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V. Visualiser les molécules dans la cellule, 1a fluorescence



1. La microscopie
optique/photonique/conventionnelle
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» Résolution de |'ceil humain : 0,2 mm =200 micromeétres
= Résolution en microscopie optique : 200 nanomeétres
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Excitation séquentielle des fluorochromes



V. Visualiser les moléecules dans la cellule :
la fluorescence
A) Le principe
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B) La fluorescence naturelle : la GKP

-2 maxima d'excitation :
~a395nm (UV) et a 475nm (bleu),

-1 spectre d'émission a 500nm (vert)

GFP : fluorescence intrinseque,
_non toxique, et conservée. '

La microscopie a fluorescence a de nombreuses .
utilisations : -
localisation de molécules spécifiques "étiquetés'
dans la cellule.

-les marqueurs fluorescents appelés
fluorochromes, peuvent étre associés
directement ou indirectement a la structure
cellulaire étudiée, ils peuvent étre combinés.
-pour |'étude de molécules fluorescentes, les
cellules peuvent étre fixées (mortes) ou non. —






D) Application : FRET, FRAP, FLIP

Spectral overlap

No FRET FRET
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e Fret inter-moléculaire :
Fonctionnementde 2
molécules

e Fret intra-moléculaire :
Conformation moléculaire
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B) FLIP = fluorescence loss in photobleaching
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E) La fluorescence induite

Réticulum endoplasmique

Nucléole

BET

intercale

CoHs Br-

Bromure d'éthidium (BET)



F) L'immunofluorescence indirecte

Indirect
® Antigen
¢ ® /I\ Pnmary Antibody
’l\ Secondary Antibody
‘ Fluorophore
Cel

Anticorps primaires > espece # Ag/protéine étudiée
Anticorps secondaire - espece # Anticorps primaires

Anticorps monoclonaux - Criblage d'hybridome

L>outils diagno, mdc, tri cellulaire..



G) I'hvbridation in situ : le FISH

FISH - 3-plex RNA in Jurkat celks FISH - 4-plex RNA in Hela cells:

RNA FISH

SKY FISH [ 1) Dénaturation -
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V1. La microscopie electronique

1) L.a microscopie électronique en transmission

- Résolution 0,2 nm

- Les électrons
traversent
I'échantillon(PV de
pénétration < photons)



2) Les différentes techniques de MET
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: indirectement |
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— Coloration par ombrage
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: « Visualiser sans
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— Cryofracture




3) La microscopie électronique a balayage

Résolution 10 nm

Les électrons ne traversent
PAS I'échantillon
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1) A propos de la microscopie

a) La résolution de I'ceil est de 200 micrometres et celle du microscope optique est de 200 nhanometres
b) En microscopie optique/photonique conventionnelle, les cellules sont toujours fixées

c) La coloration par ombrage permet une visualisation directe de |'échantillon

d) Le FRET intra moléculaire permet |'étude de la conformation moléculaire

e) Toutes les réponses sont fausses
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2) Des expériences de double immunofluorescence ont été conduites avec des anticorps primaires de hyéne dirigés contre
la protéine Biocelyne et des anticorps primaires de gnou dirigés contre la protéine Ambrozétine.
Donnez la/les proposition(s) appropriée(s) pour visualiser séparément dans les mémes cellules les deux protéines d'intérét :

a) Anticorps de poisson rouge anti-immunoglobuline de hyéne couplés a la rhodamine, et anticorps de hyéne anti immunoglobul
de gnou couplés a la fluorescéine

b) Anticorps de mégalodon anti-immunoglobuline de hyene couplés a la rhodamine, et anticorps de mégalodon anti immunoglob
de gnou couplés a la fluorescéine

c) Anticorps de poisson rouge anti-immunoglobuline de hyéne couplés a la fluorescéine, et anticorps de castor anti immunoglol
de gnou couplés a la GFP

d) Anticorps de hyene anti-immunoglobuline de castor couplés a la rhodamine, et anticorps de gnou anti immunoglobuline

de cheval couplés ad la fluorescéine

e) Toutes les réponses sont fausses 3 'W
e
/ \ 4 A




1) A propos de la microscopie

a) La résolution de I'ceil est de 200 micrometres et celle du microscope optique est de 200 nanometres
b) En microscopie optique/photonique conventionnelle, les cellules sont toujours fixées

c) La coloration par ombrage permet une visualisation directe de |'échantillon
d) Le FRET intra moléculaire permet |'étude de la conformation moléculaire

e) Toutes les réponses sont fausses ®

1) A, D

B) ; O fixation en microscopie a contraste de phase pour le microcinema
C) ; visualisation INDIRECTE



2) Des expériences de double immunofluorescence ont é+é conduites avec des anticorps primaires de hyéne dirigés contre

la protéine Biocelyne et des anticorps primaires de gnou dirigés contre la protéine Ambrozétine.
Donnez la/les proposition(s) appropriée(s) pour visualiser séparément dans les mémes cellules les deux protéines d'intérét :

a) Anticorps de poisson rouge anti-immunoglobuline de hyéne couplés a la rhodamine, et anticorps de hyéne anti immunoglobuline
de gnou couplés a la fluorescéine

b) Anticorps de mégalodon anti-immunoglobuline de hyene couplés a la rhodamine, et anticorps de mégalodon anti immunoglobuline
de gnou couplés a la fluorescéine

c) Anticorps de poisson rouge anti-immunoglobuline de hyéne couplés a la fluorescéine, et anticorps de castor anti immunoglobuline
de gnou couplés a la GFP

d) Anticorps de hyéne anti-immunoglobuline de castor couplés a la rhodamine, et anticorps de gnou anti immunoglobuline

de cheval couplés a la fluorescéine

e) Toutes les réponses sont fausses

2) B

A) ; Icion utilise 2 fois la méme espéce, donc ¢a ne marche pas
B) ; Vrai

C) ; Everything is ok concernant les espéces, or au niveau des fluorochromes,
on aura les mémes couleurs, donc on ne pourra pas étudier correctement

nos protéines.
D) ; petite subtilité, les Ac primaires et secondaires sont inversés, il aurait fallu que

les Ac secondaires reconnaissent I'lg de hyéne ou de gnou

Réponse possible : Ac de X (par ex poisson rouge), anti Ilg de hyéne + fluorescéine
Ac de Y (par ex castor), anti Ig de gnou + rhodamine







