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Cours	  #	  1	  :	  	  Molécules	  Uniques	  

Plan:	  
-‐	  	  IntroducTon	  sur	  les	  briques	  moléculaires	  du	  vivant	  
I.	  	  DescripTon	  physique	  et	  propriétés	  mécaniques	  d’une	  molécule	  d’ADN	  
II.	  Manipuler	  une	  UNIQUE	  molécule	  d’ADN	  
III.	  DétecTon	  opTque	  de	  biomolécules	  individuelles	  

TD	  #	  1:	  
-‐  Deux	  modèles	  de	  l’élasTcité	  de	  l’ADN	  (courbe	  force-‐extension)	  
-‐  La	  technique	  des	  pinces	  opTques	  



IntroducTon	  -‐	  Cellule	  	  

Structure	  générale	  de	  la	  cellule	  

-‐  Grande	  diversité	  de	  formes	  et	  de	  foncTons	  
-‐  ConsommaTon	  d’énergie	  (lumineuse,	  chimique)	  
-‐  MulT-‐échelle	  (∅	  ADN	  =	  2	  nm,	  ∅	  noyau	  =	  5	  µm)	  	  
-‐  Système	  dynamique	  et	  stochasTque	  
-‐  Système	  hors	  équilibre	  ⇒	  thermodynamique	  HE	  (physique	  staTsTque	  )	  



PeTtes	  molécules	  :	  
	  -‐	  inorganiques	  (71,2	  %	  poids	  total	  d’une	  cellule)	  
	   	  H20	  (70%)	  
	   	  H3PO4	  	  

	  

	  -‐	  organiques	  (3%)	  
	   	  *	  sucres	  
	   	  	  

	  
	  

	   	  *	  nucléoTdes	  individuels	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

	   	  *	  ATP,	  ADP	  

IntroducTon	  –	  ConsTtuants	  de	  la	  cellule	  

glucose	  

Bases	  azotées	  

désoxyribose	  

NucléoBde	  

Phosphate	  

Sucre	  

Base	  Azotée	  



PeTtes	  molécules	  	  -‐	  	  Suite	  
	  -‐	  organiques	  (3%)	  
	   	  *	  acides	  aminés	  individuels	  

	  
	  

IntroducTon	  –	  ConsTtuants	  de	  la	  cellule	  

L-‐Lysine	  L-‐Sérine	  

Grandes	  	  molécules	  :	  
	  -‐	  	  phospholipides	  	  (membranes)	  

	  
	  
	  
	  

	  -‐	  	  polynucléoTdes	  	  
	   	  ADN	  	  (1	  %)	  
	   	  ARN	  	  (6	  %)	  

	  
	  -‐	  	  polypepTdes	  (15%)	  

	  
	  -‐	  	  polysaccharides	  



Acide	  Désoxyribo	  Nucléique	  
	  
Structure	  primaire	  =	  polymère	  dont	  le	  moTf	  est	  un	  des	  4	  nucléoTdes	  	  

IntroducTon	  –	  ADN	  



IntroducTon	  –	  ADN	  

Structure	  secondaire	  	  =	  double	  hélice	  	  

1947	  	  Erwin	  Chargaff	   %	  A	  ≈	  %	  T	  
%	  G	  ≈	  %	  C	  

Ex.	  chez	  l’Homme	  :	  
	  	  	  	  	  	  	  A	  =	  30.9	  %,	  T	  =	  29.4%,	  G	  =	  19.9	  %	  et	  C=	  19.8	  %	  

1953	  	  Rosalynd	  Franklin,	  Francis	  Crick	  et	  James	  Watson	  

R.	  Franklin	  -‐	  DiffracBon	  par	  rayon	  X	  d’un	  cristal	  d’ADN	  

Watson	  et	  Crick	  proposent	  la	  structure	  
en	  double	  hélice	  de	  l’ADN	  en	  1953.	  



