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Les progrès fulgurants accomplis dans l’identification
des gènes et de leurs produits protéiques, ainsi que
dans la compréhension des interactions potentielles
entre molécules impliquées placent les biologistes
devant des questions d’une très grande complexité. La
principale est probablement d’intégrer le fonctionne-
ment de ces édifices moléculaires à l’échelle de la cel-
lule, des tissus et des organismes entiers. C’est dans
cette perspective que doit être analysée une autre
révolution, celle de l’imagerie, dont les technologies
ont littéralement explosé au cours des dix dernières
années. Cette révolution est la résultante de progrès
continus de l’optique physique, de l’informatique, de la

micro- et de la nano-
mécanique, de la tech-
nologie des lasers, de la chimie et de la biochimie des
molécules fluorescentes et de la biologie moléculaire et
cellulaire. En développant les interfaces entre ces
domaines scientifiques, de nouvelles techniques ont vu
le jour, qui permettent d’aborder des questions liées à
l’intégration des fonctions des édifices moléculaires
complexes dans l’espace et dans le temps. Ainsi, la
microscopie confocale et l’émergence de nouveaux
fluorochromes permettent à l’imagerie cellulaire et tis-
sulaire de passer d’une vision limitée à deux dimensions
à une imagerie en trois dimensions dans laquelle
l’épaisseur de l’échantillon est prise en considération.
Parallèlement, la prise en compte du facteur temporel
permet d’accéder à une quatrième dimension, c’est-à-
dire à la représentation des mouvements d’un objet tri-
dimensionnel dans le temps. Enfin, l’étude de modifica-
tions des propriétés biochimiques ou spectrales des
objets en fonction de l’environnement ouvre la possibi-
lité d’accéder à une cinquième dimension dans laquelle
ces modifications (pH, conformation, interactions
moléculaires…) sont analysées dans un objet biolo-
gique vivant en fonction du temps.

MEDECINE/SCIENCES 2004 ; 20 : 1027-34

RE
VU

ES
DO

SS
IE

R 
TE

CH
NI

QU
E

> L’imagerie cellulaire et tissulaire connaît un
développement considérable résultant à la fois
de l’attente des scientifiques et des progrès
concertés de nombreuses disciplines. Le déve-
loppement de la microscopie confocale, de la
vidéomicroscopie, de nouveaux fluorochromes,
notamment des dérivés de la GFP (green fluores-
cent protein), et de nouveaux logiciels permet-
tent d’accéder à la visualisation tridimension-
nelle des processus biologiques. Leur quantifi-
cation à l’échelle de la cellule unique est main-
tenant possible. L’imagerie cellulaire fournit des
résultats pertinents sur la stœchiométrie et la
dynamique des interactions moléculaires impli-
quées dans les régulations cellulaires. Des pro-
grès importants ont également été réalisés dans
l’optimisation de la résolution temporelle. À
l’époque de la post-génomique, une utilisation
rationnelle des approches d’imagerie passe par
une bonne connaissance de leurs avantages et
de leurs limites. <

Inserm U.538 et Plate-forme
d’imagerie cellulaire, IFR 65,
CHU Saint-Antoine,
27, rue de Chaligny,
75012 Paris, France.
trugnan@st-antoine.inserm.fr
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Quelques rappels nécessaires

La GFP: l’autre révolution verte…
L’innovation probablement la plus importante dans le
domaine des fluorochromes est la découverte puis l’ex-
ploitation intensive de la GFP (green fluorescent pro-
tein) et de ses très nombreux variants (Figure 1) [1, 2].
Il s’agit de protéines, produites par des méduses ou des
coraux [3], dont la fluorescence est liée à un arrange-
ment spatial particulier de trois acides aminés. Les pro-
priétés physicochimiques de ces protéines ont été très
largement modifiées par mutagenèse, donnant nais-
sance à des fluorochromes de propriétés spectrales ou
biochimiques différentes (stabilité chimique, sensibi-
lité au pH, aux ions, émission du bleu au rouge loin-
tain). La mise à disposition des ADNc de ces protéines
fluorescentes a permis, grâce à la production de nom-
breuses protéines chimériques, d’ouvrir un nouveau
champ d’investigation des systèmes biologiques. 

