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Chapitre Il

APPLICATIONS ANALYTIQUES
DE LA SPECTROSCOPIE DE FLUORESCENCE

[1I-1- Polarisation de fluorescence (FP)

La Ilumiere ordinaire (naturelle ou artificielle) tesune onde
électromagnétique qui vibre dans toutes les doastdans un plan perpendiculaire
a la direction de propagatiof yariant).
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Lorsque cette lumiere traverse un filtre partiau(idtre polarisant) elle ne
vibre que dans une seule directiéncpnstant), cette lumiere est appelée lumiere
polarisée. Le champ E peut étre décomposé enaeugosantes perpendiculaires
selon x et y.

L’émission polarisée du fluorophore peut provenilung excitation
polarisée. Cette polarisation est le résultat dphatosélection des fluorophores
selon l'orientation relative de leur dipGle a I'efandamental par rapport a la
direction de la lumiere excitatrice polarisée.

La mesure de la polarisation de fluorescence oul'@wsotropie de
fluorescence se fait selon le schéma suivant:
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Fig. lll-1- Représentation schématique de la polasgation
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Le champ électrique de I'onde excitatrice est aégrarallelement a I'axe z.
Un polariseur permet de mesurer l'intensité deutaiére. Si la lumiere émise est
orientée parallelement a la direction de la lumiaadente, I'intensité observee
est |,. Si le polariseur est placé perpendiculairement difection de la lumiére
excitatrice, I'intensité observée est |
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La polarisation P et I'anisotropie A de la lumié&mise sont données par les
relations:

ch-lg et A = II'ID
nl+ g I+ 25
Avec P=3A/(2+A) et A=2P/(3-P)

L’appareil de mesure utilisé est identique a umrilmetre classique, a la
seule différence gu’un polariseur est placé auanivde la lumiere d’excitation et
un autre au niveau de la lumiéere d’émission.

Si les molécules du fluorophore sont rigides aumeat de la mesure de la
polarisation, la valeur trouvée est la polarisatidrinseque R
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P,=(3co%0-1)/(co$0+3) et A=(3cod0-1)/5
0 est 'angle entre les moments dipolaires de ttemsde I'excitation de I'émission.

Si entre I'absorption et I'émission l'orientatiadu dipble des molécules
fluorescentes change l'effet de la photo sélectiominue et la polarisation P
mesurée est inférieure a,.Pc’est la dépolarisation de la fluorescence. Le
changement d’orientation peut se produire a cawse dedistribution énergétique
interne au sein de la molécule, de la rotation alenblécule ou d’'un transfert
d’énergie de la molécule excitée vers une autrgafitation dipolaire différente.

Les techniques d'analyses utilisant les mesures pd&risation de
fluorescence en fonction de la température et deisleosité et les mesures de
déclin de l'anisotropie en fonction du temps soés importantes pour I'étude des
mouvements et interactions dans les matrices piqtés. Les fluorophores
utilisés comme sondes peuvent étre intrinsequepaigines ou extrinseques.

[1I-2- Fluorescence par transfert d’énergie de résnance(ou FRET pour
Fluorescence Resonance Energy Transfert)

L’inhibition de fluorescence peut se produire dexdacons différentes:

i- I'inhibition de fluorescence par collision quiépend de la vitesse de
diffusion des molécules. La vitesse de diffusiors daolécules étant un facteur
gouverné par la taille des molécules et la viséadt la solution. .

ii- I'inhibition de fluorescence par transfert dérlergie d’excitation entre les
molécules. C’est un transfert d’énergie non rafdiditine molécule donneuse D
excitée vers une molécule réceptrice A. Ce prasedépend de la viscosité de la
solution.

a- Principe du FRET

Cd'> . . Ca>
Transfert
D - A
. La> d > o
D* A D A*
Etat initial: ¥ Etat final: We
—
G
D* A D A*
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Selon la distance D-A deux mécanismes de transbattpossibles:

- par interaction coulombienne pour des distances &@llant de 1 a quelques
dizaines d’angstrém.

- par échange électronique entre les molécules A st la distance D-A est tres
faible (<10A).

Lorsque le transfert d’énergie se fait par intacecctoulombienne I'énergie
est transférée par résonance: I'électron de la cut@déexcitée induit un champ
électrique oscillant qui entre en résonance aescélectrons de la molécule
réceptrice si celle-ci posséde la transition én@qgé convenable.