Tailles	  caractérisTques	  	  

Thèse	  G.	  Charvin	  (2004)	  

Chromosome	  E.	  coli	  	  
(4,6.	  106	  pb)	  

IntroducTon	  –	  ADN	  



IntroducTon	  –	  Le	  dogme	  central	  de	  la	  biologie	  

Synthèse	  des	  protéines	  à	  parTr	  du	  code	  de	  l’ADN	  en	  deux	  étapes	  	  

A	  T	  G	  C	  =	  ADN	  
	  
A	  U	  G	  C	  =	  ARN	  

ADN	  	  
(noyau)	  

Protéines	  ARNm	  
(sort	  noyau)	  

transcrip.on	   traduc.on	  

ARNt,	  ARNr	  

Les	  séquences	  des	  nucléoTdes	  déterminent	  les	  protéines	  qui	  sont	  fabriquées	  ...	  
…………	  vision	  réductrice	  !	  



ParTe	  I	  	  –	  DescripTon	  physique	  d’une	  molécule	  d’ADN	  



Rg 

I-‐A1.	  	  	  Grandeurs	  	  caractérisBques	  des	  polymères	  
	  
•  Distance	  bout	  à	  bout	  
	  
A	  cause	  des	  fluctuaTons	  thermiques,	  le	  polymère	  adopte	  plusieurs	  configuraTons.	  
Il	  faut	  donc	  considérer	  la	  moyenne	  thermique,	  système	  isotrope	  :	  	  
	  
	  
•  Distance	  quadraTque	  moyenne	  (norme):	  
Caractérise	  la	  taille	  de	  la	  pelote	  
	  
	  
	  
•  Rayon	  de	  giraTon:	  
Mesure	  l’étendue	  spaTale	  occupée	  par	  un	  polymère	  	  
Distance	  moyenne	  entre	  monomères	  et	  le	  centre	  de	  masse	  	  
Mesuré	  expérimentalement	  
	  
	  

R 

Physique	  de	  l’ADN	  
ADN	  =	  polymère	  linéaire	  :	  succession	  de	  N	  segments	  de	  taille	  a	  
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I-‐A1.	  	  	  Grandeurs	  	  caractérisBques	  
	  
•  Longueur	  de	  persistance	  
CaractérisTque	  de	  la	  rigidité	  du	  polymère:	  à	  quel	  point	  sont	  corrélés	  les	  segments	  i	  et	  j	  	  ?	  

•  Segments	  de	  Kuhn	  
	  	  	  	  	  	  	  

Physique	  de	  l’ADN	  	  
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Physique	  de	  l’ADN	  –	  comportement	  en	  soluTon	  

I-‐A2.	  	  	  Pelote	  Gaussienne	  –	  Freely	  Joined	  Chain	  (FJC)	  

-‐  DescripTon	  la	  plus	  simple	  
-‐  Chaine	  idéale	  non	  perturbée	  :	  pas	  d’influence	  du	  solvant	  ni	  des	  autres	  segments	  
-‐	  	  	  	  Equivalent	  à	  une	  marche	  au	  hasard	  :	  chaque	  segment	  a	  une	  orientaTon	  	  aléatoire	  par	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
rapport	  à	  ses	  voisins	  

Quelle	  est	  la	  distance	  bout	  à	  bout	  d’une	  molécule	  d’ADN	  de	  N	  segments	  de	  taille	  a	  ?	  
ApplicaTon:	  ADN	  double	  brin	  du	  phage	  λ	  (50	  kpb)	  

R
O	  

1u
 2u


3u


4u


Nu


Ques.on	  :	  comportement	  en	  solu.on	  d’une	  molécule	  d’ADN	  ?	  
Hypothèse	  :	  bon	  solvant,	  régime	  dilué:	  le	  polymère	  est	  sous	  forme	  de	  pelote	  

On	  a	  :	  
6

2
2

R
RG



=



I-‐A1	  variante	  à	  la	  marche	  aléatoire	  3D	  –	  Freely	  RotaBng	  chain	  (FRC)	  

	  	  l’angle	  θ	  entre	  2	  segments	  successifs	  est	  fixé	  	  	  

Montrer	  que	  	  
θ
θ

cos1
cos122

−

+
= NaR



Physique	  de	  l’ADN	  –	  comportement	  en	  soluTon	  



I-‐A2.	  	  Modèle	  du	  ver	  -‐	  Worm	  Like	  Chain	  (WLC)	  

