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a propos de la
fluorescence

Il a fallu de nombreuses années - depuis la découverte par Osamu
Shimomura des premiéeres protéines aequorine et protéine
fluorescente verte (GFP) chez la méduse bioluminescente
Aequorea Victoria dans les années 60 - pour développer un
microscope a fluorescence spécifique pour I'imagerie des cellules
vivantes qui a permis des progres essentiels dans les sciences
médicales et biologiques. Il est aujourd'hui devenu un outil

important dans les sciences de la vie et des matériaux

INTRODUCTION A LA MICROSCOPIE
A FLUORESCENCE

La fluorescence est le phénoméne d'émission spécifique
ultérieure de photons par un fluorophore (composé chimique)
apreés l'absorption de photons d'excitation spécifiques. Les
fluorophores sont utilisés comme colorant pour colorer les
cellules, les tissus ou les matériaux qui peuvent étre observés

comme marqueurs sous un microscope a fluorescence

CONCEPTION D'UN MICROSCOPE
A FLUORESCENCE

La fonction de base d’'un microscope a fluorescence est
d'apporter des longueurs d’'onde « d’excitation » spécifiques
a un échantillon coloré (avec un fluorophore spécifique) et de
capter les longueurs d’'onde d’émission faibles ultérieures afin
de visualiser les structures fluorescentes sur la rétine des yeux

ou sur une caméra d'imagerie
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TECHNICAL
FACTS

' Filtre d'excitation ' Miroir dichroique

Intensités normalisées

400 nm

500 nm

600 Nnm

Spectres d'émission du
fluorophore FITC

Spectres d'absorption
du fluorophore FITC

La lumiére d'excitation d'un microscope a fluorescence
est fournie par une source lumineuse a vapeur de mercure
ou par une LED monochrome. La sélection de la lumiére
d'excitation spécifique du fluorophore est effectuée par
un filtre d'interférence d'émission qui est monté dans un
cube avec un miroir dichroique (séparateur de faisceau) et

le filtre d'émission. La lumiere d'excitation filtrée est ensuite

réfléchie par le miroir dichroique a travers les objectifs vers la

preparation

Le ou les fluorophores a l'intérieur de la préparation
absorberont cette énergie d'excitation avec une certaine
efficacité (rendement quantique) et commenceront a
réémettre ce que l'on appelle I'énergie d'émission, la lumiére
visible avec des longueurs d'onde plus longues que la
lumiére absorbée. La lumiére d'émission de |I'échantillon qui
devient fluorescente sera collectée par l'objectif, passera

par le miroir dichroique et sera séparée de |'excitation et des
autres longueurs d'onde de lumiére indésirables par le filtre
d'émission. La lumiére d'émission filtrée est ensuite projetée

vers les oculaires ou/et le capteur d'image de la caméra
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