation se fait dans le
visible.

Certains objets sont naturellement fluorescents: pamle de fluorescence primaire ou
d'autofluorescence. D'autres objets peuvent acquére fluorescence par imprégnation de
colorants fluorescents appelés fluorochromes: ledhiorescence secondaire.

Les pigments chlorophylliens font partie des suiista autofluorescentes. lls fournissent des
observations faciles et spectaculaires en passam¢ douleur verte en lumiere naturelle a une
couleur rouge en fluorescence.
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Une application tres importante en biologie immunofluorescence:

On utilise des_fluorochromes marquant soit descars ( immunochimie ) soit des
sondes nucléiques ( hybridation moléculaireBljorescence spontanéelipides, pigments (
vitamine A = fluorescence verteFluorescence induite: Acide phosphorique et vitamine A =
fluorescence rouge Fluorescence induite par ledbdas amines biogenes par constitution d'un
cycle supplémentaire.

Immunofluorescence

- Définition : utilisation d'anticorps marqués par un fluorochrome dont le produit est

stable et peut étre stocké

NVANEIVAN

« Amplification:

JC ﬁg
NN

Immunofluorescence sur coupes de tissus congelésicmscope a fluorescence utilisant
une lampe a vapeurs de mercure

Deux couches , trois couches

« Applications

Mise en évidence des dépbts extracellulaires: Ig immunoglobulines ), C (
complément ), Fibrine, amylose, dépbts de chainegkres d'immunoglobulines

Etude des constituants de la matrice extracellulag

Des applications biomédicales en néphrologie eteematologie
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La lampe a vapeur de mercure? cf diaporama

Quelques_fluorochromes classeés selon leur longuedionde d'émission

+ DAP| (ADN ) ----m-m- D>
- AMCA ( proteines ) ----- e
- Hoechst 33258 ( ADN ) ----- -
+ FITC /DTAF ( proteines)

- Cy3

- B-Phycoérythrine (proteines)
« R-Phycoérythrine ( proteines )
+  XRITC ( proteines)

+ Lissamine Rhod-B

« Texas Red (proteines)

+ R-Phycocyanine (proteines )

« Quantum Red

« Cy5 (proteines)

Autres

lodure de propidium (ADN )
Bromure d'ethidium ( ADN )

Quinacrine

Rhodamine

Bleu Evans

M55

Ph. A www.biotechnologies.education

page 9



BTSA1 M55

VI Le microscopeconfocal :
A compléter en recherche personnelle.
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VIl Les colorants. Pour information et support bibliographique

"Matiere colorée mise en contact avec un suppoffixeesur ce support de facon
durable en lui communiquant de la couleur”

o Le chromophore est le support de la couleur euxochrome est le site de
fixation

Familles chimiques des colorants

Nitrés
Monoazoiques

Diazoiques

Sels de Tetrazolium

Triphenylméthane
Xanthéne
Quinoneimine

Polycycliques

Naturels

Fluorochromes
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Principe

Les molécules colorées peuvent se fixer sur leggis
soit par simple affinité tinctoriale_(_coloratioggnalétiques ) ,
soit a la suite d'une réaction chimique ( coloraibistochimiques et histoenzymologiques )

» Cibles des colorants

« Nucléaire

o Bleu: Hemalun , Hematoxyline
o Rouge : Kernechtrot ( rouge nucléaire )
o Vert: Vert de methyle

« Cytoplasmique:_Eosine
« Tissu conjonctif :

Safran Vert lumiére Bleu d'aniline Rouge sirius

- Tissu élastique:_Orcéine

- Démasquage des ciblespuis dép6t d'argent
Réticuline
Granules cytoplasmiques : grimelius

+ Identification de composants chimiques

Histochimie

Histoenzymologie

« Immunochimie
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