-‐  Modèle	  conTnu	  
-‐  Rigidité	  intrinsèque	  de	  la	  chaine	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
-‐  Existence	  d’une	  longueur	  de	  corrélaTon	  le	  long	  de	  la	  chaine,	  égale	  à	  la	  longueur	  de	  

persistance	  de	  l’ADN.	  	  

	  	  	  	  Pour	  l’ADN	  double	  brin,	  10	  mM	  Nacl,	  Lp	  =	  150	  pb	  =	  50nm	  
	  	  	  	  (Segments	  de	  Kuhn	  Lk	  =	  100	  nm)	  

r(s)	  

z 

θ(s)	


x 

y 

Lp	  

Physique	  de	  l’ADN	  –	  comportement	  en	  soluTon	  



I-‐A3.	  Chaine	  auto-‐évitante	  -‐	  Self	  Avoiding	  Chain	  

-‐  «	  Chaine	  réelle	  »	  :	  deux	  segments	  de	  la	  chaine	  ne	  peuvent	  occuper	  le	  même	  espace	  
-‐  existence	  d’un	  volume	  exclu:	  si	  deux	  monomères	  se	  chevauchent,	  ils	  se	  repoussent	  
-‐  descripTon	  par	  une	  marche	  aléatoire	  auto-‐évitante	  	  

⇒	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  est	  sous	  évalué.	  	  

	  

GaussienR2


Paul	  Flory	  
.	  

Rq:	  on	  a	  supposé	  être	  en	  situaTon	  de	  «	  bon	  solvant	  ».	  Or,	  la	  solubilisaTon	  	  
d’un	  polymère	  dépend	  de:	  
	  
-‐	  	  	  	  température	  
-‐  nature	  du	  solvant	  
-‐  nature	  du	  polymère	   affinité	  chaîne	  /	  solvant	  

νaNR Floryg =,

 ν	  ne	  dépend	  que	  de	  la	  dimension	  de	  l’espace	  
bon	  solvant	  +	  3D,	  	  ν	  =	  0,588	  

Physique	  de	  l’ADN	  –	  comportement	  en	  soluTon	  



ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf	  .TD	  #	  1	  

Les	  expériences	  à	  l’échelle	  de	  la	  molécule	  unique	  perme}ent	  de:	  
-‐  accrocher	  une	  des	  extrémités	  d’UNE	  molécule	  d’ADN	  à	  une	  surface	  	  
	  -‐	  	  	  appliquer	  une	  force	  contrôlée	  à	  l’extrémité	  libre	  du	  polymère	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
⇒	  	  l’ADN	  tend	  à	  s’aligner	  dans	  la	  direcTon	  de	  ce}e	  force	  :	  

F	  

Intérêt	  :	  	  
	  	  	  	  -‐	  obtenTon	  de	  la	  courbe	  force	  extension	  pour	  de	  l’ADN	  nu	  	  
	  	  	  	  -‐	  ajout	  de	  protéines	  agissant	  sur	  l’ADN	  
	  	  	  	  -‐	  déterminaTon	  des	  forces	  ,	  des	  mécanismes,	  …..	  	  

Ques.on	  :	  	  allure	  de	  la	  courbe	  force	  –extension	  de	  l’ADN	  ?	  	  

