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PRESENTATION DE LA
MATIERE

* Professeur : Eric Gilson
e Nombre d’heures: 30H
» Chapitres:

* Introduction a la biologie cellulaire

- Meéthodes d’étude de la cellule

« Compartiments membranaires de la cellule
* Endocytose et exocytose

« Cytosquelette & mitochondrie

« Cycle cellulaire

« Structure et fonctionnement du noyau

* Notions de genétique et epigenéetique

* Mort cellulaire

 Signalisation cellulaire
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PRESENTATION DE LA
MATIERE

 UE2 =45 QCM =1H
* 15 QCM

+ Biocell = Autant apprendre que comprendre

 TRAVAIL, RIGUEUR, DISCIPLINE.. (ENJOY) ...
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o Fluorescence

o Introduction de la GFP dans la cellule
o Application de la fluorescence 4

o Microscopie a super résolution a0\
o Microscopie confocale g
o Microscope a contraste de phase
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INTRODUCTION

» Etude de la composition et du fonctionnement des

cellules -g

> 104 cellules dans I'organisme
> 107° bactéries NON PATHOGENES

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite
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PROCARYOTE - EUCARYOTE

Membrane plasmique
Membrane
c I P Microtubules A
apsule
P ) Flagelles
Fimbriae \

(cils) L ( Noyau

e Filaments intermédiaires

Desmosome

Nucléole

Lysosome

Centrosome
~ ; Réticulum
J \ " F?étlcqlum :andoplasmique
endoplasmique isse
\ \ Cytosol rugueux
\ e Cytosol
Microfilaments

Mitochondrie

Appareil de Golgi

PROCARYOTE EUCARYOTE

PAS DE NOYAU & PAS D’'ORGANITES | ORGANITES dont NOYAU

Traduction co-transcriptionnelle Traduction post-transcriptionnelle

Cellule de petite taille Cellule de grande taille
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Membrane plasmique / Filaments intermédiaires

0

Microtubules

Noyau
Desmosome
Nucléole
Centrosome Lysosome
Réticulum
Réticulum endoplasmique
endoplasmique lisse
rugueux
Cytosol
Microfilaments
Ribosome
Mitochondrie

Vacuole
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SYSTEME
ENDOMEMBRANAIRE

> Ensemble de cavités

» Systeme délimité par des membranes

» Communication entre cavités par
vésicules membranaires

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite
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SYSTEME
ENDOMEMBRANAIRE

> Effectue la 1¢" modification des protéines

Réticulum endoplasmique

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 1 1



SYSTEME
ENDOMEMBRANAIRE

Golgl spparatus

1 seul par cellule

Composé de dictyosomes

>

>

» Role majeur dans I’exocytose
» Lien entre RE et membrane plasmatique
> Reégule le transport vésiculaire

» Modifie les protéines (glycosylation,

Sulfatation...)

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



SYSTEME
ENDOMEMBRANAIRE

LYSOSOME

» Effectue la digestion intracellulaire

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 1 3



ORGANITES ISOLES

> Source d’énergie principale de la cellule
» Produit ’ATP (adénosine triphosphate)

> Possede une partie de I'info génétique (ADN mitochondrial)

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite o 1 4



ORGANITES ISOLES

PEROXYSOME

> Détoxification des cellules

Anatomy of the Peroxisome

@ %, el a“"!“\‘*
A » o Uhe 3 ’,'.:"; a'e ..\’l' ¥
Cap S S Wi

Bilayer
: Urate Oxidase
Figure 1 Crystalline
Core
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CYTOSQUELETTE

Polymeres biologiques : Microfilaments, Filaments
Intermédiaires, Microtubules

Donne sa forme a la cellule

Permet le déplacement des vésicules au sein de la
cellule

Permet le déplacement de la cellule dans son
environnement

Transmet les informations entre le milieu extracellulaire
et le noyau

Et pleins d’autres trucs super intéressants...
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RAPPELS BIOLOGIE CELLULAIRE ) :|

)
Appareil de Golgi X
Noyau fomaion ds véskes de sécrétr Nlce
Contient 'ADN + synthese des ' Sesiciede:s : "I‘“torat
différents types d’ARN / FACULTE DE MEDECINE

Cytosquelette
Maintien de la structure cellulaire +
contraction, mouvement, et division

cellulaire
Dégradation
Structure
Centrioles Organites
Une cellule mesure 5 a 100 ym
Lysosome
Dégrade les protéines, glucides et
lipides
Mitochondrie

