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PrPrééparationparation des des ééchantillonschantillons pour pour 
ll’’immunofluorescenceimmunofluorescence

Application Application àà la la microscopiemicroscopie confocaleconfocale



Pourquoi une prPourquoi une prééparation spparation spéécifiquecifique ??

Microscopie confocale = Acquisition de coupes optiques sMicroscopie confocale = Acquisition de coupes optiques sééririééeses

Techniques de prTechniques de prééparation diffparation difféérentes des protocoles rentes des protocoles 
dd’’immunofluorescence classique (aplatissent les primmunofluorescence classique (aplatissent les prééparations)parations)



Immunomarquage de la GFAP sur coupe tissulaire
d’encephale canin

ImmunohistologieImmunohistologieImmunocytologieImmunocytologie

Immunomarquage de la GFAP 
sur des astrocytes en culture

Pourquoi une prPourquoi une prééparation spparation spéécifiquecifique ??

Caroline COLOMBEIX Laurence DUBREIL



PrPrééparationparation des cellules en culturedes cellules en culture
Nature des cellules et supportsNature des cellules et supports

Cellules non adhCellules non adhéérentes :rentes :
les immobiliser sur le supportles immobiliser sur le support

CytocentrifugationCytocentrifugation ((cytospincytospin) : ) : àà proscrire car perte 3D proscrire car perte 3D 
et localisation des organites intracellulaireset localisation des organites intracellulaires artartééfactuellefactuelle

Utilisation support comme gUtilisation support comme géélatine oulatine ou polylysinepolylysine sur sur 
lamelle 0,17 lamelle 0,17 µµm m 

DDéépôt par capillaritpôt par capillaritéé

Cellules adhCellules adhéérentes :rentes :
culture sur support culture sur support verreverre (plastique  =(plastique  = autofluorescenceautofluorescence))

Lamelle 0,17 Lamelle 0,17 µµm puis montage sur lame portem puis montage sur lame porte--objetobjet

LabTeckLabTeck ou boite pou boite péétri fond verre 0,17 tri fond verre 0,17 µµm  (m  (timetime--
lapselapse) ) (ex :(ex : MatTekMatTek Corporation,Corporation, AshlandAshland MA, USA)MA, USA)

Culture sur filtres (cellules polarisCulture sur filtres (cellules polariséées)es)

Marquage de la villine sur une lignée 
cellulaire colique
S. Kermorgant, INSERM U 410



Marqueurs FluorescentsMarqueurs Fluorescents

Colorants spColorants spéécifiques dcifiques d’’organellesorganelles

Marqueurs dMarqueurs d’’activitactivitéé biologiquebiologique

Cardiomyocyte isolé
DID : membranes

Cardiomyocytes
coupe de coeur
Marquage des
connexines (vert)
et de l ’α actinine
(rouge)
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Lignée cellulaire 
rénale transfectée

ProtProtééines chimines chimèères GFPres GFP

ImmunomarquageImmunomarquage



ImmunomarquageImmunomarquage
PrincipePrincipe

Immunomarquage:
Utilisation d'un anticorps spécifique 
de la molécule d'intérêt couplé à un
fluorochrome,
directement ou par l’intermédiaire 
d’un réactif secondaire. 



ImmunomarquageImmunomarquage
6 6 éétapes majeurestapes majeures

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation
Détergents : Triton, 
saponine, SDS

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA, 

ovalbumine, sérum Contre-coloration

Travail en chambre humideTravail en chambre humide
Ne jamais laisser sNe jamais laisser séécher lcher l’é’échantillonchantillon



FixationFixation
PrincipePrincipe

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation
Détergents :
Triton, saponine, SDS

Saturation sites
non spécifiques Contre-coloration

Conservation des structures : Pontage des protéines
Immobilisation rapide et homogène des antigènes d’intérêt
Respect de la nature de l’échantillon : osmolarité et concentration

ionique
Conservation et amplification de la fluorescence spécifique



Choix du fixateurChoix du fixateur

Fixateurs aldéhydiques

Réticulation

Méthanol, Ethanol
Acétone

Fixateurs coagulants

Glutaraldéhyde Paraformaldéhyde

+ -

Conservation structure 3D
Immunomarquage

Accessibilité intracellulaire



ImmunomarquageImmunomarquage
6 6 éétapes majeurestapes majeures

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation
Détergents : Triton, 
saponine, SDS

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA, 

ovalbumine, sérum Contre-coloration



ImmunomarquageImmunomarquage
6 6 éétapes majeurestapes majeures

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation
Détergents : Triton, 
saponine, SDS

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA, 

ovalbumine, sérum Contre-coloration

SSéérum de la même esprum de la même espèècece
que lque l’é’échantillonchantillon

ou lou l’’anticorps secondaire marquanticorps secondaire marquéé



ImmunomarquageImmunomarquage
6 6 éétapes majeurestapes majeures

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation
Détergents : Triton, 
saponine, SDS

Saturation sites
non spécifiques
Protéines : BSA, 

ovalbumine, sérum Contre-coloration

Anticorps directement couplAnticorps directement coupléé auau fluorochromefluorochrome
ou amplificationou amplification

anticorps secondaireanticorps secondaire
systsystèème biotine/me biotine/streptavidinestreptavidine



ImmunomarquageImmunomarquage
MMééthodes dthodes d’’amplificationamplification

Ex: marquage de l’antigène CD3
1 Antigène CD3
2 Anticorps de lapin anti-CD3
3 Anticorps anti-lapin biotinylé

Streptavidine couplée au Rouge Texas

systsystèème biotine/me biotine/streptavidinestreptavidine

Anticorps secondaireAnticorps secondaire
marqumarquéé par lepar le fluorochromefluorochrome



ImmunomarquageImmunomarquage
cas du doublecas du double--marquagemarquage

Utiliser de préférence des anticorps provenant d’espèces différentes

sinon :

Marquage des connexines (en vert) 
et de l ’α actinine (en rouge) sur 
une coupe de coeur humain

Incuber séquentiellement
Saturer de nouveau en BSA ou sérum avant la deuxième incubation
Faire une lame avec chacun des anticorps séparément
pour vérifier leur spécificité



Laser Argon/Krypton
Microscope Leica TCS SP1

Choix desChoix des fluorochromesfluorochromes
En fonction de son systEn fonction de son systèème dme d’’acquisitionacquisition

FITC - GFP
AlexaFluor 488

TexasRed
AlexaFluor 568

TOPRO-3
AlexaFluor 647



Choix desChoix des fluorochromesfluorochromes
En fonction de son systEn fonction de son systèème dme d’’acquisitionacquisition

Diodes 488 – 532 – 635 nm
Microscope Leica SPE

FITC - GFP
AlexaFluor 488

TexasRed
AlexaFluor 532

TOPRO-3
AlexaFluor 635



ImmunomarquageImmunomarquage
6 6 éétapes majeurestapes majeures

Fixation

Anticorps spécifiques Montage
Milieu Antifading

Perméabilisation

Saturation sites
non spécifiques Contre-coloration

Ne pas Ne pas éécraser la prcraser la prééparation :paration :
Utiliser des petits Utiliser des petits «« spacersspacers »»

(scotch double face)(scotch double face)
Milieu de montage polymMilieu de montage polyméérisant risant 

et antifadinget antifading
(ex:(ex: ProlongProlong,, MolecularMolecular Probes Probes --

InvitrogenInvitrogen, Cergy Pontoise France), Cergy Pontoise France)
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ANNEXE 2ANNEXE 2
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