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  Introduction à la structure cellulaire

La cellule est l’unité fonctionnelle vivante

En 1833, Schwann et Schleiden ont émis la théorie cellulaire selon laquelle :

§  tous les organismes sont composés de cellules

§  chaque cellule est capable de mener une existence indépendante alors qu’aucun de ses

composants ne le peut (ex : un noyau seul ne peut vivre). La cellule est la plus petite unité

du vivant.

§  La vie ne se transmet que par division cellulaire

 

Les différents constituants de la cellule sont

§  l’eau (molécule la plus importante)

§  les protéines (éléments structurels fondamentaux des cellules et de la matrice extracellulaire

– MEC. Elles constituent aussi les enzymes et les hormones)

§  les glucides (forme de stockage d’énergie et base de la structure membranaire et de la

MEC)

§  les acides nucléiques (support de l’information génétique – ADN/ARN)

§  substances inorganiques (comme des ions calcium ou des sels comme l’hydroxyapatite)

 

Distinction d’une cellule eucaryote et d’une cellule procaryote



	
  



Eucaryote (20um)



Procaryote (2um)
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1. Les principaux outils de l’étude des cellules et des tissus

 



Principes généraux de microscopie et microscopie optique

 

Pour un microscope optique, le pouvoir de résolution est de 2 um. Ce qui signifie que c’est la plus

petite distance où l’on peut voir 2 points visibles.

Formule

	
  

 

 



d	
  



Les microscopes présentent une source d’émission d’un type propre de rayonnement (dans le cas de

l’optique = lumière visible). Cette source d’émission sera focalisée sur un échantillon, une coupe de

tissus par exemple, pour le traverser.



Lentille oculaire



Lentille objectif

Condenseur



Lumière
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1.1. Préparation d’un échantillon



 

Première étape : la fixation

 

Elle a pour but d’immobiliser les tissus, cellules et autres structures dans un état aussi

proche que possible du vivant. Elle a notamment pour rôle de conserves ces tissus et ces

cellules en empêchant leur destruction.

 

En terme chimique, la fixation établit des liens multiples entre protéines, elle les maintient,

de telle sorte qu’elles soient figées et maintenues en place pour ne pas dégrader les

structures dans les cellules ainsi que la MEC.

 

Les techniques de fixation en utilisant des aldéhydes dont le formaldéhyde et/ou le

glutaraldéhyde. Ces éléments vont permettre la formation de liens covalents (base de

Schiff) avec les groupements amines primaires des protéines afin de les stabiliser.

 

Le formaldéhyde (formol)

Le glutaraldéhyde
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Deuxième étape : l’inclusion

 

Les « morceaux » de tissus une fois fixés doivent être découpés en tranches très fines pour

pouvoir être observés au microscope. Mais, les tissus étant assez mous et fragiles, ils doivent

être placés dans un milieu suffisamment solide.

Les deux milieux existants sont la paraffine et les résines

Au débuts ces deux milieux se trouvent sous forme liquide, ils peuvent donc entourer les tissus

fixés puis une fois refroidi (paraffine) ou polymérisés (résines), ces milieux durcissent et forment

des solides dans lesquels se trouves les tissus fixés.

 

Problèmes : ces milieux sont souvent miscibles, insolubles dans l’eau.

 

Méthode à suivre pour inclure un échantillon dans de la paraffine :

1.  Déshydratation de la solution riche en eau

2.  Plonger le prélèvement dans de l’alcool

3.  Plonger le prélèvement dans un solvant de la paraffine (toluène ou xylène) qui va

pénétrer dans les tissus

4.  Inclure les prélèvements dans la paraffine à plus de 56°C

 

Troisième étape : la microtomisation

 

Un microtome est une machine qui permet de découper la paraffine.

On place ensuite les fines sections sur des lames de verre porte-objets mais on ne peut encore

rien observer car elles font encore 5 à 10 um et il n’y a pas assez de contraste.

 

Quatrième étape : la coloration (topographique)

 

Comme les cellules sont invisibles, on va devoir les colorer. Avant tout, il faudra découper la

paraffine pour permettre aux colorants d’interagir avec les composants tissulaires.

 

Méthode de coloration courante :

•  Association de deux colorants Hématoxyline &amp; Eosine (HE) à partir d’ Hemalum et de

d’Erythrosine

•  La coloration trichromique HES dans laquelle l’Hemalun et l’Erythrosine s’associent à du

safran
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§ 



 

§ 



 

§ 



L’Hémalum

C’est un composé basique qui porte des charges + à pH neutre et s’associent à des

structures chargées – (bases).

