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Résumé 
 

Mots clés : FRET, FLIM, FCCS, biosenseurs, activité biochimique 

La microscopie de fluorescence est devenue un outil incontournable en biologie. En 

paƌtiĐulieƌ, il est possiďle de suiǀƌe daŶs le teŵps et daŶs l͛espaĐe eŶ Đellules ǀiǀaŶtes l͛aĐtiǀitĠ 
de protéines en utilisant des biosenseurs FRET génétiquement encodés. Mon travail de thèse a 

consisté à développer de nouvelles méthodes de microscopie de fluorescence quantitative pour 

dépasser les limitations rencontrées dans le suivi de biosenseurs FRET.  

EŶ pƌeŵieƌ lieu, j͛ai eu à dĠǀeloppeƌ uŶe ŵĠthodologie pouƌ le suiǀi de deuǆ ďioseŶseuƌs 
FRET génétiquement encodés par mesure de durée de vie (FLIM) en simultané avec une seule 

loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ. EŶ effet, il Ŷ͛est pas faĐile de suiǀƌe deuǆ aĐtivités biochimiques 

par biosenseurs FRET dans un même échantillon vivant par microscopie de fluorescence à cause 

de l͛eǆisteŶĐe de fuites speĐtƌales daŶs les ĐaŶauǆ de dĠteĐtioŶ des diffĠƌeŶtes pƌotĠiŶes 
fluoƌesĐeŶtes et l͛utilisatioŶ de deuǆ loŶgueuƌs d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ pouƌ ĐhaĐuŶ des deuǆ 
donneurs. En combinant les deux couples de protéines fluorescentes mTFP1/ShadowG et 

LSSmOrange/mKate2, les artefacts de fuite spectrale ont pu être négligés. Il a été possible de 

suivre les activités kinases des protéines E‘K et PKA eŶ siŵultaŶĠ paƌ FLIM. À l͛aide de Đette 
ŵĠthodologie, Ŷous aǀoŶs pu ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe uŶe aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA loƌs d͛uŶe 
stiŵulatioŶ à l͛EGF. 

EŶ seĐoŶd lieu, j͛ai dĠǀeloppĠ uŶe ŵĠthode pouƌ le suiǀi de ďioseŶseuƌ F‘ET paƌ la 
technique de speĐtƌosĐopie à ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe de fluoƌesĐeŶĐe ;FCC“Ϳ. Le suiǀi d͛aĐtiǀitĠ de 
ĐeƌtaiŶes pƌotĠiŶes peut s͛aǀĠƌeƌ diffiĐile du fait de leuƌ faiďle eǆpƌessioŶ au seiŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ 
vivant et de leur localisation. La méthode de FCCS nécessite une faible concentration de 

fluoƌophoƌes et peut doŶĐ s͛adapteƌ à Đes ĠĐhaŶtilloŶs. Le F‘ET a uŶ effet diƌeĐt suƌ l͛aŵplitude 
de corrélation croisée lorsque celle-ci est mesurée en suivant la co-diffusion de deux protéines 

fluorescentes attachées à un même bioseŶseuƌ. UŶe diŵiŶutioŶ de ƌatio d͛aŵplitude des 
Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ;ǀeƌte ou ƌougeͿ suƌ l͛aŵplitude de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe 
correspond à la présence de FRET. Nous avons pu mesurer cette diminution dans des cellules 

exprimant le biosenseur FRET Aurora A WT (FRET) en comparaison avec un mutant K162M (non 

F‘ETͿ. Ces pƌeŵieƌs ƌĠsultats soŶt tƌğs pƌoŵetteuƌs pouƌ l͛utilisatioŶ de Đette appƌoĐhe au suiǀi 
d͛uŶ ďioseŶseuƌ faiďleŵeŶt eǆpƌiŵĠ eŶ Đellules ǀiǀaŶtes. 

L͛amélioration du suivi de biosenseur FRET, par les méthodes de microscopie de 

fluorescence quantitative présentées dans ce travail, doit pouvoir permettre la réponse à des 

ƋuestioŶs d͛iŶtĠƌġt ďiologiƋues ŶĠĐessitaŶt le suiǀi ŵultipleǆ de F‘ET ou la ŵesuƌe de 
ďioseŶseuƌs à faiďle Ŷiǀeau d͛expression, là où les techniques conventionnelles se heurtaient à 

leur limitation.  
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Abstract 
 

Key words : FRET, FLIM, FCCS, biosensors, biochemical activitiy 

Fluorescence microscopy has become an invaluable tool in biology. In particular, it 

allows to follow in time and space the activity of proteins, using genetically encoded FRET 

biosensors, in live cell imaging. In my thesis work, I have developed new quantitative 

fluorescence microscopy methods to overcome the limitations encountered in monitoring 

FRET biosensors. 

First, I developed a methodology to monitor simultaneously two genetically encoded 

FRET biosensors by lifetime measures (FLIM) with a single excitation wavelength. Previously, it 

was not easy to follow two biochemical activities by FRET biosensors in the same live sample by 

fluorescence microscopy. Two reasons for that: the existence of spectral bleed through in the 

detection channel of each fluorescent proteins and the use of two excitation wavelengths for 

the two donors. By combining two fluorescent proteins pairs: mTFP1 / ShadowG and 

LSSmOrange / mKate2, the ͞spectral bleed through͟ artifact became negligible. It became then 

possible to follow the kinase activity of PKA and ERK proteins simultaneously by FLIM. Using this 

methodology, we were able to show an activation of the PKA pathway upon stimulation with 

EGF. 

Second, I developed a method to monitor FRET biosensor by fluorescence cross-

correlation spectroscopy technique (FCCS). Monitoring the activity of certain proteins may be 

difficult due to their low expression in living sample and their sub-cellular localization. The FCCS 

methods requires a low concentration of fluorophores and can therefore be adapted to these 

samples. FRET has a direct effect on the cross-correlation amplitude when it is measured by 

following the co-diffusion of two fluorescent proteins attached to a same biosensor. An 

amplitude ratio decrease, of the autocorrelation curves (green or red) on the amplitude of the 

cross-correlation curve, corresponds to the presence of FRET. We were able to measure this 

ratio decreases in cells expressing the FRET biosensor Aurora A wild type (FRET) compared to 

the K162M mutant one (non-FRET). These first results are very promising to monitor the activity 

of a weakly expressed protein in living cells biosensor using this approach. 

The improvement of FRET biosensor monitoring, by quantitative fluorescence 

microscopy methods presented in this work, will help to answer biological questions of interest 

requiring the measurement of multiplex FRET monitoring or biosensors at low level expression, 

where conventional techniques are facing these limitations. 
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FLCS: Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy 

FLIM: Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy 

FRAP: Fluorescence Recovery After Photobleaching 

FRET: Förster Resonance Energy Transfer 

HRI: High Rate Imager 

iRFP: near-infrared Fluorescent Protein 

LSSmOrange: Large Stockes Shift monomeric Orange 

MEK: MAPK/ERK kinase 

NA: Numerical Aperture 

mTFP1: monomeric Teal Fluorescent Protein 

PA-GFP: PhotoActivable- Green Fluorescent Protein 

PKA: Protein kinase A 

RLD: Rapid Lifetime Determination 

sfGFP: superfolder Green Fluorescent Protein 
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sREACh: super Resonance Energy Accepting Chromoprotein 

SPT: Single Particle Tracking 

TagRFP: Tag Red Fluorescent Protein 

TCSPC: Time Correlated Single Photon Counting  
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Chapitre 1 Introduction 
 

1. Contexte biologique général 

1.1. La compréhension des mécanismes moléculaires dans les échantillons 

vivants 

Dans un contexte général, la priorité scientifique est la nécessité de comprendre des 

mécanismes moléculaires fondamentaux dans des échantillons vivants pour comprendre les 

processus physiopathologiques cellulaires. Pour cela, quatre besoins sont essentiels : la 

localisation des ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt, l͛Ġtude de leuƌ diffusioŶ, l͛Ġtude de leuƌs iŶteƌaĐtioŶs et 

l͛Ġtude de leuƌs aĐtiǀitĠs. 

Pour essayer de répondre à ces besoins fondamentaux, des outils ont été développés 

comme par exemple le développement de fluoƌophoƌe pouƌ ŵaƌƋueƌ uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt 

et la visualiser dans une cellule ou un organisme modèle. Pour visualiser ces phénomènes, la 

fluorescence est principalement utilisée. Dans les paragraphes suivant, les outils 

moléculaires pour le marquage de Đes ŵolĠĐules, les suppoƌts d͛Ġtude ;Đellules et 

organismes modèle)  et les outils de visualisation (dans notre cas la microscopie de 

fluorescence quantitative) vont être présentés. 

1.2. Techniques moléculaires et cellulaires de base pour l’étude du vivant 

1.2.1. Outils moléculaires 

BeauĐoup d͛outils ŵolĠĐulaiƌes oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs. Il existe différents marqueurs 

tels que des marqueurs organiques qui permettent de marquer spécifiquement des 

compartiments cellulaires comme par exemple le MitoTracker qui marque les mitochondries 

ou encore le DAPI qui permet de repérer le noyau des cellules. Il existe aussi des 

fluorophores organiques qui peuvent être couplés sur des peptides ou des anticorps 

peƌŵettaŶt de Điďleƌ la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt. La liŵitatioŶ ŵajeuƌe est Ƌu͛il Ŷ͛est pas toujouƌs 

facile d͛iŶteƌŶaliseƌ Đes soŶdes daŶs les Đellules ǀiǀaŶtes. Il est possible de visualiser et de 

loĐaliseƌ uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt suƌ des ĠĐhaŶtilloŶs fiǆĠs. À l͛aide des teĐhŶiƋues de ǁesteƌŶ 

ďlot ou d͛iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, oŶ peut suƌ uŶ échantillon fixé à un temps t savoir la 

loĐalisatioŶ, l͛Ġtat de phosphoƌǇlatioŶ d͛uŶe ŵolĠĐule. Pouƌ Đes teĐhŶiƋues, des aŶtiĐoƌps 

diƌigĠs ĐoŶtƌe la pƌotĠiŶe ou ŵolĠĐule d͛iŶtĠƌġt ou ĐoŶtƌe uŶ suďstƌat d͛uŶe pƌotĠiŶe soŶt 
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utilisés. Ces anticorps peuvent être directement utilisés pour une révélation en western blot 

ou peuǀeŶt ġtƌe ƌeĐoŶŶus paƌ uŶ aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe Ƌui ƌeĐoŶŶaitƌa l͛IŵŵuŶogloďuliŶe G 

de l͛espğĐe où l͛aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe a ĠtĠ pƌoduit. Cet aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe seƌa assoĐiĠ à uŶ 

fluorophore tel Ƌue les Aleǆa Fluoƌ ;du ďleu au ƌouge loiŶtaiŶͿ. L͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt ŵajeuƌ de Đes 

teĐhŶiƋues est la ĐoŵpleǆitĠ pouƌ l͛iŶteƌŶalisatioŶ des aŶtiĐoƌps daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ Ƌui doit 

subir de forts traitements chimique.  

Les quantums dots peuvent être utilisés pour marquer des molécules (Alivisatos 

1996; Tokumasu & Dvorak 2003). Ces quantums dots sont des nanoparticules de semi-

conducteurs, plus photostables et brillantes par rapport aux autres marqueurs fluorescents 

(Michalet et al. 2005) mais elles peuvent être plus toxiques pour les échantillons. La grande 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de Đes ŵaƌƋueuƌs est leuƌ dĠplaĐeŵeŶt d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe suiǀaŶt 

leur taille. En effet, une nanoparticule de petite taille émettra une fluorescence bleue et 

Đelle d͛uŶ diaŵğtƌe plus grand émettra dans le rouge. Là eŶĐoƌe, l͛iŶteƌŶalisatioŶ est uŶ 

problème. 

Les protéines fluorescentes sont alors beaucoup plus utilisées pour marquer des 

ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt. L͛aǀaŶtage de Đes pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes est Ƌu͛elles peuǀeŶt ġtƌe 

produites paƌ la Đellule et peƌŵetteŶt de ŵaƌƋueƌ spĠĐifiƋueŵeŶt la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt paƌ 

encodage génétique. En effet, il est facile de visualiser et de suivre des protéines, qui ont été 

fusionnées à une protéine fluorescence, dans les cellules vivantes par des techniques non-

invasives. La première protéine fluorescente découverte en 1962 a été la « Green 

Fluorescent Protein» GFP dérivée de la méduse Aequorea Victoria. Le prix Nobel de chimie 

pour la découverte et le développement de la GFP a été attribué en 2008 à Osamu 

Shimomura, Martin Chalfie et Roger Y.Tsien (Ormö et al. 1996; Tsien 1998).  À partir de la 

GFP, beaucoup de protéines fluorescentes ont été développées au cours du temps. De 

simples mutations sur le chromophore oŶt peƌŵis d͛oďteŶiƌ uŶe ǀeƌsioŶ aŵĠlioƌĠe de la 

GFP, appelée eGFP pour « enhanced Green Fluorescent Protein » (Heim et al. 1995); mais 

aussi d͛oďteŶiƌ de Ŷoŵďƌeuses pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes Ƌui diffğƌeŶt paƌ leuƌs spectres 

d͛aďsoƌptioŶ et d͛ĠŵissioŶ, temps de maturation, photostabilité et brillance (Fig 1.1). Ce 

large spectre de protéines fluorescentes permet un marquage multi-couleurs des 

échantillons vivants  (Shaner et al. 2007).  
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Des protéines fluorescentes dans le rouge et le rouge lointain ont été développées 

Đaƌ du fait de leuƌ loŶgueuƌ d͛oŶde plus gƌaŶde, l͛ĠŶeƌgie ŵise pouƌ l͛eǆĐitatioŶ est plus 

faible, la phototoxicité est donc plus faiďle et la pĠŶĠtƌatioŶ daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ est plus 

importante. Les premières protéines fluorescentes rouges ont été dérivées du corail 

(Discosoma) pour la protéine DsRed (Shaner et al. 2004; Matz et al. 1999) , ou de l͛aŶémone 

(Entecmaea quadricolor) pour TagRFP (Merzlyak et al. 2007). Comme pour la GFP, de 

nombreuses mutations ont été faites pour obtenir de nombreuses formes de ces protéines 

fluorescentes (Fig 1.1) (Shaner et al. 2007; Shaner et al. 2008). Des mutations ont été 

réalisées sur la protéine fluorescente ECFP pour générer une nouvelle forme de protéine 

fluorescente bleue appelée Aquamarine (Erard et al. 2013). Cette protéine est 

monomérique, plus stable, brillante par rapport aux autres protéines fluorescentes bleues. 

Elle est adĠƋuate pouƌ des eǆpĠƌieŶĐes d͛iŵageƌie eŶ ĠĐhaŶtilloŶ ǀiǀaŶt. BieŶ sûƌ d͛autƌes 

protéines fluorescentes bleues ont été développées au cours du temps comme par exemple 

la protéine Cerulean ou encore CyPet. Une protéine monomérique bleue appelée mTFP1 a 

été développée. Cette protéine est plus brillante que les autres protéines fluorescentes 

monomères dans la catégorie bleue ou verte. Elle est environ trois fois plus brillante que la 

protéine fluorescente ECFP, deux fois plus brillante que la protéine Cerulean (qui est une 

ECFP améliorée) et environ deux fois plus brillante que la protéine EGFP. Elle a la propriété 

d͛ġtƌe photostaďle, d͛aǀoiƌ uŶ haut ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue et un fort taux de maturation. 

Maintenant, les protéines fluorescentes couvrent le spectre du visible et au-delà (Rino et al. 

2009; Shaner et al. 2007). Cet ĠtaloŶŶage de speĐtƌe peƌŵet d͛aǀoiƌ des pƌotĠiŶes 

fluoƌesĐeŶtes, Ƌui soŶt speĐtƌaleŵeŶt sĠpaƌĠes, et d͛utiliseƌ des teĐhŶiƋues de ŵiĐƌosĐopie 

de fluorescence quantitative (comme le FRET ou la spectroscopie à corrélation croisée de 

fluorescence). 

Le développement de ces nombreuses protéines fluorescentes a permis de réaliser 

de multiples études de localisation, de dynamique, de fonction pour différents processus 

cellulaires. (Belmont 2001; Day & Schaufele 2005; Giepmans et al. 2006). 
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Fig 1.1 : Les protéines fluorescentes. Différentes protéines fluorescentes dans le spectre du visible 

;d͛apƌğs ‘ino et al. 2009) 

Après la mise en place de toutes ces molécules fluorescentes, les biosenseurs ont été 

développés sur la base de ces protéines fluorescentes avec toujours le même avantage 

d͛ġtƌe eǆpƌiŵĠ de ŵaŶiğƌe eŶdogğŶe daŶs des ĠĐhaŶtilloŶs ǀiǀaŶts. UŶ biosenseur est un 

outil très précieux pour l͛Ġtude des aĐtiǀitĠs ďioĐhiŵiƋues, de ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ 

d͛uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt daŶs l͛espaĐe et daŶs le teŵps daŶs uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ǀiǀaŶt. Il est 

possible de suivre les ions Calcium avec un biosenseur Cameleon (Miyawaki et al. 1997). Ce 

biosenseur est un biosenseur historiƋue eŶ effet Đ͛est le pƌeŵieƌ ďioseŶseuƌ dĠǀeloppĠ. Ce 

ďioseŶseuƌ se Đoŵpose de la pƌotĠiŶe ĐalŵoduliŶe Ƌui s͛assoĐie auǆ ioŶs ĐalĐiuŵ. QuaŶd 

cette association se produit, il y a un changement de conformation du biosenseur, on peut 

donc suivre le mouvement calcique au cours du temps. De nombreux biosenseurs ont été 

ƌĠalisĠs Đoŵŵe les ďioseŶseuƌs pouƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ kiŶase d͛uŶe pƌotĠiŶe telle Ƌue E‘K, 

PKA, Aurora A, etc (Castro et al. 2014; Morris 2013). Généralement ces biosenseurs sont 

ĐoŶstituĠs d͛uŶ suďstƌat d͛uŶe kiŶase aǀeĐ uŶ site de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe du suďstƌat 

phosphorylé. Il y a donc de nombreuses possibilités de trouver un biosenseur pour suivre un 

processus biologique. Le suivi des protéines GTPase comme RhoA, Ras, Rap1, Rac, Cdc42 est 

aussi possiďle à l͛aide des ďioseŶseuƌs (Pertz et al. 2006; Fujioka et al. 2015; MacNevin et al. 

2016). 

De Ŷoŵďƌeuǆ ďioseŶseuƌs oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs pouƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ des ‘hoGTPase  

pour étudier la dynamique du cytosquelette (Itoh et al. 2002; Hinde et al. 2013), étudier la 

teŶsioŶ au seiŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe (Grashoff et al. 2010; Borghi et al. 2012), étudier la fusion 
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virale (Jones et al. 2015) ou eŶĐoƌe l͛aĐtiǀitĠ kiŶase au sein de neurones (Gervasi et al. 

2007). De manière générale, les biosenseurs FRET sont suivis par les deux techniques 

utilisĠes pouƌ ŵesuƌeƌ le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ fluoƌophoƌes, Đ͛est-à-dire : par 

ŵesuƌe d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ ou paƌ la ŵesure de durée 

de vie du donneur. 

Loƌs de l͛Ġtude d͛uŶe pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt, il est eŶĐouƌagĠ de ŵettƌe sous sileŶĐe soŶ 

expression endogène. Ce silence se fait par des approches de  siRNA, de CRISPR, de 

mutagénèse dirigée ou morpholino si le travail est fait sur un organisme modèle. Les 

ŵutatioŶs iŶduites paƌ Đes teĐhŶiƋues ǀoŶt peƌŵettƌe l͛aƌƌġt de pƌoduĐtioŶ des pƌotĠiŶes 

ou faĐteuƌs d͛iŶtĠƌġt. 

Tous ces outils sont utilisés pour des études sur plusieurs échantillons : les cellules et 

les organismes modèles. 

1.2.2. Outils cellulaires 

Comme vu précédemment, il est facile de faire des études biologiques sur des 

Đellules. De Ŷoŵďƌeuses ǀaƌiĠtĠs de Đellules eǆisteŶt Đoŵŵe les UϮO“ ;pƌoǀeŶaŶt d͛uŶ 

ostĠosaƌĐoŵe huŵaiŶͿ, HeLa ;ĐaŶĐeƌ de l͛utĠƌusͿ, HEK, ϯTϯ, MEF ;fiďƌoďlaste d͛eŵďƌǇoŶ de 

souƌisͿ, etĐ. Les Đellules soŶt faĐiles d͛eŶtƌetieŶ, peuǀeŶt se ĐoŶgeleƌ pouƌ ġtƌe stoĐkĠes. 

Chaque lignée cellulaire a ses avantages pour les études biologiques. Dans ce modèle, il est 

assez faĐile d͚effeĐtueƌ et de ǀisualiseƌ des ŵaƌƋuages de ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġts à l͛aide des 

outils moléculaires décrits précédemment.  

1.2.3. Organismes modèles 

Des critiques peuvent être entendues lorsque les études sont faites en cellules. En 

effet, la question principale est : visualisons-nous les mêmes phénomènes biologiques en 

cellules et en organismes modèles ? Il est donc primordial de prolonger les études 

effectuées en cellules sur des organismes modèles. Plusieurs organismes modèles existent 

tels que la souris, Caenorhabditis elegans (C.elegans), Drosophila melanogaster (Drosophile), 

Saccharomyces cerevisiae (la levure de bière), Xenopus laevis (Xénope), Danio rerio 

(Zebrafish). Le ƌĠel aǀaŶtage de tƌaǀailleƌ daŶs Đes ŵodğles est d͛Ġtudieƌ uŶ pƌoĐessus 

biologique dans un système fermé et de pouvoir suivre la physiologie entière du modèle. 
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Ces oƌgaŶisŵes soŶt faĐiles à utiliseƌ, à eŶtƌeteŶiƌ. BeauĐoup d͛Ġtudes suƌ la diǀisioŶ 

cellulaire et les facteurs impliqués dans ce processus ont été réalisées sur les xénopes (Hatte 

et al. 2014) et la drosophile (Le Borgne et al. 2002), des études sur la dynamique des 

microtubules et des mouvements des centrosomes, sur les facteurs impliqués dans la 

foŶĐtioŶ d͛aďsoƌptioŶ daŶs l͛iŶtestiŶ, le ŵaiŶtieŶ de la polaƌitĠ des Đellules ĠpithĠliales oŶt 

été menées sur C.elegans (Lacroix et al. 2014; Gillard et al. 2015). 

1.3. Outils de microscopie de fluorescence quantitative 

C͛est eŶ utilisaŶt les outils de ďiologie ŵolĠĐulaiƌe et Đellulaiƌe pƌĠseŶtĠs daŶs la 

partie précédente que la microscopie de fluorescence devient un outil indispensable pour 

l͛Ġtude du ǀiǀaŶt. DaŶs Đette paƌtie, le pƌiŶĐipe de fluorescence, les marqueurs fluorescents 

ainsi que les outils microscopiques permettant de visualiser la fluorescence seront 

expliqués. 

L͛ĠŵissioŶ luŵiŶeuse paƌ uŶe ŵolĠĐule eǆĐitĠe (par absorption de photon) est 

appelée fluorescence. Généralement, uŶe ŵolĠĐule fluoƌesĐeŶte a la ĐapaĐitĠ d͛aďsoƌďeƌ de 

l͛ĠŶeƌgie luŵiŶeuse ;luŵiğƌe d͛eǆĐitatioŶͿ. LoƌsƋue Đette ŵolĠĐule aďsoƌďe l͛ĠŶeƌgie 

lumineuse, elle passe dans un état électronique excité (état singulet). Pour retourner dans 

son état fondamental, cette ŵolĠĐule eǆĐitĠe ǀa Ġŵettƌe de l͛ĠŶeƌgie ƌadiatiǀe Ƌue l͛oŶ 

appelle fluorescence. 

Les choix des marqueurs fluorescents sont importants suiǀaŶt l͛utilitĠ Ƌue l͛oŶ eŶ a. 

Des fluorophores endogènes demeurent naturellement dans les organismes biologiques 

comme le NADH ou les flavines. Ces fluorophores endogènes sont responsables de 

l͛autofluoƌesĐeŶĐe Đellulaiƌe. MalgƌĠ Đet iŶĐoŶǀĠŶieŶt, Đes fluoƌophoƌes soŶt peu ĐoŶtƌastĠs 

et ŶoŶ spĠĐifiƋues. C͛est pouƌ Đela Ƌu͛il est utile d͛aǀoiƌ des ŵaƌƋueuƌs spĠĐifiƋues et 

adaptĠs seloŶ l͛Ġtude Ƌue l͛oŶ ŵğŶe. Le pƌiŶĐipal est d͛oďteŶiƌ uŶ sigŶal spĠĐifiƋue 

fluoƌesĐeŶt plus iŵpoƌtaŶt Ƌue le sigŶal dû à l͛autofluoƌesĐeŶĐe. 

Pour observer cette fluorescence, les modes de microscopie de fluorescence ont 

évolué au cours du temps. Un des premiers modes pour observer la fluorescence est 

l͛utilisatioŶ d͛uŶ ŵiĐƌosĐope à Đhaŵp laƌge ou ĠpifluoƌesĐeŶĐe (Fig 1.2). Ce mode présente 

de nombreux avantages : cette technique permet de détecter de faibles signaux de 
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fluorescence, les sources lumineuses utilisées sont de faibles énergies, les acquisitions sont 

rapides et moins invasives, ce qui permet de travailler sur des cellules vivantes. Le seul 

iŶĐoŶǀĠŶieŶt est Ƌue la ƌĠĐupĠƌatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe à l͛ĠŵissioŶ se fait sans sélectivité 

pour le plan imagé ;Đ͛est-à-dire avec la fluorescence diffuse des plans supérieurs et 

inférieurs) et non sur un plan focal uniquement.  

 

Fig 1.2 : Principe du microscope à champ large. L͛ĠĐhaŶtilloŶ ǀa ġtƌe eǆĐitĠ paƌ uŶe souƌĐe luŵiŶeuse 

(par exemple une lampe à ŵeƌĐuƌeͿ. Toute la fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise paƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ seƌa ƌĠĐoltĠe au 
Ŷiǀeau d͛uŶ dĠteĐteuƌ. 

 

 

La microscopie confocale a été développée, un pinhole a été mis en place sur le 

trajet optique avant le détecteur (Fig 1.3). Ce pinhole va permettre de récupérer la 

fluoƌesĐeŶĐe d͛uŶ plaŶ foĐal. L͛eǆĐitatioŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ paƌ le laseƌ Ŷe ǀa pas ġtƌe suƌ 

toute la surface mais sur un plan focal avec un système de balayage. Plus concrètement, le 

balayage laser va commencer sur la première ligne de gauche à droite, à la fin de cette ligne, 
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il y aura un décalage du scanner sur la deuxième ligne à gauche, pour effectuer un balayage 

sur cette ligne de gauche à droite et ainsi de suite.  

 

Fig 1.3 : Principe de la microscopie confocale. L͛ĠĐhaŶtilloŶ ǀa ġtƌe eǆĐité par un faisceau laser qui va 

être réfléchi par un miroir dichroïque et Ƌui le ďalaie à l͛aide d͛uŶ sĐaŶŶeƌ. Après son excitation, il va 

Ġŵettƌe uŶe fluoƌesĐeŶĐe Ƌui seƌa ƌĠĐupĠƌĠe suƌ uŶ plaŶ foĐal gƌâĐe à la ŵise eŶ plaĐe d͛uŶ piŶhole 
devant le détecteur. 

 

Un système de microscopie confocale a uŶe ŵeilleuƌe ƌĠsolutioŶ Ƌu͛uŶ ŵiĐƌosĐope à 

champ large. Les avantages de ce mode sont (iͿ la ƌĠĐupĠƌatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe à l͛ĠŵissioŶ 

sur un plan focal donc fluorescence plus nette et moins de fluorescence de bruit,                  

(iiͿ l͛aŵĠlioƌatioŶ de la ƌĠsolutioŶ, (iii) l͛oďseƌǀatioŶ d͛oďjet Ġpais. Des iŶĐoŶǀĠŶieŶts 

existent avec ce mode : pƌeŵiğƌeŵeŶt, Đette ŵiĐƌosĐopie Ŷ͛est pas tƌğs seŶsiďle Đaƌ oŶ 

enlève de la fluorescence produite avec le pinhole. Il y a donc un risque de 

photoďlaŶĐhiŵeŶt de l͛ĠĐhaŶtilloŶ Đaƌ il Ǉ a eǆĐitatioŶ daŶs toute l͛Ġpaisseuƌ de 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Secondement La puissance laser peut induire des photo-dommages de 
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l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Le laseƌ peƌŵet uŶe pĠŶĠtƌatioŶ ƌĠduite daŶs l͛Ġpaisseuƌ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Le 

balayage laser est relativement lent donc ça peut être un inconvénient pour visualiser la 

dynamique cellulaire. 

Pour améliorer ce dernier point, un mode de confocal rapide appelé spinning disk a 

été développé (Fig 1.4). La qualité de ce mode est un scan multi-poiŶts à l͛aide d͛uŶe ƌoue 

de pinhole donc beaucoup plus rapide que le confocal. Cette roue de pinhole est appelée 

disque Nipkow. Ce disque contient une série de trous arrangés en spirale pour scanner 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ aǀeĐ la luŵiğƌe passant à travers les trous. De nombreux petits points de 

lumière ǀoŶt sĐaŶŶeƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ ƋuaŶd le disƋue touƌŶe.  