Du microscope conventionnel
aux microscopes confocaux et biphotoniques
Les microscopes optiques conventionnels, héritiers de
celui de Leuwenhoek, sont limités par des contraintes
optiques et géométriques qui restreignent les études
morphologiques à des échantillons relativement fins. En
effet, la source lumineuse doit traverser l’objet à ana-
lyser (transmission), ou réémettre des photons par
fluorescence. Dans ce dernier cas, si l’échantillon est

trop épais, les différents plans optiques à partir des-
quels l’image se forme sont confondus et la résolution
spatiale est insuffisante. L’introduction de sources
lumineuses puissantes et cohérentes (laser) et de dis-
positifs optiques de type diaphragme (pinhole) a per-
mis de construire des microscopes confocaux (Figure 2)
qui lèvent en grande partie l’obstacle de l’épaisseur de
l’échantillon, car ils permettent de collecter des images
provenant d’un plan focal précis. Plus récemment, des
lasers de type nouveau, bi- ou multiphotoniques,
capables de n’illuminer qu’un point unique et défini de
l’espace, ont été introduits. Ces lasers endommagent
moins l’échantillon biologique et améliorent la résolu-
tion dans le plan xz. 

Où l’on retrouve la révolution numérique
Parallèlement aux avancées de la chimie des fluoro-
chromes et de la physique des instruments, l’informa-
tion a fait des progrès importants dans le traitement et
la restitution des signaux, en particulier par la création
de logiciels de traitement et de visualisation des séries
d’images en 3, 4 et 5D et dans l’étude des cinétiques
rapides en confocal. Ces avancées profitent également
à la microscopie conventionnelle et à la vidéomicrosco-
pie, grâce à l’introduction d’algorithmes de déconvolu-
tion spatiale qui permettent la restitution d’images
pseudoconfocales. On peut également citer les nou-
veaux dispositifs de déconvolution spectrale (Méta chez
Zeiss et AOBS chez Leica) qui analysent des spectres de

Figure 1. Structure et propriétés de la GFP (green fluorescent protein) et de ses variants. A. Structure tridimensionnelle de la GFP
sauvage obtenue par cristallographie. On note la structure en « tonneau β » qui forme une cage protégeant le fluorochrome
formé par un repliement particulier de trois acides aminés. La structure compacte de la GFP rend compte, d’une part, du fait que
de nombreuses molécules peuvent être marquées par la GFP sans que leurs propriétés ne soient altérées et, d’autre part, de la
faible sensibilité du fluorochrome de la molécule de GFP sauvage aux modifications de l’environnement. Spectres d’excitation (B)
et d’émission (C) des principaux variants de la GFP. EBFP: enhanced blue fluorescent protein; ECFP: cyan; EGFP: verte; EYFP:
jaune; DsRed: protéine fluorescente rouge extraite d’un corail [3]; mRFP: monomeric Red FP; HcRed: protéine fluorescente dans
le rouge lointain.
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Quelle est la question?
Nous avons la réponse

Ces avancées conceptuelles et technologiques permettent de
répondre avec une précision inégalée aux questions « classiques »
qui se posent lorsque l’on souhaite localiser une protéine d’intérêt
ou colocaliser deux, trois, quatre, voire cinq molécules à l’échelle
subcellulaire. Encore faut-il formuler précisément la probléma-
tique, exploiter au mieux les performances des machines et en
connaître les limites ! Actuellement, il  devient possible de
répondre à des questions quantitatives et cinétiques. Enfin et sur-
tout, la microscopie optique, dont la limite théorique de résolu-
tion est de l’ordre de 200 nm, est maintenant capable d’analyser
les interactions moléculaires avec une résolution d’environ 50 Å
grâce à l’exploitation des propriétés de la fluorescence (voir
FRET).