I-‐B1.	  	  ElasBcité	  de	  l’ADN	  

( )Fz



Extension	  moyenne	  z	  :	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
où	  L	  est	  la	  foncTon	  de	  Langevin	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf	  .TD	  #	  1	  

Le	  plus	  simple	  	  
Freely	  Jointed	  Chain	  (FJC)	  

( ) ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
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Tk
FbNbFz
B

L

Smith	  et	  al	  (1995)	  

I-‐B1.	  	  ElasBcité	  de	  l’ADN	  :	  deux	  modèles	  



Extension	  moyenne	  z	  :	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
où	  L	  est	  la	  foncTon	  de	  Langevin	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf	  .TD	  #	  1	  

Le	  plus	  simple	  	  
Freely	  Jointed	  Chain	  (FJC)	  

( ) ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

Tk
FbNbFz
B

L

Smith	  et	  al	  (1995)	  

I-‐B1.	  	  ElasBcité	  de	  l’ADN	  :	  deux	  modèles	  



Extension	  moyenne	  z	  :	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
où	  L	  est	  la	  foncTon	  de	  Langevin	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf	  .TD	  #	  1	  

Le	  plus	  simple	  	  
Freely	  Jointed	  Chain	  (FJC)	  

Energie	  de	  courbure	  
Worm-‐like	  Chain	  Model	  (WLC)	  
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Force	  en	  foncTon	  de	  l’extension	  z:	  
	  
	  
	  
	  
	  
où	  Lp	  est	  la	  longueur	  de	  persistance,	  	  
L	  la	  longueur	  totale	  	  

Smith	  et	  al	  (1995)	   Marko	  &	  Siggia	  et	  al	  (1995)	  

I-‐B1.	  	  ElasBcité	  de	  l’ADN	  :	  deux	  modèles	  



Bustamante	  C,	  Smith	  SB,	  Liphardt	  J	  &	  Smith	  D,	  	  Curr.	  Opin.	  Struct.	  Biol.	  10	  (2000)	  

λ  phage	  dsDNA,	  persistence	  length	  Lp=53	  nm	  

I-‐B2.	  	  Courbe	  forces	  extension	  de	  l’ADN	  double	  brin	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf	  .TD	  #	  1	  

b	  
FJC	  	  

Chaîne	  réelle	  

Lp	  

WLC	  

Lp	  

b=	  Kuhn	  length	  =	  2	  LP	  	  



I-‐B3.	  	  Sur–extension	  de	  l’ADN	  double	  brin	  

TransiTon	  structurale	  de	  l’ADN	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  



σ	


L’ADN	  posséde	  de	  la	  torsade	  (Tw)	  et	  de	  la	  vrille	  	  (Wr)	  
	  
Tw:	  nombre	  de	  tours	  qu’effectue	  un	  simple	  brin	  d’ADN	  
autour	  de	  l’autre	  brin	  
	  
Wr:	  caractérise	  le	  chemin	  tridimensionnel	  suivi	  par	  l’axe	  
du	  ruban	  la	  double	  hélice.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Indice	  d’enlacement	  :	  Lk	  =	  	  Tw	  +	  Wr	  

I-‐B4.	  	  Sur-‐enroulement	  de	  l’ADN	  	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  

Etat	  d’enroulement	  de	  la	  molécule 	   	  où	  
0,k

k

L
LΔ

=σ
h
NLk =0,



I-‐B4.	  	  Sur-‐enroulement	  de	  l’ADN	  	  

ElasTcité	  de	  l’ADN 	   	   	   	   	   	  	  

In	  vivo,	  l’ADN	  est	  super-‐enroulé	  σ	  =	  -‐0.05	  (5	  %):	  
	  -‐	  compacTon	  
	  -‐	  transcripTon	  
	  -‐	  réplicaTon	  

Thèse	  de	  G.	  Charvin,	  2004	  



ParTe	  II	  	  –	  Manipuler	  une	  UNIQUE	  molécule	  d’ADN	  



Etudes	  en	  molécules	  uniques	  

Thèse	  de	  G.	  Lia,	  2005	  

II-‐A1.	  	  Intérêts	  des	  études	  en	  molécules	  uniques	  



Etudes	  en	  molécules	  uniques	  

Intérêt	  2	  :	  	  descripBon	  plus	  détaillée	  
	  
Les	  études	  à	  l’échelle	  de	  la	  molécule	  unique	  offrent	  
	  
-‐  InformaTon	  plus	  fine	  

-‐  ObservaTon	  d’effet	  impossible	  à	  appréhende	  r	  autrement	  (rotaTon	  FTPase)	  	  