 

Fig 1.4 : Principe du spinning disk. Le faisĐeau d͛eǆĐitatioŶ illuŵiŶe le disque composé des 

microlentilles. Chaque microlentille focalise le faisceau du laser sur le pinhole correspondant. 

ChaƋue piŶhole ĠĐlaiƌe uŶe paƌtie de l͛ĠĐhaŶtilloŶ. La fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise par celui-ci repassent par 

les piŶholes et est ƌĠflĠĐhi paƌ le ŵiƌoiƌ diĐhƌoïƋue pouƌ aƌƌiǀeƌ jusƋu͛à la ĐaŵĠƌa. 

Les avantages de ce mode de confocal rapide sont un photoblanchiment et une 

phototoxicité plus faible que dans le mode confocal classique et permet une rapidité 

d͛aĐƋuisitioŶ. Avec ce mode, la ƌĠsolutioŶ est aŵĠlioƌĠe ;ŵais ŵoiŶs Ƌu͛eŶ ŵiĐƌosĐopie 

confocale). 
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Un dernier mode de microscopie a été développé au cours de ces dernières années, 

Đ͛est la fluoƌesĐeŶĐe à Ϯ-photons. Le principe de cette fluorescence est l͛utilisatioŶ de 

l͛aďsoƌptioŶ siŵultaŶĠe de deuǆ photoŶs aǇaŶt ĐhaĐuŶ la ŵoitiĠ de l͛ĠŶeƌgie ;le douďle de la 

loŶgueuƌ d͛oŶdeͿ ŶĠĐessaiƌe pouƌ l͛eǆĐitatioŶ des ŵolĠĐules fluoƌesĐeŶtes daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ 

(Fig 1.5). Les molécules fluorescentes vont émettre une fluorescence identique à une 

excitation à un photon.  De nombreux avantages sont liés à cette fluorescence comme (i) la 

loĐalisatioŶ de l͛eǆĐitatioŶ daŶs uŶ petit ǀoluŵe ĐoŶfoĐal (car en dehors du volume, le flux 

de photoŶs Ŷ͛est pas suffisaŶt pouƌ Ƌue le phĠŶoŵğŶe ŶoŶ-liŶĠaiƌe de l͛aďsoƌptioŶ de deuǆ 

photons soit significatif), (ii) une imagerie plus en profondeur ;paƌ l͛utilisatioŶ de luŵiğƌe 

infra-rouge), (iii) moins de perte de lumière (pas de pinhole), (iv) pas de photoblanchiment 

hors du plan confocal. Les deux inconvénients majeurs de cette méthode sont la lenteur des 

acquisitioŶs et l͛utilisatioŶ de laseƌs pulsés avec de fortes puissances crêtes pouvant 

endommager les tissus ;eŶ paƌtiĐulieƌ paƌ des phĠŶoŵğŶes d͛ĠĐhauffeŵeŶtͿ.  

 

Fig 1.5 : Principe de la fluorescence à 2-photons. Dans un échantillon, les molécules fluorescentes 

vont absorber les deux photons aǇaŶt la ŵoitiĠ de l͛ĠŶeƌgie ŶĠĐessaiƌe à leuƌ eǆĐitatioŶ. 

 

Malgré les quelques limitations énoncées plus haut, la fluorescence reste une 

technique  non invasive.  Il est doŶĐ aǀaŶtageuǆ d͛utiliseƌ des méthodes à base de 

fluorescence pour imager le vivant. La fluorescence peut se mesurer en solution, en cellules 

vivantes ou dans un organisme vivant. En combinant le développement des fluorophores et 
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les propriétés physiques de la fluorescence, il a été possible de développer de nouvelles 

techniques de microscopie de fluorescence pour visualiser différents phénomènes dans des 

échantillons vivants. Ainsi, la diffusion de molécule est étudiée par la technique de 

spectroscopie à corrélation de fluorescence (FCS) ou par réapparition de la fluorescence 

après photoblanchiment (FRAP) ; l͛iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine est visualisée par la 

teĐhŶiƋue de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie de fluoƌesĐeŶĐe de tǇpe Föƌsteƌ ;FRET), la spectroscopie à 

corrélation croisée de fluorescence (FCCS) ou l͛anisotropie de fluorescence ; le changement 

de ĐoŶfoƌŵatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe paƌ F‘ET. Nous ǀeƌƌoŶs daŶs les paƌagƌaphes suiǀaŶts le 

pƌiŶĐipe et l͛iŶtĠƌġt de Đes teĐhŶiƋues. 

1.3.1. Méthodes de proximité moléculaire 

1.3.1.1. Transfert d’énergie de type Förster (FRET) 

Le pƌiŶĐipe de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie de fluoƌesĐeŶce de type Förster (FRET pour Förster 

ou Fluorescence Resonance Energy Tansfert) (Förster 1948) est détaillé dans la partie 2.3 

TraŶsfert d’éŶergie de type Förster de ce chapitre. Brièvement, le principe de transfert 

d͛ĠŶeƌgie de fluoƌesĐeŶĐe peƌŵet de dĠteƌŵiŶeƌ si deuǆ pƌotĠiŶes iŶteƌagisseŶt eŶtƌe elles. 

UŶ fluoƌophoƌe doŶŶeuƌ à l͛Ġtat eǆĐitĠ tƌaŶsŵet soŶ ĠŶeƌgie pouƌ ǀeŶiƌ exciter un 

fluoƌophoƌe aĐĐepteuƌ. L͛aĐĐepteuƌ Ġŵet uŶe ĠŶeƌgie ƌadiatiǀe pouƌ ƌeǀeŶiƌ à soŶ Ġtat 

foŶdaŵeŶtal. Ce tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe Đes deuǆ fluoƌophoƌes se pƌoduit si : (i) le spectre 

d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ et le speĐtƌe d͛eǆĐitatioŶ de l͛aĐĐepteuƌ se 

recouvrent en partie, (ii) les fluorophores sont à une distance inférieure à 10nm et (iii) leurs 

dipôles de transition électronique ont une orientation appropriée. 

Les ŵĠthodes de teĐhŶiƋues de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ fluoƌophoƌes sont 

adaptées pour étudier les interactions macromoléculaires (dans le cas du FRET 

intermoléculaire) mais aussi les changements de conformation protéique due à une activité 

(dans le cas du FRET intramoléculaire). Cette partie sera développée ultérieurement dans la 

partie 2. Méthodologies détaillées utilisées pour ce travail dans ce chapitre. Plusieurs études 

oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes à l͛aide de Đette teĐhŶiƋue de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie pouƌ suiǀƌe uŶe aĐtiǀitĠ 

ďioĐhiŵiƋue daŶs uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ǀiǀaŶt à l͛aide de ďioseŶseuƌ. Coŵŵe paƌ eǆeŵple l͛Ġtude 

de la teŶsioŶ au seiŶ de la ǀiŶĐuliŶe auǆ poiŶts d͛adhĠsioŶs focaux a été menée par Grashoff 

(Grashoff et al. 2010). Cette Ġtude a ĐaliďƌĠ l͛effiĐaĐitĠ de F‘ET pouƌ eŶ dĠteƌŵiŶeƌ la 
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teŶsioŶ au seiŶ de la pƌotĠiŶe ǀiŶĐuliŶe situĠe auǆ poiŶts d͛adhĠsioŶs foĐauǆ. D͛autƌes 

Ġtudes effeĐtuĠes paƌ Laŵ ou “Đhultz, oŶt suiǀi l͛aĐtiǀitĠ ĐalĐiƋue à l͛aide de biosenseurs 

constitués de la protéine kinase Ca2+ calmoduline dépendante (Lam et al. 2012; Piljic & 

Schultz 2008). À l͛Ġtat d͛oƌigiŶe le ďioseŶseuƌ est sous foƌŵe iŶaĐtiǀe, loƌsƋue le ĐalĐiuŵ est 

présent un changement de conformation du biosenseur s͛opğƌe, il est daŶs une 

configuration active qui se traduit par une diminution de FRET. Shcherbakova a étudié lui 

aussi l͛aĐtiǀitĠ ĐalĐiƋue aǀeĐ uŶ ďioseŶseuƌ ĐoŵposĠ de la pƌotĠiŶe ĐaŵeleoŶ qui permet de 

fixer le calcium (Shcherbakova et al. 2012). On suit donc ici aussi le changement de 

ĐoŶfoƌŵatioŶ d͛uŶ ďioseŶseuƌ.  Il Ǉ a aussi eu le suiǀi d͛aĐtiǀité GTPase effectué par Lin (Lam 

et al. 2012). Dans cette étude, le biosenseur est ĐoŵposĠ d͛uŶe pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte 

Cloǀeƌ, d͛uŶe paƌtie ‘hoA-GDP, d͛uŶe paƌtie PKN ‘hoA ďiŶdiŶg doŵaiŶ et d͛uŶ aĐĐepteuƌ 

ŵ‘uďǇϮ. LoƌsƋu͛uŶ aĐtiǀateuƌ de la ǀoie ‘hoA est ajoutĠ, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple l͛aĐide 

lysophosphatidique (LPA), uŶ ĠĐhaŶge GDP eŶ GTP s͛effeĐtue, le ‘hoA-GTP est reconnu par 

le RhoA binding domain, il y a donc changement de conformation du biosenseur. On peut 

doŶĐ suiǀƌe au Đouƌs du teŵps l͛aĐtiǀitĠ de ‘hoA GTPase. D͛autƌes Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ uŶe 

interaction protéine-pƌotĠiŶe à l͛aide de Đette ŵĠthode de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ 

fluorophores. En effet, il a été montré que les protéines du prion ancrées à la membrane 

cellulaire interagissent avec leurs protéines voisines (Tavares et al. 2014). Une autre étude a 

suiǀi l͛iŶteƌaĐtioŶ du ďƌoŵodoŵaiŶe du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ TAFIID ϮϱϬ aǀeĐ l͛histoŶe 

H4 (Padilla-Parra et al. 2008). Chaque partie est marquée par une protéine fluorescente 

Đoŵŵe la GFP pouƌ le ďoŵodoŵaiŶe et ŵCheƌƌǇ pouƌ l͛histoŶe Hϰ. L͛iŶteraction entre ces 

deux parties s͛est dĠŵoŶtƌĠe paƌ uŶe diŵiŶutioŶ de durée de vie de la GFP, signifiant un 

tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ. UŶe Ŷouǀelle iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le 

récepteur membranaire CXCR4 qui et la protéine kinase C (PKC) a été découverte par Peter 

et al en  2005. Le récepteur CXCR4 est le récepteur membranaire de la molécule SDF-1 

(Stromal cell-derived factor-1) mais aussi le co-récepteur avec CD4 du virus du SIDA.  Le 

récepteur CXCR4 et la PKC étaient marqués respectivement avec la GFP et mRFP1 (Peter et 

al. 2005). Une diminution de durée de vie de la GFP a été mesurée, correspondant au 

phĠŶoŵğŶe de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe GFP et ŵ‘FPϭ. Les auteuƌs oŶt pu ĐoŶĐlure sur ce 

ƌĠsultat Ƌu͛il Ǉ aǀait uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe CX‘Cϰ et PKC. 
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1.3.1.2. Anisotropie de fluorescence 

Cette teĐhŶiƋue ƌepose suƌ l͛aŶalǇse de la dĠpolaƌisatioŶ de la luŵiğƌe. UŶ 

échantillon est excité par une lumière polarisée, le fluorophore excité va émettre lui-même 

une lumière avec des propriétés de polarisation. Si un évènement vient perturber 

l͛oƌieŶtatioŶ de Đe fluoƌophoƌe, il Ǉ auƌa uŶe iŶĐideŶĐe suƌ les pƌopƌiĠtĠs de  polaƌisatioŶ de 

la lumière émise. 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet d͛Ġtudieƌ la taille, la forme des molécules ou la rigidité de 

diffĠƌeŶts eŶǀiƌoŶŶeŵeŶts ŵolĠĐulaiƌes. L͛aŶisotƌopie de fluoƌesĐeŶĐe est iŶflueŶĐĠe paƌ les 

mouvements rotationnels du fluorophore. Les mouvements locaux et/ou globaux de la 

ŵolĠĐule ŵaƌƋuĠe peuǀeŶt ŵodifieƌ l͛oƌieŶtation du fluorophore et donc modifier les 

pƌopƌiĠtĠs de polaƌisatioŶ de la luŵiğƌe Ġŵise. L͛aŶisotƌopie de fluoƌesĐeŶĐe est doŶĐ ƌeliĠe 

à la dynamique des molécules. Mais dans le cas où ces mouvements sont moins rapides que 

l͛Ġtat eǆĐitĠ du fluoƌophoƌe, l͛aŶisotropie de fluorescence devient insensible à ces 

ŵouǀeŵeŶts. C͛est le Đas de pƌotĠiŶes ĠtiƋuetĠes paƌ des GFP, la duƌĠe de ǀie des GFP est 

de l͛oƌdƌe de ƋuelƋues nanosecondes (ns) quand les temps caractéristiques de rotation des 

pƌotĠiŶes soŶt de l͛oƌdƌe de quelques dizaines de nanosecondes. C͛est daŶs Đe ĐoŶteǆte 

Ƌu͛il est possiďle d͛Ġtudieƌ des iŶteƌaĐtioŶs pƌotĠiŶes-protéines par polarisation de 

fluoƌesĐeŶĐe. Le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie ;F‘ETͿ peut aussi aǀoiƌ uŶ effet suƌ l͛aŶisotƌopie. Le 

FRET peut avoir lieu entre deux fluorophores identique (homo-FRET). Le premier 

fluorophore va être excité par une lumière polarisée, il va transmettre son énergie non 

radiative au second fluorophore qui va passer dans son état excité et va émettre une 

lumière. Dans ce cas, seule la dépolarisation de la lumière émise par ce second fluorophore 

va permettre de caractériser le phénomène de FRET (Weber 1954). En effet, si les dipôles du 

doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ Ŷe soŶt pas paƌallğles, la fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise de l͛aĐĐepteuƌ due 

au tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie du doŶŶeuƌ Ƌui a ĠtĠ photo-sélectionné, est dépolarisée par rapport à 

la luŵiğƌe d͛eǆĐitatioŶ ;Fig 1.6Ϳ. Le tauǆ de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie est ƌapide eŶ ĐoŵpaƌaisoŶ 

aǀeĐ le teŵps de ƌotatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe, il est doŶĐ possiďle de dĠteĐteƌ des teŵps de 

dépolarisation très rapide suƌ les dĠĐliŶs d͛aŶisotƌopie de fluoƌesĐeŶĐe. GĠŶĠƌaleŵeŶt, 

l͛hoŵo-F‘ET s͛effeĐtue eŶtƌe deuǆ GFP. “ouǀeŶt l͛aŶisotƌopie de fluoƌesĐeŶĐe est eŵploǇĠe 

pouƌ suiǀƌe l͛oligoŵĠƌisatioŶ de pƌotĠiŶes et l͛iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-protéine.  
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Fig 1.6 : Principe de dépolaƌisatioŶ de la fluoƌesĐeŶĐe paƌ tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie. La fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise 
par un dipôle, qui a une orientation différente du dipôle lui transférant son énergie, sera désorientée 

paƌ ƌappoƌt à l͛eǆĐitatioŶ. 
 

Par exemple, la formation de dimères de la thymidine kinase du ǀiƌus de l͛Heƌpes 

HSV-1 (Herpes simplex virus) a été étudiée par anisotropie de fluorescence (Gautier et al. 

2001). Le suiǀi de l͛hoŵodiŵĠƌisatioŶ de pƌotĠiŶes eŶ pƌĠseŶĐe ou eŶ aďseŶĐe de ligaŶds 

peut-être étudiĠ à l͛aide de Đette teĐhŶiƋue (Bader et al. 2011; Thaler et al. 2009). 

1.3.2. Méthodes de diffusion 

1.3.2.1. Réapparition de fluorescence après photoblanchiment (FRAP) 

La technique de réapparition de la fluorescence après photoblanchiment (FRAP pour 

Fluorescence Recovery After Photobleaching) est une méthode adaptée pour étudier la 

vitesse de diffusion de molĠĐules au seiŶ d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ (Axelrod et al. 1976) (Fig 1.7). 

BƌiğǀeŵeŶt, apƌğs photoďlaŶĐhiŵeŶt ;Đ͛est-à-diƌe dĠtƌuiƌe la fluoƌesĐeŶĐe d͛uŶ fluoƌophoƌe 

de ŵaŶiğƌe iƌƌĠǀeƌsiďleͿ d͛uŶe zoŶe ƌestƌeiŶte suƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ  paƌ uŶ laseƌ à pleiŶe 

puissance, on observe deux zones distinctes : une zone non fluorescente dite « noire » et 

une zone fluorescente. Si les molécules sont capables de diffuser dans le milieu, on observe 

une réapparition de la fluorescence dans la zone « noire ». On suit au cours du temps cette 

réapparition de fluorescence, ce qui nous renseigne sur la vitesse de diffusion des molécules 

dans le milieu. 
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Fig  1.7 : Le FRAP. Cette technique permet de suivre la réapparition de fluorescence dans un volume 

où les fluorophores ont été détruits par photoblanchiment. 

 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet de suiǀƌe la ŵoďilitĠ d͛uŶe ŵolĠĐule daŶs les ŵeŵďƌaŶes ou 

dans la cellule vivante, la proportion de molécules liées ou immobiles dans un 

compartiment cellulaire par exemple mais aussi de visualiser les échanges entre 

compartiments comme par exemple entre le noyau et le cytoplasme ou entre les cellules. 

Beaudouin en 2006 étudie la diffusion des protéines se liant à la chromatine (Beaudouin et 

al. 2006). Des études sur la dynamique des protéines composant le complexe du pore 

ŶuĐlĠaiƌe oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes à l͛aide de F‘AP (Rabut et al. 2004). Mais aussi l͛Ġtude du 

transport vésiculaire aux synapses neuronales en marquant avec la GFP les synaptophysines 

(vésicule synaptique) et la diffusion de synapsine (protéines impliquées dans la régulation 

de neurotransmetteurs libérés par les synapses) marquée par la GFP dans des synapses de 

neurones hippocampaux (Orenbuch et al. 2012). 

1.3.2.2. Single Particle tracking (SPT) 

La technique de suivi de particules isolées (SPT pour Single Particle Tracking) a pour 

iŶtĠƌġt de suiǀƌe la dǇŶaŵiƋue ŵolĠĐulaiƌe au seiŶ d͛uŶ ĠĐhaŶtilloŶ. ChaƋue ŵolĠĐule est 

marquée par un fluorochrome de petite taille, pas toxique pour la cellule. Il existe différents 

outils pouƌ le ŵaƌƋuage des ŵolĠĐules Đoŵŵe l͛utilisation de quantums dots qui sont de 

petite taille, ils soŶt tous eǆĐitaďles à uŶe loŶgueuƌ d͛oŶde ŵais ĠŵetteŶt de la fluoƌesĐeŶĐe  

à diffĠƌeŶtes loŶgueuƌs d͛oŶde suiǀaŶt leuƌ gƌosseuƌ ;les petits ƋuaŶtuŵs dots ǀoŶt Ġŵettƌe 
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dans le bleu alors que les gros vont Ġŵettƌe de la fluoƌesĐeŶĐe daŶs le ƌougeͿ, l͛utilisatioŶ de 

ŵiĐƌosphğƌe de lateǆ ou de l͛oƌ Đolloïdal est aussi possiďle.  

Cette teĐhŶiƋue a peƌŵis d͛Ġtudieƌ la dǇŶaŵiƋue  et l͛oƌgaŶisatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe 

cellulaire. Des études ont permis de montrer que la membrane cellulaire était très 

dǇŶaŵiƋue et Ƌu͛il Ǉ a des « compartiments » au sein de la membrane. En effet, des 

protéines et des lipides sont organisés en régions spécifiques de taille et de composition 

variées (Maxfield 2002; Kusumi et al. 2011; Nicolson 2013), les protéines et lipides qui ne 

sont pas structurés sont capables de former des agrégats (Singer & Nicolson 1972). Des 

radeaux lipidiques ont été étudiés avec la technique de SPT. Il a été montré que ces radeaux 

lipidiques sont très dynamiques et de courte durée. Les molécules les constituant peuvent-

être recrutées transitoirement (de quelques ou plusieurs centaines de millisecondes) 

(Garcia-Parajo et al. 2014; Klotzsch & Schütz 2013). La technique de SPT à deux couleurs a 

ĠtĠ ĠteŶdue pouƌ l͛Ġtude de la diffusioŶ ĐoƌƌĠlĠe eŶtƌe deuǆ espğĐes siŵilaiƌes ou 

diffĠƌeŶtes daŶs le ďut d͛Ġtudieƌ la dǇŶamique des interactions protéine-protéine à un 

niveau molécule unique. En effet la co-diffusion de molécules uniques permet la distinction 

de la co-loĐalisatioŶ et l͛iŶteƌaĐtioŶ ŵolĠĐulaiƌe. EŶ effet le Đo-mouvement est une signature 

d͛uŶ lieŶ ;diƌeĐt ou indirect) entre deux molécules. La durée de vie de ces interactions ou de 

ces complexes formés peut-être obtenu par la mesure des longueurs où les trajectoires des 

ŵolĠĐules uŶiƋues pƌĠseŶteŶt uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ. EŶ utilisaŶt Đette appƌoĐhe, l͛iŶteƌaĐtioŶ 

dynamique des récepteurs de la même espèce a pu être visualisée (Andrews et al. 2009; 

Low-Nam et al. 2011). Des Ġtudes de pƌoĐessus iŶtƌaĐellulaiƌe oŶt ĠtĠ ŵeŶĠes à l͛aide de 

Đette teĐhŶiƋue Đoŵŵe l͛iŶteƌŶalisatioŶ ǀiƌal (Lakadamyali et al. 2003), les transports 

moléculaires, la dynamique de la chromatine et la régulation des gènes.  

1.3.2.3. La spectroscopie à corrélation de fluorescence (FCS) 

La spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS pour Fluorescence Correlation 

Spectroscopy) a été décrite par Elson et Magde (Elson & Magde 1974). Brièvement, cette 

teĐhŶiƋue peƌŵet d͛oďseƌǀeƌ l͛aŵplitude et la fƌĠƋueŶĐe des fluĐtuatioŶs d͛iŶteŶsitĠ de 

fluorescence dans un petit volume (Fig 1.8). Ces fluctuations sont corrélées avec les 

mouvements des molécules dans ce volume (mouvements entrant et sortant) ce qui permet 

de mesurer la diffusion des molécules dans ce volume. De nouveaux développements ont 
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été récemment faits pour cette technique, pour avoir la capacité de mesurer les fluctuations 

d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe de deuǆ fluoƌophoƌes ;Dual-color fluorescence cross-correlation 

spectroscopy) (Schwille et al. 1997). Cette nouvelle technique donne la possibilité de 

mesurer la diffusion de deux couleurs mais aussi de mesurer les interactions entre deux 

molécules marquées par chaque couleur. 

Plusieurs études ont suivi le rôle de différents lipides et des structures stéroïdes dans 

les vésicules géantes unilammelaires (Kahya & Schwille 2006). Toutes ces études sur la 

dynamique et la structure des membranes biologiques par FCS sont expliquées par Groves 

(Groves et al. 2008). 

Le travail de Briddon (Briddon 2004) s͛est ĐoŶĐeŶtƌĠ suƌ la liaisoŶ et la foƌŵatioŶ du 

Đoŵpleǆe d͛uŶ agoŶiste fluoƌesĐeŶt et sǇŶthĠtiƋue du ƌĠĐepteuƌ A;ϭͿ-adénosine. Ce 

récepteur fait partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. 

 

Fig 1.8 : La FC“. Cette teĐhŶiƋue ĐoŶsiste à oďseƌǀeƌ l͛aŵplitude et la fƌĠƋueŶĐe des fluĐtuatioŶs des 
iŶteŶsitĠs de fluoƌesĐeŶĐe au seiŶ d͛uŶ ǀoluŵe ĐoŶfoĐal. Ces fluĐtuatioŶs ƌeŶseigŶeŶt sur le modèle 

de diffusion des molécules entrantes et sortantes au sein du volume 

 

2. Méthodologies détaillées utilisées pour ce travail 

Les techniques de microscopie de fluorescence quantitative utilisées pour mener à 

bien mon projet de thèse vont être décrites dans cette partie. Nous verrons en détail la FCS 

et ses dĠƌiǀĠs, le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie de tǇpe Föƌsteƌ et les ŵoǇeŶs de ŵesuƌe de Đe 

phénomène. 
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ʹ.ͳ. La spectroscopie à corrélation de fluorescence ȋFCSȌ 

La spectroscopie corrélée de fluorescence est une méthode ďasĠe suƌ l͛oďseƌǀatioŶ 

d͛ĠǀğŶeŵeŶts uŶiƋues de fluĐtuatioŶs d͛iŶteŶsitĠ eŶ ŵesuƌaŶt l͛iŶteŶsitĠ de plusieuƌs 

molécules. Cette technique a été développée au début des années 70. Des mesures des FCS 

peuvent être réalisées sur des molécules en solution. Le principe de la FCS est de corréler les 

fluctuations de fluorescence au cours du temps. Les fluctuations de fluorescence 

pƌoǀieŶŶeŶt des ŵouǀeŵeŶts des ŵolĠĐules fluoƌesĐeŶtes, d͛uŶe Đouleuƌ, Đ͛est-à-dire leurs 

entrées et sorties dans un petit volume coŶfoĐal ;de l͛oƌdƌe de Ϭ,ϯ feŵtolitƌeͿ. Ces 

fluctuations peuvent être quantifiées en faisant une autocorrélation temporelle de 

l͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe ŵesuƌĠe ;Fig 1.9Ϳ. La Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ;ACFͿ oďteŶue est 

définie par :  

ሺ�ሻܩ = �ሺܨሺ�ሻܨۦ + �ሻۧܨۃሺ�ሻۄଶ = .ሺ�ሻܨߜۃ  �ሺܨߜ + �ሻܨۃۄሺ�ሻۄଶ + ͳ  
Avec ሺ�ሻ = ሺ�ሻܨ − ۄሺ�ሻܨۃ et  ۄሺ�ሻܨۃ  = ሺ�ሻ̅̅ܨ ̅̅ ̅̅ , la moyenne de fluorescence et ܨߜሺ�ሻ les 

fluctuations de fluorescence du signal ܨሺ�ሻ. 

 La Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ peƌŵet de ƋuaŶtifieƌ l͛auto-siŵilitude d͛uŶ sigŶal apƌğs  

uŶ dĠĐalage doŶŶĠ τ et ƌeflğte la pƌoďaďilitĠ Ƌu͛uŶe ŵolĠĐule passaŶt à tƌaǀeƌs le ǀoluŵe 

ĐoŶfoĐal eŶ t Ǉ soit eŶĐoƌe auǆ teŵps t et t+τ.  La pƌoďaďilitĠ Ƌu͛uŶe ŵġŵe pƌotĠiŶe 

fluorescente se trouve à l͛iŶstaŶt t et t+τ, daŶs le ǀoluŵe ĐoŶfoĐal est foƌte ƋuaŶd τ est petit 

et diŵiŶue ƋuaŶd τ augŵeŶte, eŶ foŶĐtioŶ de la ŵoďilitĠ de la pƌotĠiŶe ĠtudiĠe. (Ferrand et 

al. 2011; Haustein & Schwille 2007) 

Les fluctuations de fluorescence deviennent petites lorsque le nombre de molécules 

augmente, il est donc important de minimiser le nombre de molécules dans le volume 

confocal. Le nombre de molécules dans le volume confocal doit être compris entre 0,1 et 

ϱϬϬ Đe Ƌui ĐoƌƌespoŶd à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de l͛oƌdƌe du ŶaŶo- au micromolaire (Haustein 

& Schwille 2007). Pour aŶalǇseƌ les doŶŶĠes de FC“, j͛utilise uŶ ŵodğle de diffusioŶ liďƌe ϯD 

suƌ le logiĐiel “ǇŵPhoTiŵe ;PiĐoQuaŶtͿ. DaŶs le Đas d͛uŶe espğĐe diffusaŶt liďƌeŵeŶt eŶ ϯD, 

l͛ACF peut s͛ĠĐƌiƌe : 

ሺ�ሻܩ = ͳ + ଴ܩ × ሺͳ + ��஽ሻ−ଵ × ሺͳ + ܵଶ ∙ ��஽ሻ−ଵ ଶ⁄  
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Avec ܩ଴ƌepƌĠseŶtaŶt l͛aŵplitude de la Đouƌďe, �஽ est le temps de résidence des protéines 

dans le volume focal et ܵ est un paramètre tenant en compte de la structure du volume 

focal, défini par ܵ = �௫௬ �௭⁄  où �௫௬est le rayon transversal et �௭ est la mi-hauteur axiale du 

volume focal.  

