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Principe et But %{«

La technique de Tokuyasu permet de *

congeler rapidement a tres basse
tempeérature des echantillons biologiq?%

Cette technique s’applique pour des 5%5
localisations fines de molécules
(proteines ou acides nucléiques) au sein
d’un tissu ou cellules a I’'échelle de

I'organite. ;%f
M2y,



Les principales etapes



La Fixation o

Compromis entre conservation de |a
morphologie et I'antigenicite.
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Mélange de Paraformaldéhyde et de Glutaraldehyde
- Le GA en tres faible concentration : maintien des <«

\_
- AaMmMeliore 3 mornholoaie N A NALIT ’.




« Quenching » o
*

Blocage des aldehydes libres

o
- limiter les effets du glutaraldéhyde #*
s

(forte autofluorescence)
- IF sur les echantillons o




Enrobage en Gélatine... &

Pour les culots cellulaires —
bactéries, culots d’organites... ;ﬁ«

Pour les tissus

A
- meilleure préservation du tiss




Cryo-Protection en sucrose -
%

Le sucrose 2,3M en PO4 0,1M sert)
Cryo- protectant et previentla
formation des crlstaux de glace au .
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Les coupes o

Semi-Fines

-Repérage avant les coupes UF )
- Immunofluorescence Jod?
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Modeles d’etude

- Le pl
culture




Identification et interpretation des | es

Muscle cardiaque de souris

Mitochondries




Autres points importants X~

- La méteéo : le taux hygromeétrie,
température

- L'azote liquide : cher,
dangereux et approvisionnement



Perspective

Contraste a I'OTE en remplacement de |'acétate d'urany




Localisation de la protéine
AUF1 dans laglande @ °
mammaire de chevres en




Genotype et Phénotype %
des chevres AA/OO X

Les chevres portant une mutation au nivea%
du gene de I'asl-caseine, présentent une

déficience dans le transport des caséines
entre le réticulum endoplasmique et I'apparei

Golgi. %

E.Chanat, P. Martin and M. Ollivier-Bousquet. J.Cell Science, 1999
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Les protéines AUF1 %

AUF1 : se présente sous la forme de 4 isoformeg;(fé
par splicing differentiel

AUF1 est impliqué dans la régulation des AR%(
en relation avec l'ubiquitine et/ou le proteasome.

(Trojanowicz et al., 2009) ;i%

La localisation AUF1 est variable selon le stade de
difféerenciation cellulaire

- Peu différencié : localisation nucléaire
- Différencié : localisation cytoplasmique




AUF1 et Glande mammaire en Iacta%m
X

AUF1 est impliquée dans la degradatlo

des ARNm odt

- Son taux d’‘expression est-il m
chez les mutants ?
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Identification des sites potentiels

de localisation d’AUF1
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Conclusion - perspective % %

AUF1 et RE : localisation d’AUF1 au niveau
RE uniguement chez les chevres OO

AUF1 et TGN : pas de marquage TGN38 dans

les compartiments positifs pour AUF1 chez Ie%
chevres AA
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