Inconvénient	  
Taille	  de	  la	  populaTon	  plus	  peTte	  ⇒	  erreur	  staTsTque	  plus	  grande,	  	  Texp	  plus	  long	  

Intérêt	  1	  :	  	  s’affranchir	  des	  moyennes	  d’ensemble	  
	  
les	  mesures	  d’ensemble	  gomment	  2	  types	  de	  désordre	  :	  
	  
-‐  désordre	  staTque	  qui	  rend	  compte	  de	  l’hétérogénéité	  :	  l’analyse	  molécule	  par	  molécule	  permet	  

d’idenTfier	  les	  inhomogénéités	  dans	  l’échanTllon	  

-‐  désordre	   dynamique:	   	   en	   mesurant	   l’état	   d’une	   molécule	   au	   cours	   du	   temps,	   on	   peut	  
déterminer	  les	  constantes	  cinéTques	  qui	  gouvernent	  son	  évoluTon,	  même	  si	  on	  est	  à	  l’équilibre	  

II-‐A1.	  	  Intérêts	  des	  études	  en	  molécules	  uniques	  



Etudes	  en	  molécules	  uniques	  
II-‐A2.	  	  Technique	  de	  manipulaBon	  de	  molécules	  individuelles	  d’ADN	  



Etudes	  en	  molécules	  uniques	  
II-‐A2.	  	  Technique	  de	  manipulaBon	  de	  molécules	  individuelles	  d’ADN	  

Intérêts	  :	  
	  
-‐	  	  	  	  	  Mesures	  directes	  des	  propriétés	  mécaniques	  de	  l’ADN	  
-‐  Etudier	  les	  interacTons	  ADN/	  protéines	  :	  force	  /	  couple	  /	  mécanisme	  …	  
-‐  Ex	  :	  la	  connaissance	  de	  propriétés	  d’élasTcité	  et	  de	  torsion	  de	  l’ADN	  donne	  des	  

informaTons	  sur	  la	  réplicaTon	  de	  l'ADN	  et	  la	  transcripTon	  



Comment	  a}acher	  une	  molécule	  d’ADN	  à	  une	  surface	  ?	  
	  

	  1	  -‐	  FoncTonnaliser	  une	  molécule	  d’ADN	  

Thèse	  G.	  Charvin	  (2004)	  

2-‐	  Ancrage	  :	  
	  
El(bioTne	  –	  streptavidine)	  =	  35KBT	  

II-‐A2.	  	  Technique	  de	  manipulaBon	  de	  molécules	  individuelles	  d’ADN	  

Etudes	  en	  molécules	  uniques	  



Pinces	  OpTques	  	  	  	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  cf.	  TD	  #	  1	  

Principe:	  
	  -‐	  	  Faisceau	  laser	  IR	  	  focalisé	  sur	  des	  billes	  diélectriques	  telles	  que	  nbille	  	  >	  nmilieu	  	  
(typiquement	  des	  billes	  de	  silice,	  ∅	  ~	  1mm).	  	  Deux	  forces	  sont	  présentes	  :	  réflexion	  /	  
réfracTon.	  
	  	  
	  Il	  faut	  que	  	  
	  
	  
	  
	  
-‐  Au	  niveau	  du	  plan	  focal	  :	  faisceau	  gaussien	  ∅	  ~	  0,5	  µm	  

-‐  Taille	  des	  objets	  piégés:	  	  	  nm	  -‐	  µm	  

-‐  Forces	  engendrées	  	  ~ 	  0,1	  -‐	  100	  pN	  

-‐  CalibraTon	  nécessaire	  pour	  chaque	  bille	  piégée	  

-‐  Distance	  piège-‐échanTllon	  imposée,	  mesure	  de	  la	  force	  résultante	  

II-‐B1.	  	  Pinces	  OpBques	  

réfractionréflextion FF


<<



Pinces	  OpTques	  
	  ApplicaTons	  :	  
1.  Mesures	  des	  propriétés	  élasTques	  des	  polymères	  biologiques	  	  