 

Fig  1.9 : Principe de la spectroscopie à corrélation de fluorescence (FCS). Cette technique consiste à 

mesurer les fluctuatioŶs de fluoƌesĐeŶĐes à l͛iŶtĠƌieuƌ d͛uŶ ǀoluŵe foĐal dĠfiŶi paƌ les diŵeŶsioŶs ǆ, 
Ǉ et z. Les iŶteŶsitĠs de fluoƌesĐeŶĐe F;tͿ soŶt ĐoƌƌĠlĠes au teŵps t+τ, Đe Ƌui peƌŵet d͛oďteŶiƌ uŶe 

Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ G;τͿ. Le Ŷoŵďƌe de ŵolĠĐules passaŶt daŶs le volume focal (N) et le temps 

de diffusioŶ τD ;ĐoƌƌespoŶdaŶt au teŵps à la ŵi-hauteur de la courbe) peuvent être déterminés à 

l͛aide de Đette Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ loƌsƋue la ŵolĠĐule diffuse liďƌeŵeŶt. 
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L͛aǀaŶtage aǀeĐ la ŵesuƌe de FC“ est la dĠteƌŵiŶation de la concentration des 

ŵolĠĐules d͛iŶtĠƌġt. L͛aŵplitude de l͛ACF est iŶǀeƌseŵeŶt pƌopoƌtioŶŶelle au Ŷoŵďƌe 

ŵoǇeŶ de ŵolĠĐules à l͛iŶtĠƌieuƌ du ǀoluŵe foĐal d͛oďseƌǀatioŶ. Le Ŷoŵďƌe de ŵolĠĐules 

ĐoƌƌespoŶd à l͛oƌdoŶŶĠe à l͛oƌigiŶe, Đe Ƌui ƌepƌĠseŶte la valeur de ܩሺ�ሻ lorsque � tend vers 

0 : 

ሺͲሻܩ = ͳ + ͳ� = ͳ + ͳ�௘௙௙ ∙  ܥ

Où ܥ  est la concentration des molécules ; �௘௙௙ représente le volume de détection ; � est le 

nombre de molécules. 

La ĐoŶstaŶte de diffusioŶ ;µŵ²/sͿ d͛uŶe ŵolĠĐule est oďteŶue à partir du temps de diffusion 

et est décrite par la relation suivante : 

ܦ = �²௫௬Ͷ�஽  

La taille et la forme du volume de détection, données par les valeurs �௫௬ et �௭ sont liées à 

l͛iŶstƌuŵeŶtatioŶ et soŶt dĠteƌŵiŶĠes paƌ ĐaliďƌatioŶ à l͛aide de la Rhodamine-6G qui a une 

constante de diffusion connue. Dans le cas où le volume focal est approximé par une 

gaussienne à trois dimensions, le volume de détection est décrit par �௘௙௙ = �ଷ ଶ⁄ �²௫௬�௭ . 

Je ne décris pas tous les modğles de diffusioŶ Ƌue l͛oŶ peut appliƋueƌ loƌs des 

ŵesuƌes de FC“ Đaƌ daŶs ŵoŶ tƌaǀail je Ŷe les utiliseƌai pas. EŶ effet, Đe Ŷ͛est pas le ŵodğle 

de diffusioŶ Ƌui ŵ͛a iŶtĠƌessĠ pouƌ Ŷotƌe tƌaǀail ŵais l͛amplitude des courbes de corrélation 

correspondant aux concentrations de molécules qui diffusent. 

ʹ.ʹ. La spectroscopie à corrélation croisée de fluorescence ȋFCCSȌ 

2.2.1. Principe 

Une variante de la FCS est la spectroscopie à corrélation croisée de fluorescence 

(FCCS). Cette technique consiste à utiliser des protéines fluorescentes séparées 

spectralement (deux couleurs) pour visualiser des interactions entre ces protéines. Si les 

protéines sont liées, elles co-diffusent dans le volume focal, on mesure alors les mêmes 
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fluctuations du signal fluorescent dans les deux canaux de détection. On obtient alors trois 

courbes : uŶe Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ du pƌeŵieƌ ĐaŶal ;ǀeƌtͿ, uŶe Đouƌďe 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ du deuǆiğŵe ĐaŶal ;ƌougeͿ et la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe d͛uŶ ĐaŶal 

ǀeƌs l͛autƌe ;Fig 1.10Ϳ. L͛aŵplitude de la Đouƌďe de corrélation croisée augmente lorsque les 

fluctuations dans les deux canaux sont identiques (Bacia et al. 2006).  

 

Fig 1.10 : Couƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe de fluoƌesĐeŶĐe. Mesuƌe de FC“ deux 

couleurs sur des cellules exprimant la GFP et mCherry en tandem. En rouge et en vert, les courbes 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ des pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes ǀeƌtes et ƌouges. EŶ Ŷoiƌe, Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ 
croisée des molécules vertes et rouges. Les protéines fluorescentes co-diffusent, un signal de 

corrélation croisée est mesuré. 

 

L͛aŵplitude ƌelatiǀe du sigŶal de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe paƌ ƌappoƌt au sigŶal d͛uŶe des 

autocorrélations est en lien avec les équations suivantes : ீܥீ�ܥ,௧ = �,଴ܩ଴,௫ܩ ௧,�ܥீ�ܥ        �݁     =  ଴,௚ܩ଴,௫ܩ

Où ܥ�ீ est la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l͛espğĐe douďleŵeŶt ŵaƌƋuĠe ; ீܥ,௧ ݁� ܥ�,௧ la concentration 

de la totalité des espèces « verte » et « rouge » ; ܩ଴,௫, ܩ଴,௚ et ܩ଴,� ƌepƌĠseŶteŶt l͛aŵplitude 

ƌespeĐtiǀeŵeŶt de la ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe, de l͛autoĐoƌƌĠlatioŶ du ĐaŶal ǀeƌt et de 

l͛autoĐoƌƌĠlatioŶ du ĐaŶal ƌouge. Ces ƌelatioŶs soŶt ǀƌaies si les ŵolĠĐules soŶt ŵaƌƋuĠes de 

manière uniforme, si la stoechiométrie de liaison est de l͛oƌdƌe ϭ:ϭ et si les ǀoluŵes de 

détection des deux canaux se superposent parfaitement (Bacia & Schwille 2007). La 
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technique de FCCS est très sensible, il faut donc utiliser des protéines fluorescentes 

spectralement distinctes pour éviter la récupération du sigŶal d͛uŶ fluoƌophoƌe daŶs le 

canal de détection du second et donc avoir un signal de corrélation croisée. 

OŶ sait Ƌu͛il Ǉ a tƌğs souǀeŶt dĠteĐtioŶ d͛uŶ fluoƌophoƌe ;ǀeƌtͿ daŶs le ĐaŶal de 

détection du second fluorophore (rouge). Pour supprimer cet inĐoŶǀĠŶieŶt, j͛aŶalǇseƌai les 

courbes de corrélation croisée par la technique de spectroscopie à corrélation de temps de 

vie de fluorescence. 

2.2.2. Analyse en FLCS 

Cette aŶalǇse ŶĠĐessite des paƌaŵğtƌes d͛aĐƋuisitioŶ de FC“ deuǆ Đouleuƌs 

spécifiques. Pour mes acquisitioŶs j͛utiliseƌai les pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes ǀeƌtes ;GFPͿ et 

rouges (mCherry). Un laser pulsé 470nm et un laser continu à 561nm seront utilisés pour 

exciter respectivement les protéines fluorescentes vertes et rouges. La combinaison du laser 

pulsé et ĐoŶtiŶu peƌŵet de disĐƌiŵiŶeƌ les photoŶs ǀeŶaŶt de l͛eǆĐitatioŶ des pƌotĠiŶes 

fluoƌesĐeŶtes ǀeƌtes et dĠteĐtĠes daŶs le ĐaŶal ƌouge. L͛utilisatioŶ d͛uŶ laseƌ pulsĠ pouƌ 

faire des acquisitions en FCS prend les avantages de la technique de comptage de photon 

unique corrélé dans le temps, pour différencier les temps de vie de fluorescence des 

protéines fluorescentes (Böhmer & Enderlein 2003). En effet, chaque photon est enregistré 

aǀeĐ soŶ teŵps gloďal d͛aƌƌiǀĠ et le teŵps de ƌetaƌd paƌ ƌappoƌt à l͛iŵpulsioŶ du laseƌ. La 

ŵĠthode de FLC“ s͛appuie suƌ le ĐalĐul de filtƌes de duƌĠe de vie pour chaque espèce 

fluorescente ayant des signatures différentes de déclin de fluorescence dans les 

histogrammes de TCSPC. Chaque espèce fluorescente, ayant des propriétés différentes de 

temps de vie peut être séparée sur la base de sa signature de déclin de fluorescence. La 

technique de FLCS est déjà utilisée en spectroscopie pour supprimer la dispersion de la 

luŵiğƌe et l͛apƌğs pulse du dĠteĐteuƌ (Kapusta et al. 2007), pour étudier la dynamique de 

transition entre deux états de durée de vie (Gregor & Enderlein 2007), pour aussi séparer les 

différentes durées de vie des espèces (Ray et al. 2008). 

En utilisant deux lasers pour exciter les deux espèces fluorescentes spectralement 

différentes : un laser pulsé (470nm pour exciter les espèces vertes, GFP) et un laser continu 

;ϱϲϭŶŵ pouƌ eǆĐiteƌ les espğĐes ƌouges, ŵCheƌƌǇͿ, l͛aŶalǇse eŶ FLC“ des aĐƋuisitioŶs eŶ FC“ 

deuǆ Đouleuƌs peƌŵet d͛eŶleǀeƌ la fuite speĐtƌale des espğĐes ǀeƌtes daŶs le ĐaŶal de 
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détection des espèces rouges. Les photons provenant des espèces vertes dans le canal 

rouge sont corrélés dans le temps avec le laser pulsé (Fig 1.11, haut) comparé aux photons 

pƌoǀeŶaŶt des espğĐes ƌouges Ƌui Ŷ͛oŶt pas la ŵġŵe sigŶatuƌe de dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe 

(Fig 1.11, milieu). Quand les deux espèces sont excitées en simultané, on retrouve dans le 

ĐaŶal ƌouge les deuǆ sigŶauǆ de fluoƌesĐeŶĐe Đ͛est-à-dire le déclin de fluorescence de la 

fuite spectrale des espèces vertes dans le canal rouge et le signal de fluorescence continu 

venant des espèces rouges (Fig 1.11, bas).  

 

Fig 1.11 : Histogramme de fluorescence de la GFP et de la mCherry détecté dans le canal de 

détection vert (gauche) et rouge (droite) en utilisant le laser pulsé 470nm (haut), le laser continu 

561nm (milieu) et les deuǆ eŶ ŵġŵe teŵps ;ďasͿ. ‘ĠĐupĠƌatioŶ de photoŶ ǀeŶaŶt de l͛espğĐe ǀeƌte 
dans le canal de détection rouge. (Adapté de Padilla-Parra, 2011) 

 

La fonction des filtres de durée de vie est calculée pour séparer les deux composants 

qui forment le déclin de fluorescence dans le canal rouge. Pour chaque canal de temps, la 

valeur du filtre de durée de vie donne le poids statistique des photons comptés pour chaque 

espèce. La Figure 1.12 représente un filtre correspondant au déclin de fluorescence des 

espèces (en bleu) et celui correspondant au bruit de fond de la fluorescence (rose). Ces 
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diffĠƌeŶts filtƌes peuǀeŶt ġtƌe sĠleĐtioŶŶĠs peŶdaŶt l͛aŶalǇse de l͛autoĐoƌƌĠlatioŶ et la 

corrélation croisée. En utilisant le filtre de durée de vie du déclin de fluorescence pour le 

ĐaŶal ǀeƌt et le filtƌe de ďƌuit de foŶd de fluoƌesĐeŶĐe pouƌ le ĐaŶal ƌouge peŶdaŶt l͛aŶalǇse 

de la corrélation croisée, la fuite spectrale des espèces vertes dans le canal rouge sera 

ĠliŵiŶĠe. Cette teĐhŶiƋue pouƌƌa ġtƌe utilisĠe pouƌ ƋuaŶtifieƌ l͛iŶteraction entre deux 

protéines taguées GFP et mCherry respectivement (Padilla-Parra et al. 2011). 

 

Fig 1.12 : Filtres de durée de vie du déclin de fluorescence (en bleu) et du bruit de fond de 

fluorescence (rose) calculés par le logiciel SymPhoTime (PicoQuant) obtenus pour le canal de 

détection rouge en utilisant le laser pulsé 470nm et le laser continu 561nm. 

 

Pour valider cette approche, on compare des acquisitions en FCS deux couleurs sur 

des cellules exprimant GFP et mCherry librement et des cellules exprimant les deux 

pƌotĠiŶes eŶ taŶdeŵ ;Đ͛est-à-dire que les deux protéines fluorescentes sont liées par un 

petit peptide) entrainant donc leur co-diffusion. Pour des cellules exprimant les deux 

protéines fluorescentes libres (Fig 1.13A), lorsque le calcul de la corrélation croisée est fait 

saŶs l͛utilisatioŶ des filtƌes de durée de vie, on récupère une courbe de corrélation croisée 

avec une amplitude non nulle (courbe noire). Lorsque ce calcul se fait avec les filtres de 
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durée de vie, on retrouve alors une courbe de corrélation croisée avec une amplitude nulle 

correspondaŶt à la situatioŶ de deuǆ pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes diffusaŶt liďƌeŵeŶt l͛uŶe de 

l͛autƌe ;Đouƌďe ďleueͿ. 

 

 

Fig 1.13 : FLCS deux couleurs dans les cellules exprimant GFP et mCherry libre ou en tandem. 

Couƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe aŶalysées avec le modèle de diffusion pure. 

Autocorrélation verte (vert), autocorrélation rouge (rouge), corrélation croisée conventionnelle 

;ŶoiƌeͿ et ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe aǀeĐ aŶalǇse à l͛aide des filtƌes de duƌĠe de ǀie ;ďleueͿ pouƌ les Đellules 
exprimant GFP et mCherry libre (A) et en tandem (B). Les constructions ont été exprimées dans des 

cellules HeLa. Les mesures de FCCS ont été effectuées sur un microscope SP8 (Leica). Les résultats 

obtenus ont été utilisés dans le Chapitre 2 partie 2.2 Résultats. 

 

Pour les Đellules eǆpƌiŵaŶt les deuǆ pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes sous foƌŵe d͛uŶ taŶdeŵ 

;Fig ϭ.ϭϯBͿ, loƌsƋue le ĐalĐul de la ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe est fait saŶs l͛utilisatioŶ des filtƌes de 

durée de vie on obtient une courbe avec une amplitude plus importante (courbe noire) que 

lorsque ce calcul est fait avec les filtres de durée de vie (courbe bleue). Cette différence 
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d͛aŵplitude est due à l͛ĠliŵiŶatioŶ de la fuite speĐtƌale des espğĐes ǀeƌtes daŶs le ĐaŶal de 

détection rouge. 

Pour chaque analyse de FCS deux couleurs au Đouƌs de ŵa thğse, j͛utiliseƌai Đette 

technique de FLCS pour analyser la courbe de corrélation croisée. 

ʹ.͵. Transfert d’énergie de type Förster ȋFRETȌ 

Le F‘ET est uŶ phĠŶoŵğŶe phǇsiƋue où l͛ĠŶeƌgie non radiative d͛uŶ fluoƌophoƌe 

(donneur) dans un état excité est transmise au fluorophore voisin (accepteur) qui est dans 

un état fondamental. La mesure du FRET permet de suivre la formation de complexes 

protéiques et le changement de conformation protéique dans les tissus et cellules vivantes. 

2.3.1. Principe général 

Coŵŵe pƌĠĐĠdeŵŵeŶt dĠĐƌit, le pƌoĐessus de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie se passe sous tƌois 

conditions (Fig 1.14) : (iͿ le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ doit ƌeĐouǀƌiƌ le speĐtƌe 

d͛aďsoƌptioŶ de l͛aĐĐepteuƌ ;AͿ. (ii) Les dipôles de transition électronique du donneur et de 

l͛aĐĐepteuƌ doiǀeŶt aǀoiƌ uŶe oƌieŶtatioŶ appƌopƌiĠe (B). (iiiͿ le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ 

doivent être à une distance de 10nm (C).  

Le recouvrement spectral est décrit en termes de distance de Förster (ܴ଴). La 

distance de Förster est la distance pouƌ laƋuelle l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt est de ϱϬ%. Cette 

distaŶĐe est gĠŶĠƌaleŵeŶt eŶtƌe ϮϬ et ϲϬ Å. Le tauǆ de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie ��ሺܴሻ est donné 

par 

��ሺܴሻ = ଵ�� ቀ�0� ቁ6
 (1) 

 

Où R correspond à la distance entre le donneur et l͛aĐĐepteuƌ et �஽ est la durée de vie du 

doŶŶeuƌ eŶ l͛aďseŶĐe de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie. Le tauǆ de tƌaŶsfeƌt est Ġgal à ϭ/�஽ quand la 

distaŶĐe eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ est Ġgal à la distaŶĐe de Föƌsteƌ et l͛effiĐaĐitĠ de 

transfert est de 50%.  
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Fig 1.14 : Les conditions nécessaires pour le FRET : ĐheǀauĐheŵeŶt du speĐtƌe d͛absorption du 

doŶŶeuƌ aǀeĐ le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteuƌ (A) ; orientation appropriée des dipôles de 

tƌaŶsitioŶ ĠleĐtƌoŶiƋue du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ (B) ; une distance inférieure à 10nm doit 

sĠpaƌeƌ le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ pouƌ Ƌu͛il Ǉ ait tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe Đes deuǆ fluoƌophoƌes ;CͿ. 

 

Les distances de Förster sont comparables en taille par rapport aux macromolécules 

biologiques (30 à 60 Å), le FRET est un moyen de mesurer la distance entre le donneur et 

l͛aĐĐepteuƌ (Tramier et al. 2002). On note alors que plus le ܴ଴ est grand plus la probabilité 

d͛aǀoiƌ du F‘ET eŶtƌe les fluoƌophoƌes est iŵpoƌtaŶte. ܴ଴ dépend de plusieurs paramètres 

Ƌui peuǀeŶt ġtƌe ƌeliĠs paƌ l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte 

ܴ଴ = Ͳ,ʹͳͳ ×  ଵ6[ܬଶ݊−ସܳ஽ܭ]

Où ܭଶ est le faĐteuƌ d͛oƌieŶtatioŶ du dipôle, foŶĐtioŶ du ŵoŵeŶt de tƌaŶsitioŶ de l͛ĠŵissioŶ 

du doŶŶeuƌ et du ŵoŵeŶt de tƌaŶsitioŶ de l͛aďsoƌptioŶ de l͛aĐĐepteuƌ et peut-être décrit 

paƌ l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte ܭ = cos �� − ͵ cos �� cos �஽ où ��   est l͛aŶgle eŶtƌe les dipôles 

ĠleĐtƌoŶiƋues d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ et d͛aďsoƌptioŶ de l͛aĐĐepteuƌ, �஽ et �� sont 
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ƌespeĐtiǀeŵeŶt les aŶgles eŶtƌe le ǀeĐteuƌ ŶoƌŵalisĠ ƌeliaŶt le doŶŶeuƌ à l͛aĐĐepteuƌ et les 

dipôles éleĐtƌoŶiƋues d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ et d͛aďsoƌptioŶ de l͛aĐĐepteuƌ. ܭଶ doit être 

compris entre 0 et 4. ܳ஽ est le ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ eŶ l͛aďseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ ݊ est l͛iŶdiĐe de ƌĠfƌaĐtioŶ ܬ est l͛iŶtĠgƌale de ƌeĐouǀƌeŵent spectral, ce qui représente le pourcentage de 

ƌeĐouǀƌeŵeŶt eŶtƌe les speĐtƌes d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ et d͛aďsoƌptioŶ de l͛aĐĐepteuƌ.        ܬ peut s͛ĠĐƌiƌe ܬ = ∫ ஽ܨ ሺ�ሻߝ�ሺ�ሻ�ସ݀� ∫ ⁄�஽ሺ�ሻ݀ܨ   où � ƌepƌĠseŶte la loŶgueuƌ d͛oŶde, 

 ሺ�ሻ est le ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe�ߝ ஽ሺ�ሻ est le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ etܨ

de l͛aĐĐepteuƌ à la loŶgueuƌ d͛oŶde  �. 

L͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt se dĠfiŶit Đoŵŵe le ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue du tƌaŶsfeƌt 

d͛ĠŶeƌgie. Le ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie est le Ŷoŵďƌe de ŵolĠĐules Ƌui se 

désexcite par transfert sur le nombre total de molécules excitées. On peut le noter 

  ܳ� = � � ሺ�� + �௡� + ��ሻ ≡  (2)  ܧ

 
Où ܳ� est le rendement quantique de FRET et E est l͛effiĐaĐitĠ de F‘ET. 
 

EŶ ĐoŵďiŶaŶt les ĠƋuatioŶs ϭ et Ϯ, oŶ peut ĠĐƌiƌe l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte pouƌ dĠĐƌiƌe 

l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt ܧ = ܴ଴6ܴ଴6 + ܴ6   
 

On peut donc dire que l͛effiĐaĐitĠ du tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie est dĠteƌŵiŶĠe paƌ la distance 

eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ et le pouƌĐeŶtage de ƌeĐouǀƌeŵeŶt speĐtƌal (Fig 1.15).  
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Fig  1.15 : L͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt est eŶ ƌelatioŶ paƌ la distaŶĐe eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ 

 

GĠŶĠƌaleŵeŶt, l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt est ŵesuƌĠe eŶ utilisaŶt l͛iŶteŶsitĠ ƌelatiǀe de 

fluorescence du donneur en absence (ܨ஽) et en présence (ܨ஽�Ϳ de l͛aĐĐepteuƌ : 

ܧ = ͳ − ி��ி�   (4) 

Elle peut aussi ġtƌe ĐalĐulĠe à l͛aide des duƌĠes de ǀie du doŶŶeuƌ eŶ aďseŶĐe ;�஽) et en 

présence (�஽�Ϳ de l͛aĐĐepteuƌ : ܧ = ͳ − �����   (5) 

Les équations 4 et 5 ne sont applicables que pour un donneur et un  accepteur séparés par 

une distance fixe. 

Ce pƌoĐessus de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie peut se faiƌe eŶtƌe uŶ doŶŶeuƌ et uŶ aĐĐepteuƌ 

ĐhiŵiƋueŵeŶt diffĠƌeŶts, oŶ paƌle d͛hĠtĠƌo-F‘ET. Ce tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie peut aussi se faire 

eŶtƌe deuǆ espğĐes ĐhiŵiƋueŵeŶt ideŶtiƋues, oŶ paƌle d͛hoŵo-FRET (Fig 1.16). On peut 

Ŷoteƌ  pouƌ l͛hoŵo-F‘ET Ƌu͛il Ǉ a uŶ plus lĠgeƌ ƌeĐouǀƌeŵeŶt speĐtƌal eŶtƌe le speĐtƌe 

d͛aďsoƌptioŶ et le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de l͛espğĐe paƌ ƌappoƌt au recouvrement spectral pour 

l͛hĠtĠƌo-F‘ET. Paƌ eǆeŵple, il peut Ǉ aǀoiƌ tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ EGFP. OŶ utilise 

gĠŶĠƌaleŵeŶt Đe pƌiŶĐipe d͛hoŵo-F‘ET pouƌ des aĐƋuisitioŶs d͛aŶisotƌopie de fluoƌesĐeŶĐe.  
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Fig 1.16 : homo et hétéro-FRET: A gauche, speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ ;poiŶtillĠsͿ et d͛ĠŵissioŶ ;ligŶe 
pleiŶeͿ d͛EGFP, lĠgeƌ ƌeĐouǀƌeŵeŶt speĐtƌal pouƌ l͛hoŵo-FRET. À droite, recouvrement du spectre 

d͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ ;EGFP, ligŶe ǀeƌteͿ et du speĐtƌe d͛eǆĐitatioŶ de l͛aĐĐepteuƌ ;ŵCheƌƌǇ, 
pointillés rougesͿ plus iŵpoƌtaŶt pouƌ l͛hĠtĠƌo-FRET 

 

“uiǀaŶt la ƋuestioŶ ďiologiƋue, il peut Ǉ aǀoiƌ deuǆ tǇpes de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie : le 

FRET intermoléculaire et le FRET intramoléculaire. 

2.3.2. FRET intermoléculaire 

Le FRET intermoléculaire permet de suivre généralement l͛iŶteƌaĐtioŶ pƌotĠiŶe-

protéine. Une protéine 1 va être marquée par un donneur et une protéine 2 va être 

marquée par un accepteur. Si les deux protéines interagissent entre elles, le donneur et 

l͛aĐĐepteuƌ seƌoŶt à pƌoǆiŵitĠ, il pouƌƌa Ǉ aǀoiƌ tƌaŶsfeƌt d͛Ġnergie entre le donneur et 

l͛aĐĐepteuƌ ;Fig 1.17).  

 

À l͛aide de Đette teĐhŶiƋue, l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe deuǆ ŵġŵes protéines a été 

démontrée (Tavares et al. 2014), l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe uŶ doŵaiŶe de faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ 

et un histone (Padilla-Parra et al. 2008). L͛iŶteƌaĐtioŶ des pƌotĠiŶes ŶuĐlĠaiƌes daŶs les 

cellules a été mis en évidence suivant le FRET intermoléculaire (Louvet et al. 2008) 
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Fig 1.17 : FRET intermoléculaire : représentation de deux protéines diffusant indépendamment, une 

est ŵaƌƋuĠe aǀeĐ uŶe pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte ǀeƌte ;doŶŶeuƌͿ et l͛autƌe est ŵaƌƋuĠe aǀeĐ uŶe 
protéine fluorescente rouge (accepteur). Quand il y a interaction entre les deux protéines, la 

distaŶĐe et l͛oƌieŶtatioŶ des pƌotĠiŶes peƌŵetteŶt le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe le doŶŶeuƌ et 
l͛aĐĐepteuƌ. 

 

2.3.3. FRET intramoléculaire 

Le F‘ET iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe peƌŵet de suiǀƌe le ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ d͛uŶe 

protéine ou de suivre des activités biochimiques. Une protéine avec deux sous-unités va 

ġtƌe ŵaƌƋuĠe paƌ uŶ doŶŶeuƌ et uŶ  aĐĐepteuƌ. LoƌsƋu͛il Ǉ a ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ 

de la pƌotĠiŶe ou uŶe aĐtiǀitĠ ďioĐhiŵiƋue, le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ seƌoŶt assez proches 

pouƌ Ƌu͛il Ǉ ait tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ ;Fig 1.18). 

 

 

Fig 1.18 : FRET intramoléculaire : ƌepƌĠseŶtatioŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe aǀeĐ deuǆ sous-unités marquées par 

une protéine fluorescente verte (donneur) et une protéine fluorescente rouge (accepteur). Quand il 

Ǉ a ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ, le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ soŶt pƌoĐhes et le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie 
eŶtƌe euǆ peut s͛effeĐtueƌ. 

 

Le FRET intramoléculaire permet le suivi de changement de conformation et de 

l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe pƌotĠiŶe. Coŵŵe paƌ eǆeŵple, le suiǀi de l͛aĐtiǀitĠ d͛uŶe kiŶase telle Ƌue 

ERK, PKA, etc, le suivi de la fusion du virus HIV au cours du temps (Jones et al. 2015) ou 

encore la teŶsioŶ au seiŶ d͛uŶe pƌotĠiŶe Đoŵŵe la ǀiŶĐuliŶe (Grashoff et al. 2010). 
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ʹ.Ͷ. Mesure du FRET 

Le FRET induit  des modifications de fluorescence émise. Il existe différentes 

techniques pour mesurer ces changements de fluorescence émise telles que le suivi du 

speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de la fluoƌesĐeŶĐe, la ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie du doŶŶeuƌ, l͛aŶisotƌopie 

de fluorescence, etc. 

2.4.1. Mesure du FRET par intensité de fluorescence (Méthode Ratiométrique) 

La ŵesuƌe d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶte est la teĐhŶiƋue la plus populaiƌe pouƌ la 

mesure du FRET. Cette technique consiste à mesurer la fluorescence émise par le donneur 

et l͛aĐĐepteuƌ apƌğs eǆcitation du donneur. Il s͚agit d͛iŵageƌ la fƌaĐtioŶ d͛ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ iŶduit paƌ le tƌaŶsfeƌt d͛Ġnergie non radiative du donneur, et de 

ĐalĐuleƌ le ƌatio d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ suƌ l͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe du 

donneur. 

Apƌğs l͛aĐƋuisitioŶ d͛ĠŵissioŶ de la fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ, les 

doŶŶĠes soŶt ƌepƌĠseŶtĠes paƌ uŶ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ de l͛aĐĐepteuƌ suƌ l͛iŶteŶsitĠ du 

donneur. Lorsque FRET augmente, on a une diminution de fluorescence du donneur et une  

augŵeŶtatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ (Fig 1.19).  