Applications « simples »

Elles représentent l’essentiel des applications actuelles et consistent
à remplacer les techniques classiques d’immunocytochimie par la
transfection ou la micro-injection d’une ou de plusieurs molécules
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Figure 2. La microscopie confocale classique, outil d’exploration tridimensionnelle
des cellules et des tissus. A. Principe de base d’un microscope confocal. Une source
de lumière cohérente (laser, a) délivre un faisceau de lumière cohérente (tracé
bleu). Ce faisceau est réfléchi par un miroir dichroïque (b) qui illumine l’échantillon
biologique à analyser (f) au travers de l’objectif du microscope (d). Un dispositif de
balayage (c) permet de déplacer le faisceau sur la totalité de l’échantillon. Un
moteur de haute précision (e), dont le pas est de 25 à 40 nm, permet de déplacer la
platine du microscope par rapport à l’objectif dans l’axe xz pour obtenir une succes-
sion de coupes sur des plans focaux successifs (g) dans la profondeur de l’objet. Les
fluorochromes présents dans l’objet biologique excités par le faisceau lumineux vont
réémettre des photons de longueur d’onde supérieure (tracé vert) qui traverseront le
miroir dichroïque puis un filtre d’émission ou un prisme (h) calibrant la longueur
d’onde émise. Un dispositif de diaphragme ou pinhole (i) ne laisse passer que les
photons provenant spécifiquement du plan focal analysé et les envoie sur un photo-
multiplicateur (PM). B. Les images recueillies par le dispositif confocal correspon-
dent à des plans optiques définis. Dans l’exemple choisi, le plan 1 est situé sous la
bordure en brosse d’une cellule épithéliale, le plan 2 est supranucléaire, le plan 3
traverse le noyau et le plan 4 est placé au niveau de la base cellulaire. C. Échantillon
de cellules intestinales en culture (Caco-2) analysé par immunofluorescence utili-
sant de la phalloïdine fluorescente (marqueur de l’actine polymérisée) et microsco-
pie confocale. Les quatre plans présentés correspondent aux plans du panneau B. On
note les formes d’organisation très différentes de l’actine selon le plan considéré:
réseau sous-cortical correspondant à la base de la bordure en brosse (en 1), réseau
sous-membranaire organisé en paquets correspondant au cytosquelette de la mem-
brane latérale (en 2 et 3) et organisation en fibres de stress correspondant à la zone
d’interaction cellule-matrice (en 4).

fluorescence émis par les molécules pré-
sentes dans l’échantillon et réattribuent
la fluorescence analysée en un point à
un fluorochrome donné. Ces systèmes
permettent par exemple de distinguer la

fluorescence provenant d’une molécule marquée par du
FITC (fluoresceine isothiocyanate) de celle d’une molé-
cule marquée par de la GFP, bien que ces deux fluoro-
chromes présentent des spectres proches, ce qui est
très utile en FRET (voir plus loin).
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marquées par une protéine fluorescente. Ces
approches ont réactivé l’intérêt pour de très nom-
breux marqueurs « vitaux » naturels ou de synthèse
(voir www.molecular probes.com) qui permettent de
localiser des structures cellulaires parallèlement aux
protéines marquées par un variant de la GFP. C’est
notamment le cas des marqueurs lipophiles (FM1-43,
dérivés NBD ou Bodipy de lipides) qui peuvent être
utilisés pour marquer des membranes cellulaires. À
côté de ces applications devenues rapidement très
classiques, il est également possible d’utiliser la
famille des GFP pour mesurer l’activité d’un promo-
teur, localiser un gène ou son produit sur des orga-
nismes génétiquement modifiés (souris vertes et
plantes vertes !) [4], ou cloner des types cellulaires
peu représentés [5]. Un domaine d’application en
expansion rapide est celui de l’analyse dynamique sur
cellules ou tissus vivants. La vidéomicroscopie à bas
niveau de lumière, qui bénéficie des propriétés pho-
tophysiques remarquables des GFP, permet d’étudier
des processus rapides, impliquant un petit nombre de
molécules [6, 7].

