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SPECTROSCOPIES OPTIQUES CONVENTIONNELLES

SF’EE'TRDPHDTDME‘TRIE, SF’EC'TRDFLLIDRIME‘TRIE,

ANALYS5E MACROSCOPRPIQUE EN SOLUTION

CARACTERISE L’INTERACTION DU RAYONNEMENT ELEETRDMAENE/TIQLIE
DU DOMAINE UV-VISIBLE AVEGC LA MATIERE
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SPECTRE VISIBLE: 400 < A< 745 NM

E =h.C/A

h=6,626069%10-34 J-s

(constante de Planck)

C=299 792 458 m/s

(vitesse de la lumiére dans le vide)

Donc E=f(1/A)




DENSITE OPTIQUE ET SPECTRE D’ABSORPTION

Le phénomene d’absorption par une molécule de I'énergie E=hC/A caractéristique d’'une onde électromagnétiquedans le
domaine UV-visible correspond a la transition d’un électron de son état électronique fondamentale vers un état électronique
excité.

Expérimentalement, pour caractériser I'absorption d’'une molécule a la longueur d'onde A, on mesure l'intensité |, de la lumiere
transmise par rapport a l'intensité |, de la lumiére incidente

On définie alors la densité optique (d.o.) de la solution comme suit: d.o= -log(l/l,)

La spectroscopie d'absorption consiste a mesurer cette d.o en fonction de la longueur d’onde A du rayonnement incident.
L’absorption d’une lumiéere de longueur d’'onde A par une solution d’'une molécule donnée dépend :

»du coefficient d'absorption ¢, caractéristique de I'efficacité d’absorption de cette molécule a la longueur d’'onde A

»>de la longueur | du parcours traversé par la lumiére (en cm)
»de la concentration de la solution en molécules (en Moles/litre)

on définie alors la relation suivante: d.o= -log(l/l,) = ¢,.C.I
avec |, correspondant a l'intensité de la lumiere incidente et |, correspondant a l'intensité de la lumiere transmise

Ainsi si I'on connait la valeur ¢, de la molécule étudiée, on a une relation directe entre la mesure expérimentale de la d.o et la
concentration C de la solution.

Rq.1 : les valeurs de ¢, caractéristiques des molécules utilisées pour des marquage en fluorescence sont généralement de
I'ordre de 10.000 pour la longueur d’onde d’absorption maximale. Ainsi pour une solution de ce type de molécule, une d.o. égale
a 0,1 (soit 1% d'absorption de la lumiere incidente) mesurées sur une cuve de parcours 1cm correspond a une concentration de
la solution de I'ordre de (0,1/10.000) soit 10° M.



RENDEMENT QUANTIQUE, SPECTRE DE FLUORESCENCE
ET DUREE DE VIE DE FLUDORESCENCE

Les molécules qui ont absorbée I'énergie de la lumiére d’excitation retourne rapidement dans leur état fondamentale en
dissipant leur excés d’énergie.

L’'une des voies de désexcitation correspond a I'émission de la fluorescence.

L’énergie dissipée par émission de fluorescence peut varier d’'une molécule a I'autre ce qui se traduit par des émission a
différentes longueurs d’ondes. L’énergie restituée est toujours < a I'énergie absorbée. Donc_Aem > Aabs.

L’analyse de I'intensité de la fluorescence réémise aux différentes longueur d’onde correspond au spectre d’émission de
fluorescence: I, = f(\)

fluo

Le rendement quantique de fluorescence ®; est défini comme le rapport de I'intensité de la lumiére de fluorescence
réémise par rapport a I'intensité de la lumiére incidente absorbée. Plus ce rendement est éleveé plus la molécule est
fluorescente. &= 1,/ |

fluo’ "abs

La durée de vie de fluorescence Ty correspond au temps moyen qui s’écoule entre I'absorption de I'énergie de la
lumiere incidente et le retour a I'état fondamental par émission de fluorescence.

Pour les marqueurs fluorescents, I'ordre de grandeur de T; est de quelques nanosecondes (1 0 seconde)

Rq.2 : Le spectre d’émission et la durée de vie de I'état excité sont des caractéristiques spécifiques de chaque molécule
fluorescente et ne dépendent pas de sa concentration. Ces parameétres sont par contre extrémement sensible a
'environnement (nature du solvant, interaction avec d’autre molécules, température, pH, polarité, ...).