 

 

Fig 1.19 : Principe de mesure du FRET par intensité. Mise en évidence en absence de FRET (ligne 

verte), en présence de FRET (ligne rouge) (Padilla-Parra & Tramier 2012) 

 

Cette technique rencontre deux artefacts : la fuite spectrale du donneur dans le canal de 

l͛aĐĐepteuƌ et l͛eǆĐitatioŶ diƌeĐte de l͛aĐĐepteuƌ eŶ eǆĐitaŶt le doŶŶeuƌ (Fig 1.20). 
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Fig 1.20 : Observation des artefacts liĠs à l͛eǆĐitatioŶ diƌeĐte de l͛aĐĐepteuƌ ;zoŶe oƌaŶgeͿ et la 
dĠteĐtioŶ de l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ ;zoŶe ƌougeͿ daŶs la ŵesuƌe de F‘ET eŶ 

intensité  

 

Les problématiques citées au-dessus sont importantes quand on ne connait pas  les 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ. Oƌ loƌs du suiǀi de ďioseŶseuƌ F‘ET, les 

conceŶtƌatioŶs soŶt stœĐhioŵĠtƌiƋues. La ŵesuƌe de FRET par ŵesuƌe du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ 

de fluorescence est donc commune et très utilisée pour le suivi de biosenseur FRET (Fig 

1.21). Il est possiďle aǀeĐ Đette teĐhŶiƋue de suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ PKA daŶs le ŶoǇau et le 

cytoplasme des neurones dans le cerveau de souris (Gervasi et al. 2007). Loƌs d͛uŶe 

stiŵulatioŶ à la foƌskoliŶe, uŶe augŵeŶtatioŶ du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ aĐĐepteuƌ suƌ doŶŶeuƌ est 

ŵesuƌĠe ĐoƌƌespoŶdaŶt à uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠiŶe kiŶase PKA. 
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Fig 1.21 : Exemple de suivi de biosenseur F‘ET paƌ ƌatioŵĠtƌie. “uiǀi du ďioseŶseuƌ d͛aĐtiǀitĠ 

kinase PKA (AKAR2) paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ ;jauŶe/ďleu) dans les neurones. Chaque courbe représente 

le ƌatio d͛iŶteŶsitĠ ŵesuƌĠ pouƌ uŶ ŶeuƌoŶe au cours du temps. Après stimulation à la forskoline, 

une augmentation du ratio (jaune/bleu) est mesurée correspondant à une augmentation du FRET 

(Adaptée de Gervasi et al. 2007) 

 

Pour éliminer ces problèmes, il existe la méthode du 3-cube FRET (Padilla-Parra & 

Tramier 2012). Le principe consiste à acquérir des images de fluorescence suivant trois 

configurations spectrales (Fig 1.22) : l͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ seul apƌğs soŶ eǆĐitatioŶ ;Đuďe 

donneur, DͿ, l͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteur seul après son excitation directe (cube accepteur, A) 

et l͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteuƌ apƌğs l͛eǆĐitatioŶ du doŶŶeuƌ ;Đuďe F‘ET, F‘ETͿ. Les ŵesuƌes 

concernant les 3-cube sont réalisées pour les expériences de FRET (F) et pour deux 

contrôles : le donneur seul ;DͿ et l͛aĐĐepteuƌ seul ;AͿ. La fuite speĐtƌale du doŶŶeuƌ daŶs le 

ĐaŶal de l͛aĐĐepteuƌ peŶdaŶt les eǆpĠƌieŶĐes de F‘ET ;ܨ஽ி�ா�ሻ est calculée par  ܨ஽ி�ா� = × ஽ܨ ஽ܦ�ி�ாܦ  

Où ܨ஽ ƌepƌĠseŶte l͛iŶteŶsitĠ des eǆpériences de FRET dans le cube donneur, ܦி�ா�  et ܦ஽ 

ƌepƌĠseŶteŶt la ĐoƌƌeĐtioŶ de l͛iŶteŶsitĠ de la ŵġŵe iŵage du doŶŶeuƌ daŶs le Đuďe F‘ET et 

dans le cube donneur. 

L͛eǆĐitatioŶ diƌeĐte de l͛aĐĐepteuƌ utilisaŶt le Đuďe F‘ET peŶdaŶt les eǆpĠƌiences de FRET 

�ி�ா�ܨ  ி�ா�ሻ est calculée par�ܨ) = × �ܨ �ி�ா���  

Où ܨ� ƌepƌĠseŶte l͛iŶteŶsitĠ des eǆpĠƌieŶĐes de F‘ET daŶs le Đuďe aĐĐepteuƌ, �ி�ா�  et �� 

représentent la correction de l͛iŶteŶsitĠ de la même image de l͛aĐĐepteuƌ daŶs le Đuďe F‘ET 

et dans le cube accepteur. 
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Fig  1.22 : Principe de la méthode 3-cube FRET : acquisition de l͛ĠŵissioŶ du doŶŶeuƌ seul apƌğs soŶ 
eǆĐitatioŶ ;Đuďe doŶŶeuƌ, DͿ, l͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteuƌ seul apƌğs soŶ eǆĐitation directe (cube 

aĐĐepteuƌ, AͿ et l͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteuƌ apƌğs l͛eǆĐitatioŶ du doŶŶeuƌ ;Đuďe F‘ET, F‘ETͿ 
 

Ces corrections sont soustƌaites de l͛iŶteŶsitĠ ŵesuƌĠe daŶs le Đuďe F‘ET peŶdaŶt 

les expériences FRET (ܨி�ா�) pour récupérer la réelle intensité de FRET (ܨ�ி�ா�) 

�ி�ா�ܨ  = �ி�ாܨ − �஽ி�ாܨ −  �ி�ா�ܨ

La valeur de ܨ�ி�ா� correspond au signal corrigé venant du processus de FRET reçu dans le 

canal de l͛aĐĐepteuƌ apƌğs l͛eǆĐitatioŶ diƌeĐt du doŶŶeuƌ. 

La ŵesuƌe du F‘ET paƌ la ŵĠthode d͛iŶteŶsitĠ est dĠpeŶdaŶte de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ du 

doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ daŶs l͛ĠĐhaŶtilloŶ. Cette teĐhŶiƋue est gĠŶĠƌaleŵeŶt seŵi-

quantitative. 

2.4.2. Mesure du FRET par la mesure de durée de vie de fluorescence : FLIM 

2.4.2.1. Principe et avantage 

La mesure de durée de vie du donneur est une autre technique pour mesurer le 

tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ fluoƌophoƌes. Cette teĐhŶiƋue est iŶdĠpeŶdaŶte des 

concentrations du donneur et de l͚aĐĐepteuƌ et peƌŵet d͛ġtƌe ƋuaŶtitatif.  

La duƌĠe de ǀie ĐoƌƌespoŶd au teŵps Ƌu͛uŶe ŵolĠĐule ƌeste eǆĐitĠe aǀaŶt de 

retourner à son état fondamental. Pour un fluorophore plusieurs voies de désexcitation 
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eǆisteŶt Đoŵŵe le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie. OŶ peut ĠĐƌiƌe la duƌĠe de ǀie d͛uŶ doŶŶeuƌ seul telle 

que �ௗ௢௡௡௘௨� =  ͳ�� + �௡� 

EŶ pƌĠseŶĐe d͛uŶ aĐĐepteuƌ, oŶ pouƌƌa ĠĐƌiƌe la duƌĠe de ǀie de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ �ௗ௢௡௡௘௨�/�௖௖௘௣௧௘௨� = ͳ�� + �௡� + �ி�ா� 

Le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe uŶ doŶŶeuƌ et uŶ aĐĐepteur induit une diminution de la 

durée de vie de fluorescence du donneur. Si on prend un couple de fluorophore dont le 

donneur possède un déclin de fluorescence mono-exponentiel. Si en présence de 

l͛aĐĐepteuƌ, oŶ ŵesuƌe uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeur mono-exponentiel cela 

sigŶifie Ƌu͛il Ŷ͛Ǉ a pas de F‘ET eŶtƌe les deuǆ fluoƌophoƌes. Le dĠĐliŶ d͛iŶteŶsitĠ est doŶĐ 

donné par : ܫሺ�ሻ = �݁−௧ ��⁄  

Où � est un facteur pré-exponentiel mais qui représente aussi la quantité de donneur et �஽ 

est la durée de vie de fluorescence du donneur seul. 

À ĐoŶtƌaƌio, si l͛oŶ ŵesuƌe uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ ďi-exponentiel cela 

sigŶifie Ƌu͛il Ǉ a F‘ET eŶtƌe les deuǆ fluoƌophoƌes. Le dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe ďi-exponentiel 

représente le mélange des populations qui ont des durées de vie différentes (donneur seul 

;duƌĠe de ǀie loŶgueͿ et au doŶŶeuƌ eŶ pƌĠseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ ;duƌĠe de ǀie Đouƌte)), et on 

pourra obtenir les proportions associées à chaque population (Fig 1.23).  

 

Fig 1.23: Représentation du déclin de fluorescence du donneur seul (à gauche) et du donneur en 

pƌĠseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ ;à dƌoiteͿ. EŶ pƌĠseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ, le dĠĐliŶ de fluoƌescence du donneur 

est bi-exponentiel, représentant le mélange de durée de vie longue (donneur seul) et courte 

;doŶŶeuƌ eŶ pƌĠseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌͿ 
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Le dĠĐliŶ d͛iŶteŶsitĠ est dĠĐƌit paƌ la ƌelatioŶ suiǀaŶt :  ܫሺ�ሻ = �஽݁−௧ ��⁄ + �஽�݁−௧ ���⁄  

Où �஽ est un facteur pré-exponentiel mais qui représente aussi la quantité de donneur, �஽ 

est la durée de vie de fluorescence du donneur seul, �஽� représente la quantité de donneur 

tƌaŶsfĠƌaŶt leuƌ ĠŶeƌgie à l͛aĐĐepteuƌ et �஽� est la durée de vie du donneur en présence de 

l͛aĐĐepteuƌ. 

 

DaŶs Đe Đas, l͛effiĐaĐitĠ de tƌaŶsfeƌt est doŶŶĠe paƌ : ܧ = ͳ − �஽��஽  

Où �஽� ƌepƌĠseŶte la duƌĠe de ǀie du doŶŶeuƌ eŶ pƌĠseŶĐe de l͛aĐĐepteuƌ et �஽ celle du 

donneur seul. 

OŶ pouƌƌa ĐalĐuleƌ la pƌopoƌtioŶ de doŶŶeuƌ liĠ à l͛aĐĐepteuƌ paƌ : 

஽ܲ� = �஽��஽� + �஽ 

 

La mesure de durée de vie nécessite des instruments coûteux par rapport aux 

techniques de mesure de FRET par intensité. Suivant son environnement et les molécules 

l͛eŶtouƌaŶt, le tƌaŶsfeƌt ou ŶoŶ d͛ĠŶeƌgie, la duƌĠe de ǀie d͛uŶe ŵolĠĐule fluoƌesĐeŶte 

pourra se modifier. Deux approches existent : la technique du déclin de fluorescence 

appelée aussi la mesure de durée de vie de fluorescence dans le domaine temporel et la 

technique de phase et modulation dans le domaine fréquentiel (Fig 1.24).  

Pouƌ le dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est eǆĐitĠ paƌ uŶe iŵpulsioŶ luŵiŶeuse. 

Le dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe de l͛ĠĐhaŶtilloŶ ĐoƌƌespoŶd à la ŵesuƌe du déclin des molécules 

eǆĐitĠes paƌ l͛iŵpulsioŶ luŵiŶeuse. OŶ peut ŵesuƌeƌ les diffĠƌeŶtes duƌĠes de ǀie de 

fluoƌesĐeŶĐe de l͛ĠĐhaŶtilloŶ eŶ ŵodĠlisaŶt Đe dĠĐliŶ paƌ des ŵodğles eǆpoŶeŶtiels. 

Pouƌ la teĐhŶiƋue de phase et ŵodulatioŶ, l͛ĠĐhaŶtilloŶ fluoƌesĐeŶt est excité par 

uŶe luŵiğƌe d͛iŶteŶsitĠ ŵodulĠe. La fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise est ŵodulĠe à la ŵġŵe fƌĠƋueŶĐe 

mais avec un déphasage et une démodulation. Ce déphasage et cette démodulation sont 

caractéristiques de la durée de vie des molécules fluorescentes excitĠes. L͛Ġtude de Đes 

paƌaŵğtƌes peƌŵet de ŵodĠliseƌ l͛ĠĐhaŶtilloŶ fluoƌesĐeŶt paƌ diffĠƌeŶtes duƌĠes de ǀie.  

Pour une fréquence excitatrice plus rapide que la durée de vie des molécules excitées, la 
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démodulation est maximum et le déphasage est presque nul. Pour une fréquence 

d͛eǆĐitatioŶ plus leŶte Ƌue la duƌĠe de ǀie des ŵolĠĐules eǆĐitĠes, la dĠŵodulatioŶ est 

presque nulle et le déphasage est, par contre, typique du temps de résidence des molécules 

à l͛Ġtat eǆĐitĠ. 

 

 

Fig 1.24 : Présentation des deux techniques de mesure de durée de vie de fluorescence : domaine 

teŵpoƌel et doŵaiŶe fƌĠƋueŶtiel ;d͛apƌğs Bastiaens & Squire 1999) 

 

2.4.2.2. Domaine temporel 

Coŵŵe dĠĐƌit pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, eŶ doŵaiŶe teŵpoƌel, l͛ĠĐhaŶtilloŶ est eǆĐitĠ aǀeĐ uŶ 

pulse laser. La largeur du pulse laser doit être la plus petite possible et avec un temps de 

dĠĐƌoissaŶĐe τ plus Đouƌt Ƌue Đelui de l͛ĠĐhaŶtilloŶ. L͛iŶteŶsité dépendant du temps est 

ŵesuƌĠe à la suite du pulse d͛eǆĐitatioŶ. Le teŵps de dĠĐƌoissaŶĐe τ est ĐalĐulĠ à paƌtiƌ de la 

peŶte de la Đouƌďe de log I;tͿ ǀeƌsus t. L͛espğĐe eǆĐitĠe auƌa uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe 

suivant un modèle exponentiel. Dans le cas génĠƌal, si l͛ĠĐhaŶtilloŶ est uŶ  ŵĠlaŶge de 

fluoƌophoƌe, l͛iŶteŶsitĠ totale de fluoƌesĐeŶĐe seƌa la soŵŵe des dĠĐliŶs eǆpoŶeŶtiels de 

chaque fluorophore. 

ሺ�ሻܫ  = ∑ �� � ݁ሺ− ���ሻ
 

Où �� est le temps de vie de chaque espèce et  �� correspond au facteur pré-exponentiel qui 

représente aussi la quantité de fluorophore. 
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Deux principales techniques sont utilisées dans ce domaine : le comptage de photon 

unique corrélé dans le temps (Time Correlation Single Photon Counting : TCSPC) qui est le 

plus utilisé par la communauté scientifique et la mesure de durée de vie de fluorescence 

avec un intensificateur à déclenchement périodique (time gated flim) qui sera utilisée pour 

tous les travaux FRET by FLIM effectués au cours de cette thèse. 

 

2.4.2.2.1. Déclin de fluorescence 

Cette teĐhŶiƋue est ďasĠe suƌ la ŵesuƌe du teŵps eŶtƌe l͛eǆĐitatioŶ aǀeĐ le pulse 

laser et le premier photon détecté au niveau des détecteurs. En répétant cette mesure, il 

est possible de construire un histogramme du nombre de photons détectés en fonction du 

temps (Fig 1.25). Cet histogramme obtenu représente le déclin de fluorescence des 

ŵolĠĐules eǆĐitĠes au seiŶ de l͛ĠĐhaŶtilloŶ. EŶ aŶalǇsaŶt Đe dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe aǀeĐ uŶ 

modèle exponentiel, il est possible de calculer la durée de vie des fluorophores dans 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ. 

Cette technique a plusieurs avantages comme (i) une bonne résolution temporelle 

de l͛oƌdƌe de la piĐoseĐoŶde ;Ƌui dĠpeŶd de la foŶĐtioŶ de ƌĠpoŶse iŶstƌuŵeŶtale du 

détecteur) ; (ii) une mesure de durée de vie de fluorescence précise ; (iii) un bon rapport 

signal sur bruit ; (iv) les mesures de durée de vie de fluorescence sont reproductibles. 

Le teŵps d͛aĐƋuisitioŶ est uŶe liŵitatioŶ de Đette teĐhŶiƋue. EŶ effet, pouƌ aǀoiƌ uŶ 

signal suffisant et un ajustement fiable, il faut une acquisition de plusieurs minutes. Malgré 

cette limitation, cette technique reste fortement utilisée pour effectuer des mesures de 

durée de vie de fluorescence avec un microscope confocal (Becker 2005) ou multiphoton 

(Bugiel et al. 1989). 
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Fig 1.25 : principe de la méthode de comptage de photon unique corrélé dans le temps. En haut sont 

représentés le déclin de fluorescence obtenu au cours du temps, puis les dix premières impulsions et 

les photoŶs dĠteĐtĠs. EŶ ďas est ƌepƌĠseŶtĠ l͛histogƌaŵŵe de la distƌiďutioŶ des photoŶs au Đouƌs 
du temps 

 

 

2.4.2.2.2. Mesure de durée de vie de fluorescence avec un intensificateur 

à déclenchement périodique 

La mesure de durée de vie de fluorescence par déclenchement périodique est une 

alteƌŶatiǀe daŶs le doŵaiŶe teŵpoƌel eŶ utilisaŶt uŶ iŶteŶsifiĐateuƌ. L͛ĠĐhaŶtilloŶ est eǆĐitĠ 

avec un laser pulsé à très courte impulsion. Le déclin de fluorescence va être échantillonné 

eŶ aĐƋuĠƌaŶt des iŵages à diffĠƌeŶts iŶstaŶts apƌğs l͛iŵpulsioŶ laseƌ ;Fig 1.26). 
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Fig 1.26 : Principe du FLIM dans le domaine temporel avec un déclenchement contrôlé. Pour une 

première impulsion, un délai t1 est appliqué entre le pulse laseƌ et l͛aĐƋuisitioŶ ; puis pour un second 

pulse un délai t2 est appliƋuĠ eŶtƌe l͛iŵpulsioŶ et l͛aĐƋuisitioŶ (Webb et al. 2002) 

 

L͛iŶteŶsifiĐateuƌ à dĠĐleŶĐheŵeŶt pĠƌiodiƋue ou H‘I ;High ‘ate IŵageƌͿ peƌŵet 

l͛aŵplifiĐatioŶ d͛uŶ sigŶal fluoƌesĐeŶt Ġŵis à uŶ iŶstaŶt t apƌğs uŶe ƌĠfĠƌeŶĐe teŵpoƌelle 

aǀeĐ uŶ teŵps d͛iŶtĠgƌatioŶ tƌğs Đouƌt. L͛iŶteŶsifiĐateuƌ est ĐoŵposĠ d͛uŶe photoĐathode 

Ƌui ĐoŶǀeƌtit les photoŶs eŶ ĠleĐtƌoŶs à l͛eŶtƌĠe puis d͛uŶ espaĐe sous ǀide aǀeĐ deuǆ 

galettes à ĐaŶauǆ Ƌui ǀoŶt aŵplifieƌ le sigŶal et eŶ soƌtie uŶ ĠĐƌaŶ phosphoƌe où l͛iŵage 

amplifiée est formée (Fig 1.27).  

 

  
Fig 1.27 : PƌiŶĐipe de foŶĐtioŶŶeŵeŶt d͛uŶ iŶteŶsifiĐateuƌ à dĠĐleŶĐheŵeŶt pĠƌiodiƋue. Les photons 

soŶt ĐoŶǀeƌtis eŶ ĠleĐtƌoŶs paƌ la photoĐathode, le sigŶal seƌa aŵplifiĠ à l͛aide de deuǆ galettes à 
ĐaŶauǆ et eŶfiŶ l͛iŵage seƌa foƌŵĠe suƌ uŶ ĠĐƌaŶ phosphoƌe. 
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L͛appliĐatioŶ d͛uŶe teŶsioŶ suƌ uŶ teŵps tƌğs Đouƌt suƌ la photoĐathode peƌŵet la 

formation des portes temporelles ultra-rapides (deux cents picosecondes à quelques 

ŶaŶoseĐoŶdesͿ. L͛utilisatioŶ d͛uŶ iŶteŶsifiĐateuƌ diŵiŶue la ƌĠsolutioŶ spatiale. 

Généralement, l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶe iŵage de l͛ĠĐƌaŶ phosphoƌe et l͛eŶƌegistƌeŵeŶt de 

l͛iŵage aŵplifiĠe se fait à l͛aide d͛uŶe ĐaŵĠƌa CCD. 

Le détecteur opère uniquement aux temps choisis et pendant la durée de la largeur 

des portes temporelles. On peut donc choisir le nombre de portes temporelles, leur largeur 

eŶ foŶĐtioŶ du sigŶal de fluoƌesĐeŶĐe. La ǀitesse d͛aĐƋuisitioŶ aǀeĐ Đette teĐhŶiƋue est 

rapide car les acquisitions sont faites en parallèle sur tous les pixels. Cette technique 

nécessite un signal de fluorescence très intense. Le suivi du flux calcique dans les myocytes 

de rat a été effectué avec cette technique de FLIM à déclenchement périodique avec une 

cadence de 100Hz (Agronskaia et al. 2003). 

Pouƌ ŵoŶ tƌaǀail, j͛utiliseƌai le pƌototǇpe fastFLIM dĠǀeloppĠ au seiŶ de l͛ĠƋuipe. Ce 

système mesure la durée de vie de fluorescence avec un intensificateur à déclenchement 

périodique (Leray et al. 2013). 

Nous allons maintenant voir en détail la mesure de durée de vie avec la technique de 

phase et modulation. 

2.4.2.3. Domaine fréquentiel 

La technique de mesure de durée de vie en phase et modulation requiert une source 

luŵiŶeuse ŵodulĠe et uŶ dĠteĐteuƌ ŵodulĠ. La luŵiğƌe d͛eǆĐitatioŶ est ŵodulĠe ou pulsĠe 

à une certaine fƌĠƋueŶĐe. L͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe, iŶduite paƌ Đette souƌĐe d͛eǆĐitatioŶ, 

auƌa uŶ ƌetaƌd daŶs le teŵps sous la foƌŵe d͛uŶ dĠphasage φ paƌ ƌappoƌt à l͛eǆĐitatioŶ ;Fig 

1.28). Ce retard dans le temps est dû à la décroissance de fluorescence.   
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Fig 1.28 : Pƌofils de l͛eǆĐitatioŶ ;ligŶe ŶoiƌeͿ et de l͛ĠŵissioŶ ;ligŶe gƌiseͿ de fluoƌesĐeŶĐe au Đouƌs du 
temps obtenus dans le domaine fréquentiel. ܧ଴  et ܨ଴soŶt les aŵplitudes de l͛offset d͛eǆĐitatioŶ et 

du signal de fluorescence. ܧ� et ܨ�sont la moitié des amplitudes de modulation. Le déphasage entre 

les deux signaux est obtenu par (�ி − �ாሻ (Cubeddu et al. 2002) 

 

 

Une autre caractéristique de la mesure de durée de vie par phase et modulation est 

la diminution de la profondeur de modulation paƌ ƌappoƌt à la luŵiğƌe d͛eǆĐitatioŶ. Cette 

différence de modulation est aussi appelée degré de modulation M. Le déphasage et la 

profondeur de modulation dépendent directement de la durée de vie de fluorescence. Ce 

degƌĠ de ŵodulatioŶ pouƌ l͛ĠŵissioŶ est doŶŶĠ paƌ la ƌelatioŶ ܨ� ⁄଴ܨ  alors que le degré de 

ŵodulatioŶ pouƌ l͛eǆĐitatioŶ est doŶŶĠ paƌ la ƌelatioŶ  ܧ� ⁄଴ܧ  (Fig 1.28). Pour extraire les 

constantes de temps du système, on mesure la variation du degré de modulation et le 

ƌetaƌd de phase eŶtƌe l͛eǆĐitatioŶ et l͛ĠŵissioŶ. 

On peut écrire la lumière excitatrice sous la forme : ܧሺ�ሻ = + ଴ܧ �ܧʹ  cosሺ�� + �ாሻ 

Où ܧ଴ est l͛offset du sigŶal, ܧ� ĐoƌƌespoŶd à la ŵoitiĠ de l͛aŵplitude de la ŵodulatioŶ et �ா  

représente une constante de phase. En considérant un signal de fluorescence avec un déclin 

mono-exponentiel, la réponse du système à une excitation de type ܧሺ�ሻ, oscillant à une 

pulsation � = ʹ�݂ seƌa doŶŶĠe paƌ l͛eǆpƌessioŶ : ܨሺ�, �ሻ = ଴ܨ + ሺ�ሻ�ܨʹ cosሺ  �� + �ிሺ�ሻሻ 
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Où � est la position du pixel choisi, ܨ�ሺ�ሻ ĐoƌƌespoŶd à la ŵoitiĠ de l͛aŵplitude de la 

modulation et �ிሺ�ሻ représente une constante de phase. 

Il a été montré que pour un cas où le déclin de fluorescence est mono-exponentiel 

avec une durée de vie de fluorescence �ሺ�ሻ, le dĠphasage eŶtƌe l͛eǆĐitatioŶ et l͛ĠŵissioŶ de 

fluorescence est relié par la durée de vie de fluorescence et peut-être décrit par la relation 

suivante (Schneider & Clegg 1997) : �ሺ�ሻ = tan−ଵሺ��ሺ�ሻሻ 

On peut décrire le degré de modulatioŶ de l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe paƌ : 

݉ሺ�ሻ = ሺ�ሻ�ܨ �ܧ⁄଴ሺ�ሻܨ ⁄଴ܧ  

Ce facteur peut-être aussi relié à la durée de vie de fluorescence par la relation suivante : ݉ሺ�ሻ = ͳ√ͳ + ሺ��ሺ�ሻሻଶ 

DaŶs le Đas d͛uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe mono-exponentiel, la durée de vie de fluorescence 

assoĐiĠe à ĐhaƋue piǆel de l͛iŵage peut ġtƌe dĠduite paƌ la ŵesuƌe du dĠphasage �ሺ�ሻ ou 

du degré de modulation ݉ሺ�ሻ. 

Pour tout le travail de suivi de biosenseur FRET par FLIM effectué au cours de ma 

thğse, j͛ai utilisĠ les teĐhŶiƋues de ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie de fluoƌesĐeŶĐe daŶs le doŵaiŶe 

temporel. 
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Chapitre 2 Résultats 
 

1. Suivi d’activités biochimiques par FRET : Multiplex FRET par FLIM 

ͷ.ͷ. )ntroduction 

1.1.1. Difficulté de suivre deux biosenseurs en simultané 

Quel que soit la ŵĠthode utilisĠe pouƌ le suiǀi d͛aĐtiǀitĠ à l͛aide de ďioseŶseuƌ, il est 

diffiĐile d͛oďseƌǀeƌ deuǆ aĐtiǀitĠs ďioĐhiŵiƋues daŶs uŶ ĠĐhaŶtilloŶ ǀiǀaŶt. Deuǆ liŵitatioŶs 

majeures se présentent : (i) du fait que les protéines fluorescentes ont des propriétés 

phǇsiƋues pƌopƌes à ĐhaĐuŶe et Ƌu͛il faut Ϯ paiƌes de pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes pouƌ suiǀƌe 

deuǆ ďioseŶseuƌs F‘ET, il faut doŶĐ au ŵoiŶs deuǆ loŶgueuƌs d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ et (ii) les 

pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes oŶt des speĐtƌes d͛eǆĐitatioŶ et d͛ĠŵissioŶ très proches, des fuites 

speĐtƌales daŶs les ĐaŶauǆ d͛aĐƋuisitioŶ soŶt doŶĐ oďseƌǀĠes  

En effet, quelques soit la technique de mesure du FRET (mesure de durée de vie du 

doŶŶeuƌ ou ŵesuƌe d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐeͿ et des pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes utilisĠes 

pour suivre les activités biochimiques, le problème général rencontré est la fuite spectrale 

d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe (Shaner et al. 2005). Paƌ eǆeŵple, si l͛oŶ dĠĐide de suiǀƌe deuǆ 

paires de protéines fluorescentes : mTFP1/YFP et EGFP/mCherry (Fig 2.1) et que le FRET est 

ŵesuƌĠ paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ, oŶ ƌĠĐupĠƌeƌa l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe du ďleu daŶs le ĐaŶal 

jaune mais aussi dans le vert et un peu dans le rouge. Cette remarque est vraie pour chaque 

pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte, Đ͛est-à-diƌe Ƌue l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe de la ŵolĠĐule jauŶe seƌa 

détectée dans le canal bleu, vert et rouge, etc. Si on mesure le FRET par mesure de durée de 

vie de fluoƌesĐeŶĐe des doŶŶeuƌs ;iĐi ŵTFPϭ et EGFPͿ, les photoŶs pƌoǀeŶaŶt de l͛ĠŵissioŶ 

de fluorescence des molécules bleues seront détectés dans le canal vert, la durée de vie 

mesurée dans ce dernier sera donc erronée.  
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Fig 2.1 :   “peĐtƌes d͛ĠŵissioŶs de fluorescence des deux paires FRET de protéines fluorescentes 

mTFP1/YFP, EGFP/mCherry. Fuite spectrale de chaque molécule fluorescente dans chaque canal de 

détection lorsque deux paires de protéines fluorescentes sont utilisées. 

 

Malgré ces deux limitations majeures, des méthodologies ont été développées pour 

le suivi de deux activités biochimiques. Elles ont toutes développées des moyens de 

corrections des artefacts provoqués par ces limitations. 

1.1.2. Méthodologies déjà développées 

1.1.3.1. Ratiométrique 

La plupart des méthodologies dĠǀeloppĠes pouƌ le suiǀi d͛aĐtiǀitĠs ďioĐhiŵiƋues eŶ 

simultanée ĐhoisisseŶt de ŵesuƌeƌ le F‘ET paƌ ŵesuƌes d͛iŶteŶsitĠ d͛ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe. EŶ ϮϬϬϴ, PiljiĐ et “Đhultz ĐhoisisseŶt de suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ des ioŶs ĐalĐiuŵ à 

l͛aide d͛uŶ ďioseŶseur de la protéine kinase calcium/calmoduline-dépendante (CaMKII) et 

de la protéine Annexine A4 calcium-dépendante. Les biosenseurs CaMKII et Annexine4 sont 

marqués par les protéines fluorescentes CFP/YFP et mOrange/mCherry respectivement 

(Piljic & Schultz 2008). Les deuǆ ďioseŶseuƌs soŶt eǆĐitĠs paƌ deuǆ loŶgueuƌs d͛oŶde 

différentes 405nm et 561nm.  UŶe autƌe Ġtude a suiǀi l͛aĐtiǀitĠ AMPĐ et des ioŶs ĐalĐiuŵ 

simultanément dans les myocytes cardiaques (Niino et al. 2009). Les deux biosenseurs 
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utilisés sont marqués par les protéines fluorescentes CFP/YFP et Sapphire/RFP 

ƌespeĐtiǀeŵeŶt. L͛ĠŵissioŶ de fluorescence des protéines fluorescentes est récupérée sur 4 

détecteurs. Pour ces deux études, le problème de fuite spectrale est rencontré, et une 

correction doit être appliquée. 