	  -‐	  courbe	  force	  –	  extension	  de	  l’ADN	  
	  -‐	  élasTcité	  membrane	  globule	  rouge	  

	  
	  
2.	  	  	  Analyse	  du	  foncTonnement	  des	  moteurs	  moléculaires	  (cf.	  TD	  #1)	  

	   	  -‐	  kynésine:	  k	  faible	  pour	  mesurer	  le	  pas	  élémentaire,	  k	  fort:	  force	  maximale	  	  
	   	  	  
	   	  -‐	  ARN	  polymérase:	  force	  produite	  au	  cours	  de	  la	  transcripTon	  
	   	  	  
	   	  -‐	  Myosine	  	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
3.	  ManipulaTon	  de	  cellules	  (bactéries,	  virus,	  globule	  rouge,	  cellule	  épithéliales	  …):	  mesures	  
propriétés	  motrices	  (cf.	  Cours	  #3)	  
	  

Coirault	  et	  al,	  Medecine	  Sciences	  19,	  2003	  



Pinces	  MagnéTques	  	  

Mesure	  opTque	  de	  la	  posiTon	  de	  la	  bille,	  δx,y	  =	  1	  nm	  

Bille	  à	  force	  nulle	  

Principe:	  
-‐	  UTlisaTon	  de	  billes	  magnéTques	  (∅	  =	  1	  -‐3	  µm)	  avec	  un	  champ	  magnéTque.	  	  

	  	  
-‐	  Force	  imposée	  en	  ajustant	  la	  distance	  aimant	  –	  échanTllon	  

	  	  
-‐	  Torsion	  	  possible	  

II-‐B2.	  	  Pinces	  MagnéBques	  



II-‐B2.	  	  Pinces	  MagnéBques	  

Pinces	  MagnéTques	  

Mesure	  de	  force	  par	  les	  fluctuaTons	  transverses	   Tkxk B2
1²

2
1

>=< δ

	  ApplicaTons	  :	  
	  
-‐  courbe	  force	  –	  extension	  de	  l’ADN	  
-‐  surenroulement	  de	  l’ADN	  
-‐	  	  	  	  	  acTvité	  enzymaTque	  des	  ADN	  topoisomérase	  



ParTe	  III	  	  –	  DétecTon	  opTque	  de	  biomolécules	  individuelles	  



Fluorescence	  :	  lorsqu’ils	  sont	  dans	  un	  niveau	  excité,	  certains	  systèmes	  (atomes,	  molécules,	  
cristaux,…)	  peuvent	  se	  désexciter	  en	  éme}ant	  des	  photons	  et	  λem	  >	  λexc	  

λexc	  

Microscopie	  de	  fluorescence:	  sélecTon	  spectrale	  de	  la	  lumière	  émise	  	  

III-‐A1.	  	  La	  microscopie	  de	  fluorescence	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Principe	  

λem	  



• 	  En	  général,	  les	  molécules	  biologiques	  (protéines,	  acides	  nucléiques,…)	  ne	  sont	  pas	  fluorescentes	  dans	  le	  
visible	  (quelques	  excepTons:	  flavines,	  NADH,	  GFP,…).	  Certains	  acides	  aminés	  ont	  néanmoins	  des	  propriétés	  
de	  fluorescence	  dans	  l’UV	  (tryptophane).	  

• 	  On	  a}ache	  spécifiquement	  des	  marqueurs	  fluorescents	  :	  

*	  couplage	  covalent	  (liaison	  chimique)	  

*	  marquage	  d’affinité:	  on	  uTlise	  une	  molécule	  fluorescente	  qui	  vient	  s’a}acher	  spécifiquement	  
(anTcorps,	  …)	  

*	  clonage	  d’une	  protéine	  fluorescente	  
	  
• Les	  marqueurs	  fluorescents	  

• 	  fluorophores	  organiques	  

• 	  GFP:	  Green	  Fluorescent	  Protein,	  découverte	  en	  1961	  chez	  Aequorea	  Victoria,	  clonée	  en	  1992	  