Du qualitatif au quantitatif:
applications modernes
de la microscopie photonique

La quantification des processus biologiques a long-
temps été réservée à la biochimie ou à la biophysique.
L’introduction de nouveaux appareillages, de nouveaux
logiciels et de nouvelles molécules fluorescentes rend
possible la quantification des processus observés par
microscopie photonique: c’est le concept de « biochi-
mie cellulaire quantitative ». Cette approche permet
par exemple de corréler quantitativement le niveau
d’expression et la topologie d’une protéine transpor-
teuse au transport de son substrat [8]. Le fait que les
propriétés physiques des fluorochromes (rendement
quantique, coefficient d’extinction…) sont connues
permet de mesurer précisément la quantité présente
dans un échantillon et de réaliser des dosages in situ à
l’échelle de la cellule unique (voir plus loin).

Manipulation de l’intensité de fluorescence
en fonction du temps: FRAP, FLIP

L’introduction des lasers comme source de lumière per-
met de disposer d’un faisceau dont la longueur d’onde
et l’intensité sont parfaitement calibrées. Cette der-
nière propriété a permis l’essor de nouvelles techniques
fondées sur la manipulation de l’intensité de fluores-
cence en fonction du temps et de l’espace. La technique

de FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)
(Figure 3), connue depuis plus de 30 ans, a fait l’objet
d’un important développement avec l’introduction de
protéines fluorescentes chimériques, marquées par la
GFP, dont la stabilité photochimique est grande. Deux
paramètres peuvent être dérivés d’une expérience de
FRAP (Figure 3) : la fraction mobile (R) (qui correspond
à la quantité de fluorescence effectivement récupérée
après photobleaching) et le temps de diffusion (τD). La
valeur de la fraction mobile est influencée par les inter-
actions d’une protéine fluorescente avec d’autres
molécules ou une membrane (des microdomaines lipi-
diques par exemple vont limiter les mouvements d’une
protéine). Le temps de diffusion est proportionnel à la
constante de diffusion (D) qui dépend elle-même des

Figure 3. Principe du FRAP (fluorescence recovery after photo-
bleaching). A. Cette technique consiste à illuminer temporaire-
ment une portion d’un échantillon avec une forte intensité de
lumière, de manière à provoquer une extinction localisée (pho-
tobleaching ou photoblanchiment) de la fluorescence (indi-
quée par le petit cylindre pointillé jaune), puis à mesurer la
réapparition de la fluorescence dans la zone concernée (en
vert, qui témoigne de l’arrivée de molécules qui étaient hors de
la région photoblanchie). B. Tracé caractéristique d’une expé-
rience de FRAP. Fi représente l’intensité de fluorescence avant
le début de l’expérience. F0 correspond à la fluorescence mini-
male obtenue après photoblanchiment. F∞ correspond au maxi-
mum de fluorescence récupérée à la fin de l’expérience. Le
temps de diffusion τD (voir texte) correspond au temps néces-
saire pour récupérer la moitié de la fluorescence maximale.
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l’existence de relations entre plusieurs compartiments.
Elle donne également accès à la mesure des volumes
des compartiments intracellulaires, à la vitesse de dif-
fusion interne dans ces compartiments et à leur éven-
tuel degré d’inhomogénéité (voir [9]).