CeƌtaiŶes ŵĠthodologies Ŷe ƌeŶĐoŶtƌeŶt pas Đe pƌoďlğŵe Đaƌ l͛eǆpƌessioŶ des 

biosenseurs se fait dans deux compartiments différents. L͛aĐtiǀitĠ Đaspase a ĠtĠ suiǀie daŶs 

le ĐǇtoplasŵe et daŶs le ŶoǇau à l͛aide de deuǆ ďioseŶseuƌs de l͛aĐtiǀitĠ Đaspase-3. Ces 

biosenseurs sont marqués avec deux paires de protéines fluorescentes différentes 

mAmetrine/tdTomato (orange/rouge) et mCitrine/mTFP1 (jaune/bleu) (Ai et al. 2008). Ces 

ďioseŶseuƌs soŶt  ĐoŵposĠs d͛uŶ suďstƌat, d͛uŶ effeĐteuƌ caspase entouré de deux 

protéines fluorescentes soit mAmetrine/tdTomato soit mCitrine/mTFP1. Un des biosenseurs 

est loĐalisĠ au ŶoǇau, l͛autƌe Ǉ est eǆĐlu. À l͛aide des deuǆ paiƌes de pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes 

utilisĠes pouƌ l͛Ġtude pƌĠĐĠdeŶte, l͛aĐtiǀitĠ Đalcique a été suivie au cours du temps. Les deux 

biosenseurs calciques ont été localisés dans deux compartiments différents : l͛uŶ est loĐalisĠ 

daŶs le ŶoǇau et l͛autƌe est eǆĐlu du ŶoǇau (Ding et al. 2011). La combinaison de deux 

couples de protéines fluorescentes mTagBFP/sfGFP et mVenus/mKok permet de négliger la 

fuite speĐtƌale, uŶe ĐoƌƌeĐtioŶ apƌğs aĐƋuisitioŶ Ŷ͛est doŶĐ pas ŶĠĐessaiƌe. Pouƌ suiǀƌe Đes 

deuǆ Đouples de pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes, deuǆ loŶgueuƌs d͛eǆĐitatioŶ soŶt utilisĠes de 

405nm pour mTagBFP et 514nm pour mVenus. La protéine fluorescente sfGFP est une 

super-folder GFP est plus photo-stable et brillante que la GFP et la protéine fluorescente 

mKok émet une fluorescence dans le orange et a une maturation rapide (Su et al. 2013). 

En 2012, une approche intéressante a été développée pour le suivi en simultané de 

biosenseurs (Shcherbakova et al. 2012). Cette ŵĠthodologie se ďase suƌ l͛utilisatioŶ d͛uŶe 

pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte oƌaŶge Ƌui a la pƌopƌiĠtĠ d͛aďsoƌďeƌ la luŵiğƌe daŶs le ďleu et 

d͛Ġŵettƌe une fluorescence dans le orange. Cette protéine fluorescente est nommée 

LSSmOrange. Les auteurs ont utilisé les couples CFP/YFP et LSSmOrange/mKate2 sur des 

ďioseŶseuƌs peƌŵettaŶt de suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ apoptotiƋue et les fluĐtuatioŶs de ĐalĐiuŵ 

simultanément paƌ ŵesuƌe de F‘ET paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ. 
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1.1.3.2. Linear unmixing of 3D excitation/emission fingerprints 

Une méthode élégante basée sur une séparation linéaire des empreintes spectrales 

d͚eǆĐitatioŶ/ĠŵissioŶ ϯD a ĠtĠ dĠǀeloppĠe paƌ Woehleƌ (Woehler 2013). Cette 

méthodologie permet de suivre en simultané trois biosenseurs. Cette approche basée sur le  

ĐalĐul d͛iŵage est souǀeŶt liŵitĠe paƌ le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ des diffĠƌeŶts ďioseŶseuƌs et le 

faiďle ƌatio sigŶal suƌ ďƌuit apƌğs l͛appliĐatioŶ des ĐoƌƌeĐtioŶs d͛iŵages. 

1.1.3.3. Couplage mesure ratiométrique et FLIM 

Une troisième méthode pour le suivi de deux biosenseurs FRET consiste à utiliser les 

deuǆ teĐhŶiƋues peƌŵettaŶt de ŵesuƌeƌ le F‘ET Đ͛est-à-dire en mesurant le FRET par 

ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie de fluoƌesĐeŶĐe ;FLIMͿ et paƌ ŵesuƌe de ƌatio d͛iŶteŶsitĠ. Pouƌ 

rappel, quand le FRET se produit, la durée de vie du donneur diminue et la mesure est 

iŶdĠpeŶdaŶte de l͛ĠŵissioŶ de l͛aĐĐepteuƌ. La ĐoŵďiŶaisoŶ de la ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie de 

fluoƌesĐeŶĐe du doŶŶeuƌ du Đouple Tag‘FP/ŵPluŵ et la ŵesuƌe du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ du 

Đouple CFP/YFP peƌŵet d͛optiŵiseƌ la sĠpaƌation spectrale mais aussi de surmonter le faible 

rendement quantique de la protéine fluorescente rouge lointaine mPlum (Grant et al. 2008). 

Avec la méthode de mesure de durée de vie de fluorescence seule, il est possible de 

suivre deux activités biochimiques en simultané. En utilisant les protéines fluorescentes CFP 

et YFP en tant que donneurs et un accepteur rouge identique (tHcRed), la mesure de durée 

de vie de fluorescence des donneurs (CFP et YFP) permet de distinguer les deux signaux 

FRET (Peyker et al. 2005). 

ͷ.͸. Méthodologie de suivi d’activité avec deux couleurs FL)M et une longueur 

d’onde d’excitation 

MalgƌĠ toutes les ŵĠthodologies dĠǀeloppĠes au Đouƌs des aŶŶĠes, auĐuŶe Ŷ͛a 

peƌŵis de suppƌiŵeƌ les pƌoďlğŵes ƌeŶĐoŶtƌĠs loƌs de l͛utilisatioŶ de plusieuƌs pƌotĠiŶes 

fluoƌesĐeŶtes. Au Đouƌs de ŵa thğse j͛ai pu dĠǀeloppeƌ uŶe Ŷouǀelle ŵĠthodologie pour le 

suivi de deux activités biochimiques en simultanée par mesure de FRET par FLIM en utilisant 

uŶe loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ et eŶ ŵiŶiŵisaŶt la fuite speĐtƌale. Pour ça, nous avons 

utilisé les deux couples de protéines fluorescentes mTFP1/sREACh et LSSmOrange/mKate2. 

Nous avons pris avantage du décalage de spectre de la protéine fluorescente LSSmOrange 

pouƌ Ŷ͛utiliseƌ Ƌu͛uŶe seule loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ à ϰϰϬnm. En effet, le pic du 
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speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ de L““ŵOƌaŶge est à ϰϯϳŶŵ aǀeĐ uŶ ŵaǆiŵuŵ d͛ĠŵissioŶ à ϱϳϮŶŵ. 

Cette protéine fluorescente a uŶ ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe et uŶ ƌeŶdeŵeŶt 

quantique respectivement de 52000 M-1.cm-1 et de 0.45 (tableau 1). Elle a une brillance de 

de 23.4. Pour accepteur, nous avons pris la protéine fluorescente mKate2 qui a un pic 

d͛aďsoƌptioŶ à ϱϴϴŶŵ aǀeĐ uŶ piĐ d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe à ϲϯϯŶŵ. ŵKateϮ a uŶ 

ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe et uŶ ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue ƌespeĐtivement de 62500 M-

1.cm-1 et de Ϭ.ϰϬ ;taďleau ϭͿ. Elle a uŶe ďƌillaŶĐe de Ϯϱ. ŵTFPϭ a uŶ piĐ d͛aďsoƌptioŶ à 

ϰϲϮŶŵ aǀeĐ uŶ piĐ d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe à ϰϵϮŶŵ. Le deuxième couple de protéines 

fluorescentes utilisées pour cette méthodologie est mTFP1/sREACh. mTFP1 a un coefficient 

d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe et uŶ ƌeŶdeŵeŶt ƋuaŶtiƋue ƌespeĐtiǀeŵeŶt de ϲϰϬϬϬ M-1.cm-1 et de 

Ϭ.ϴϱ ;taďleau ϭͿ. Elle a uŶe ďƌillaŶĐe de ϱϰ.ϰ. s‘EACh a uŶ piĐ d͛aďsoƌptioŶ à ϱϭϳŶŵ aǀeĐ uŶ 

piĐ d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe à ϱϯϭŶŵ. s‘EACh a uŶ ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe et uŶ 

rendement quantique respectivement de 115000 M-1.cm-1 et de 0.07 (tableau 1). Elle a une 

brillance de 19. 

  

Tableau 1 : tableau décrivant le piĐ d͛aďsoƌptioŶ, d͛ĠŵissioŶ, le ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ 
molaire, le rendement quantique et la brillance des protéines fluorescentes LSSmorange, mKate2, 

mTFP1 et sREACh. 

EŶ oďseƌǀaŶt les speĐtƌes d͛aďsoƌptioŶ et d͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe pouƌ ĐhaƋue 

couple de protéines fluorescentes (Fig 2.2), il est ŵoŶtƌĠ Ƌue le speĐtƌe d͛Ġŵission du 

doŶŶeuƌ ;soit L““ŵOƌaŶge ;AͿ soit ŵTFPϭ ;BͿͿ ƌeĐouǀƌe le speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ de 

l͛aĐĐepteuƌ ;soit ŵKateϮ ;AͿ soit s‘EACh ;BͿͿ. Ces Đouples de pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes 

ƌĠpoŶdeŶt à uŶe des ĐoŶditioŶs peƌŵettaŶt le tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe deuǆ pƌotéines 

fluoƌesĐeŶtes, oŶ pouƌƌa doŶĐ ŵesuƌeƌ uŶ tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe L““ŵOƌaŶge et ŵKateϮ 

et mTFP1 et sREACh. 
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Fig 2.2 : recouvrement spectral des protéines fluorescentes LSSmOrange/mKate2 et mTFP1/sREACh. 

;AͿ ‘eĐouǀƌeŵeŶt eŶtƌe le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de LSSmOrange (trait plein orange) et le spectre 

d͛aďsoƌptioŶ de ŵKateϮ ;poiŶtillĠs ƌougeͿ. ;BͿ ‘eĐouǀƌeŵeŶt eŶtƌe le speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de ŵTFPϭ 
;tƌait pleiŶ ďleuͿ et le speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ de s‘EACh ;poiŶtillĠs ǀeƌtͿ 

L͛aǀaŶtage principal de notre méthodologie est de mesurer en simultané la durée de 

vie de fluorescence des deux donneurs mTFP1 et LSSmOrange. sREACh est un accepteur « 

noir» ;GaŶesaŶ et al. ϮϬϬϲͿ Đ͛est-à-diƌe Ƌu͛elle est ĐeŶt fois ŵoiŶs fluoƌesĐeŶte Ƌue la 

protéine fluorescente YFP.  

Pour valideƌ Ŷotƌe appƌoĐhe, Ŷous aǀoŶs Đhoisi de suiǀƌe eŶ siŵultaŶĠ l͛aĐtiǀitĠ 

eŶzǇŵatiƋue de la kiŶase E‘K et PKA. Ces aĐtiǀitĠs oŶt ĠtĠ suiǀies à l͛aide des ďioseŶseuƌs 

EKAR2G (Fritz et al. 2013) et AKAR4 (Depry et al. 2011) modifiés avec nos couples 

mTFP1/sREACh et LSSmOrange/mKate2. 

1.2.1. Suivi d’activité PKA et ERK 

À l͛aide de la ĐoŵďiŶaisoŶ des deuǆ Đouples de pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes 

mTFP1/sREACh et LSSmOrange/Kate2, nous allons pouvoir suivre en simultané les voies ERK 

et PKA. L͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les ǀoies de signalisation ERK 1/2 ( Extracellular Regulated Kinase 

1/2) et des Protéines Kinases A (PKA) est bien établie et décrite (Gerits et al. 2008). 

1.2.1.1. Introduction générale sur PKA 

La protéine kinase A est impliquée dans de nombreux processus cellulaires comme la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ, le ŵĠtaďolisŵe, la pƌogƌessioŶ du ĐǇĐle Đellulaiƌe et l͛apoptose. La ŵodulatioŶ 

de l͛aĐtiǀitĠ PKA se fait à l͛aide de ŵodulateuƌs ĐoŶŶus ĐoŵpƌeŶaŶt des faĐteuƌs aĐtiǀaŶt ou 

iŶhiďaŶt l͛adĠŶǇlate ĐǇĐlase. Cette ŵodulatioŶ pƌoǀoƋue uŶe augŵeŶtatioŶ ou diŵiŶutioŶ 
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du Ŷiǀeau d͛AMPĐ ;AdeŶosiŶe ϯ͛,ϱ͛-monophosphate Cyclique) et donc une modulation de 

l͛aĐtiǀitĠ PKA. L͛AMPĐ est uŶ aĐtiǀateuƌ ŵajeuƌ de PKA ;Fig 2.3). PKA est constituée de 

quatre sous-unités : deux sous-unités régulatrices et deux sous-unités catalytiques. Cette 

enzyme est classée en deux types en fonction des sous-unités régulatrices associées (RI ou 

RII). PKA de type I est prédominante dans le cytoplasme alors que le type II est associé aux 

structures cellulaires et organelles. Le type II est ancré à des emplacements spécifiques dans 

la cellule par des protéines spécifiques appelées AKAPs (A Kinase-Anchoring Proteins). Ces 

protéines gardent les enzymes PKA localisées et limitent les cibles qui peuvent être 

phosphorylées (Trewhella 2006). Les enzymes PKA ancrées permettent de moduler de 

diverses protéines cellulaires, en effet une fois PKA activée celle-ci va pouvoir venir 

phosphoryler ses cibles. 

 

Fig 2.3 : Schéma simplifié de la voie de signalisation PKA. L͛adĠŶǇle ĐǇĐlase ;ACͿ ǀa ġtƌe aĐtiǀĠe paƌ 
uŶe pƌotĠiŶe G. UŶe fois soŶ aĐtiǀatioŶ pƌoduite, elle ǀa tƌaŶsfoƌŵeƌ l͛ATP eŶ AMPĐǇĐliƋue. Cette 

dernière va se fixer sur les sous-unités régulatrices ‘ de PKA. Cette fiǆatioŶ ǀa iŶduiƌe l͛aĐtiǀatioŶ de 
PKA et donc un détachement des sous-unités catalytiques qui vont pouvoir phosphoryler leurs 

cibles. 
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1.2.1.2. Introduction générale sur ERK 

La voie de signalisation ERK est une composante de la voie des MAPK (Mitogen-

AĐtiǀated PƌoteiŶ KiŶaseͿ. Ces MAPK soŶt uŶ eŶseŵďle de pƌotĠiŶes ŶĠĐessaiƌe à l͛iŶduĐtioŶ 

de la mitose. Mais ces MAPK régulent aussi des processus cellulaires tels que la 

pƌolifĠƌatioŶ, la suƌǀie/l͛apoptose, la diffĠƌeŶĐiatioŶ Đellulaiƌe, le dĠǀeloppement, 

l͛adhĠƌeŶĐe, la ŵoďilitĠ, le ŵĠtaďolisŵe et la ƌĠgulatioŶ des gğŶes. La ĐasĐade des MAPK se 

compose de trois types de kinase : MAPK kinase kinase (MKKK), MAPK kinase (MKK) et 

MAPK. ERK fait partie de la dernière catégorie.  

 

 

Fig 2.4 : Schéma simplifié de la voie ERK. La voie ERK peut être activée par différents moyens 

comme : l͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs ĐouplĠs auǆ pƌotĠiŶes G ;GPC‘Ϳ qui peƌŵet l͛aĐtiǀatioŶ de E‘K 
paƌ l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe ou ŶoŶ des ‘as ; les récepteurs tyrosine kinase qui activent Ras déclenchant une 

ĐasĐade jusƋu͛à l͛aĐtiǀation de ERK ; les ions calcium peuvent par différents moyens activer ERK par 

l͛iŶteƌŵĠdiaiƌe des Ras et enfin PKC régule la voie ERK par différents mécanismes. 
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L͛aĐtiǀatioŶ de E‘K peut se faiƌe suiǀaŶt Ƌuatƌe ǀoies (Fig 2.4): 1) par la stimulation 

des ƌĠĐepteuƌs tǇƌosiŶe kiŶase Ƌui ǀa pƌoǀoƋueƌ l͛aĐtiǀatioŶ des ‘as (Eisinger & Ammer 

2008).  2) les ions ĐalĐiuŵ stiŵuleŶt l͛aĐtiǀatioŶ des ‘as paƌ de Ŷoŵďƌeuǆ ŵĠĐaŶisŵes 

(Cullen & Lockyer 2002). ϯͿ La pƌotĠiŶe kiŶase C ;PKCͿ ƌĠgule l͛aĐtiǀité des isozymes ERK par 

différents mécanismes, cette régulation est spécifique à chaque type cellulaire (Gao et al. 

2010). ϰͿ L͛aĐtiǀatioŶ des ƌĠĐepteuƌs ĐouplĠs auǆ pƌotĠiŶes G peƌŵet l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie 

ERK. Cette activation peut être dépendante et indépendante de la voie Ras (English & 

Sweatt 1997). 

1.2.1.3. Biosenseurs utilisés pour suivre ces activités kinases 

Les ďioseŶseuƌs peƌŵettaŶt de suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ PKA et E‘K oŶt ĠtĠ dĠǀeloppĠs et 

optimisés au cours des années.  

La pƌeŵiğƌe gĠŶĠƌatioŶ du ďioseŶseuƌ ƌepoƌtaŶt l͛aĐtiǀitĠ PKA s͛appelle AKA‘ϭ ;A-

Kinase Activity Reporter). AKAR1 est constitué de quatre protéines chimériques : la protéine 

fluoƌesĐeŶte ďleue CFP, uŶ site de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe d͛uŶ suďstƌat phosphoƌǇlĠ, uŶe sĠƋueŶĐe 

peptidique phosphorylable spécifiquement par PKA et enfin de la protéine fluorescente 

jaune YFP (Zhang et al. 2001). La première génération de biosenseur AKAR1 a été améliorée 

avec le changement des protéines fluorescentes, du peptide substrat et du module de 

reconnaissance au sein du biosenseur (Zhang et al. 2005). Cette nouvelle génération 

appelée AKAR2,  a été marqué par les protéines fluorescentes ECFP et Citrine, le module de 

reconnaissance présent dans sur AKAR1 (la protéine 14-3-3) a été remplacé par la protéine 

FHA (Forkhead associated domain) qui est un domaine de liaison de thréonine phosphorylée 

avec une affinité de liaison submicromolaire (Zhang et al. 2005).  La troisième génération de 

biosenseur appelé AKAR3 a été modifié à partir du biosenseur AKAR2 en remplaçant la 

citrine par Venus (Allen & Zhang 2006). La dernière version du biosenseur reportant 

l͛aĐtiǀitĠ PKA ĐoŵpƌeŶd le ƌeŵplaĐeŵeŶt des pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes ECFP et VeŶus paƌ 

Cerulean (protéine fluorescente bleue) et cpVenus (AKAR4) (Depry et al. 2011). Malgré 

l͛aŵĠlioration de ces biosenseurs, ces derniers fonctionnent de la même façon : la protéine 

kinase PKA phosphoryle son substrat, une fois la phosphorylation effectuée, le site de 

reconnaissance va reconnaitre le phosphate ajouté sur le substrat, il y aura donc un 

changement de conformation du biosenseur. Ce changement de conformation va induire un 
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rapprochement des protéines fluorescentes qui seront assez proches pour pouvoir observer 

le phĠŶoŵğŶe de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie du doŶŶeuƌ à l͛aĐĐepteuƌ ;CeƌuleaŶ/ĐpVeŶus pouƌ 

AKAR4). Si le phosphate est enlevé du substrat, le biosenseur passera en conformation 

ouverte ce qui entrainera un éloignement des protéines fluorescentes, empêchant le 

tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ. 

Sur le même principe, les biosenseurs utilisés pouƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ kinase ERK ont été 

optiŵisĠs. Ces ďioseŶseuƌs s͛appelleŶt EKA‘ ;E‘K KiŶase AĐtiǀitǇ ‘epoƌteƌͿ, ils soŶt 

construits suƌ le ŵġŵe pƌiŶĐipe Ƌue les ďioseŶseuƌs AKA‘ Đ͛est-à-dire une protéine 

fluorescente rouge mRFP, un site de reconnaissance du substrat phosphorylé par ERK, un 

peptide substrat de la kinase ERK accolé à uŶ doŵaiŶe peƌŵettaŶt à la kiŶase de s͛aĐĐƌoĐheƌ 

pour phosphoryler son substrat (C D Harvey et al. 2008). Après optimisation de cette 

pƌeŵiğƌe ǀeƌsioŶ, l͛ĠƋuipe d͛Oliǀeƌ Peƌtz a dĠǀeloppĠ le ďiosenseur EKAR1G (ERK kinase 

activity reporter first generation). Ce biosenseur est constitué des protéines fluorescentes 

Cerulean et mVenus. La deuxième génération de ce biosenseur est due au remplacement de 

la protéine fluorescente Cerulean par mTFP1 (Fritz, Letzelter, Reimann, Martin, Fusco, et al. 

2013). Sur le même principe que les biosenseurs PKA, lors de son activation la MAPK ERK 

viendra se fixer sur son domaine de fixation (ERK Docking Domain) et phosphoryler son 

substrat (ajout de phosphate). Le substrat phosphorylé sera reconnu par le site de 

reconnaissance. Il y aura un repliement du biosenseur permettant un rapprochement des 

protéines fluorescentes et donc un tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe le doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ 

(Cerulean/mVenus pour EKAR2G). Une inhibition de la voie ERK provoque une 

dĠphosphoƌǇlatioŶ du suďstƌat eŶtƌaiŶaŶt l͛ĠloigŶeŵeŶt des pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes et 

doŶĐ uŶ aƌƌġt de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe les deuǆ pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes. 

Pour notre étude, nous avons généré de nouvelles versions des biosenseurs AKAR4 

et EKAR2G en changeant les protéines fluorescentes Cerulean/cpVenus et mTFP1/mVenus 

par LSSmOrange/mKate2 et mTFP1/sREACh (Fig 2.5). Ces nouvelles versions de biosenseurs 

ont été renommées AKARdual et EKARsREACh.  



 

- 62 - 
 

 

Fig 2.5 : schéma des biosenseurs AKARdual et EKARsREACh. ChaƋue ďioseŶseuƌ est ĐoŶstituĠ d͛uŶ Đouple 
de protéines fluorescentes LSSmOrange/mKate2 et mTFP1/sREACh pour respectivement AKARdual et 

EKARsREACh ; d͛uŶ site de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe du substrat phosphorylé par la kinase (FHA1 pour AKARdual et 

WW pour EKARsREACh), un substrat de la kinase et un peptide a été rajouté à côté du substrat de la 

kiŶase E‘K peƌŵettaŶt de s͛aĐĐƌoĐheƌ et de phosphoƌǇleƌ soŶ suďstƌat. Pour les deux biosenseurs, la 

kinase vient phosphoryler son substrat, entrainant un repli du biosenseur, le phénomène de FRET est 

oďseƌǀaďle. Loƌs de l͛iŶaĐtiǀatioŶ de Đes kiŶases, le suďstƌat Ŷe seƌa plus phosphoƌǇlĠ eŶtƌaiŶaŶt le 
dépliement du biosenseur (FRET non observable). 

1.2.2. Méthodologie 

1.2.2.1. Validation théorique de notre approche 

1.2.2.1.1. Choix des donneurs 

La pƌeŵiğƌe Ġtape pouƌ le dĠǀeloppeŵeŶt de la ŵĠthodologie de suiǀi d͛aĐtiǀitĠ eŶ 

deuǆ Đouleuƌs FLIM aǀeĐ uŶe seule loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ a ĠtĠ de ĐoŵďiŶeƌ deuǆ 

protéines fluorescentes donneuses, spectralement séparées et excitables à la même 

loŶgueuƌ d͛oŶde. Pour effectuer cette approche, nous avons cherché un second donneur 

aǇaŶt la ĐapaĐitĠ d͛ġtƌe eǆĐitĠ à la ŵġŵe loŶgueuƌ d͛oŶde Ƌue le doŶŶeuƌ F‘ET ďleu à 

440nm et avec une émission de fluorescence décalée dans le rouge. LSSmOrange a la 

pƌopƌiĠtĠ d͛ġtƌe eǆĐitĠ à ϰϰϬnm et d͛Ġŵettƌe sa fluoƌesĐeŶĐe daŶs le oƌaŶge à ϱϳϮnm       

(Fig 2.6) (Shcherbakova et al. 2012).  
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Fig 2.6 : “peĐtƌes d͛aďsoƌptioŶ et d͛ĠŵissioŶ de L““ŵOƌaŶge. 

Nous avons vérifié si cette protéine fluorescente comportait les propriétés 

fluorescentes appropriées pour des mesures de FRET par FLIM. En acquérant son déclin de 

fluorescence par la méthode TCSPC, nous avons montré que LSSmOrange avait un déclin de 

fluorescence mono-exponentiel, avec une durée de vie de 2.75+/-0.07ns (n=11) (Fig 2.7A). 

Nous ne mesurons pas un déclin de fluorescence multi-exponentiel de LSSmorange, comme 

mesuré dans une étude de Fron en 2015 (Fron et al. 2015). Cette différence de mesure peut 

être expliquée par une analyse moins précise de nos déclins de fluorescence. En effet, dans 

cette étude deux durées de vie de 1.76ns et 3.50ns sont mesurées, dans notre cas nous 

mesurons avec un déclin mono-exponentiel une durée de vie de 2.75ns qui se trouve entre 

les deux durées de vie mesurées avec un déclin de fluorescence multi-exponentiel. Dans 

l͛Ġtude de FƌoŶ, il est ŵoŶtƌĠ Ƌue L““ŵOƌaŶge a des propriétés de photo-conversion et une 

ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe ďleue. Cette ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe ďleue Ŷ͛est pas ƌĠĐupĠƌĠe 

lors de nos acquisitions. On peut dire que les espèces de LSSmOrange photo-converties sont 

négligeables dans notre cas, en effet, il a été démontré que LSSmOrange était photo-

ĐoŶǀeƌtiďle loƌsƋu͛elle Ġtait eǆĐitĠe à uŶe loŶgueuƌ d͛oŶde de ϰϬϬŶŵ aǀeĐ des pulses laseƌ 

de l͛oƌdƌe de feŵtoseĐoŶdes eŶgeŶdƌaŶt uŶ dĠĐalage de soŶ speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ aǀeĐ uŶ 

pic à 553nm or nous éclairons notre LS“ŵOƌaŶge aǀeĐ uŶ pulse laseƌ de l͛oƌdƌe de la 

picoseconde à 440nm. Cette LSSmOrange photo-convertie ne sera donc pas excitée avec 

notre cas.  Ensuite, nous avons vérifié que mKate2 est un bon accepteur pour LSSmOrange. 

Le tandem LSSmOrange-mKate2 a été construit (tandem= donneur et accepteur relié par un 

petit linker peptidique). LSSmOrange seule et le tandem LSSmorange-mKate2 ont été 
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exprimés dans les cellules U20S. Les durées de vie de ces deux constructions ont été 

ŵesuƌĠes paƌ TC“PC et à l͛aide du ŵiĐƌoscope fastFLIM (Leray et al. 2013). En comparant le 

déclin de fluorescence mesuré en TCSPC de LSSmOrange et LSSmOrange-mKate2, on 

remarque que le déclin de fluorescence du tandem est un déclin plus rapide que celui du 

doŶŶeuƌ seul. Cette diffĠƌeŶĐe de dĠĐliŶ sigŶifie uŶ phĠŶoŵğŶe de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie entre 

LSSmOrange et mKate2. Donc mKate2 est un bon accepteur pour LSSmOrange (Fig 2.7A). 

Dans un deuxième temps, la durée de vie de ces deux constructions a été mesurée avec le 

système fastFLIM (Fig 2.7B).  

 

Fig 2.7 : (A) Représentation des déclins de fluorescence de LSSmOrange et du tandem LSSmOrange-

mKate2. LSSmOrange présente un déclin mono-exponentiel tandis que LSSmOrange-mKate2 

présente un déclin bi-exponentiel avec une pente plus courte que LSSmOrange correspondant à une 

durée de vie plus courte. (B) Images en intensité et durée de vie de LSSmOrange et du tandem 

LSSmOrange-mKate2 exprimés dans des cellules U2OS prisent avec le microscope fastFLIM. 

 

Avec le fastFLIM, LSSmOrange et le tandem LSSmOrange-mKate2 ont une durée de 

vie respective de 2.76+/-0.03ns (n=34) et de 2.32+/-0.08ns (n=56) correspondant à une 

efficacité de FRET (pseudoE = 1 - <τ> / <τ>D où <τ>D correspond à la durée de vie du donneur 

seul) de 0.16 (Fig 2.7B). 

mTFP1 est une protéine fluorescente bleue monomérique (Ai et al. 2006), excitée à 440nm. 

L͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe des deuǆ doŶŶeuƌs peut ġtƌe ǀisualisĠe eŶ ŵġŵe teŵps suƌ le 
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sǇstğŵe fastFLIM à l͛aide d͛uŶ Dual Vieǁ. GƌâĐe à Đet iŶstƌuŵeŶt, le champ de la caméra est 

diǀisĠ eŶ deuǆ et oŶ ƌĠĐupğƌe doŶĐ l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe ďleu ;ϰϴϬ/ϯϬnm) et orange 

(579/34nm) en simultané. Pour vérifier si mTFP1 et LSSmOrange sont compatibles pour 

notre approche de FLIM à deux couleurs avec une seule longueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ, Đes 

protéines ont été exprimées seules ou co-exprimées dans des cellules U2OS.  Le résultat 

dĠŵoŶtƌe Ƌue l͛oŶ ŵesuƌe la ŵġŵe duƌĠe de ǀie loƌsƋue les deuǆ doŶŶeuƌs soŶt eǆpƌiŵĠs 

seuls et loƌsƋu͛ils soŶt Đo-exprimés et excités à la mġŵe loŶgueuƌ d͛oŶde ;Fig 2.8). Quand 

mTFP1 et LSSmOrange sont exprimés seuls, la durée de vie mesurée dans le canal bleu est 

de 2.63+/-0.03ns (n=28) (Fig 2.8, gauche) et dans le canal orange de 2.76+/-0.03ns (n=34) 

(Fig 2.8, au milieu), on remarque une fuite spectrale de mTFP1 dans le canal orange due au 

speĐtƌe d͛ĠŵissioŶ de ŵTFPϭ. LoƌsƋue Đes deuǆ doŶŶeuƌs soŶt Đo-exprimés dans les cellules 

U2OS, les durées de vie mesurées dans les deux canaux sont identiques aux durées de vie 

mesurées lorsque les donneurs sont expƌiŵĠs seuls, Đ͛est-à-dire 2.62+/-0.03ns (n=23) pour 

mTFP1 et 2.76+/-0.04ns (n=23) pour LSSmOrange (Fig 2.8, droite).  

  

Fig 2.8 : Images en durée de vie de mTFP1, LSSmOrange et des deux co-exprimés dans les cellules 

U2OS acquises avec le fastFLIM. La durée de vie mesurée est identique lorsque les protéines mTFP1 

et L““ŵOƌaŶge soŶt eǆpƌiŵĠes seules et loƌsƋu͛elles soŶt Đo-exprimées. 
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1.2.2.1.2. Choix des couples FRET 

AǇaŶt ĐoŶfiƌŵĠ la faisaďilitĠ d͛eǆĐiteƌ ŵTFPϭ et L““ŵOƌaŶge aǀeĐ la ŵġŵe loŶgueuƌ 

d͛oŶde à ϰ40nm, la seconde étape a été de confirmer si nos deux couples 

donneur/accepteur étaient compatibles avec notre approche. Nous savons que YFP est un 

bon accepteur pour mTFP1 (Padilla-Parra et al. 2009), nous avons donc décidé de co-

exprimer les tandems mTFP1-EYFP et LSSmOrange-mKate2 dans des cellules U2OS. Lorsque 

les deux tandems sont co-exprimés, nous remarquons une hétérogénéité dans la mesure de 

durée de vie dans le canal orange (Fig 2.9). Cette hétérogénéité de durée de vie est due à la 

fuite speĐtƌale de l͛aĐĐepteuƌ EYFP daŶs le ĐaŶal oƌaŶge. 

 

Fig 2.9 : Images en intensité et en durée de vie des cellules U2OS co-exprimant les tandems mTFP1-

EYFP et LSSmOrange-mKate2. Les images sont acquises avec le fastFLIM. On note une hétérogénéité 

de mesure de durée de vie dans le canal orange lorsque mTFP1-EYFP est exprimé plus fort que 

LSSmOrange-mKate2. 

 

Pour diminuer cette fuite spectrale, nous avons remplacé EYFP par sREACh (super 

Resonance Energy Accepting Chromoprotein). Cette protéine est un variant de YFP avec le 

ŵġŵe speĐtƌe d͛eǆĐitatioŶ ;piĐ d͛aďsoƌptioŶ à ϱϭϳŶŵͿ mais elle est cent fois moins 

fluorescente que YFP ;piĐ d͛ĠŵissioŶ à 531nm) (Ganesan et al. 2006) (Fig 2.10). 
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Fig 2.10 : “peĐtƌes d͛aďsoƌptioŶ et d͛ĠŵissioŶ de s‘EACh 

 Pour savoir si sREACh ferait un bon accepteur pour mTFP1, nous avons construit le 

tandem mTFP1-sREACh. Nous avons mesuré les durées de vie du tandem mTFP1-EYFP et 

mTFP1-sREACh qui sont respectivement de 2.02+/- 0.04ns (n=30) et 2.05+/- 0.07ns (n=30) 

(Fig 2.11). Les durées de vies sont très proches, on peut donc considérer sREACh comme un 

bon accepteur pour mTFP1. Pour vérifier si le remplacement de EYFP par sREACh permettait 

de réduire la fuite spectrale, LSSmOrange-mKate2 a été co-exprimé avec mTFP1, mTFP1-YFP 

ou mTFP1-sREACh. Ces trois dernières constructions ont été exprimées avec un gradient de 

concentration de 0.25 à 1µg/µl (0.25, 0.5, 0.75 et 1µg/µl), le tandem LSSmOrange-mKate2 

ƋuaŶt à lui a ĠtĠ eǆpƌiŵĠ à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Ϭ.ϱµg/µl. L͛iŵpaĐt de Đette augŵeŶtatioŶ 

de concentration intracellulaire relative sur la durée de vie mesurée dans le canal orange a 

été représenté sous forme de graphique (Fig 2.12). Ce graphique représente en ordonnée la 

duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe daŶs le ĐaŶal oƌaŶge et eŶ aďsĐisse le ƌatio d͛iŶteŶsitĠ mesurée dans 

le ĐaŶal ďleu suƌ l͛iŶteŶsitĠ ŵesuƌĠe daŶs le ĐaŶal oƌaŶge. Ces iŶteŶsitĠs oŶt ĠtĠ ƌĠĐupĠƌĠes 

sur la première image de notre déclin de fluorescence, Đe Ƌui ƌepƌĠseŶte l͛aŵplitude de 

notre déclin et donc qui est en rapport avec la concentration des plasmides exprimés. On 

peut doŶĐ diƌe Ƌu͛uŶ petit ƌatio d͛iŶteŶsitĠ ďleu/oƌaŶge ĐoƌƌespoŶd à uŶe ĐoŶditioŶ où le 

tandem LSSmOrange-mKate2 est plus exprimé que mTFP1, mTFP1-YFP ou mTFP1-sREACh. 

AiŶsi plus le ƌatio d͛iŶteŶsitĠ ďleu/oƌaŶge est gƌaŶd plus l͛espğĐe ďleue est exprimée. En 

présence de mTFP1, la durée de vie dans le canal orange augmente légèrement de 2.42 à 
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2.6ns entre un ratio de 0.71 à 2.66. Cette augmentation est due à la fuite spectrale de 

mTFP1 (qui a une durée de vie de 2.62) dans le canal orange. En présence de mTFP1-EYFP, la 

durée de vie mesurée dans le canal orange augmente très rapidement de 2.49 à 2.83ns. 

Cette augmentation se fait sur des ratios de 0.29 à 1.20. Cette augmentation de durée de 

vie mesurée dans le canal orange est cohérente avec la fuite spectrale de la protéine EYFP 

dans ce canal. En présence de mTFP1-sREACh, la durée de vie mesurée dans le canal orange 

diminue de 2.29 à 2.15Ŷs. Cette diŵiŶutioŶ s͛effeĐtue eŶtƌe uŶ ƌatio de Ϭ.ϳϴ à Ϯ.Ϯϴ et 

correspond à la fuite spectrale de sREACh (qui a uŶe duƌĠe de ǀie tƌğs Đouƌte de l͛oƌdƌe de 

0.32ns) dans le canal orange. Malgré cette diminution de durée de vie dans le canal orange 

lorsque la concentration de mTFP1-sREACh augmente en présence de LSSmOrange-mKate2, 

on peut conclure que sREACh diminue la fuite spectrale. 

 

Fig 2.11 : Images en durée de vie de cellules U2OS exprimant mTFP1 (n=28 cellules), mTFP1-EYFP 

(n=30 cellules) et mTFP1-sREACh ( n=30 cellules). Histogramme représentant les durées de vie 

obtenues avec le fastFLIM pour ces constructions. mTFP1-EYFP et mTFP1-sREACh ont des durées de 

vie courtes très a proches. sREACh est un bon accepteur pour mTFP1. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌs 
représentent  la déviation standard entre les mesures.  
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Fig 2.12 : Graphique représentant la durée de vie mesurée dans le canal orange en présence de 

mTFP1, mTFP1-EYFP et mTFP1-sREACh en fonction du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ du canal bleu sur le canal 

orange. En présence de mTFP1, la durée de vie dans le canal orange augmente légèrement due à la 

fuite spectrale de mTFP1. En présence de mTFP-YFP, la durée de vie de LSSmOrange-mKate2 

augŵeŶte foƌteŵeŶt jusƋu͛à ŵesuƌeƌ la duƌĠe de ǀie de YFP daŶs le ĐaŶal oƌaŶge et eŶ pƌĠseŶĐe de 
sREACh, la durée de vie dans le canal orange diminue due à la fuite spectrale de sREACh (qui a une 

durée de vie de 0.32ns). Chaque courbe est ajustée par une régression linéaire. 

Les couples mTFP1/sREACh et LSSmOrange/mKate2 peuvent être utilisés pour notre 

approche. 

1.2.2.2. Suivi des activités ERK et PKA par notre approche 

1.2.2.2.1. Caractérisation des biosenseurs ERK et PKA 

Comme expliqué précédemment, les biosenseurs AKAR4 et EKAR2G ont été modifiés 

avec les couples LSSmOrange/mKate2 et mTFP1/sREACh respectivement pour un suivi des 

voies PKA et ERK en simultané. Ces nouvelles versions sont renommées AKARdual (biosenseur 

PKA) et EKARsREACh ;ďioseŶseuƌ E‘KͿ. Il est possiďle de ŵoduleƌ l͛aĐtiǀitĠ de Đes ďioseŶseuƌs à 

l͛aide de suďstaŶĐes ĐhiŵiƋues. EŶ effet, la ǀoie de sigŶalisatioŶ PKA est stiŵulĠe paƌ ajout 

FoƌskoliŶe et IBMX. L͛IBMX ;3-isobutyl-1-methylxanthine) est une substance permettant 

d͛optiŵiseƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA eŶ iŶhiďaŶt les phosphodiestĠƌases. La forskoline et 

l͛IBMX seƌoŶt utilisĠes à des ĐoŶĐeŶtƌatioŶs de ϭϮ,ϱµM et ϳϱµM ƌespeĐtiǀeŵeŶt. La voie 

PKA est iŶhiďĠe paƌ l͛Hϴϵ à une concentration de 20µM. Cette dƌogue Ŷ͛est 

ŵalheuƌeuseŵeŶt pas uŶ iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue de la ǀoie PKA, il peut doŶĐ agiƌ suƌ d͛autƌes 
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kiŶases. La ǀoie E‘K, ƋuaŶt à elle, est stiŵulĠe paƌ l͛EGF ;Epideƌŵal Gƌoǁth FaĐtoƌͿ à une 

concentration de 100ng/ml et iŶhiďĠe paƌ l͛UϬϭϮϲ à une concentration de 20µM. Cette 

drogue est un inhibiteur des kinases MEK1/2 qui se trouvent juste avant les kinases ERK1/2 

daŶs la ĐasĐade de sigŶalisatioŶ. Quel Ƌue soit l͛eǆpĠƌieŶĐe pƌoposĠe, la pƌĠpaƌatioŶ et 

l͛aĐƋuisitioŶ des ĠĐhaŶtilloŶs soŶt les ŵġŵes, Đ͛est à diƌe que les biosenseurs sont intégrés 

dans les cellules par transfection. Quatre heures après cette transfection, les cellules sont 

seǀƌĠes daŶs uŶ ŵilieu ĐoŶteŶaŶt Ϭ.ϭ% de sĠƌuŵ. Ce seǀƌage peƌŵet d͛iŶaĐtiǀeƌ les ǀoies de 

signalisation endogène. Une fois sous le microscope, les cellules sont imagées toutes les 

deux minutes pendant une heure. Cette heure est partagée en trois parties : la baseline : 

pendant dix ŵiŶutes auĐuŶ tƌaiteŵeŶt Ŷ͛est ŵis suƌ les Đellules, Đette phase Ŷous peƌŵet de 

visualiseƌ Ŷotƌe Ŷiǀeau ďasal d͛aĐtiǀatioŶ des ďioseŶseuƌs ; l͛activation : cette phase dure 

trente ŵiŶutes, Đe Ƌui Ŷous peƌŵet de ǀisualiseƌ la ƌĠpoŶse du ďioseŶseuƌ apƌğs l͛ajout des 

activateurs des voies kinases ; et eŶfiŶ, l͛inhibition : cette phase dure vingt minutes ce qui 

peƌŵet de ǀisualiseƌ la ƌĠpoŶse du ďioseŶseuƌ apƌğs l͛additioŶ des iŶhiďiteuƌs des ǀoies de 

signalisation. 

Dans un premier temps, les deux nouveaux biosenseurs ont été caractérisés pour 

vérifier si le changement des protéines fluorescentes ne perturbait pas le changement de 

ĐoŶfoƌŵatioŶ des ďioseŶseuƌs iŶduit paƌ l͛additioŶ des aĐtiǀateuƌs et iŶhiďiteuƌs. Pouƌ Đela, 

les biosenseurs ont été exprimés seuls dans des cellules HeLa (Fig 2.13).  

Le biosenseur AKARdual est exprimé dans les cellules HeLa (Fig 2.13A). Après addition 

de forskoline+IBMX, la durée de vie ŵesuƌĠe diŵiŶue d͛eŶǀiƌoŶ ϲϬps et reste stable tout au 

loŶg de la phase d͛aĐtiǀatioŶ ĐoƌƌespoŶdaŶt à uŶe aĐtiǀatioŶ continue de la voie PKA. Un 

traitement des cellules par H89 provoque une augmentation de la durée de vie mesurée 

d͛environ 80ps concordant à une inhibition de voie PKA (Fig 2.13A, courbe orange). Le 

biosenseur EKARsREACh a été lui aussi exprimé dans les cellules HeLa (Fig 2.13B). Après 

tƌaiteŵeŶt à l͛EGF, la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe diŵiŶue d͛eŶǀiƌoŶ ϲϬps sigŶifiaŶt uŶe aĐtiǀatioŶ 

de la ǀoie E‘K. OŶ ƌeŵaƌƋue Ƌue Đette aĐtiǀatioŶ est tƌaŶsitoiƌe. Le tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲ 

pƌoǀoƋue uŶe augŵeŶtatioŶ de duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe d͛eŶǀiƌoŶ ϴϬps Đe Ƌui est eŶ 

accordance avec une inhibition de la voie ERK (Fig 2.13B, courbe bleue). Dans les deux cas, 

des expériences contrôles en présence de DMSO ont été effectuées (Fig 2.13A et B, courbes 

grises). Ces expériences démontrent que les réponses mesurées des biosenseurs sont 
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spécifiques des voies de signalisation étudiées. En effet, dans les deux cas, lorsque le DMSO 

est ajoutĠ il Ŷ͛Ǉ a pas de diŵiŶutioŶ ou augŵeŶtatioŶ sigŶifiĐatiǀe des duƌĠes de ǀie 

ŵesuƌĠes. UŶe fois Đes ĐoŶtƌôles effeĐtuĠs, il est doŶĐ possiďle, d͛eǆpƌiŵeƌ Ŷos deuǆ 

biosenseurs pouƌ uŶ suiǀi d͛aĐtiǀitĠ eŶ siŵultaŶĠ.  

 

Fig 2.13 : Caractérisation des biosenseurs AKARdual et EKARsREACh. (A) Caractérisation du biosenseur 

AKARdual avec  traitement au DMSO (n=10 cellules, courbe grise), traitement à la forskoline+IBMX où 

la durée de vie ŵesuƌĠe diŵiŶue ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ du ďioseŶseuƌ puis à l͛Hϴϵ où la durée 

de ǀie augŵeŶte ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛iŶaĐtiǀatioŶ du ďioseŶseuƌ (n=7 cellules, courbe orange). (B) 

Caractérisation du biosenseur EKARsREACh avec traitement au DMSO (n=7 cellules, courbe grise) ; le 

tƌaiteŵeŶt à l͛EGF provoque une diminution de la durée de vie du biosenseur EKARsREACh Đ͛est-à-dire 

son activation puis à l͛UϬϭϮϲ Đe Ƌui Đause l͛augŵeŶtatioŶ  de duƌĠe de ǀie de EKARsREACh 

correspondant à son inhibition (n=11 cellules, courbe bleue). Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶteŶt les 
erreurs standards de la moyenne (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, 

[u0126]=20µM et [H89]=20µM. 

 

1.2.2.2.2. Suivi des activités ERK et PKA en simultané 

L͛idĠe gĠŶĠƌale est de ǀoiƌ s͛il est possiďle de mesurer les mêmes réponses lorsque 

les ďioseŶseuƌs soŶt eǆpƌiŵĠs seuls et loƌsƋu͛ils soŶt Đo-exprimés. Pour répondre à cette 

question les deux biosenseurs ont été co-exprimés (Fig 2.14). 

Durant la phase de baseline, les durées de vie des deux biosenseurs restent stables, 

lors du traitement aux activateurs (Forskoline+IBMX et EGF), une diminution de durée de vie 

de 57ps pour AKARdual et de 40ps pour EKARsREACh (au temps t=14min) est mesurée. Cette 

diminution correspond à la phosphorylation des substrats par PKA pour AKARdual et par ERK 
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pour EKARsREACh. OŶ Ŷote Ƌue l͛oŶ ƌetƌouǀe uŶe aĐtiǀatioŶ staďle pouƌ la ǀoie PKA et uŶe 

activation transitoire pour la voie ERK, réponses caractéristiques de ces biosenseurs. Lors de 

l͛ajout des iŶhiďiteuƌs UϬϭϮϲ et Hϴϲ, on note une augmentation des durées de vie (avec un 

Δτ de -29ps au lieu de -57ps pour AKARdual et uŶ Δτ de ϭϰps au lieu de -40ps pour EKARsREACh 

au temps t=44min). Cette augmentation de durée de vie  correspond à l͛iŶhiďitioŶ des ǀoies 

de signalisation. Cette inhibition est due à un équilibre de la balance kinase/phosphatase. 

 

Fig 2.14 : Suivi spatio-temporel des activités kinases ERK et PKA en simultané sur le fastFLIM. Le 

graphique représente les mesures de durée de vie d͛AKARdual (orange) et EKARsREACh (bleu) pendant 

les phases de baseline, activation et inhibition (n=14 cellules). L͛additioŶ de foƌskoliŶe et EGF 
provoque une diminution de durée de vie des deux biosenseurs correspondant à leur activation. Par 

addition des inhibiteurs U0126 et H89 provoque une augmentation de la durée de vie mesurée des 

deux biosenseurs correspondant à leur inhibition. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶteŶt les eƌƌeuƌs 
standards de la moyenne (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, [u0126]=20µM et 

[H89]=20µM. 

 L͛appliĐation de cette méthodologie a été faite sur deux autres systèmes de 

microscopie permettant la mesure de durée de vie par déclin de fluorescence (TCSPC) et par 

phase et modulation (LiFa). Lorsque la même expérience est faite sur ces deux autres 

systèmes de mesure de durée de vie, les résultats obtenus montrent la même tendance que 

les acquisitions faites avec le fastFLIM (Fig 2.15). En effet, lorsque les activateurs (EGF et 

forskoline) sont ajoutés, une diminution des durées de vie des deux biosenseurs est 

mesurée ;aǀeĐ uŶ Δτ de -91ps pour AKARdual et uŶ Δτ de -77ps pour EKARsREACh au temps 

t=20min, valeurs obtenues avec le TCSPC ; aǀeĐ uŶ Δτ de -125ps pour AKARdual et uŶ Δτ de    

-100ps pour EKARsREACh au temps t=25min, valeurs obtenues avec le LiFa) correspondant à 

uŶe aĐtiǀatioŶ des deuǆ ǀoies de sigŶalisatioŶ. Le tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲ et à l͛Hϴϵ pƌoǀoƋue 
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l͛iŶaĐtiǀatioŶ des deuǆ ǀoies se ŵesuƌaŶt paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ des duƌĠes de ǀie ŵesuƌĠes 

;aǀeĐ uŶ Δτ de -47ps au lieu de -91ps pour AKARdual et uŶ Δτ de Ϯps au lieu de -77ps pour 

EKARsREACh au temps t=50min, valeurs obtenues avec le TCSPC ; aǀeĐ uŶ Δτ de -95ps au lieu 

de -125ps pour AKARdual et uŶ Δτ de -50ps au lieu de -100ps pour EKARsREACh au temps 

t=40min, valeurs obtenues avec le LiFa). La mesure de durée de vie du biosenseur EKARsREACh 

oďteŶue apƌğs l͛aĐtiǀatioŶ aǀeĐ le sǇstğŵe LiFa pƌĠseŶte uŶ dĠlai. Nous ƌelioŶs Đe dĠlai à la 

différence de température lors des acquisitions. En effet, toutes les acquisitions (TCSPC et 

fastFLIM) ont été effectuées avec une température de 37°C sauf pour le LiFa où les 

acquisitions ont été faites à température ambiante.  

 

Fig 2.15 : Suivi spatio-temporel des activités kinases ERK et PKA en simultané en TCSPC (A n=9 

cellules) et en LiFa (B, n=4 cellules). Les deux biosenseurs sont co-exprimés dans les cellules HeLa. 

Pouƌ les deuǆ sǇstğŵes de ŵesuƌe TC“PC et LiFa, apƌğs l͛ajout des aĐtiǀateuƌs ;foƌskoliŶe et EGFͿ les 
durées de vie mesurées diminuent correspondant au changement de conformation des biosenseurs 

qui ont été phosphorylés par PKA pour AKARdual et ERK pour EKARsREACh. Apƌğs l͛additioŶ des 
inhibiteurs (H89 et U0126), les durées de vie mesurées augmentent pour les deux biosenseurs 

correspondant à leur inhibition. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶteŶt les eƌƌeuƌs staŶdaƌds de la 

moyenne (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, [u0126]=20µM et [H89]=20µM. 

 

Ces ƌĠsultats ŵoŶtƌeŶt la possiďilitĠ de tƌaŶsposeƌ Ŷotƌe ŵĠthodologie suƌ d͛autƌes 

sǇstğŵes d͛aĐƋuisitioŶs. 

Après avoir réalisées ces expériences de co-activation et co-inhibition, des 

expériences, Ŷous peƌŵettaŶt de ĐoŶtƌôleƌ si la fuite speĐtƌale Ŷ͛a pas d͛effet suƌ le suiǀi 

spatio-temporel des deux activités kinases, ont été effectuées.  Pour cela, les deux 

biosenseurs ont été co-exprimés et seule une des deux voies de signalisation a été modulée 

(Fig 2.16Ϳ. Coŵŵe atteŶdu, l͛ajout de foƌskoliŶe+IBMX pƌoǀoƋue uŶe aĐtiǀatioŶ de la ǀoie 
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PKA correspondant à une diminution de la durée de vie mesurée pour AKARdual ;aǀeĐ uŶ Δτ 

de -38ps pour AKARdual au temps t=20min) tandis Ƌue la ǀoie E‘K Ŷ͛est pas iŵpaĐtĠe. Apƌğs 

ajout de Hϴϵ, l͛iŶhiďitioŶ de PKA est ŵesuƌĠe paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de duƌĠe de ǀie de 

AKARdual qui revient à un niveau basal ;aǀeĐ uŶ Δτ de -14ps au lieu de -38ps pour AKARdual au 

temps t=50min). Ce traitement provoque une inhibition de la voie ERK mesurée par une 

augŵeŶtatioŶ de duƌĠe de ǀie d͛EKARsREACh ;aǀeĐ uŶ Δτ de ϰϰps pouƌ EKARsREACh au temps 

t=50min). Ce ƌĠsultat Ŷ͛est pas uŶe suƌpƌise Đaƌ Hϴϵ Ŷ͛est pas uŶ iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue de 

PKA et peƌŵet d͛iŶhiďeƌ d͛autres kinases incluant mes kinases MEK-1 (Murray 2008)         

(Fig 2.16A). 

 

Fig 2.16 : Activation et inhibition du biosenseur AKARdual ou EKARsREACh quand les deux sont co-

exprimés dans les cellules HeLa. Les acquisitions des durées de vie sont faites sur le fastFLIM. Les 

gƌaphiƋues ƌepƌĠseŶteŶt la duƌĠe de ǀie d͛AKA‘dual (orange) et EKARsREACh (bleu) au cours de 

l͛aĐtiǀatioŶ et l͛iŶhiďitioŶ d͛AKA‘dual (A) ou EKARsREACh (BͿ. L͛addition de la forskoline (A) provoque 

uŶe diŵiŶutioŶ de duƌĠe de ǀie d͛AKA‘dual correspondant au changement de conformation du 

biosenseur AKARdual suite à sa phosphoƌǇlatioŶ paƌ PKA. La duƌĠe de ǀie d͛EKARsREACh reste stable 

donc EKARsREACh Ŷ͛est pas aĐtiǀĠe. L͛additioŶ de Hϴϵ pƌoǀoƋue uŶe augŵeŶtatioŶ des duƌĠes de ǀie 
mesurées pour les deux biosenseurs, correspondant à leur inhibition (n=7 cellules).  La stimulation à 

l͛EGF (B) occasionne une diminution de la durée de vie mesurée pour les deux biosenseurs. L͛ajout 
de l͛UϬϭϮϲ ŵaƌƋue uŶe augŵeŶtatioŶ de duƌĠe de ǀie d͛EKARsREACh correspondant à son inhibition. 

La duƌĠe de ǀie d͛AKA‘dual seŵďle lĠgğƌeŵeŶt  augŵeŶtĠe sous l͛UϬϭϮϲ (n=16 cellules). Les barres 

d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶteŶt les eƌƌeuƌs staŶdaƌds de la ŵoǇeŶŶe (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, 

[IBMX]=75µM, [u0126]=20µM et [H89]=20µM. 

Quand les activités PKA et ERK sont suivies sous les traitements EGF et U0126         

(Fig 2.16B), EKARsREACh présente un comportement caractéristique. En effet, une diminution 

suiǀie d͛uŶe augŵeŶtatioŶ de duƌĠe de ǀie du ďioseŶseuƌ EKARsREACh est mesurée lors de la 

stiŵulatioŶ à l͛EGF et de l͛iŶhiďitioŶ à l͛UϬϭϮϲ ƌespeĐtiǀeŵeŶt ;aǀeĐ uŶ Δτ de -45ps au 

temps t=14min et de 40ps au temps t=50min). Curieusement, une augmentation de 
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l͛aĐtiǀitĠ PKA est ŵesuƌĠe aǀeĐ la stiŵulatioŶ à l͛EGF ĐoƌƌespoŶdaŶt à uŶe diŵiŶutioŶ de la 

durée de vie mesurée pour AKARdual ;aǀeĐ uŶ Δτ de -26ps au temps t=14min). Cette 

aĐtiǀatioŶ est tƌğs peu affeĐtĠe paƌ le tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲ. BeauĐoup d͛Ġtudes se soŶt 

intéressées sur la relation entre les voies de signalisation PKA et ERK. Ces études 

s͛iŶtĠƌesseŶt suƌ ĐoŵŵeŶt la ǀoie de sigŶalisatioŶ PKA ŵodule l͛activité de ERK1/2 (Gerits et 

al. 2008) où les Ŷiǀeauǆ d͛eǆpƌessioŶ des isofoƌŵes ‘af soŶt iŵpliƋuĠs daŶs les diǀeƌses 

réponses exercées par PKA sur la voie de signalisation des MAPKs. Récemment une position 

spécifique (Y330) sur la sous-unité catalytique de PKA a été identifiée et il a été démontré 

que cette position était directement régulée par les récepteurs à activité tyrosine kinase 

(Caldwell et al. 2011). Cette relation a été confirmée précédemment en montrant que la 

stiŵulatioŶ à l͛EGF pƌoǀoƋuait uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de PKA daŶs les Đellules de 

mammifères (Fishman et al. 1997). Pouƌ ǀĠƌifieƌ Ƌue l͛augŵeŶtatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ de PKA 

oďseƌǀĠe eŶ pƌĠseŶĐe d͛EGF est ďieŶ uŶe ƌĠpoŶse spĠĐifiƋue et non de la fuite spectrale due 

à la présence du biosenseur EKARsREACh, le biosenseur AKARdual  a été exprimé dans les 

cellules HeLa (Fig 2.17).  

 

Fig 2.17 : Activation et inhibition par traitement EGF et U0126 du biosenseur AKARdual. Le graphique 

A représente la durée de vie moyenne du biosenseur AKARdual (n=19 cellules) durant la baseline, 

l͛aĐtiǀatioŶ ;tƌaiteŵeŶt à l͛EGFͿ et l͛iŶhiďitioŶ ;tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲͿ. Apƌğs stiŵulatioŶ à l͛EGF, la 
durée de vie du biosenseur AKARdual diminue ce qui correspond à soŶ aĐtiǀatioŶ. L͛ajout de l͛UϬϭϮϲ 

Ŷ͛a pas d͛iŵpaĐt suƌ l͛aĐtiǀatioŶ du ďioseŶseuƌ AKA‘dual. Le graphique B représente les durées de vie 

individuelles mesurées du biosenseur AKARdual. Deux populations semblent se distinguer. Les barres 

d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶtent les erreurs standards de la moyenne (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, 

[IBMX]=75µM, [u0126]=20µM et [H89]=20µM. 

