JOURNAL DE PHYSIQUE
Colloque C2, supplément au n°2, Tome 45, février 1984 page C2-581

APPLICATION DE LA SPECTROSCOPIE DE PERTES D'ENERGIE D'ELECTRONS A

HAUTE TENSION A L'ANALYSE DE MICROPARTICULES DANS DES COUPES DE TISSUS
BIOLOGIQUES

J.P. Berry, P. Galle, Y. Kihn*, G. Zanchi*, J. Sevely® et B. Jouffrey®*

Laboratoire de Bilophysique, Université du Val de Marne, 8 rue du Général
é’arrail, 94010 créteil, France

Laboratoire d'Optique Electronique du CNRS, 29 rue Jeanne Marvig, B.P. 4347,
31085 Toulouse Cedex, France

Résumé : La spectroscopie de pertes d'énergie d'électrons a haute tension est appli-
quée pour la caractérisation de microparticules intracellulaires observées dans les

coupes de tissus biologiques. Elie permet de montrer que ces microparticuies corres-
pondent & des dépdts contenant divers éléments : ici de 1'aluminium, du gallium, du

nickel et de 1'uranium.

Abstract : High voltage electron energy loss spectroscopy has been used for the chemi-
cal analysis of small intracellular particles observed in thin biological tissue sec-
tigns. The technique has allowed the characterization of aluminium, gallium, nickel

and uranjum.

Associée & 1'observation des micrographies &lectroniques, la technique de spectrosco-
pie de pertes d'énergie d'é@lectrons est maintenant largement utilisée comme méthode
d'analyse chimique a 1'échelle submicrométrique. L'expérience montre que 1'utilisa-
tion de hautes tensions accélératrices (> 300 kV) des &lectrons primaires permet
1'analyse d'échantillons plus épais que ceux qui peuvent étre étudiés aux tensions
plus classiques de 100 kV. L'étude de la visibilité des signaux caractéristiques
d'excitation de niveaux atomiques profonds exploités pour 1'analyse met bien en &vi-
dence cet avantage {1). Elle montre, en particulier, que le contraste de ce signal
par rapport au fond continu auquel i1 se superpose, varie en rajson inverse du para-
métre t/\ ) épaisseur t de 1'échantilion mesurée en unité de libre parcours moyen X
du processus de diffusion inélastique principal dans 1'échantilion. X correspond en
général au processus de diffusion par plasmons. I1 est multiplié par un facteur de
1'ordre de 3 entre 100 et 1000 kV (2,3). I1 faut s'attendre & un rapport du méme or-
dre entre Tes épaisseurs des coupes qui peuvent étre exploitées & 1000 et 100 kY.
L'épaisseur des coupes de préparations biologiques qui peuvent étre analysées a 1000
kV par cette méthode, est de 1'ordre de 250 nm. Les effets de diffusions multiples
dans 1'échantillon font qu'au deld de 500 nm, les spectres ne sont plus utilisables
pour 1'analyse.

Le mode de variation du contraste des distributions caractéristiques en fonction de
t/ A permet aussi de conclure & une amélioration de la visibilité des raies pour un
méme échantillon, observé dans des conditions comparables lorsque la tension accélé-
ratrice des &lectrons primaires augmente. Ainsi la valeur limite des pertes d'énergie
utilisables devient plus grande. A 1000 kV, elle atteint 3000 eV.

La technique a &té utilisée pour la détection de divers types d'éléments, de numéros
atomiques aussi différents que 1'aluminium (Z = 13) et V'uranium (Z = 92), dans des
coupes de différents tissus. Elle a été appliquée & la caractérisation de microparti-
cules dntracellulaires en général constituées d'amas de fins granules dont la taille
est de 1"ordre de 10 nm. Les coupes étudiées &taient d'une épaisseur de 1'ordre de
200 nm. La partie de 1'échantillon sélectionnée pour 1‘analyse correspondait & une
ajre de 1'objet de 100 & 200 nm de diamétre,
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I - DETECTION DE L'ALUMINIUM DANS DES COUPES DE MACROPHAGES ALVEOLAIRES (4)

L'observation en microscopie &lectronique classique de coupes de macrophages alvéo-
laires fait apparaitre des inclusions intracellulaires denature Tysosomiale de quel-
ques nm de diamétre (Fig. 1 A). Le spectre de pertes d'énergie associé & cette partie
de 1'image permet de mettre en évidence la présence d'aluminium par la distribution
caractéristique d'excitation du niveau K dont le seuil apparait dans le spectre a
1540 eV (Fig 1 B). Le spectre montre également que, dans les inclusions, 1'aluminium
est associé & du phosphore (seuil K a 2150 eV) et a de 1'oxygéne (seuil K a 530 eV).