• 	  semi-‐conducteurs	  :	  Qdot	  (quantum	  dot)	  

III-‐A2.	  	  Voir	  des	  molécules	  biologiques	  en	  microscopie	  de	  fluorescence	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Principe	  



III-‐B1.	  	  Techniques	  de	  microscopie	  	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  

On	  éclaire	  l’échanTllon	  avec	  une	  
lumière	  collimatée.	  Pour	  cela,	  on	  focalise	  la	  
lumière	  dans	  le	  plan	  focal	  arrière	  de	  l’objecTf.	  

Lampe UV 
ou  

Laser 

CCD Camera 

TIRFM:	  onde	  évanescente	  

2
21

22
1 sin

41 nn
d

−= θ
λ
πd

z
eIzI −

= 0)(

)/arcsin( 12 nnc =θ

Epifluorescence	  

Dans	  un	  échanTllon	  épais,	  on	  collecte	  la	  
lumière	  de	  tous	  les	  plans	  de	  l’échanTllon	  



On	  déplace	  le	  point	  de	  focalisaTon	  sur	  
l’échanTllon	  (balayage)	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  
III-‐B1.	  	  Techniques	  de	  microscopie	  	  	  

Epifluorescence	   SecBon	  confocale	  

microtubules	  

Microscopie	  confocale	  



DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  



III-‐B2.	  	  Mesure	  en	  diffusion,	  exemple	  de	  la	  FCS	  	  

FCS:	  Fluorescence	  CorrelaTon	  Spectroscopy	  

A	  quelle	  condiTon	  sur	  la	  concentraTon	  a-‐t-‐on	  détecTon	  de	  molécules	  individuelles	  ?	  

Veff	  =	  1x1x1	  µm3	  	  =	  1	  fl	   C	  	  ~	  1	  nM	   TD	  	  ~	  	  L²/4D	  	  ~	  	  0.1-‐1	  ms	  
In

te
ns

ité
 d

e 
 

flu
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ce

nc
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Passage	  d’une	  molécule	  fluorescente	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  



III-‐B2.	  	  Mesure	  en	  diffusion,	  exemple	  de	  la	  FCS	  	  

Analyse	  des	  corrélaTons	  temporelles	  du	  signal	  de	  fluorescence	  

22 )(
)()(1
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)()()(
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>+<
+=

><

>+<
=

tI
tItI

tI
tItIG τδδτ

τ

temps	  de	  diffusion	  	  
dans	  le	  volume	  confocal	  

Nombre	  de	  molécules	  
fluorescentes	  

1	  +	  1	  /	  N	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  



(movie from A. Kusumi’s lab) 

Des	  molécules	  uniques	  pour	  sonder	  l’organisaTon	  de	  la	  membrane	  

Image	  de	  fluorescence	  
noir	  =	  fluorescent	  

Mesures	  de	  FCS	  

Topographie	  AFM	  

Petra	  Schwille	  Lab	  
⇒	  ra�-‐exhibiTng"	  model	  membrane	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Approches	  
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I-‐A4.	  	  Effets	  du	  Solvant	  

Surplus	  

La	  solubilisaTon	  d’un	  polymère	  dépend	  de:	  
	  
-‐	  	  	  	  température	  
-‐  nature	  du	  solvant	  
-‐  nature	  du	  polymère	  

affinité	  chaîne	  /	  solvant	  

Bon solvant 

Mauvais solvant 

interactions chaîne-chaîne  

interactions chaîne-solvant 

Les	  interacTons	  chaîne-‐chaîne	  sont	  remplacées	  par	  des	  interacTons	  chaîne-‐solvant:	  
La	  chaîne	  adopte	  une	  conformaTon	  de	  pelote	  staTsTque	  gonflée	  par	  le	  solvant	  



Surplus 	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  

ADN	  simple	  brin	  

Allemand	  JF,	  Bensimon	  D	  &	  Croquele	  V	  
Curr	  Opin	  Struct	  Biol	  13	  	  (2003)	  