FRET et BRET, FLIM

Le transfert d’énergie entre deux molécules fluores-
centes est un processus physique, connu et exploité
depuis de nombreuses années, dont le principe est rap-
pelé sur la Figure 4. Cette propriété de transfert de
l’énergie n’est observable que lorsque la molécule
« donneur » de photons est suffisamment proche de la
molécule « accepteur », de 10 à 70 Å selon la géométrie
des molécules et du système d’observation. Les
approches de FRET (fluorescence resonance energy
transfert) offrent la possibilité de mesurer des interac-
tions moléculaires, c’est-à-dire avec un gain de résolu-
tion considérable par rapport à la limite théorique de
résolution de la microscopie optique (environ 200 nm). 
Il existe deux grandes familles de techniques de FRET:
celles fondées sur la mesure de la quantité de fluores-
cence transférée entre un donneur et un accepteur (FRET
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Figure 4. Principe du FRET (fluorescence resonance energy trans-
fer). A. La molécule « donneur » porte un fluorochrome dont la
longueur d’onde d’émission correspond à la longueur d’onde
d’excitation du fluorochrome placé sur la molécule « accep-
teur ». La molécule « donneur » présente un domaine susceptible
de se lier spécifiquement à un domaine de la molécule « accep-
teur ». Lorsque les conditions biologiques sont favorables, ces
deux molécules interagissent, permettant le rapprochement des
deux fluorochromes. Si les paramètres de distance et d’orienta-
tion (géométrie) entre les deux fluorochromes sont corrects, un
transfert d’énergie pourra se produire et conduire à des modifica-
tions analysables de la fluorescence (voir texte). B. Profil carac-
téristique d’une expérience de FRET. Entre t0 et t1, les deux molé-
cules fluorescentes n’interagissent pas et émettent chacune leur
fluorescence propre, verte pour l’une et rouge pour l’autre. Au
temps t1, sous l’effet d’une stimulation, les deux molécules vont
interagir et le phénomène de transfert d’énergie conduit à la
diminution de l’intensité de fluorescence du donneur (tracé vert),
parallèlement à l’augmentation de l’intensité de fluorescence de
l’accepteur (tracé rouge). La mesure du rapport d’intensité des
deux fluorochromes (ratiométrie, tracé noir) est également
représentée. Au temps t2, l’interaction entre les deux molécules
est interrompue (présence d’un compétiteur, par exemple) et le
transfert d’énergie disparaît.

propriétés hydrodynamiques de la molécule observée et
de son environnement (c’est-à-dire du milieu cellu-
laire). La technique de FRAP est donc particulièrement
bien adaptée à la mesure du trafic et des mouvements
dans et entre les compartiments cellulaires. Cette
technique a ainsi été utilisée pour mesurer l’intensité
et la vitesse du passage d’une protéine de son lieu de
synthèse, le réticulum endoplasmique, à son lieu de
maturation, l’appareil de Golgi [9], ainsi que la vitesse
de renouvellement d’une protéine membranaire, sa
vitesse de diffusion latérale dans les membranes, et la
vitesse comparée des différentes voies d’endocytose
[10-12]. Dans la technique de FLIP (fluorescence loss
in photobleaching), dérivée de la précédente, une por-
tion de l’échantillon est illuminée de manière perma-
nente, ce qui provoque une extinction complète de la
fluorescence dans un compartiment. Cette technique
permet de mesurer le temps et la vitesse de décrois-
sance de la fluorescence, la fraction résiduelle (qui
correspond à la fluorescence restant présente de
manière stable après photobleaching). Ces paramètres
vont renseigner sur la continuité d’un compartiment et
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proprement dit) et celles fondées sur la mesure du déclin
de fluorescence du donneur ou de l’accepteur (FLIM, fluo-
rescence lifetime imaging microscopy). Pour les mesures
de la quantité d’énergie transférée, il est possible de
quantifier soit la diminution de la fluorescence du don-
neur, soit l’augmentation de la fluorescence de l’accep-
teur [13]. La principale difficulté, quel que soit le système
choisi, est que les spectres de nombreux fluorochromes se
recoupent. C’est pourquoi le choix des couples de fluoro-
chromes donneur/accepteur est tout à fait critique et
constitue le plus souvent une limitation à l’application
pratique du FRET.
À la différence des mesures de quantité de fluores-
cence, les mesures du déclin de fluorescence (FLIM)
nécessitent des appareillages spécialisés qui vont
mesurer la demi-vie de la fluorescence d’une molécule
donnée. La propriété physique à la base de cette
approche repose sur le fait que ce temps de demi-vie de
la fluorescence est plus court en l’absence d’interac-
tion produisant du FRET. L’allongement du temps de
demi-vie est proportionnel à l’intensité du transfert
d’énergie, donc des interactions. Cette technique
dynamique, extrêmement sensible et spécifique,
connaît des développements spectaculaires qui don-
nent accès notamment à la mesure du transfert d’éner-
gie en temps réel sur cellules vivantes [14].
Les applications des techniques de FRET et de FLIM sont
nombreuses et concernent aussi bien les interactions
intermoléculaires (récepteur-ligand) que les interac-
tions intramoléculaires (repliement de l’ADN, structure
quaternaire d’une protéine) [15]. Une application par-
ticulièrement prometteuse consiste à produire, par
génie génétique, des molécules fluorescentes (fondées
sur les variants de GFP) qui vont servir de bio-capteurs
d’ions ou de molécules à doser (AMPc, par exemple)
directement dans une cellule unique [16]. La conforma-
tion de ces bio-capteurs va se modifier en fonction de la
quantité de molécules présentes et ce changement va
permettre ou empêcher un transfert d’énergie de fluo-
rescence. Cette approche a été initialement développée
dans le groupe de Roger Tsien qui a créé des molécules
« caméléons » dont la fluorescence change de couleur
en fonction de la concentration de calcium [17]. 
Le BRET (bioluminescence resonance energy transfer)
est une application également fondée sur le principe du
transfert d’énergie. La principale différence avec le
FRET est que l’énergie du « donneur » provient d’une
molécule bioluminescente, la luciférase, qui va émettre
des photons, non pas en réponse à une excitation lumi-
neuse, comme dans le cas des GFP, mais lorsqu’elle sera
mise en présence de son substrat [18]. Ces photons
seront transférés sur une molécule fluorescente de type