IT - MISE EN EVIDENCE DU GALLIUM (5)

La répartition du gallium dans les cellules rénales a été recherchédans les lysosomes
de cellules tubulaires. Cet &lément apparait également sous forme d'amas de fins gra-
nultes (Fig. 2A) et se caractérise dans le spectre par la distribution Lp3 dont le

seuil apparait & 1140 eV. I1 est aussi associé & du phosphore et 3 de 1'oxygéne (Fig 2B).

IIT - CARACTERISATION DY NICKEL (6)

La membrane de cellules tumorales en culture est soulignée par une précipitation dense
(Fig. 3 A). L'analyse par pertes d'énergie d'&lectrons a permis de montrer que cette
structure correspond a une forte concentration en nickel -mis en évidence par son
seuil Loy & 810 eV- associé & de 1'oxygéne, (Fig. 3 B).

IV - CARACTERISATION DE L'URANIUM (7)

Les images de lysosomes de cellules tubulaires rénales font apparaftre des amas de
fines aiguilles (Fig. 4 A). La nature chimique de ces amas, essentiellement consti-
tués d'uranium, a pu &tre confirmée par le spectre des pertes d'énergie. L'uranium
est caractérisé par deux distributions - la distribution N45 a4 730 eV et 1a distri-
bution N23 & 1045 eV, (Fig. 4 B).

¥ -~ CONCLUSION

Nous avons donc tenté de préciser grdce & 1a spectrométrie des pertes d'énergie d'élec-
trons utilisée & haute tension, la nature des inclusions submicroscopiques intracel-
Tulaires contenant des &léments minéraux trés divers (A1, Ni, Ga, U ) dans les diffé-
rents tissus de mammiféres ‘(rein, poumon, cellules tumorales) ayant donné lieu & des
protocoles expérimentaux trés différents. Dans tous les cas étudiés, les éléments mi-
néraux ont &té mis en évidence, parfois associés & d'autres &léments confirmant un
mécanisme de concentration et de précipitation dans les inclusions intracellulaires.
La mise en &vidence de tré&s nombreux éléments de la classification périodique offre
donc de nouvelles perspectives dans 1'étude des tissus biologiques. Dans le cas de
cette étude, Tes données fournies par cette méthode de microanalyse apportent de
nouvelles connaissances dans le domaine de la pathologie cellulaire.
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Fig. 1 : A - Image en champ clair & 100 kV de coupe de macrophages alv

présentant des inclusions intracellulaires.

B - Spectre des pertes d'énergie associé a une de ces inclusions dans
la zone des pertes 400 - 2500 eV - mise en évidence des seuils
de 1'oxvaéne. de 1'aluminiim et du phosphore
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A - Tmage en champ clair & 100 kV d'amas de granules observés dans
le lysosome de cellules tubulaires rénales.

B - Spectre des pertes d'énergie associé & cette zone - mise en
évidence de 1'oxygéne, du gallium et du phosphore.
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Fig. 3 : A - Image en champ clair - 100 kV d'une portion de cellule tumorale.
— La membrane de la cellule apparait en noir.

B - Spectre depertes d'énergie & 1 MV sur une portion de 1'image conte-

nant la membrane dans la bande de pertes d'énergie 400 - 1400 eV -

mise en évidence de 1'oxygeéne .et du nickel.
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"Fig. 4 : A - Image en champ t]air 3 100 kV d'amas d'aiguiiles & analyser dans

des coupes de Tysosomes de cellules tubulaires.
B - Spectre de pertes d'énergie obtenu & 1 MV sur une portion de 1'image

dans la fenétre des pertes 600 - 2400 eV - mise en évidence des
seuils N23 et N45 de 1'uranium.