La probabilité de transfert BA dépend de lintégrale de recouvrement
entre I'émission du donneur D et I'absorption dactepteur A. Si les spectres
d’émission de D et d’excitation de A ne se chevautlpas le transfert ne peut pas
se faire.
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Fig. llI-2- recouvrement entre spectres émission db et d’excitation de A
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Fig. 11-3 Fig. 11l-4
Intensité de fluorescence de G&(D) et Spectres d’excitation de Mfi(A) dans les verres
de Mn**(A) dans les verres LaMgRO1o LaMgB;04, en présence et en absence de’O@®)

en fonction de la concentration en (D)
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En présence de transfert, l'intensité d’émissionddumneur et donc son
rendement quantique diminuent en fonction de laceotration en accepteur. Si
I'accepteur est une molécule fluorescente, l'inténde sa fluorescence augmente
et son spectre d’excitation contient le spectradtation du donneur.

En présence de transfert le déclin de fluorescdecP est plus rapide et sa
durée de vie plus courte qu’en I'absence d’acceteir figure 1I-4).

b- Parametres du FRET

Sit; est la durée de vie de fluorescence mesurées 1k + k;
1/t: constante de vitesse de désexcitation de D eenak de transfert d’énergie.
ky: constante de vitesse de désexcitation de D pasfert d’énergie par réesonance

L’efficacité E du dépeuplement de I'état excitéRig@ar transfert d’énergie
est donnée par:
E= k = 1lk-1k = 1- 1t =1-1

K + 1k 1/'Ct 1tt T

La durée de vie, le rendement quantique et l'intérdsémission du donneur
D sont affectés par le mode d’inhibition par transf

E=1-n=1-]

No lo

ntetno: rendements quantiques en présence et en absetemsfert
| et lp: intensités de fluorescence en présence et enabsde transfert

L’efficacité du transfert est liée a la distancedparant D et A:
E= R°

R*+R°
Ro =9.79 18(kK®JInp nH*® A

3= [Fuen 2t dh
[ Foyan

Ro: rayon de Forster ou distance pour laquelleSB% (ou 0.5).

n: indice de réfraction du milieu

No: rendement quantique de D en 'absence de A

k% facteur d’orientation du couple didple-dipdle feade 0 & 4)

J: recouvrement entre spectres d’émission de [egtitation de A (en ciM™)
e: coefficient d’extinction de A (en Nem™)

F: intensité de fluorescence de D (en u.a.)
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Ro varie en fonction des fluorophores utilisés:(&ableau 1).

Tableau I: Rayon de Forster pour différents couplegle fluorophores donneur-accepteur

Donneur Accepteur Ro (A)
Fluorescéine Eosine 50-54
BFP GFP 50-60
CFP YFP 50-60
GFP Cyanine 3 60
Cryptate d’Europium Allophycocyanine 90
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Une variation de l'intensité du FRET n’est visilgjee dans la mesure ou la
distance R, séparant les fluorophores varie énfiiRo et 1,5Ro0. En effet le FRET
variant en 1/R des distances inférieures & 0,5Ro ou supérieirek5Ro
résulteront respectivement en un transfert totalrmiabsence de FRET.

Remarque: Pour des Ro supérieurs a 70-80 A, un signal de FREE® des
fluorophores situés de part et d’autre d’'une membiaologique est envisageable.

c- Utilisation du FRET

La technique de fluorescence par transfert d’épedg résonance est une
technique qui permet de mesurer les distances ydiues dizaines d’angstrom)
séparant les fluorophores, et de tres faibles ttans de celles-ci. Elle est par
conséquent une technique de choix pour étudieintesactions moléculaires tant
in vivo que in vitro.

Les applications du FRET sont nhombreuses et variéegploitation de la
protéine fluorescente verte GFP (green fluorespeotein) et la génération de
variantes de cette protéine ont permis le déveimgpe de technologies de FRET
parfaitement adaptées a I'étude de la dynamiquéntiErsictions moléculaires dans
I'espace et dans le temps a I'intérieur de celluleantes.

Le FRET est aussi utilisé dans I'élaboration désteslogiques permettant
de mesurer des seconds messagers tels que 'AMiguwyet le calcium ou dans
le criblage de molécules capables d’affecter Raigtid’'une molécule donnée.

