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Résumé / summary

Toute molécule absorbant des photons et donc susceptible de fluorescer, peut également étre photoblanchie,
c'est-a-dire qu’elle peut étre portée (irréversiblement) dans un état qui ne donne plus lieu a de la fluorescence.
A priori génant pour réaliser de I'imagerie de fluorescence (puisque les images s’assombrissent
progressivement), ce phénomene peut pourtant étre utilisé pour extraire des informations sur la mobilité de
molécules biologiques.

La méthode la plus connue qui soit basée sur ce principe s’appelle FRAP, pour Fluorescence
Recovery After Photobleaching (Récupération de Fluorescence Apreés Photoblanchiment). Son principe
consiste a éclairer brievement, mais intensément une zone d’intérét donnée (appelée ROI pour Region Of
Interest), de fagon a y photoblanchir les molécules. Immédiatement apres cette impulsion lumineuse initiale,
on observe donc une zone sombre, puis, au fur et 2 mesure qu’on acquiére des images successives (2 intensité
d’illumination modérée, pour ne pas photoblanchir), on observe que le niveau de fluorescence de la ROI
remonte selon une loi temporelle qui dépend de la mobilité des molécules fluorescentes, qui proviennent des
régions qui n’ont pas été€ photoblanchies, repeuplant ainsi le trou de fluorescence. Cette mobilité est liée, de
facon générale, a la diffusion, aux interactions, a la compartimentation, etc. Le FRAP est donc une méthode
qui permet d’étudier le comportement de molécules impliquées dans des processus biologiques divers se
déroulant au sein de cellules vivantes. Le milieu cellulaire étant cependant complexe, compartimenté,
inhomogene, soumis a des fluctuations et évolutions temporelles permanentes, il serait donc intéressant de
pouvoir, simultanément, photoblanchir différentes ROI, de formes voulues.

Nous proposons donc de développer une nouvelle variante de la technique FRAP, qui utilise un
dispositif optique innovant, un Modulateur Spatial de Lumiere (SLM), permettant de définir une ou plusieurs
ROI a photoblanchir, de géométries variables. Ce développement sera réaliser sur un microscope déja équipé
d’un SLM, ou se déroulent d’ailleurs des expériences apparentées. Le stage consistera d’abord a valider cette
approche expérimentale sur des systemes modeles. Ensuite, nous appliquerons cette méthode dans le cadre
d’un projet consacré a I’adhésion cellulaire. Nous chercherons a caractériser la mobilité et les interactions de
certaines protéines d’adhésion a différents endroits de la cellule. Ce travail sera réalisé dans 1’équipe
pluridisciplinaire MOTIV, réunissant opticiens et biophysiciens.
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