Synthése d’ATP (énergie) + pouvoir de ~

Réticulum Endoplasmique Lisse
réduction grace au NAD(P)H

Synthése des lipides

Réticulum Endoplasmique Granuleux
Synthése des protéines (codées dans I'’ADN)

Cytosol
Fluide intra-cellulaire
Siége de la plupart des
réactions cellulaires

Membrane Cellulaire
Bicouche lipidique sur/dans laquelle on trouve
des protéines. Maintien de I'intégrité cellulaire
(isolation) + échanges avec I'extérieur

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite
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EVOLUTION
CELLULAIRE (C Vo=

» Eu-bactéries (=bactéries) (procaryotes)

» Archae-bactéries (procaryotes

» Eucaryotes

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 1 9



ARCHAE-BACTERIE

» Extrémophile = pH acide, milieu soufré, température
supérieure a 100°C

» Procaryote plus proche de I’eucaryote que de I’eu-bactérie

> Utilisée pour obtenir des enzymes thermostables pour la
recherche génétique en médecine (PCR)

» Ancétre commun aux trois groupes (eu-bactérie, archea,
eucaryote) : LUCA

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 20



LES ORIGINES DES
CELLULES

THEORIE ENDOSYMBIOTIQUE

» Eucaryote viendrait de ’endocytose de la bactérie par
I’archae

> Bactérie serait alors a I'origine de la mitochondrie

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 21



LES ORIGINES DES
CELLULES

THEORIE DU MONDE ARN

MONDE ARN
(ribozyme)

» D’abord ’ARN avec ribozyme

Par traduction (invention des prot) l

] . Monde RNP (ARN
> Traduction = Protéine polymérase)

Par transcription inverse (invention de 'ADN) l

Monde ADN (ADN
polymérase)

» Transcription inverse > ADN

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



CYCLE CELLULAIRE

» Alternance de Mitose et d’interphase

» G1 et G2 sont des phases de croissance

» S est une phase réplication de ’ADN

\ \

Mitose ’ Cenut du cycle

Crolssance A d Croissance

2

> M = Caryocynése + Cytocynése 1‘22

R
\~ La cellule

decide de

continuer ou non

Replication - 8
de I'aDN 3
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Atose Debut du cycle
Jr": .'47 >
e A U J Crolssance
=
~ G1
t’})
~ /\\
o~
v

M
L‘.rolssam;,
4 g »
P.ep:u(an;un : s v Lacellule
de rAaDN : 2

eeeeeeee
||||||||

» Transcription et Traduction <2 pendant l'interphase !

Cela parce que la phase M consomme énormément d’énergie

Transition G1-S correspond au Point Start

Point Start une fois franchi : départ du cycle irréversible

Arrét du cycle cellulaire = cellule en (quiescence ou
sénescence)

LES CELLULES SENESCENTES SONT METABOLIQUEMENT
ACTIVES

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 2 4




HOMEOSTASIE

Perte
cellulaire

Prolifération
ceilulaire

AN

Mu'}grité

Stade adulte
= homeostasie cellulaire

> Equilibre permettant de maintenir constant le nombre de cellules
de 'organisme
» Rupture peut étre due a 2 phénomenes :
 Augmentation de la capacité de division des cellules
 Diminution des processus d’apoptose, sénescence,
différenciation

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 2 5



CELLULES SOUCHES

. Cellule souche
7 By
® ©
/ \ Cellule différenciée
» Sont capables de se diviser /.\ ®

> Sont non différenciées

> Sont capables d’auto-renouvellement = division asymétrique

» Se différencient a la demande aprés réception de signaux

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 26




CELLULES SOUCHES
EMBRYONNAIRES (CSE)

> Petit rappel d’histo

» CSE sont des cellules pluripotentes du stade blastocyste

AVANTAGES INCONVENIENTS

- Elles peuvent donner des cellules
des 3 feuillets embryonnaires

- Probléme éthique car on doit créer
des embryons pour les obtenir

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite
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@

Reprogramming Induction of
Biopsy factors pluripotency
e ee—————l
oM, % sow
Adult cells L .
(e.g. skin fibroblasts)
P iPS cells
(resemble embryonic
stem celis)

Transplantation
of cell replacement for therapy

7

Differentiation

Disease models for drug discovery Disease affected
and compound screening cell type

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite h2!80ach




METHODE D’OBSERVATION DE
LA CELLULE

MICROSCOPIE OPTIQUE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE
- Reésolution maximale : 200 nm - Reésolution maximale : 0,2 nm
- Cellules vivantes - Cellules mortes (1 exception)
- Adaptée a 'observation des cellules - Adaptée a 'observation des molécules