Deux principes sont a la base du développemenbd@reuses expeériences
de FRET:
1°) Les fluorophores sont portés par deux molécudd&rentes; de leur
association ou de leur dissociation résultera @miatron du signal de FRET.
2°) les fluorophores sont portés par la méme mdédecuUn changement de
conformation de celle-ci se traduira par une modifon de la distance entre les
deux fluorophores et une variation de l'intensitesggnal de FRET.
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Cette technique tres ancienne de plus d’'un demlesEonnait actuellement
un regain d’intérét lié au développement de nouxdluorophores et a la grande
sensibilité des appareils de mesure de la fluorescgspectrofluorimetre et
microscopes a fluorescence).

Les améliorations techniques ont permis par adlede développer des
«variantes» du FRET: FRET, PbFRET (PhotobleachinBE'H, BRET
(Bioluminescence Resonance Energy Transfert), H{RBmeogeneous Time
Resolved Fluorescence), ... Chacune de ces formssmieides avantages et des
inconvénients, le choix d'une de ces approchesagesélon le probleme qui se
pose, la nature des partenaires impliqués, lesdhimres choisis ....

[11-3- Fluorescence en temps résolu (TRF)

Le manque de sélectivité spectrale des fluorophat#isés ainsi que la
difficulté de s’affranchir des signaux parasitesu{fode fond) constituent une
limite du FRET. Ceci a des conséquences sur lalskteésdes tests mis en ceuvre :
I'utilisation de traceurs présentant des propria@éginales de luminescence a
permis de mettre au point des tests plus sensdrleaméliorant la résolution
spectrale et temporelle du signal de FRET.

Ces molécules sont des complexes formés par |'edgoc d'un
chromophore (cryptand ou chélate) et d’'un catiomthianide faisant parti du
groupe des terres rares (europium, terbium...).

La durée de vie de fluorescence de la plupartidesophores organiques et
des protéines fluorescentes est tres courte: ddréode la nanoseconde, tout
comme les fluorescences parasites. La principalactaistique des lanthanides
vient de leur durée de vie de luminescence relatgre longue (de l'ordre de la
milliseconde).

Grace a cette propriété des ions lanthanides,y&t®mes de détection de
fluorescence en phase homogene et en temps résopucetre développés. Ces
systemes reposent sur I'application d'un délaieh@xcitation de I'échantillon et
la mesure du signal émis de maniéere a s’afframbédr fluorescences parasites a
durée de vie courte. Cette résolution temporellsigoal permet ainsi d’améliorer
le rapport entre le signal du traceur et le breitf@nd inhérent aux conditions du
test sans qu’aucune étape de séparation des es@Eesel necessaire.

La spectroscopie résolu dans le temps permet deesla migration de
I'énergie excitatrice et I'évolution des effets ldvironnement du fluorophore en
fonction du temps. Le signal de fluorescence esilyag apres un délai a
I'excitation.
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[11-4- Applications analytiques
[1I-4-1- Fluorimétrie directe et par dérivatisation

La spectroscopie de fluorescence, la fluorimétriem @ncore la
spectrofluorimétrie est I'analyse de la fluores@dn échantillon sous excitation
par un rayon UV ou visible.

La fluorimétrie est une meéthode tres sensible fpeunise en évidence et le
dosage des composeés fluorescents a I'état de tralbespermet de détecter ces
composés a des concentrations tres faibles. Comenspdctre d'absorption, le
spectre de fluorescence d'un composé est une @astique aussi spécifique qu’un
diagramme de diffraction RX

En chimie inorganique les applications les plugjdentes sont des dosages
d'ions métalliques a I'état de complexes organiqflasrescents, en solution
aqueuse ou apres extraction

[11-4-2- Analyse par sondes fluorescentes: les mqueurs fluorescents

L'utilisation de sondes fluorescentes est une tieglend’analyse de choix:
elle permet la détection et le suivi en temps dsespece d'intérét biologique. A
titre d’exemple :

- Dans le suivi des acides aminés et neurotransostt

- Dans le suivi des acides gras de triglycéridessda systeme gastro-
intestinal. Les études s’intéressent plus parécainent aux acides gras essentiels
de type omega-3 tels que I'acide a-linoléniquesitla éicosapentaénoique (EPA)
et I'acide docohexaénoique (DHA). Ces especesspedisables a I'organisme,
jouent un role central au niveau des membraneglaies et interviennent dans la
prévention des maladies cardiovasculaires et inflatoires.