Thèse	  G.	  Charvin,	  2004	  



input	  ray	  

output	  ray	  

change	  of	  
opBcal	  momentum	  

input	  ray	  

output	  ray	  

force	  exerted	  
on	  the	  sphere	  I.	  Newton:	  	  “For	  every	  acBon	  force,	  	  

there	  is	  a	  corresponding	  reacBon	  force	  	  
which	  is	  equal	  in	  magnitude	  and	  opposite	  	  
in	  direcBon”.	  

bead	  pushes	  light	  
to	  leo	  

light	  pushes	  bead	  
to	  right	  

OpTcal	  tweezers	  	  	  28	  Surplus 	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  



intensity	  

light	  pushes	  
sphere	  to	  right	  

sphere	  pushes	  
light	  to	  le�	  

sphere	  pushes	  	  
light	  down	  

light	  pushes	  
sphere	  up	  

Sphere	  moves	  along	  gradient	  	  
of	  light	  intensity	  !	  

Surplus 	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  



Energie	  
	  
Energie	  thermique	  à	  25	  °C	  :	  	  	  kBT	  =	  4,1.10-‐21	  J=	  4,1	  pN.nm	  
	  
Energie	  de	  liaison	  faible	  ~	  qq	  	  kBT	  
Énergie	  d’une	  liaison	  covalente	  ~	  40	  kBT	  
Hydrolyse	  de	  l’ATP	  =	  20	  kBT	  

II-‐A2.	  	  Ordres	  de	  grandeur	  	  

Etudes	  en	  molécules	  uniques	  

Temps	  
	  
Re	  <<	  1	  :	  la	  dissipaTon	  domine.	  
	  
Changements	  de	  conformaTon	  des	  protéines	  ~	  ns	  
Pas	  temporel	  de	  l’ADN	  polymérase	  ~	  ms	  
Temps	  caractérisTque	  de	  diffusion	  d’une	  proteine	  soluble	  a	  l’echelle	  du	  micron	  ~	  ms	  
	  PhosphorylaTon	  d’un	  récepteur	  ~	  ms	  
Endocytose	  d’un	  recepteur	  ~	  min	  
Synthese	  proteique	  ~	  h	  
Division	  cellulaire	  ~	  h	  
Rythme	  circadien	  ~	  jour	  



III-‐A2.	  	  Voir	  des	  molécules	  biologiques	  en	  microscopie	  de	  fluorescence	  

ComparaTf	  marqueurs	  fluorescents	  :	  	  

Aussi,	  des	  mutants:	  
• 	  photoacTvables,	  	  
• 	  dont	  l’émission	  change	  dans	  le	  temps	  
• 	  sensibles	  au	  calcium	  
• 	  indicateurs	  de	  la	  phosphorylaTon	  

CdSe	  	  	  

ZnS	  	  	  
2-‐5	  nm	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Principe	  

Taille Photostabilité Absorption 

Cy3 1 nm ~ 5 s ε = 105 

GFP 2-4 nm ~ 10-100 ms ε = 104 

QD 10-30 
nm > 20 mn ε = 106 



Rapport	  Signal	  à	  Bruit	  :	  
•  Signal	  S	  de	  fluorescence	  (d’une	  seule	  molécule)	  
•  Bruit	  B	  de	  variance	  de	  moyenne	  µB	  et	  de	  variance	  sB:	  	  

1>>
B

S
σ

Sources	  de	  Bruit	  :	  
•  FluctutaTons	  intrinsèques	  (bruit	  de	  photon	  /	  shot	  noise)	  
•  Signaux	  opTques	  parasites	  (autofluorescence,	  lumière	  diffusée):	  proporTonnel	  à	  I	  
•  Bruit	  électronique	  (courant	  d’obscurité,	  bruit	  de	  lecture)	  indépendant	  de	  I	  

DétecTon	  de	  molécules	  fluorescentes	  -‐	  Principe	  
III-‐A2.	  	  Maximiser	  le	  rapport	  signal	  à	  bruit	  