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 29






FLUORESCENCE

» Capacité intrinséque des molécules a absorber une lumiere
et a la réémettre spontanément

» Molécules fluorescentes = FLUOROCHROMES

» L’énergie de la lumiere d’absorption (=d’excitation) est
supérieure a celle de la lumiere réémise

» Or, on a la formule suivant : ce qui signifie que la
longueur d’onde est inversement proportionnelle a I’énergie

» DONC : la longueur d’onde de la lumiere absorbée est
inférieure a celle réémise




PRINCIPE D’OBSERVATION

Detector

- Emission Filter
vAg
DQQ

Excitation Filter

Dichroic Mirror ———

a—

Obj

Y

Specimen
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LES FLUOROCHROMES
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LA GFP

» GFP = molécule naturelle et protéique

A\

Identifiée chez la méduse

> Forme de tonneau - triade d’acides aminés
= CHROMOPHORE

» Excitée (ou absorbe) par le BLEU et émet dans
le VERT

» UNIVERSELLE = garde ses propriétés intrinséques de
fluorescences dans toutes les cellules ou on lI'incorpore

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



LES « AMIS » DE LA GFP

@ RHODAMINE = absorbe dans le VERT et émet dans le
ROUGE

@ FITC = fluorescéine = méme propriétés que |
GFP = absorbe dans le BLEU et émet dans
le VERT

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



INTRODUIRE LA GFP DANS LA
CELLULE




LA MICRO-INJECTION

> Méthode lonque et fastidieuse

> Injecter directement le fluorochrome dans la cellule
grace a une micro-pipette

> Cellule traitée individuellement

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



ELECTROPORATION

» Présence d’'un champ électrique sur les cellules

» Apparition de pores sur la membrane
> Fluorochromes entrent dans la cellule

» Régeénération spontanée de la membrane
cellulaire

» Technique traumatisante

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




VECTORISATION PAR VESICULES

» Méthode la plus douce et la plus naturelle

» Encapsulation des fluorochromes dans des vésicules lipidiques
> Fusion des vésicules avec la cellule & contenu déversé dans le
cytosol

> PROBLEME : introduire nouvelles molécules dans la cellule = biaiser
le fonctionnement normal = observations réelles ou dues
a un phénomeéne artificiel ?

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 39



EXPRESSION D’UN GENE CODANT
POUR UNE PROTEINE
FLUORESCENTE

ymoteur
o = mmm

Geéne hybnide GFP-X

» Permettre la transcription de la GFP

-4 p .4 ; . » Lacoupler avec le géne de la protéine a
el B ccapdalih observer
{ \\ — N ~—
\ in »w—:&/ Traduction / {
N ; / » Géne hybride > Prot hybride
- Ny GFP-X >
et RS

» On peut alors suivre le trajet de la prot

LE PROBLEME EPINEUX DU SUGGERE/DEMONTRE

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 40






LE FRET

> Etudie la configuration spatiale de :
< Complexes protéiques = intermoléculaire

<> Molécules = intramoléculaire

» Principe du FRET :
 Lumiere d’excitation excite un 1¢" fluorochrome
* 1¢" fluo. Renvoie une radiation (E inférieur)
« Transfert non radiatif entre 1¢" et 2"¢ fluo.
- 2" fluo. excité envoie alors la fluorescence qu’on

apercoit au microscope

Doreeur Accepteur
Ex Em Em
» Conditions pour le FRET : -
*» Distance entre les 2 fluo. inférieure g
a10 nm E
** Les spectres des 2 fluo. doivent se
chevaucher au moins partiellement | : o "

L

' .
Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite Longueurs @ ondes (am) 42



APPLICATION AU FRET

> Intermoléculaire
= Voir si 2 protéines de la cellules sont proches et
intéragissent
= Exemple : 1 prot-GFP + 1 prot-Rhodamine

> Intramoléculaire

= Etudier la conformation spatiale d’'une molécule
= Conformation étendue ou rapprochée \e
442nm /‘

= Exemple : calmoduline 480nm
CFP

Cam™ M13 YFP

+4 Cazﬂ

FRET
o

442nm

\

\ 530nm

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 4 3




» On observe la réapparition de la fluorescence au
MEME ENDROIT

> On observe la dynamique des fluorochromes

> Application: étude de la dynamique des protéines

membranaires
Site d'irradiation 7Zone d’extinction Réapparition ﬂuoresgen_;e
laser de fluorescence _
. GFPX/ \ \
\‘ . \ . \\\ - \;»' - -

s

Le tutora;( est gratuit, toute reproduction est interdite”
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repetitive bleaching in ROI (circle)