La durée de vie moyenne mesurée du biosenseur AKARdual diminue ;aǀeĐ uŶ Δτ de     

-41ps pour AKARdual au temps t=20min) ĐoŶfiƌŵaŶt l͛augŵeŶtatioŶ d͛aĐtiǀitĠ de PKA eŶ 
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pƌĠseŶĐe d͛EGF. L͛iŶhiďitioŶ paƌ l͛UϬϭϮϲ Ŷ͛a pas iŵpaĐt suƌ l͛aĐtiǀitĠ de PKA ;aǀeĐ uŶ Δτ de   

-57ps pour AKARdual au temps t=50min) (Fig 2.17A). Ce résultat a été par la suite confirmé 

par mesure de FRET par la méthode ratiométrique du biosenseur original AKAR4. Les 

courbes de durée de vie individuelles du biosenseur AKARdual supposent la présence de deux 

populations cellulaires répondant différemment à l͛EGF ;Fig 2.17B). Pour confirmer cette 

hypothèse, une analyse en composante principale (ACP) a été effectuée sur la partie 

activation (Fig 2.18A).  

L͛aŶalǇse eŶ ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale peƌŵet d͛eǆploƌeƌ les liaisoŶs eŶtƌe les ǀaƌiaďles 

et les ressemblances entre les individus. Chaque individu (ici une réponse du biosenseur 

AKARdual apƌğs l͛EGFͿ ǀa ġtƌe ƌepƌĠseŶtĠ paƌ uŶ poiŶt daŶs uŶ espaĐe ϮD. L͛espaĐe ϮD est 

représenté sous une forme de deux axes orthogonaux. Ces axes sont associés à une variable 

qui sera appelĠe ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale. ChaƋue iŶdiǀidu seƌa plaĐĠ daŶs l͛espaĐe suiǀaŶt 

son lien avec les composantes principales.  

EŶ faisaŶt Đette ACP, la ǀisualisatioŶ des deuǆ populatioŶs Ŷ͛est pas optiŵale, il est 

donc utile de faire une analyse de regroupement sur les données. Cette analyse statistique 

peƌŵet de ƌegƌoupeƌ les iŶdiǀidus Ƌui soŶt tƌğs pƌoĐhes daŶs l͛espaĐe Đ͛est-à-dire que ces 

individus ont un comportement très proche. Dans notre cas, les cellules où les biosenseurs 

AKARdual répondent de manière semblable seront regroupées (Fig 2.18B). 

En décidant de séparer nos cellules en deux populations cellulaires, on retrouve un 

groupe de 9 cellules (Fig 2.18B, cadre vert) et un groupe de 10 cellules (Fig 2.18B, cadre 

rouge). En moyennant les durées de vie mesurées du biosenseur AKARdual pour chaque 

groupe (Fig 2.18CͿ, oŶ peut ĐoŶĐluƌe Ƌu͛il Ǉ a deuǆ populatioŶs Đellulaiƌes : une population 

où la ǀoie PKA Ŷ͛est pas aĐtiǀĠe ;Đouƌďe ƌougeͿ et uŶe autƌe populatioŶ où la ǀoie PKA est 

activée (courbe verte) par l͛EGF ;aǀeĐ uŶ Δτ de -62ps pour AKARdual au temps t=20min) et 

Ŷ͛est pas affeĐtĠe paƌ le tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲ ;aǀeĐ uŶ Δτ de -73ps pour AKARdual au temps 

t=50min). La nature hétérogène des lignées cellulaires cultivées en particulier les cellules 

HeLa, pourrait ġtƌe uŶ dĠďut d͛eǆpliĐatioŶ des deuǆ populatioŶs Đellulaiƌes ƌetƌouǀĠes.  
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Fig 2.18 : Analyse eŶ dĠtail de l͛aĐtiǀatioŶ de PKA paƌ tƌaiteŵeŶt à l͛EGF. ‘epƌĠseŶtatioŶ de l͛aŶalǇse 
eŶ ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale ;ACPͿ de l͛aĐtiǀatioŶ des ďioseŶseuƌs AKA‘dual par l͛EGF ;AͿ. 

Représentation de chaque individu suivant deux variables. ‘Ġsultat de l͛aŶalǇse de ƌegƌoupeŵeŶt ;BͿ 
suƌ l͛ACP. Deuǆ populatioŶs Đellulaiƌes soŶt ƌetƌouǀĠes : uŶe de ϵ Đellules et l͛autƌe de ϭϬ Đellules. La 

moyenne des durées de vie pour chaque population cellulaire est mesurée et représentée sur le 

gƌaphiƋue C. OŶ Ŷote uŶe populatioŶ Đellulaiƌe où PKA Ŷe ƌĠpoŶd pas au tƌaiteŵeŶt à l͛EGF Ŷi à 
l͛UϬϭϮϲ ;Đouƌďe ƌougeͿ et uŶe populatioŶ où PKA est aĐtiǀĠe paƌ l͛EGF et Ƌui Ŷ͛est pas ďeauĐoup 

affectée paƌ l͛UϬϭϮϲ ;Đouƌďe ǀeƌteͿ. [EGF]=100ng/ml, [u0126]=20µM. 
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Prenant en compte que deux populations cellulaires sont retrouvées lorsque le 

biosenseur AKARdual est eǆpƌiŵĠ seul et stiŵulĠ aǀeĐ l͛EGF, les deuǆ ŵġŵes aŶalǇses 

statistiques ont été réalisées sur les cellules co-exprimant les biosenseurs AKARdual et 

EKARsREACh. Le but de ces analyses est de confirmer si oui ou non les deux populations 

cellulaires sont retrouvées mais aussi de visualiser la réponse du biosenseur EKARsREACh dans 

le cas où PKA est actiǀĠe ou ŶoŶ paƌ l͛EGF. DaŶs le Đas où les deuǆ ďioseŶseurs sont co-

exprimés (Fig 2.19Ϳ, l͛aŶalǇse eŶ ĐoŵposaŶte pƌiŶĐipale est effeĐtuĠe suƌ les doŶŶĠes du 

biosenseur AKARdual ƌĠĐupĠƌĠes loƌs de l͛aĐtiǀatioŶ paƌ l͛EGF. À paƌtiƌ Đette ACP, l͛aŶalǇse de 

regroupement est faite (Fig 2.19B), deux populations sont trouvées : une population de 7 

individus (cadre rouge) et une population de 10 individus (cadre vert). Les durées de vie 

mesurées pour les biosenseurs AKARdual et EKARsREACh sont moyennées pour chaque groupe 

d͛iŶdiǀidus ;Fig Ϯ.ϭϵC). Pour le biosenseur AKARdual, deux populations cellulaires sont bien 

retrouvées : uŶe populatioŶ où la ǀoie PKA Ŷ͛est pas aĐtiǀĠe paƌ l͛EGF, la duƌĠe de vie ne 

diminue pas (Fig 2.19C, à gauche courbe rouge)  et une population où PKA est activée par 

l͛EGF, uŶe diŵiŶutioŶ de la duƌĠe de ǀie est ŵesuƌĠe ;aǀeĐ uŶ Δτ de -37ps pour AKARdual au 

temps t=20min) (Fig 2.19C, à gauche courbe verte). En concordance, lorsque la voie PKA 

Ŷ͛est pas aĐtiǀĠe, la ǀoie E‘K a uŶe ƌĠpoŶse plus faiďle à l͛EGF, uŶ Δτ de -20ps pour 

EKARsREACh au temps t=20min est mesuré (Fig 2.19C, à droite courbe rouge). Tandis que  

loƌsƋue la ǀoie PKA est aĐtiǀĠe, la ǀoie E‘K a uŶe ƌĠpoŶse plus iŵpoƌtaŶte à l͛EGF, uŶ Δτ de -

47ps pour EKARsREACh au temps t=20min est mesuré (Fig 2.19C, à droite courbe verte). 
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Fig 2.19 : Analyse en détail de l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies E‘K et PKA paƌ stiŵulatioŶ à l͛EGF et iŶhiďitioŶ à 
l͛UϬϭϮϲ. ;AͿ ‘epƌĠseŶtatioŶ des duƌĠes de ǀie ŵoǇeŶŶes ŵesuƌĠes ;Ŷ=ϭϳ ĐellulesͿ des ďioseŶseuƌs 
AKARdual et EKARsREACh peŶdaŶt la ďaseliŶe, la stiŵulatioŶ paƌ l͛EGF et l͛iŶhiďitioŶ paƌ l͛UϬϭϮϲ. Apƌğs 

ajout de l͛EGF, uŶe diŵiŶutioŶ des duƌĠes de ǀie d͛AKA‘dual et EKARsREACh est mesurée signifiant 

l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies PKA et E‘K. Apƌğs ajout d͛UϬϭϮϲ, uŶe iŶaĐtivation des deux voies est détectée.  

En effet, une augmentation des durées de vie est mesurée pour les deux biosenseurs (Inactivation 

plus faiďle de la ǀoie PKAͿ. ;BͿ ‘Ġsultat de l͛aŶalǇse de ƌegƌoupeŵeŶt apƌğs l͛aŶalǇse eŶ ĐoŵposaŶte 
principale sur les doŶŶĠes d͛aĐtiǀatioŶ du ďioseŶseuƌ AKA‘dual. Deux groupes ressortent. (C) 

Graphiques représentant la durée de vie moyenne de chaque groupe de cellule pour le biosenseur 

AKARdual (graphique de gauche) et EKARsREACh (graphique de droite).  Lorsque le biosenseur AKARdual 

Ŷe ƌĠpoŶd pas à l͛EGF ;Đouƌďe ƌouge, n=7 cellules) le biosenseur EKARsREACh a une réponse plus faible 

Ƌue loƌsƋue la ǀoie PKA est aĐtiǀĠe paƌ l͛EGF ;Đouƌďe ǀeƌte, n=10 cellules). [EGF]=100ng/ml, 

[u0126]=20µM. 

 

À l͛aide des ďioseŶseuƌs EKARsREACh et AKARdual marqués respectivement avec 

TFP1/sREACh et LSSmOrange/mKate2, il est possible de suivre les activités ERK et PKA en 

siŵultaŶĠ. L͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt est Ƌue la fuite speĐtƌale Ŷ͛est pas totaleŵeŶt eŶleǀĠe. EŶ effet, 

nous avons vu que lorsque la concentration de mTFP1-sREACh augmentait, la durée de vie 
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mesurée dans le canal orange diminuait. Pour diminuer encore davantage ce problème une 

pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte a ĠtĠ ƌĠĐeŵŵeŶt dĠǀeloppĠe. Cette pƌotĠiŶe s͛appelle “hadoǁG 

(Murakoshi et al. 2015). Cette pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte est speĐtƌaleŵeŶt siŵilaiƌe à l͛EGFP ;piĐ 

de soŶ speĐtƌe d͛aďsoƌptioŶ à ϰϴϲnm et piĐ d͛ĠŵissioŶ à ϱϭϬnm) mais elle émet une faible 

fluorescence (Fig 2.20). ShadowG est un mutant de la protéine sREACh, en effet quatre 

mutations ont été appliquées sur cette dernière : V148H, Y203T, A206K, R223F. La durée de 

vie de fluorescence de ShadowG est de 0,16ns, plus courte que sREACh (0,32ns). Cette 

pƌotĠiŶe fluoƌesĐeŶte a uŶ ĐoeffiĐieŶt d͛eǆtiŶĐtioŶ ŵolaiƌe, uŶ ƌeŶdeŵeŶt Ƌuantique et une 

brillance respectivement de 89000, 0.005 et 1.1. Parce que ShadowG est moins fluorescente 

Ƌue s‘EACh, il est iŶtĠƌessaŶt de testeƌ l͛effet de Đette Ŷouǀelle pƌotĠiŶe suƌ la fuite 

spectrale.  

 

Fig 2.20 : “peĐtƌes d͛aďsoƌptioŶ et d͛ĠŵissioŶ de ShadowG 

ShadowG est un bon accepteur pour mTFP1, en effet, la durée de vie mesurée du 

tandem mTFP1-ShadowG avec le fastFLIM est de 2.14±0.05ns (n=21). Une fois ce point 

vérifié, la fuite spectrale provoquée par ShadowG a été caractérisée. Pour cela, le tandem 

LSSmOrange-mKate2 a été co-exprimé avec les tandems mTFP1-YFP, mTFP1-sREACh et 

mTFP1-ShadowG. Ces trois dernières constructions ont été exprimées avec un gradient de 

concentration de 0.25 à 1µg/µl (0.25, 0.5, 0.75 et 1µg/µl), tandis que le tandem 

LSSmOrange-mKate2 a été exprimé à une concentration de 0.5µg/µl. Les résultats sont 

pƌĠseŶtĠs sous  la foƌŵe d͛uŶ gƌaphiƋue de la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe du taŶdeŵ 
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LSSmOrange-ŵKateϮ ;ĐaŶal oƌaŶgeͿ eŶ foŶĐtioŶ du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe 

mesurée dans le canal bleu sur celle mesurée dans le canal orange (Fig 2.21). 

L͛augŵeŶtatioŶ tƌğs ƌapide de la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe daŶs le ĐaŶal oƌaŶge eŶ 

présence du tandem mTFP1-EYFP est retrouvée lorsque la concentration de celui-ci est 

augmentée (2.47ns à 2.82ns avec des ƌatios d͛iŶteŶsité compris entre 0.4 et 2.67, Fig 2.21 

croix). Une diminution de la durée de vie est mesurée dans le canal orange lorsque que la 

concentration du tandem mTFP1-sREACh augmente (2.27ns à 2.15ns avec des ratios 

d͛iŶteŶsitĠ Đoŵpƌis eŶtƌe Ϭ.81 et 3.67, Fig 2.21 triangles). En présence de mTFP1-ShadowG, 

ŵalgƌĠ l͛augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Đe taŶdeŵ, la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe daŶs le 

canal orange reste stable (environ 2.21ns suƌ des ƌatios d͛iŶteŶsitĠ s͛ĠtalaŶt de Ϭ.ϴϭ à ϯ.ϲϳ, 

Fig 2.21 carrés). Cette caractérisation montre que la protéine ShadowG réduit la fuite 

spectrale dans le canal orange.  

Après cette observation, la protéine sREACh a été échangée par la protéine ShadowG 

sur le biosenseur EKARsREACh. Ce nouveau biosenseur avec mTFP1/ShadowG est appelé 

EKARdual. Toutes les conditions mesurées avec sREACh ont été effectuées avec ShadowG. Les 

mêmes résultats ont été obtenus avec les biosenseurs EKARsREACh (mTFP1/sREACh) et 

EKARdual (mTFP1/ShadowG).  
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Fig 2.21 : Graphique représentant la durée de vie mesurée dans le canal orange en présence de 

mTFP1-YFP,  mTFP1-sREACh  et mTFP1-ShadowG en fonction du ƌatio d͛iŶteŶsitĠ du canal bleu sur le 

canal orange. En présence de mTFP-EYFP (croix), la durée de vie de LSSmOrange-mKate2 augmente 

fortemeŶt jusƋu͛à ŵesuƌeƌ la duƌĠe de ǀie de EYFP daŶs le ĐaŶal oƌaŶge. EŶ pƌĠseŶĐe de ŵTFPϭ-

sREACh (triangles), la durée de vie mesurée dans le canal orange diminue due à la fuite spectrale de 

sREACh (qui a une durée de vie de 0.32ns). En présence de mTFP1-ShadowG (carrés), la durée de vie 

mesurée de LSSmOrange-mKate2 reste stable (environ 2.21ns). Chaque courbe est ajustée par une 

régression linéaire. 

 

EŶ plus de l͛aĐtiǀatioŶ et l͛iŶhiďitioŶ des deuǆ ǀoies, du suiǀi d͛uŶe des deuǆ ǀoies 

lorsque les deux biosenseurs sont exprimés dans les cellules ; une activation et une 

inhibition séquentielles des voies ERK et PKA ont été mesurées (Fig 2.22). Pour cette 

expérience, les deux biosenseurs sont co-exprimés dans des cellules HeLa et les acquisitions 

sont faites aveĐ le sǇstğŵe fastFLIM. LoƌsƋue l͛EGF ;aĐtiǀateuƌ de la ǀoie E‘KͿ, uŶe 

diminution de durée de vie des deux biosenseurs est mesurée ;aǀeĐ uŶ Δτ de -43ps pour 

AKARdual et de -56ps pour EKARdual au temps t=16min), ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ des 

ǀoies E‘K et PKA. Apƌğs l͛ajout de la FoƌskoliŶe et d͛IBMX, la duƌĠe de ǀie du ďioseŶseuƌ 

EKARdual augmente ;aǀeĐ uŶ Δτ de -33ps au lieu de -56ps pour EKARdual au temps t=30min) 

ĐoŶfiƌŵaŶt l͛aĐtiǀatioŶ tƌaŶsitoiƌe de la ǀoie E‘K paƌ l͛EGF et la duƌĠe de ǀie du ďioseŶseuƌ 

AKARdual diminue encore ;aǀeĐ uŶ Δτ de -69ps pour AKARdual au temps t=30min), 
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ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ plus iŵpoƌtaŶte de la voie PKA. Finalement, après le traitement 

à l͛UϬϭϮϲ ;iŶhiďiteuƌ de la ǀoie E‘KͿ, la duƌĠe de ǀie du ďioseŶseuƌ EKARdual augmente 

jusƋu͛à uŶ Ŷiǀeau ďasal ;aǀeĐ uŶ Δτ de -4ps au lieu de -33ps pour EKARdual au temps 

t=44min), ĐoŶfiƌŵaŶt l͛iŶhiďitioŶ de la voie ERK, tandis que celle du biosenseur AKARdual 

reste stable ;aǀeĐ uŶ Δτ de -63ps pour AKARdual au temps t=44min) correspondant à une 

activation continue de la voie PKA. Lorsque le traitement H89 (inhibiteur de la voie PKA) est 

effectué, une augmentation de durée des deux biosenseurs est mesurée ;aǀeĐ uŶ Δτ de -

15ps pour AKARdual et de +36ps pour EKARdual au temps t=64min), correspondant à 

l͛iŶhiďitioŶ des ǀoie PKA et E‘K. La ƌĠpoŶse de la ǀoie E‘K Ŷ͛est pas uŶe suƌpƌise saĐhaŶt 

Ƌue Hϴϵ Ŷ͛est pas uŶ iŶhiďiteuƌ spĠĐifiƋue de PKA, il a pouƌ Điďle d͛autƌes kiŶases Đoŵŵe les 

MEKs. 

GƌâĐe à Đette eǆpĠƌieŶĐe, il est iŶtĠƌessaŶt d͛oďseƌǀeƌ les ƌĠpoŶses iŶdiǀiduelles des 

biosenseurs lorsque les voies ERK ou PKA sont stimulées ou non.  

La méthodologie et les résultats obtenus avec ShadowG sont regroupés et expliqués 

dans le manuscrit suivant qui sera envoyé pour publication. 
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Fig 2.22 : Suivi spatio-temporel des activités kinases ERK (courbe bleue) et PKA (courbe orange) 

après activation et inhibition séquentielles (n=19 cellules). Apƌğs ajout de l͛EGF, la duƌĠe de ǀie des 
deuǆ ďioseŶseuƌs diŵiŶue ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ des deuǆ ǀoies E‘K et PKA. Apƌğs ajout de la 

Forskoline (+IBMX), la durée de vie du biosenseur EKARdual augŵeŶte ĐoŶfiƌŵaŶt l͛aĐtiǀatioŶ 
transitoire de la voie ERK tandis que la voie PKA a une activation plus important, la durée de vie 

diŵiŶue eŶĐoƌe. Loƌs du tƌaiteŵeŶt à l͛UϬϭϮϲ, la duƌĠe de ǀie augŵeŶte jusƋu͛au Ŷiǀeau ďasal 
ĐoƌƌespoŶdaŶt à l͛iŶhiďitioŶ de la ǀoie E‘K aloƌs Ƌue la ǀoie PKA reste activée (la durée de vie reste 

staďleͿ. Apƌğs le tƌaiteŵeŶt à l͛Hϴϵ, la duƌĠe de ǀie des deuǆ ďioseŶseuƌs augŵeŶte ĐoƌƌespoŶdaŶt à 
l͛iŶhiďitioŶ des deuǆ ǀoies de sigŶalisatioŶ. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌ ƌepƌĠseŶteŶt les eƌƌeuƌs staŶdaƌds de 
la moyenne (SEM). [EGF]=100ng/ml, [Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, [u0126]=20µM et [H89]=20µM. 

 

ͷ.͹. Article 
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Abstract  

Monitoring of different signalling enzymes in a single assay using multiplex biosensing 

provides a multidimensional workspace to elucidate biological processes, signalling pathway 

crosstalk, and determine precise sequence of events at the single living cell level. In this 

study, we interrogate the complexity in cAMP/PKA-MAPK/ERK1&2 crosstalk by using multi-

parameter biosensing experiments to correlate biochemical activities simultaneously in time 

and space. Using a single excitation wavelength dual colour FLIM method we are able to 

detect fluorescence lifetime images of two donors to simultaneously measure PKA and 

ERK1&2 kinase activities in the same cellular localization by using FRET biosensors. To this 

end, we excite two FRET donors mTFP1 and LSSmOrange with a 440nm wavelength and 

we alleviate spectral bleed-trough associated limitations with the very dim-fluorescent 

acceptor ShadowG for mTFP1 and the red-shifted mKate2 for LSSmOrange. The 

simultaneous recording of PKA and ERK1&2 kinase activities reveals concomitant EGF-

mediated activations of both kinases in HeLa cells. In this situation the subsequent 

Forskolin-induced cAMP release reverses the transient increase of EGF-mediated ERK1&2 

kinase activity while reinforcing PKA activation. Here we propose a validated methodology 

for multiparametric kinase biosensing in living cells using FRET-FLIM.  
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Introduction 

External cues are integrated at the cellular level through a cascade of events that amplifies 

and transmits the incoming signal towards a specific outcome1. To regulate intensity, 

duration and specificity of the response, a cell relies on several interconnected signal 

transduction pathways2. This phenomenon, referred to as crosstalk, is defined by the 

orchestrated action of effector molecules to elicit a specific cellular response3. A typical 

example of signaling pathways crosstalk is that of cyclic adenosine monophosphate/protein 

kinase-A (cAMP/PKA) with the mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-

regulated kinase 1&2 (MAPK/ERK1&2)4.  

The serine/threonine kinase ERK, one member of the MAPK family, propagates a variety of 

cellular activities depending on its spatiotemporal activation state. The MAPK cascade is 

composed of three-layers of kinases acting as a signalling relay: a MAPK kinase (Raf), a 

MAPK kinase (MEK) and a MAPK (ERK)5. Another layer of regulation of the pathway 

involves scaffold proteins as well as positive and negative feedbacks to control the duration, 

the magnitude and subcellular compartmentalization of ERK activity6–8. PKA is a 

serine/threonine kinase that forms a tetramer in its inactive state containing two regulatory 

(R) and two catalytic (C) units. Upon binding of cAMP to the two regulatory subunits, the two 

catalytic subunits dissociate from the holoenzyme and then become active9. Once activated, 

both PKA and ERK1&2 translocate into the nucleus to phosphorylate numerous downstream 

substrates. Although first described more than 20 years ago and well documented since, it is 

still intensively studied, as there are still some conflicting results and unresolved issues10,11. 

In fact, combinatorial possibilities, expression patterns, activity profiles and spatiotemporal 

regulation of cell- and situation- specific effector molecules are complicating the analyses of 

dynamic signalling networks. 

The best-characterized connections are PKA-dependent ERK activity modulation mediated 

by different Raf isoforms in different cell types11. These differential effects are explained by 

the fact that Raf kinase family comprises different isoforms. These carry out non-redundant 

functions, are not ubiquitously found in all tissue, and can be expressed at different 

levels12,13. PKA scaffold proteins such as the A-kinase anchoring proteins (AKAP) together 

with that of ERK1&2 named, kinase suppressor of Ras (KSR), can enhance cAMP control of 

the ERK1/2 cascade14,15 regulating PKA and ERK1&2 activation as well as 

phosphodiesterases (PDE) by controlling intracellular cAMP levels14,16. Another connection 

is found at the level of PDEs, which terminate cAMP signalling by hydrolysing cAMP. PDEs 

that are directly targeted by ERK1&217 were recently found to bind to and to regulate Raf-1 

kinase18. 
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Such a level of complexity in cAMP/PKA-MAPK/ERK1&2 crosstalk calls for novel 

approaches. Genetically encoded Förster Resonance Energy Transfer (FRET) biosensors 

are powerful tools for monitoring spatiotemporal biochemical activities in living samples19. 

The main advantage of these tools is to monitor the amplitude, the duration and the 

localization of a biochemical activity during time-lapse fluorescence microscopy acquisition 

in living samples. Multi-parameter biosensing experiments have become essential to 

correlate biochemical activities during a dedicated cellular process. A very exciting challenge 

has thus been to follow several FRET biosensors in the same sample at the same time and 

location20–24. Although simultaneous recording of multiple cellular events was managed, the 

multiplex FRET biosensors approaches suffer from two limitations: (i) a spectral bleed-

through of the first acceptor in the second donor emission band dependent on biosensors 

concentration, and (ii) the multiple excitation wavelengths necessitate sequential acquisitions 

that are not optimal to follow simultaneously several biosensors. Here, we report on a 

method dealing with these different limitations for multiplexing genetically encoded FRET 

biosensors. We reasoned that single excitation wavelength combined with FRET-FLIM 

measurements could overcome such limitations. Taking advantage of the long stoke shift of 

Large Stoke Shift mOrange (LSSmOrange)25, we have used a 440 nm single excitation 

wavelength for both donors, monomeric teal fluorescent protein (mTFP1) and LSSmOrange, 

and a dual colour fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) to simultaneously 

measure signals from two genetically encoded FRET biosensors. We took advantage of dim-

fluorescent acceptors; a yellow fluorescent protein (YFP)-based resonance energy accepting 

chromoprotein (sREACh) and its blue shift spectrum mutant (ShadowG)26 for mTFP1, and 

the red-shifted mKate227 for LSSmOrange. Because ShadowG is darker than sREACh26 

(which is one hundred fold less fluorescent than YFP) the spectral bleed-trough between the 

two biosensors was reduced. We validated our approach by applying this methodology to 

simultaneously monitor, for the first time, two kinase activities at the same cellular location. 

MAPK/ERK1&2 and cAMP/PKA interplay in living HeLa cells was examined using 

EKAR2G28 and AKAR429 biosensors respectively modified with mTFP1/ShadowG and 

LSSmOrange/mKate2 fluorescent protein pairs. We could report on EGF-mediated ERK1&2 

and PKA activation in HeLa cells. The relevance of our methodology was clearly illustrated 

upon Forskolin-mediated increase in cAMP levels following EGF stimulation. In this context 

we could simultaneously record cAMP inhibitory effect on EGF-mediated ERK1&2 activity 

level together with its reinforcing of PKA activity. 
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Results  

LSSmOrange is an appropriate FRET donor for mKate2 and can be simultaneously 

used with mTFP1 in single excitation wavelength dual colour FLIM. 

To complement a conventional cyan FRET donor, we first searched for a second FRET 

donor that could also be excited at 440 nm but with a red-shifted emission spectrum to 

accommodate simultaneous acquisition of the two donors. We used Large Stoke Shift 

mOrange (LSSmOrange) that is excited at 440nm and emits in the orange at 572nm25. To 

validate our choice, we needed to determine whether LSSmOrange was suitable for FRET-

FLIM experiments. So fluorescence decay measurements in U2OS cells expressing 

LSSmOrange were performed by TCSPC. LSSmOrange fluorescence decay can be best 

fitted with a single exponential model, with a measured lifetime of 2.75±0.07ns (Figure 1A). 

While mKate2 was already successfully used as an acceptor for LSSmOrange for intensity-

based FRET studies25, we verified that it is also the case for FRET-FLIM. LSSmOrange and 

LSSmOrange-mKate2 tandem plasmids were transfected in U2OS cells and cells subjected 

to FRET-FLIM measurements using both, time correlated single photon counting (TCSPC) 

and time gated FLIM systems30. LSSmOrange-mKate2 tandem showed a faster decay 

compared to LSSmOrange alone (characteristic of the FRET process between both 

fluorophores (Figure 1A)). This difference in fluorescence decay indicates that mKate2 is an 

appropriate acceptor for LSSmOrange for FRET-FLIM studies. By using a bi-exponential 

model, we were able to quantify this decay with a FRET lifetime of 1.18±0.12ns and a 

fraction of donor exhibiting FRET (fD) of 0.54±0.02. These values are similar to other 

validated FRET pairs for FLIM as Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP)/mCherry 

(fD=0.51) and mTFP1/EYFP (fD = 0.73) with the same TCSPC method31.  

Next, using the dual colour fastFLIM system combining the fastFLIM prototype 30 and a dual 

view system (see Methods for details), we confirmed that LSSmOrange fluorescence 

emission was only recorded in the orange channel and not in the blue channel (Figure 1B). 

In cells expressing the donor alone, we measured a mean fluorescence lifetime for 

LSSmOrange of 2.76±0.03ns (Figure 1B). But when expressed in tandem with mKate2 we 

measured a decreased mean lifetime of 2.32±0.08ns (Figure 1B), corresponding to a mean 

FRET efficiency of 0.16 (calculated using: pseudoE = 1 - <> / <D where <D relates to 

the lifetime of the donor alone31). Again here, quantitative comparison of 

LSSmOrange/mKate2 pair with the two other FRET pairs characterized for FRET-FLIM 

indicated an intermediate FRET efficiency higher than EGFP/mCherry pair (mean FRET 

efficiency of 0.09), but still lower than mTFP1/EYFP pair (mean FRET efficiency of 0.23)31. 