- Dans La cytogénétique moléculaire qui étudie mleEnomeénes génétiques
au niveau de la cellule cad au niveau des chromes@ans la nécessité d'extraire
I'’ADN: anomalies chromosomiques (de nombre et dectire), recombinaison de
chromosomes, etc.

L’espece a détecter est modifiee chimiquementuparsonde fluorescente:
marquage fluorescent. La molécule ainsi marquéealkest introduite dans le
systeme biologique (neurones, membranes, cellafesyle permettre son suivi.

Les sondes ou marqueurs présentent de nombreutageanune sensibilité
de mesure importante, un temps de réponse couwgt,observation locale ou a
distance par [lintermédiaire de fibres optiques @& microélectrodes.
La luminescence permet, en particulier, de réaligmagerie en temps reel des
cibles étudiées.

Les marqueurs fluorescents sont de petites mascgui subissent des
changements dans leurs parametres de fluoresceite@ sine interaction avec des
macromolécules. lls se divisent en deux groupesfli®rophores intrinséques et
extrinseques.
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I) Fluorophores intrinséques

* Les acides aminés aromatigues

- Les résidus tryptophane, tyrosyne et phénylatarsont des acides aminés
responsables de la fluorescence proche UV desipesté

303 nm
Tyr

1,0~

348 nm
0,5

Intensité de fluorescence

0
240 280 320 360 400 440

Longueurs d'onde

Fig. Ill-5- Spectres de fluorescence des Trp, Tyr et Phe

L’émission des résidus Trp participent généralemant90% dans la
fluorescence totale des protéines. Elle est trésilsie a la polarité du milieu
environnant. La fluorescence des résidus Trp dstéet pour doser les protéines.

La tyrosine peut étre utilisée pour suivre des gharents de conformation
dans une protéine donnée.

* Les cofacteurs

Un cofacteur est un coenzyme ou substance dontdsepce avec une
enzyme est nécessaire pour qu'une certaine reasgordéroule: le flavine
caractéerise une famille de composés organiquestditsoalloxazine tricyclique.
Il dérive d'une vitamine, le riboflavine (vitamiBg). Le flavine est souvent attaché
avec I'adenosine diphosphate formant le flavinenadedinucléotideKAD). Dans
d’autres cas il se trouve sous forme de flavioaomucléotideKMN). Le flavine
est le plus important colorant extrait de I'écodsecitron.

L
.I

L -

OH e _N_ J\

L St e FH (]

Riboflavine (vitamine B) FAD FMN

Pr. N. EL JOUHARI,

Master spécialisé: Sciences analytiques, Coursct@yleorimétrie »
UNIVERSITE MOHAMMED V-AGDAL, FACULTE DES SCIENCE, DEPARTEMENT DE CHIMIE



33

- Le (FAD), le (FMN) et le nicotinamide adénine dinucléotid¢AD") sont
des coenzymes importantes dans les processus dd:o&sgtuction. Le NAD™) est
non fluorescent.

Le (FMN) est utilisée dans le dosage flavinique qui perdeemesurer la
fluorescence speécifique de la flavine totale liletefixée sur une protéine. Il
possede de fortes interactions avec les acidesarfonmant son site de fixation.

- Le FMN) et le FAD) absorbent la lumiere dans le visible (450nm) et
émettent autour de 515nm.

- Le (NADH), forme réduite du KAD), est tres fluorescente avec des
maxima d’absorption et d’émission a 340 et 450non $ndement quantique
augmente en général de 4 fois lors de sa fixatiohes protéines.

i) Fluorophores extrinseques aux proteines

* La fluorescéine et la rhodamine

HO 0o O
LI
] COOH
|

Rhodamine 6G Fluorescéine

- Elles se fixent d’'une facon covalente sur lesdiéslysine et cystéine des
protéines. Elles absorbent et émettent dans I®dleisLeur émission n’est pas
sensible de facon significative a la polarité divaat.

L’absorption et la fluorescence de la fluoresc&omet sensibles au pH.

bs

10~ _0

-

NOC,H,

H,C O =z ‘ CH,
H
Mng 0 NC
H,Cy > C,H,
Rhodamine 6G
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Fig. IlI-6- Absorption et fluorescence de la rhodanme (a) et de la fluorescéine (b) a pH=4
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* Le chlorure de dansyl (DNS-CI)

Utilisé pour I'étude des protéines. Son temps @edé fluorescence dépend
de I'endroit de sa fixation sur la protéine: plises$t exposé a la surface de la
protéine plus la durée de vie de fluorescence asgjue. Son émission est trés
sensible a la polarité du solvant.