LEFLP g aMXAANLY

ROI time
B B B B B B —— B I s— |

» On irradie la cellule EN CONTINU par le laser
» On étudie une zone différente de la zone photoblanchie
» On étudie la PERTE de fluorescence

» On étudie la VITESSE de déplacement des molécules
fluorescentes

Site d'irradiation Site d analyse
laser \) X}

Mesure de la vitesse de déplacement/diffusion

——

de X dans la cellule

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 4 5




Enveloppenuclénre

Porenucléare

Hérdrochromanne

Nucléole

Euchrom atine
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Before algosterone 5 min after adosterone

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite
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IMMUNO-FLUORESCENCE

INDIRECTE
@&
AR e %Y
b
- _./L\_ ./A\_ 7\
l P 3 4
» 2 Ac primaires et les 2 Ac secondaires proviennent de deux

especes animales différentes
ET

> Les fluorochromes ont des lonqgueurs d’onde d’emission
différentes

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite 4 8




ILLUSTRATION :
CONCOURS 2010-2011

Question N° 8 Des expénences de double immunofluorescence ont &¢ conduntes avec des
anticorps pamaires de lapin dingés contre la protéine Acting et des anhicorps poamaires O
chevre dirigés contre la protéine jamine B, Inscrire lakr_ou les) proposition(s) appropride(s)
pour visualiser séparément dans Tes mémes cellules les deux anticorps primaires on
chossissant la lettre correspondante

1- anticorps de souris anti-immunoglobuline de lapin couplés 4 la rhodamine et des
anticorps de lapin anti-immunoglobuline de souns couplés A la Nuorescéine;

2. anticorps de cheval anti-immunoglobuline de lapin couplés 2 la rhodamine ¢t des
anticorps de lapin anti-immunoglobuline de souris couphés 4 la fluorescéine,;

3. anticorps de souris anti-immunoglobuline de lapin couplés A la rhodamine et des
anticorps de lapin anti-immunoglobuline de cheévre couplés A la flworescéine;

4- anticorps de cheval anti-immunogiobuline de lapin couplés & la rhodamine ot des
anticorps de souns anti-immunoglobuline de chévre couplés a la Nuorescéime |

S« anticorps de souris anti-immunoglobuline de lapin couplés & la rhodamine et des
anticorps de cheval apti-immumnoglobuline de souns couplés A la rhodamine

A:JAS B:45 C:4 D:5 E: 124
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L4

Gene

DNAase ™
(random cut) T

ILITLTIT
- Dig-dUTP (or Biotin-dUTP)

-dCTP + dATP + dGTP

NICK
TRANSLATION

Denatu ration\

(75°C)

Fixed Cells
(on slides)

Denaturation
(Formamid 42°C)

rrrrrrrrrrerrrrrrrrrl

Hybridization
(on slides)

\N/ \N/
Y %
i\/i\

+ \ /
/O\
Antibodies anti-Dig (or Avidin)
linked with a fluorophor

L

EpifluorescentMicroscopy
- The gene is located

ttorat est gratuit toute renraduction est interdite
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= Photomultiplier

Detector  principal Light

s Pathways in
—pinhoy  Confocal Microscopy

Out-of-Focus — Aperture

Light Rays

chmomatlc £ L?ts%r
rror xcitation
In-Focus .

Light Rays Source

Excitation
Light

Objective
- . Rays

|
Light Source
inhole
Aperture

Focal
Planes

Figure 1

Ayl Specimen
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N

Wt RESOLUTION

» Distance de résolution due aux propriétés de diffraction
d’'une onde empéche de distinguer deux points vraiment
proches

7.\ MICRO-SCOPIE A SUPER

> Principe : allumer les fluorochromes dans la cellule

successivement selon leur localisation

Aprés peconstitution

52



CONTRASTE DE PHASE

» Permet de visualiser les cellules en augmentant le
déphasage entre la lumiére incidente et la lumiéere émise

» On utilise les propriétés de réfraction de la cellule

INCONVENIENT AVANTAGES

- Perte de brillance et de - Image contrastée
luminosité - Cellule vivante
- Microscopie time lapse

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



MERCI A TOUS !
VOUS ETES LIBRES ©

Choubi (C1) P e
Bittoucell (C1) b2 W
-Alexis (C2) T
Mika (C2)

LA BIOCELL : C’EST LA VQ
Bonnes révisions...