GFP qui va émettre une fluorescence si les conditions
de proximité et de géométrie pour un transfert d’éner-
gie sont remplies. Le champ d’application de cette
méthode est important. Il concerne notamment l’étude
à haut débit des interactions ligands-récepteurs et la
pharmacologie qui lui est associée. Il est à noter que la
technique de BRET est actuellement plus adaptée à la
fluorimétrie en cuve qu’à l’imagerie.

Manipulation des propriétés spectrales:
PRIM, pHluorin, Timer

L’étude approfondie des propriétés photophysiques des
GFP et le développement des approches de mutagenèse
combinatoire fondée sur la structure ont également
permis l’émergence de nouveaux outils moléculaires. Il
s’agit pour l’essentiel du PRIM (proximity imaging), des
pHluorin et des molécules GFP Timer.
Le PRIM est une technique dont le principe repose sur
le fait que la forme monomérique de la GFP sauvage
présente un pic d’excitation maximale à 395 nm et un
pic d’excitation secondaire à 475 nm, ces deux exci-
tations conduisant à une émission unique à 510 nm
[19]. Lorsque la GFP passe de la forme monomérique
à une forme dimérique, ou lorsque deux GFP sont en
étroite interaction, le spectre d’absorption de la GFP
change radicalement, puisque le pic maximal d’exci-
tation est alors à 475 nm et l’excitation à 395 nm
devient secondaire. En effectuant des mesures ratio-
métriques de la fluorescence récupérée après une
excitation aux deux longueurs d’onde, il est possible
de mesurer la « proximité », c’est-à-dire en pratique
l’homo-oligomérisation d’une molécule qui aura été
couplée à la GFP sauvage. En développant cette tech-
nique, le groupe de James Rothman a pu mettre ainsi
en évidence la formation de clusters de protéines
dans des microdomaines lipidiques, ou la dimérisa-
tion d’une protéine particulière, l’immunophiline
(FKBP) [19]. 
C’est également le groupe de James Rothman qui a
récemment décrit une nouvelle famille de molécules, les
pHluorin, dérivées de la GFP, rendues sensibles aux
variations de pH par mutagenèse [20]. De nombreuses
variantes de pHluorin existent, qui fonctionnent sur un
principe similaire à celui décrit pour le PRIM: le rapport
d’émission de fluorescence à 510 nm après excitation
soit à 395 nm, soit à 475 nm, change de manière propor-
tionnelle à la concentration en ions H+. Les applications
sont nombreuses et permettent par exemple de mesurer
en temps réel l’exocytose de vésicules synaptiques, en
transfectant une chimère de la synaptobrévine (une
protéine associée à la membrane des vésicules synap-
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tiques) et d’une pHluorin dans des cellules neuronales.
Cette chimère présentera un profil d’émission différent
selon que la vésicule intracellulaire (pH acide) a ou n’a
pas fusionné avec la membrane plasmique (pH 7,4). Les
changements de profil d’émission traduiront les événe-
ments de fusion à la membrane [20].
Une dernière famille de molécules dérivées de la GFP, les
GFP-Timer, présente également des propriétés promet-
teuses pour divers champs de la biologie. Ces molécules
contiennent des mutants de GFP dont le spectre d’émis-
sion change en fonction du temps. Vertes (émission à
500 nm) dans les premières heures suivant leur biosyn-
thèse, elles deviennent rouges (émission à 580nm) à
des temps plus tardifs. Cette propriété est liée à des
changements de conformation dus à la maturation de la
protéine GFP en fonction du temps. Ce type d’outil per-
met donc de « dater » un événement cellulaire, comme
par exemple la séquence temporelle de l’expression de
gènes impliqués dans le développement embryonnaire
[21].