SPEC'TRDPHDTDME‘TRE, SPECTROFLUORIMETRE
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SPECTRE D’ABSORPTION ET DE FLUORESCENCE DE
L’HYPERICINE EN SOLUTION DANS LE DMS50O
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FILTRES
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ANALYSE SPECTRALE EN MICROSCOPIE DE

FLUORESCENCE
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Evolution temporelle du spectre
de fluorescence intracellulaire
au cours de la métabolisation du
Benzo[a]Pyreéne

Décomposition du spectre
expérimental a partir du spectre
du Bla]P et des spectres des
différents métabolites isolés par
HPLC.
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L’analyse spectrale permet ici de mettre en évidence la modification chimique du composé

fluorescent et d’identifier les produits issus de la réaction.
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L’analyse spectrale en mode confocale permet ici de mettre en évidence I’hétérogénéité de

I’environnement local du composé fluorescent.
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L’analyse spectrale permet ici de mesurer I’équilibre entre la forme neutre et protonnée de la

sonde afin de calculer la valeur intracellulaire du pH. D’autres sondes ratiométrigue ont éte
. . . 2 ; ++ -—

développées notamment pour la mesure de la concentration intracellulaire en Ca , en Mg ,

des potentiels transmembranaires des cellules et des mitochondries.




Specire de foorescence do Snarf-1
en fonctivm du pH intracellulaire
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MESURES DES DUREES DE VIE

EN MICROSCOPIE DE FLUORESCENCE
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ANALYSE DANS LE DOMAINE TEMPORELLE
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ANALYSE DANS LE DOMAINE FRéQUENTIELLE

Frequency Domain
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La phase et la modulation en fonction
de la fréquence de modulation. La
phase croit avec la fréquence pendant
que la modulation décroit. Les deux
parametres sont tracés pour une durée
de vie de 10ns et 1ns

déphase et démodulation de I'émission fluorescente
par rapport a I'excitation dans une mesure de la
durée de vie de fluorescence dans le domaine
fréquentiel

<t > = (12nw) . Tang (Ad)
<t> = (1/2nw) . [(1/m?) - 1]1/2
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FORSTER RESONANCE ENERGY TRANSFER
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DISPOSITIF EXPERIMENTAL
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APPORT DE L’ANALYSE TEMPORELLE
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Cellules U87 incubée avec le complex [LDLb—Hyp] 20:1

ﬂ:> la localisation intracellulaire de s LDLs apparait clairement distincte de celle de I’hypéricine

Durée de vies de fluorescence de 1’émission des LDLb:

Fluorescence lifetime of LDL,, in the solution in the cells

LDLy in the absence of Hypericin 23+0,1ns 3,3+0,2 ns

LDL,, in the presence of Hypericin 1,1 0,1 ns 3,6 0,2 ns




ANALOGUE SYNTHéTIQUE D’UN OLIGONUCLEOTIDE 0=

APPLICATION A L’ETUDE DE LA VECTORISATION
CELLULAIRE D’UN OLIGONUCLETIDE PAR UNE
PORPHYRINE CATIONIQUE

IMAGERIE DE FLUORESCENCE DE CELLULES B16 APRES 3 H
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CONTROLE DE L’INTEGRITE D’UN OLIGONUCLEOTIDE
MODIFIE APRES INTERNALISATION CELLULAIRE

IMAGERIE DE FLUDODRESCENCE DE CELLULES B16 APRES
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FRET intramoleculaire FRET intermoléculaire
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Figure 1: transfert d'énergie intra ou nter-moléculaire. Une sonde a FRET intramoléculaire (a gauche) est constituée
d'une seule protéine chimére comportant les domaines fluorescents CFP et YFP(cilrine) séparés par une région dont
la conformation change en fonction du signal cellulaire d'intérét; ce changement de conformation module I'efficatité
du FRET entre CFP et YFP(citrine). En bas, le spectre d'é@mission de la sonde AKAR, une sonde FRET sensile a
l'activité Protéine Kinase A. Le spectre, obtenu avec le microspectroflucrimétre du BioMoCeTi, est mesuré sur une
cellule unique avant et aprés activation de la PKA par la forskoline.

Le FRET inter-molécuaire permet de détecter l'interaction de deux protéines fusionnée chacune a un fluorophore.
En bas, histogramme du déclin de fluorescence mesuré lorsque le donneur est exprimé seul (& gauche) ou en
présence du partenaire accepteur (a droite).



CYTOMETRIE EN FLUX
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CYTOMETRIE DE FLUX : VOIES DE DETECTION




DIFFUSION DE LA LUMIERE




REPRESENTATION DE LA POPULATION
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LA REPRESENTATION BI-DIMENSIONNELLE DE CES DEUX PARAMETRES
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REPRESENTATION

EN HISTAOGRAMME
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