H.C. CH,
N

SO,CI
DNS-CI

* Les naphtalenes sulfonates

- Les deux sondes les plus utilisées sont le bdihaphtaléne sulfona(@NS) et
le 2-p-toluidinylnaphtalene-6-sulfonafé€NS).
slo
NH

)

ANS
Elles se lient de fagon non covalente aux protéesix membranes.
Elles ne fluorescent pas ou trés peu lorsqu’eltms slissoutes dans un
milieu polaire (eau). Elles fluorescent fortemeans un milieu non polaire ou de
faible polarité (alcool) ou fixées sur les prog&rou sur les membranes,

* Les bases nucléiques

Les bases azotées appelées bases nucléiqgues atpobasds sont des
molécules qui font partie des nucléotides, qui sm-mémes des éléments de
I’ARN et de ’ADN. Il existe cinq bases azotées:

- L’Adénine et guanine sont des bases puriques
- La cytosine, thymine et uracile sont des basesmgiques

Les bases puriques et pyrimidiques sont fluoressehfémission est faible
a pH neutre. L’émission est 10 fois plus intengeHE2. L’émission est 100 fois
plus intense a 77 K.

Le rendement quantique des bases nucléiques déjpetainent de la
température.

La polarisation de fluorescence est élevée mérampérature ambiante.
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* |es détecteurs d’ions

Certaines sondes fluorescentes sont utilisées pétecter et doser le
calcium dans les cellules. Par exemple le FuraFihdb-1.

’FDDCDD' N /—COOH
;” / \—cooH
N y: i o
/ /N
4 Y ] ,'D 4
P
0.~ N N
f 00 od COOH
N7TO elele N/—
1“\.;‘—' {
A\COD- HOOC N \—COooH
Fura-2 Indo-1
A Em =510 nm ) Ex =338 nm
39,8 pM free Ca™ 39,8 uM free Ca™*

riuorescence (exciaton)
Fluorescence (€émission)

T T 1
250 300 350 400 450 350 400 450 500 550 600

Longueur d'onde (nm) Longueur d'onde (nm)

Fig. Ill-7- Spectres d'excitation du Fura-2 (a) etd’émission de I'indo 1(b) avec le calcium

En présence de calcium le maximum du spectre datian du Fura-2 se
déplace vers les grandes énergies et I'intenséidsion augmente.

Le maximum du spectre d’émission de I'indo-1 selaigp de 490 a 405 et
I'intensité de fluorescence croit lorsque la corion en calcium augmente.

* Les marqueurs des glycannes

Un glycanne est une partie glucidique reliée apmégine.

Le calcofluor est un marqueur fluorescent qui ge Bur les glycannes. La
position du maximum d’émission dépend de sa conaéom et de la nature du
solvant.

CH,CH,0H CH,CH,OH
[ - |
NCH,CH,0H /N\CHZCHEOH
N%\N SO,Na N= "N
! |
@NHJ\\N/LNH CH:CHQNHJ\\NJNH 7N
NaO,S

Fig. 111-8- Structure chimique du calcofluor
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[11-4-3- Microscopie en fluorescence

La microscopie a fluorescence consiste a formerinnage en collectant la
lumiere émise par I'échantillon a analyser soustaton adequate. Elle fait partie
des meéethodes de recherche utilisées de manienaievatet permet de déceler la
présence de divers composés par l'observationfiielascence.

La microscopie en fluorescence est une méethoderemigre importance
dans les sciences de la vie. Elle permet de verratles substances, des cellules,
des molécules non fluorescentes en les marquaantdegefluorochromes (le DAPI
marque I'ADN qui fluoresce en bleu).

Le marquage simultané de différentes structuresauposés chimiques
permet de détecter simultanément des composésatifée tout en les différenciant
par leur couleur de fluorescence.

Certains marqueurs génétiques comme la protéimeettcente verte (GFP)
sont aussi tres utilisés en biologie. Dans ce leaBuorochrome est une protéine
produite directement par la cellule elle-méme, llaorescence peut alors étre
visualisée directement dans les cellules vivantes.
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