Une nouvelle maîtrise du facteur espace-temps:
les caged compounds

Le principe des composés « encagés » est simple. Des
composés chimiques non fluorescents traversant les
membranes sont introduits dans un système cellulaire.
Selon leurs propriétés, ils vont interagir avec les molé-
cules de la cellule hôte et se localiser dans des organites
donnés. En utilisant une source laser, il est possible de
modifier la molécule introduite par une réaction de type
photochimique et de la transformer en molécule fluores-
cente détectable en microscopie confocale [22]. Avec
les lasers biphotoniques, le faisceau peut être dirigé de
manière précise sans risquer d’activer des molécules voi-
sines [23]. On peut également produire des molécules
fluorescentes à partir des composés chimiques introduits
par activation enzymatique. Une application très élé-
gante de ce principe a été récemment utilisée pour cloner
des cellules vivantes [24].

Conclusions

Les bouleversements en cours dans le domaine de
l’imagerie cellulaire et tissulaire, liés à la révolution
des appareillages comme au foisonnement des nou-
veaux fluorochromes, ouvrent un champ immense à la
créativité et à la découverte de nouveaux processus
biologiques, ou à leur caractérisation dans le contexte
des systèmes vivants en temps réel. La mise en évidence
et la caractérisation des interactions moléculaires dans
les édifices complexes des réseaux de produits de gènes

deviennent accessibles. Il faut cependant noter que nos
connaissances restent encore insuffisantes dans les
domaines de la photophysique et de la photochimie des
nouveaux fluorochromes, et des propriétés d’interac-
tion des lasers avec la matière biologique. Ainsi, il reste
difficile de prévoir et d’étalonner un laser biphotonique
pour l’excitation d’un fluorochrome donné. De plus, les
performances remarquables des systèmes de traitement
des images peuvent conduire à des interprétations
erronées, voire à la production illicite de résultats.
C’est évidemment le lot de tout domaine innovant, mais
c’est également la responsabilité des scientifiques que
d’exploiter ces nouveaux outils avec autant d’enthou-
siasme que de circonspection. ◊

SUMMARY
FRAP, FLIP, FRET, BRET, FLIM, PRIM ...
new techniques for a colourful life 
Cell and tissue imaging provides scientists with wonder-
ful tools, thanks to a fruitful dialog between chemistry,
optical, mechanical, computational sciences and bio-
logy. Confocal microscopy, videomicroscopy together
with a new generation of fluorochromes (especially
those derived from green fluorescent protein, GFP) and
image analysis software allow to visualize life in all its
dimensions (space and time). Cell imaging also allows to
quantify biological processes at the cellular level, to
analyse both stoechiometry and dynamics of molecular
interactions involved in cell and tissue regulations.
Entering the new era of post-genomics requires a better
knowledge of advantages and limitations of these new
approaches. ◊
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