Car en P1 : on apprend qu’une fois, mais on
revise 100 fois

toresquement votre
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LA MINUTE
. §
Tt"t%?at

FACULTE DE MEDECINE
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QCM 1 = LA CELLULE

A.Le REG (réticulum endoplasmique granuleux)
est impliqué dans la synthese des lipides

B. Le cytosquelette permet le déplacement des
vésicules au sein de la cellule

C.Le cytosol est la phase liquide ou baignent les
organites dont il fait parti

D.Le peroxysome effectue la digestion
intracellulaire

E. Aucune réponse n’est exacte

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



QCM 1 = LA CELLULE

A.FAUX. REG est impliqué dans la modification
des protéines

B. VRAI

C.FAUX, le cytosol n’est PAS un organite !

D. FAUX, il s’agit de la définition du lysosome.

Le peroxysome est impliqué dans la
détoxification de la cellule

E. FAUX

REPONSE B !l ©

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 2: LA CELLULE, TOUJOURS
ELLE !

A.L’appareil de golgi est composeée de saccules
empilés en dictyosomes

B. Au microscope, il n’est pas rare d’observer
plusieurs RE par cellule

C.L’ADP est la source principale d’énergie de la
cellule

D.Le noyau posséde des pores pour laisser
sortir ’ARN

E. Aucune de ces réponses n’est exacte

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 2: LA CELLULE, TOUJOURS
ELLE!

A.FAUX! La cellule posséde un appareil de
Golgi formeé de dictyosomes empilés en
saccules!

B.VRAI, c’est le golgi qui est unique dans la
cellule

C.FAUX, ATP et non ADP (voir la bioch)
D.VRAI

E.FAUX

REPONSE B & D

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 3:

A.Les protéines seraient, d’apres la theorie
endosymbiotique, apparues avant ’ADN

B.Les eucaryotes sont toujours
pluricellulaires

C.La levure est une bacterie saprophyte (=
non pathogéene)

D.Dans n’importe quelle cellule, la traduction
s’effectue apres la transcription

E.Aucune de ces réponses n’est exacte

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 3
A.FAUX.. Tout est vrai sauf qu’il s’agit de la
théorie du monde ARN

B. FAUX. Les eucaryotes peuvent étre aussi
unicellulaires (ex levures)

C.FAUX. Les levures ne sont pas des bactéries !

D. FAUX. Chez les procaryotes, la traduction est
co-transcriptionnelle !

E. Bah VRAI ©

REPONSE E

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 4: LE CYCLE CELLULAIRE

A.Pendant la phase S, j'observe la
duplication de ’'ADN

B.La division du noyau est appelée
caryocynese

C.La mitose s’effectue pendant I'interphase

D.En G1, je peux observer des chromosomes
a une chromatide

E.Aucune de ces réponses n’est exacte

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 4: LE CYCLE CELLULAIRE

A.FAUX. J'observe la réplication de ’ADN & la
duplication des CHROMOSOMES !

B. VRAI (mémo = Caryos = noyau en grec)

C.FAUX. Et c’est plutot n’importe quoi ! La
mitose et 'interphase constituent le cycle
cellulaire. L’'interphase est elle méme
composée de G1, S & G2

D.VRAI
E. FAUX

REPONSEB & D

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 5: LE FRET

A.Le FRET intermoléculaire permet d’observer
des complexes proteiques

B.Le FRET est un transfert radiatif entre le
premier et le deuxieme fluorochrome

C.Sijutilise la GFP et la fluoresceéine,
j'observerai uniquement une fluorescence
verte

D.Une des condition du FRET est une distance
inférieure a 10 mm

E. Aucune de ces propositions n’est exacte

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 5: LE FRET
A.VRAI

C.VRAI mais je ne pourrai pas les
distinguer

D.FAUX 10 nm (ouais ouais ouais !!!)
E.FAUX

REPONSEA & C

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite



QCM 6: TU FRAP OU TU FLIP?

A.Dans ma méthode, on utilise une irradiation
temporaire, je suis?

B.Je permet de visualiser la réapparition de la
fluorescence, je suis?

C.Je permet de calculer la vitesse de diffusion
des molécules

D.Je permet d’étudier la dynamique des
molécules

E. La zone d’observation est la méme que la
zone photoblanchie

Le tutorat est gratuit, toute reproduction est interdite




QCM 6: ALORS QUI SUIS JE?

A.Le FRAP
B.Le FRAP
C.Le FLIP

D.Le FRAP
E.Le FRAP