Il colore en mauve les composants basophiles (composants qui montrent une affinité pour les

colorants basiques) comme par exemple de l’ADN, de l’ARN, le noyau, les ribosomes)

L’Erythrosine

C’est un composé acide qui porte des charges - à pH neutre et s’associe donc à des

molécules chargées + (acides). Il va colorer en rouge les protéines, le cytoplasme, ainsi que

les fibre extracellulaires, substances acidophiles.

Le Safran

Il colore en jaune le collagène



 

Il existe d’autres colorations qui peuvent remplacer le HES si la cellule n’est pas assez visible. Par

exemple les trychomes « bleu » ou « vert »

 

Remarque : pour aller plus vite, on peut effectuer une fixation à froid par congélation rapide et une

fois congelé, on peut utiliser un cryostat (microtome dans un congel).

Utilisé pour un diagnostic extemporané.
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2. La microscopie électronique à transmission

 

Pour un microscope électronique à transmission, le pouvoir de résolution sera de 0,2 nm. Ce qui va

permettre de distinguer les différents organites, ce qui n’était pas le cas pour le microscope optique.

La source d’émission sera ici des électrons accélérés, afin de diminuer la longueur d’onde et ainsi

diminué la distance du pouvoir de résolution. On considère que la longueur d’onde est 10 000 X plus

petite que celle de la lumière.

 

 

Si l’on veut envoyer un faisceau d’électrons accélérés, il va falloir faire le vide pour empêcher les

collisions avec les molécules de l’air.

Ces électrons vont être dirigés vers un écran grâce à des champs magnétiques qui les contrôlent.

Les échantillons biologiques sont assez « transparents » aux électrons et doivent donc être colorés

par des substances denses aux électrons pour pouvoir être observés dans un MET.

Les électrons accélérés traversent la cellule et si ils rencontrent un obstacle ils sont déviés et on

effectue une mise à terre pour ces électrons.

Là où les électrons ont été déviés, le flux d’électrons incident est réduit et donc on observera des

zones d’ombres, tandis que si les électrons passent au travers de l’écran on aura des zones claires.
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2.1. Préparation d’un échantillon

Fixation

Le glutaraldéhyde, molécule possédant deux fonctions aldéhyde est généralement utilisé comme

premier fixateur pour le maintient des protéines.

Ensuite, le tétraoxyde d’osmium (OsO4) est utilisé comme post-fixateur pour se lier aux

phospholipides des membranes.

L’inclusion

L’échantillon doit être sectionné en coupe très fines (50nm d’épaisseur) pour être observé dans

un MET. Pour obtenir cette finesse (1/100 de l’épaisseur de la cellule), il faut inclure les tissus fixés

dans un résine.

On va donc déshydrater, les mettre dans des bains d’alcool, les infiltrer dans un solvant des

résines avant leur inclusion dans la résine et sa polymérisation.

Résines utilisées: type époxy (Epon) ou résines acryliques qui formeront des « plastiques » très

durs.

L’ultra-microtomisation

Pour pouvoir couper à une épaisseur de 50nm, on utilise un ultra-microtome. On va couper avec

un diamant. Les coupes se disposent en un ruban qui s’étale à la surface d’un plan d’eau. Chaque

ruban est ensuite recueilli sur une grille métallique.

Coloration

Dans le MET, le contraste dépend de la masse atomique des atomes présents au niveau de l’objet :

plus leur masse est élevée, plus les électrons qui se dirigent vers ces atomes seront déviés et plus

grand sera le contraste obtenu au niveau de l’image.

En général, les molécules biologiques sont composées de Carbone, Oxygène, Azote &amp; Hydrogène

qui possèdent une masse atomique assez faible et donc transparents au faisceau d’électrons.

Pour les rendre visible on va les imprégner avec des sels de métaux lourds dont les masses

atomiques sont élevées (Pb = 207, U = 238). Ces métaux sont capables de dévier les électrons

et sont donc considérés comme denses aux électrons.

§  Citrate de plomb contraste les membranes biologiques

§  L’acétate d’uranyle contraste la chromatine et les ribosomes (acides nucléiques)
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2.2. Microscope électronique à balayage



§ 

§ 

§ 



Un faisceau d’électrons primaire frappe la surface recouverte d’or (dense aux électrons)

Les électrons secondaire sont repoussés et reconnus pas le système

Les électrons ne restent pas sur la surface sinon il se repousseraient. C’est pourquoi on

recouvre la surface d’or et on effectue une connexion à la terre.

Recap
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