Actually, mTFP132 used in the aforementioned study is an appropriate cyan donor for FRET 

by FLIM31.  
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Combining single excitation wavelength at 440nm with the cyan and orange channels of the 

dual colour FLIM set up, we measured mTFP1 and LSSmOrange fluorescence lifetimes 

expressed either alone or together in the same U2OS cells (Supplementary Figure S1). 

When expressed alone most of mTFP1 fluorescence emission was recovered in cyan 

channel. But, due to the large emission spectrum of mTFP1 (from 475nm to 525nm at half 

maximum), spectral bleed-through was detectable in the orange channel. It is noteworthy 

that mTFP1 fluorescence intensity levels were insufficient to determine a fluorescence 

lifetime in this channel. An average fluorescence lifetime of 2.62±0.03ns for mTFP1 was 

measured in the cyan channel, When LSSmOrange was expressed alone, as expected no 

signal was detectable in cyan channel and LSSmOrange average fluorescence lifetime 

measured in the orange channel was 2.76±0.03ns. Now, when both fluorescent proteins 

were co-expressed in U2OS cells, average fluorescence lifetimes were 2.62±0.03ns for 

mTFP1 and 2.76±0.04ns for LSSmOrange, in the cyan and the orange channel respectively. 

In spite of the mTFP1 spectral bleed-through in the orange channel, it did not pollute 

LSSmOrange lifetime determination. Our results indicate that these fluorescent proteins can 

be simultaneously used as donors in single wavelength excitation dual colour FLIM 

experiments. 

 

ShadowG is an efficient dim-fluorescent FRET acceptor for mTFP1 to reduce acceptor 

spectral bleed-through in LSSmOrange channel when using dual colour FLIM. 

Next, we co-expressed mTFP1-EYFP and LSSmOrange-mKate2 tandems in U2OS cell to 

determine whether both FRET acceptors, EYFP and mKate2, would be suitable with the 

single excitation wavelength dual colour FLIM approach (Supplementary Figure S2).  

Because of the concentration independence of lifetime measurement for a molecular specie, 

mTFP1 fluorescence lifetime was unaffected by the fluorescence intensity level and thus the 

amount of mTFP1 construct expressed in the cell. As expected, mTFP1 fluorescence 

lifetimes were unaffected by mTFP1-EYFP tandem expression levels (Supplementary Figure 

S2, cyan channel, lifetime images). Conversely a striking increase of 350ps in LSSmOrange 

fluorescence lifetime was calculated depending on mTFP1-EYFP fluorescence intensity 

(Supplementary Figure S2). While the mTFP1 spectral bleed-through did not affect the 

LSSmOrange fluorescence lifetime (Supplementary Figure S1), here the spectral bleed-

through of EYFP in the LSSmOrange donor channel contributed to LSSmOrange 

fluorescence lifetime heterogeneity. 

To overcome this problem, we took advantage of dim-fluorescent (“dark”) acceptors recently 

developed for FRET analysis26,33. In FLIM, FRET is quantified by shortening of donor 

fluorescence lifetime, which requires an acceptor with a high molar absorption coefficient. 

However, for intramolecular FLIM-FRET measurements the brightness of the acceptor is not 
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relevant. So, we swapped, in our tandem constructs the EYFP acceptor with two different 

dim-acceptors: sREACh33, a EYFP mutant, excited at 514nm or ShadowG26, a sREACh 

mutant with a blue shift spectrum. ShadowG, which is excited at 470nm (same excitation 

spectrum as EGFP), is 114- and 18-fold dimmer than EYFP and sREACh respectively. 

Comparing fluorescence lifetime of mTFP1-EYFP, mTFP1-sREACh and mTFP1-ShadowG 

tandems with that of mTFP1 alone measured in U2OS cells indicated that, sREACh and 

ShadowG are also reliable acceptors for mTFP1 (Supplementary Figure S3). This was 

further confirmed by mean FRET efficiency values of 0.23, 0.22 and 0.18, for mTFP1-YFP, 

mTFP1-sREACh and mTFP1-ShadowG tandems, respectively. Even if little amounts of 

spectral bleed-through was detected across all conditions (Supplementary Figure S3: 

second row of fluorescence intensity images), mTFP1-ShadowG turned out to be a good 

FRET-FLIM pair to be combined with LSSmOrange/mKate2 (Supplementary Figure S3: 

second row of fluorescence lifetime images), as we found similar bleed-through as 

compared to mTFP1 alone condition (Supplementary Figure S1 and S3). 

 

To further investigate the effect of bleed-through in our dual FLIM set up, LSSmOrange-

mKate2 fluorescence lifetime and potential associated spectral bleed-through signals in the 

orange channel were measured in cells spanning mTFP1-Yellow fluorescence expression 

with blue to orange intensity ratio ranging from 0.4 to 4.4 (Figure 2). In the presence of 

mTFP1-YFP, LSSmOrange-mKate2 fluorescence lifetime increased from 2.47ns to 2.82ns 

(Figure 2, crosses), representative images shown in Supplementary Figure S2. It decreased 

from 2.27ns to 2.15ns, In the presence of mTFP1-sREACh (Figure 2, triangle). Albeit slight, 

LSSmOrange-mKate2 fluorescence lifetime decreased for intensity ratio values spanning 

0.81 up to 3.67 as represented by the linear regression. Even if spectral bleed-through of 

sREACh was really dim, the reported short sREACh fluorescence lifetime (sREACh=0.32ns) 

could provide an explanation33 for this steady decrease in lifetime. Finally, in presence of 

mTFP1-ShadowG (Figure 2, squares), LSSmOrange-mKate2 fluorescence lifetimes 

measured in the orange channel were stable, 2.21±0.02ns (n=40), across intensity ratio 

ranging from 1.09 to 4.07. Here, we can conclude that, mTFP1-Yellow spectral bleed-

through contribution to LSSmOrange fluorescence lifetime in the orange channel is 

extremely low with ShadowG compared to EYFP or sREACh. 

 

So far, we have shown that LSSmOrange exhibits mono-exponential fluorescence decay 

and that mKate2 is a reliable acceptor for LSSmOrange. In single excitation dual colour 

FLIM-FRET measurements, LSSmOrange fluorescence lifetime was not affected by mTFP1 

spectral bleed-through in the orange channel. More importantly, the use of ShadowG as 

acceptor for mTFP1 allows for consistent LSSmOrange fluorescence lifetime determination. 
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Taken together, we validated LSSmOrange/mKate2 and mTFP1/ShadowG FRET pairs, as 

best candidates for our single excitation wavelength dual colour FLIM methodology towards 

multiplexing genetically encoded FRET biosensors.  

 

AKARdual and EKARdual validation for single excitation wavelength dual colour FLIM 

report on EGF-mediated PKA activation in HeLa cells. 

As a proof of feasibility, we applied our approach to the simultaneous monitoring of two 

kinases, PKA and ERK1&2. Two main reasons motivated our choice. From the biological 

point of view, the interplay between cAMP/PKA and MAPK/ERK1&2 signaling pathways has 

long been established (for review11). Both cascades modulate common cellular processes 

and multiple levels of crosstalk depending on the cellular type and the cellular context have 

been described10,11,15,34,35. Because ERK1&2 is one of cAMP target associated with cell 

proliferation, emphasis has been on hormone-mediated cAMP/PKA effect on ERK1&2 

activation. So, until recently35, the GF-induced PKA activation effect has been less studied. 

From a biotechnological standpoint, we know from our own work36 and that of others37,38 that 

modifying FRET pairs has an impact on the performance of KARs. Fortunately, both 

AKAR29,39,40and EKAR28,41–43 have already passed few rounds of optimization, which steadily 

increased their respective performance28,29. Accordingly, we anticipated that the effect of 

FRET pairs swapping on biosensors performances would not pre-empted kinase activity 

monitoring in living cells.  

 

To test our methodology, we generated new versions of EKAR2G 28 and AKAR4 29, named 

EKARdual and AKARdual, that encode the following FRET pairs LSSmOrange/mKate2 and 

mTFP1/ShadowG, respectively. Standard biosensing reference experiments were carried 

out in HeLa cells expressing either AKARdual or EKARdual were performed using the dual 

colour-FLIM system. To verify biosensor appropriate behaviour and sensitivity, we first 

recorded single kinase activity profiles, upon dedicated activation and subsequent inhibition 

of either cAMP/PKA or ERK1/2 signalling pathways (Supplementary Figure S4). 

Forskolin/IBMX or EGF treatment resulted in a mean AKARdual and EKARdual fluorescence 

lifetime decrease characteristic of PKA and ERK1/2 pathway activation, which could be 

inhibited by either H89 or U0126, respectively. We could conclude from this first 

characterization step that AKARdual and EKARdual both exhibited the typical behaviour of the 

respective original biosensors28,29. 

To confirm that the spectral bleed-through had no impact on PKA kinase activity 

measurements, we crosschecked ERK1&2 and PKA kinase activity profiles by applying each 

dedicated biosensing reference experiments. HeLa cells transfected with both AKARdual and 

EKARdual were subjected to either forskolin/H89 or to EGF/U0126 treatment and both PKA 
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and ERK1&2 kinase activity profiles were recorded by single excitation wavelength dual 

colour FLIM (Figure 3). We have used a 3D representation for ΔLifetime images to enhance 

the visualization of kinase activity variations. As expected, the cAMP-mediated PKA 

activation induced by forskolin resulted in a decrease of AKARdual fluorescence lifetime 

(ΔLifetime of -40±5ps at t=20 min) while amounting to only mild effect on ERK1&2 activity 

(ΔLifetime of -13±5ps at t=20min). H89-mediated PKA inhibition counteracted the recorded 

PKA activation by an increase in AKARdual fluorescence lifetime back to the basal activity 

level (ΔLifetime of -12±10ps at t=60min) (Figure 3A). When monitoring ERK1&2 and PKA 

kinase activities upon EGF/U0126 treatment (Figure 3B), EKARdual presented its 

characteristic behaviour. First a decrease and then an increase of EKARdual fluorescence 

lifetime were measured upon EGF (ΔLifetime of -59±5ps at t=20min) and subsequent U0126 

treatment (ΔLifetime of -7±11ps at t=60min), respectively. Interestingly, an increase of PKA 

activity was also recorded in response to EGF, as witness by the marked decrease of 

fluorescence lifetime for AKARdual (ΔLifetime of -49±4ps at t=20min), which was barely 

affected by U0126 treatment (ΔLifetime of -34±10ps at t=60min). 

This confirmed earlier report showing an EGF-mediated PKA activity increase in mammalian 

cells 44,45. In light of this, we performed two additional sets of experiments to confirm the 

EGF-mediated PKA activation in HeLa cells. The first, performed on the dual colour FLIM 

system in AKARdual expressing HeLa cells validated the previously observed response 

shown in Figure 3; a decrease of AKARdual mean fluorescence lifetime upon EGF treatment 

(ΔLifetime of -41±9ps at t=20min) symptomatic of an increase of PKA activity which was 

unaffected by U0126 treatment (mean ΔLifetime from t=42min to t=60min of -53±3ps) 

(Figure 4). The second, using the original AKAR4 (Cerulean/cpVenus) biosensor 29 and 

ratiometric FRET measurements also confirmed the EGF-mediated PKA activation in HeLa 

cells (Supplementary Figure S5). One could ask how this EGF-mediated PKA activation 

might shape ERK1&2 kinase activity in HeLa cells. 

 

 

cAMP inhibition of EGF-mediated ERK1&2 activity is uncoupled from PKA activity 

level. 

Aware that different modes of cAMP and PKA activation can lead to contradictory effect on 

ERK1&2, we finalized our study by exploring the effect of cAMP- versus EGF-induced PKA 

activation on ERK1&2 activity modulation. Using HeLa cells co-expressing AKARdual and 

EKARdual, we simultaneously monitored PKA and ERK1/2 activities by single excitation 

wavelength dual colour FLIM, upon co-activation and co-inhibition of both signalling 

pathways (Figure 5). EGF-mediated ERK1&2 and forskolin-mediated-cAMP-dependent PKA 

activations resulted in an almost concomitant activation of both PKA and ERK1&2, peaking 
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around 8 minutes after stimulation (ΔLifetime of -58±8ps for EKARdual and -71±6ps for 

AKARdual at t=18min). However, ERK1&2 activation profile upon combined forskolin and 

EGF stimulations was somewhat different from that of EGF treatment alone (Figure 3B and 

Supplementary Figure S4B). Indeed, it resulted in a more transient ERK1&2 activation 

(ΔLifetime of -34±12ps at t=30min), while PKA activity remained relatively stable until H89 

inhibitor treatment (ΔLifetime of -62±9ps at t=30min), as previously shown (Figure 3A and 

Supplementary Figure S4A). While dual pathway inhibitions produced the symptomatic 

decrease in both PKA and ERK1&2 kinase activities, note that in these experimental 

conditions the inhibition reverted both kinase activity levels beyond baseline levels 

(ΔLifetime of 51±20ps for AKARdual and ΔLifetime of 57±23ps for EKARdual at t=60min). We 

show a cAMP-mediated reversal on EGF-mediated ERK1&2 activity increase. Compelling 

evidences demonstrated that the ERK1&2 cascade is regulated by cAMP/PKA pathway (for 

review10). This crosstalk was reported to modulate the duration and the strength of ERK1/2 

activity35, mainly in a Raf-isoform-dependent manner11. 

 

To overcome problems with competition or synergistic effects with activator and inhibitors, 

we proceeded with a different treatment protocol. EGF and then Forskolin/IBMX 

stimulations, followed by U0126 and then H89 inhibitions were successively applied (Figure 

6). EGF stimulation resulted in concomitant ERK1&2 and PKA activations (ΔLifetime of -

43±4ps for AKARdual and -56±5ps for EKARdual at t=16min) as previously measured. The 

subsequent Forskolin/IBMX treatment potentiated PKA activation (ΔLifetime of -69±8ps for 

AKARdual at t=30min) while reverting ERK activation (ΔLifetime of 33±9ps for EKARdual at 

t=30min) in a manner comparable to what was initially observed with the combined 

EGF/Forskolin stimulation (Figure 5). Upon U0126 treatment, ERK1&2 activity returned to 

basal level (ΔLifetime of -4±8ps at t=38min), without affecting PKA activity (ΔLifetime of -

63±8ps at t=38min). Only addition of H89, precipitated PKA activity back to basal level 

(ΔLifetime of -15±10ps at t=64min) and further decreased ERK1&2 activity levels (ΔLifetime 

of 36±13ps at t=64min) due to H89 off target effects. This come to no surprise with respect 

to the known multifaceted pharmacology of H89 that has also been reported to inhibit other 

kinases including the mitogen activated protein kinase kinase-1 (MEK1)46. The simultaneous 

recording of PKA and ERK1&2 kinase activities revealed concomitant EGF-mediated 

activations of both kinases in HeLa cells. In this situation the subsequent Forskolin-induced 

cAMP release reversed the transient increase of EGF-mediated ERK1&2 kinase activity 

while reinforcing PKA activation. 

 

This last set of experiments confirmed that we were able to monitor two kinases activity 

profiles modulated by different stimulus, with no lag time or spatial distribution discrimination. 
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Importantly, if the spectral bleed-through would have been of hill effect, we would never have 

been able to measure such independent variations of PKA and ERK1&2 signalling 

pathways. Overall, we confirm that our methodology is well adapted for multiplexing of 

genetically encoded FRET biosensor. 
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Discussion 

Here we report on the validation of a multiplexing approach to follow two genetically encoded 

FRET-based kinase activity reporters at the same time in the same sample and in the same 

cellular compartment. Commonly, FRET is measured by the fluorescence intensity ratio of 

the acceptor to the donor. In that case, whatever the two fluorescent protein FRET pairs 

chosen, CFP/YFP and mOrange/mCherry21, mTFP1/mCitrine and mAmetrine/tdTomato22,23, 

mTagBFP/sfGFP and mVenus/mKok24, the multiplex approach suffers from two limitations: 

(i) a spectral bleed-through of the first acceptor in the second donor emission band that 

depends directly from the respective quantities of the two biosensors and (ii) the multiple 

excitation wavelength which requires sequential acquisition that is not adequate to follow fast 

signal dynamics or signal changes in highly motile sample.  

To overcome the first limitation, a meroCBD biosensor modified with a far red organic 

fluorophore (Alexa750) was used for probing Cdc42 simultaneously with a genetically 

encoded CFP/YFP FRET-based biosensor for Rho A47. This approach prevents spectral 

bleed-through but cannot be generalized to all genetically encoded FRET biosensors where 

organic fluorophores are not easily usable to replace fluorescent proteins. Recently, an 

elegant method based on linear unmixing of 3D excitation/emission fingerprints applied to 

three biosensors simultaneously was published48. This type of approach based on image 

calculation is often limited by the different biosensors expression level and a poor signal to 

noise ratio after complex image corrections. In our approach, we use FLIM instead of ratio 

imaging to measure FRET. When FRET occurs, donor fluorescence lifetime decreases. The 

method requires measurement of the donor fluorescence only and is independent of 

emission from the acceptor. Thus we can use a dim-fluorescent acceptor such as ShadowG 

to overcome the problems of spectral bleed-through. Other multiplex studies were carried 

out utilizing FLIM. By using CFP and YFP as donor and the same red acceptor (tHcRed), 

FLIM of CFP and YFP donor allows distinguishing the two different FRET signals49. 

Combination of FLIM-FRET of a red-shifted TagRFP/mPlum pair with ratio imaging of a 

CFP/Venus pair allows maximizing the spectral separation while at the same time 

overcoming the low quantum yield of the far-red acceptor mPlum50. Actually, in these two 

last examples the spectral bleed-through was alleviated but not the limitation associated to 

the multiple excitations.  

To overcome the second limitation, the two FRET pairs CFP/YFP and Sapphire/RFP in 

combination with a single violet excitation were used51 resulting in no lag time in biochemical 

activity recording. But again in this case the spectral bleed-through and excitation crosstalk 

necessitates linear unmixing. Another interesting approach for multiplexing two FRET 

activities was developed by Schervakova and co-workers, where a large stokes shift orange 

fluorescent protein (LSSmOrange) was used. The authors combined a CFP-YFP together 
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with LSSmOrange-mKate2 biosensors enabling imaging of apoptotic activity and calcium 

fluctuations in real time using intensity-based methods25. Note that in this work, apoptotic 

activity was monitored by cleaved FRET biosensor giving a 0-1 answer different to 

conformational FRET biosensor where quantification is required. In our method, we also take 

advantage of CFP like protein together with LSSmOrange to be able to use a single 440nm 

excitation. Moreover, because we combine it with dual colour FLIM approach, we are also 

able to significantly reduce the EYFP like spectral bleed-through in LSSmOrange channel by 

using dim-fluorescent acceptor such as ShadowG. Our approach overcomes both limitations 

in the multiplexing experiments using one excitation wavelength for two FRET fluorescent 

protein pairs, and reducing the spectral bleed-through between biosensors by using 

ShadowG as acceptor for mTFP1. 

 

In a second part we wanted to assess whether our methodology would be a reliable one 

towards multiparametric biosensing. Because the study of the intricate relationship between 

cAMP/PKA and MAPK/ERK1&2 signal transduction pathways regularly provides new 

mechanistic insights15,18,35, we opted for it as a structured and defined playground for 

application purposes.  

Our results using EKARdual and AKARdual clearly reflect the complexity of cAMP/PKA-

MAPK/ERK1&2 interconnections. This crosstalk is usually presented from the following 

perspective: how does cAMP/PKA modulate MAPK/ERK1&2 activity11. Besides hormones 

receptors signalling effects on PKA, GF-induced PKA activation were also long reported52, 

with a keen interest for PKA implication in tumour biology53.  

Our first observation, using single excitation wavelength dual colour FLIM with specifically 

optimized PKA and ERK1&2 kinase activity reporters, is an EGF-mediated PKA activation 

concomitant to that of ERK1&2 in the cervical cancer HeLa cell line. The reported PKA-RI 

subunit preponderance in cancer cells and its direct interaction with the EGFR via the Gbr2 

adaptor protein53 together with recent evidences of PKA-C subunit phosphorylation by 

RTKs44 can explain our observation. In addition, scaffolds proteins such as AKAP-Lbc and 

KSR-1, that were reported to favour discrete localizations of both PKA and ERK1&2 

generating pockets of concentrated enzyme activities, were shown to provide platforms for 

mitogenic signal amplification15. Actually, compartmentalized GF-induced PKA activation 

modulating the features of ERK1&2 kinase activity was recently illustrated in an elegant 

study from Zhang’s group investigated35. While monitoring of compartmentalized PKA and 

ERK1&2 enzyme activities was beyond the scope of our study, it could now be performed in 

a multiplex manner thus maximizing crosstalk relevance at the single living cell level. 

Raf isoforms expression levels were shown to be implicated in the various responses 

exerted by cAMP/PKA on MAPK/ERK1&2 signalling54. Differences in ERK1&2 kinase activity 
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mainly result from the differential activation of either Ras/C-Raf-1/MEK/ERK or Rap1/B-

Raf/MEK/ERK11. Activation of the exchange protein directly activated by cAMP (Epac) upon 

cAMP increasing levels triggers activation of Rap1 and sustained activation of B-

Raf/MEK/ERK pathway55. By contrast, cAMP-mediated PKA activation is generally known to 

directly inhibit C-Raf-1 mediated by AKAP preventing over-activation of cAMP-mediated 

ERK1&2 pathway. Our second observation would be in line with the latter since forskolin-

induced cAMP levels increase reverted activation of EGF-mediated ERK1&2 while 

reinforcing PKA activity. But cAMP was reported to either inhibit C-Raf-1 or activate B-Raf. 

Therefore, cells expressing low B-Raf level will preferentially impair mitogenic signals in 

response to cAMP release. Actually, B-Raf kinase activity level has been found to be low in 

HeLa cells relative to A-Raf, while being intermediate for C-Raf-156. Thus, in Hela cells, 

MEK/ERK1&2 signalling upon a mitogenic stimulation is mainly mediated by A-Raf. Actually, 

A-Raf triggers a MEK-1 dependent ERK1&2 activation upon EGF-treatment57 with a known 

ERK1&2 nuclear translocation. Using the recently published ERK2-LOC translocation 

reporter58 and a similar ERK1-LOC would be an elegant way to control whether the observed 

EGF-mediated ERk1&2 activation is A-Raf/MEK1 dependent. Although cAMP/PKA-mediated 

A-Raf regulation remains unclear, it is generally agreed that the target of cAMP is C-Raf-12. 

How and if PKA activity can contribute to both EGF-mediated ERK1&2 activation and 

Forskolin-induced reversal of EGF-mediated ERK1&2 kinase inhibition remains unanswered 

in this cellular context. Other possible explanations arise from recent studies involving a PDE 

isoforms (PDE8A), which associates with C-Raf to protect it from inhibitory phosphorylation 

by PKA18.  This actually enhances C-Raf to stimulate ERK1&2 cascade. Another connection 

with MAPK/ERK1&2 at the PDEs level should be mentioned. Indeed, ERK2 was reported to 

phosphorylate the C-terminal catalytic domain of several PDEs17. Taken together one might 

speculate whether EGF- and cAMP-mediated exert different modus of active PKA. 

Our methodology provides evidence of the relevance of a multidimensional kinase activity 

profiling in living cells. Indeed, we have depicted here a process where simultaneously 

ERK1&2 and PKA kinases activities recordings in HeLa cells were successfully carried out. 

Results obtained at the single living cell level, within the same cell, and at the same time 

provide a glimpse of how cells integrate in real-time external cues upon dual signalling 

pathways engagement. Questions raised from such multidimensional biochemical activities 

profiling pave the way for future experiments aiming at untangling signalling crosstalk. 

 

As a perspective, since FLIM is adequate for quantitative intermolecular FRET59, our 

approach is easily transposable to study protein-protein interactions. Additionally, the 

possibility to expand our method to three biosensors could be achieved by using a non-
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fluorescent acceptor for LSSmOrange and a third large stoke shift donor such as 

LSSmKate60 in combination with an infra-red acceptor such as IRFP67061. 



 

- 100 - 
 

Methods 

Reagents 

Human epithelial growth factor (EGF, #E9644), MEK inhibitor (U0126, #U120) and 

dimethylsulfoxide (DMSO, #D8418) were purchased from Sigma Aldrich. Forskoline (Fsk, 

#1099), an adenylate cyclase activator responsible for cAMP production, PKA inhibitor (H89 

dihydrochloride, #2910) and phosphodiesterase inhibitor (IBMX, #2845) were purchased 

from Tocris.  

  

Plasmids 

GFP-sREACh (mGFP-10-sREACh-N3 from Dr Ryohei Yasuda, Addgene plasmid # 21947) 

and mTFP1 vectors were digested with NheI and BamHI. mTFP1 fragment was inserted into 

the corresponding restriction sites in the GFP-sREACh (-/sREACh) vector to create the new 

vector mTFP-sREACh. EGFP-Shadow (was gift from Dr Murakoshi, National Institute for 

Physiological Sciences, Japan) and mTFP1-sREACh vectors were digested with BamHI and 

NotI. ShadowG fragment was inserted into the corresponding restriction sites in the mTF1-

sREACh (mTFP1/-) vector to create the new vector mTFP1-ShadowG. LSSmOrange 

(pLSSmOrange-C1 from Dr Vladislav Verkhusha, Addgene #37130 plasmid) was inserted in 

EGFP-C3 vector by digestion with AgeI and BsrGI to create a new vector LSSmOrange-C3. 

LSSmOrange-C3 generated is used to insert LSSmOrange in mKate2-N plasmid (from Dr 

Sergi Padilla-Parra) by digestion with NdeI and BamHI to create a new vector LSSmOrange-

mKate2. FRET biosensor plasmid EKAR2G (monomeric Teal Fluorescent Protein 

(mTFP1)/Venus, Addgene plasmid #39813) was a gift from Dr. Olivier Pertz (Department of 

Biomedicine, University of Basel, Switzerland). AKAR4 plasmid was kindly provided by Dr. 

Jin Zhang (Department of Pharmacology and Molecular Sciences, Johns Hopkins University 

School of Medicine, Baltimore, USA). EKAR2G (mTFP1/Venus) vector was digested with 

NotI and KpnI to release the Venus insert generating the EKAR2G (mTFP1/-) vector. 

ShadowG plasmid was a gift from Dr Murakoshi (National Institute for Physiological 

Sciences, Japan). ShadowG coding sequence was amplified from the ShadowG plasmid 

using the forward primer ShadowG.NotI (NotI site underlined) and the reverse primer 

ShadowG.KpnI (KpnI site underlined). ShadowG coding sequence was then inserted into the 

corresponding restriction sites in the EKAR2G (mTFP1/-) backbone in frame with EKAR2G 

Molecular Recognition Element (MRE) and the upstream mTFP1 fluorescent protein to 

create the new expression vector EKARdual (mTFP1/ShadowG). AKAR4 (Cerulean/cpVenus) 

vector was digested to remove sequentially Cerulean (BamHI and SphI) and cpVenus (SacI 

and EcoRI) inserts. LSSmOrange and mKate2 fluorescent proteins were then amplified from 

pLSSmOrange-C1 (from Dr Vladislav Verkhusha, Addgene plasmid # 37131) and pmKate2-

N1 (from Dr Sergi Padilla-Parra) respectively using the following primers pairs 
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(forward/reverse): LSSmOrange.BamHI-F/ LSSmOrange.SphI-R and LSS-mKate2.SacI-

F/mKate2.EcoRI-R. LSSmOrange and mKate2 PCR products were subsequently sub-cloned 

into the corresponding restriction sites in the AKAR4 (-/cpVenus) and AKAR4 

(LSSmOrange/-) backbones respectively in frame with the AKAR4 MRE to create the new 

expression vector AKAR4dual (LSSmOrange/mKate2). All resulting constructs were verified 

by restriction digestion onto agarose gel electrophoresis and then validated by sequencing 

(VIB for AKAR4 derivatives and IGDR for EKAR2G derivatives). All enzymes and buffers 

were purchased from New England Biolabs. Oligonucleotides were synthesized by 

Integrated DNA Technologies (Belgium) and Sigma-Aldrich (France) AKAR4 and EKAR2G, 

respectively. DNA fragments were all purified on Qiagen plasmid purification columns 

(#28106, #28706 and # 27106, Qiagen).  

 

Cell Culture and Transfection  

HeLa cells were purchased from the European Collection of Cell Cultures (UK) and U2OS 

cells were a gift from Dr Gyula Timinszky (LMU, Munchen, Germany). HeLa and U2OS cells 

were maintained at 37°C under 5% CO2 in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, 

#E15-009, PAA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, #A15-101, PAA), 1% 

penicillin/streptomycin (P/S, #15140-122, Gibco, Life Technologies) and 1% L-Glutamine 

(Glu, #25030024, Gibco, Life Technologies). For live cell imaging, cells were seeded on Lab-

Tek 4 wells (#055078, Dominique Dutscher) at 60% confluence 24h before transfection on 

day 1. On day 2, transfections were carried out using JetPrime reagent (#114-15, Polyplus) 

according to the manufacturer’s instructions. After 4h of incubation with the transfection 

mixture, medium was replaced by 400µl per well of culture medium composed of FluoroBrite 

phenol red-free medium (#A18967-01, Life Technologies) containing 0.1% FBS for overnight 

starvation. For experiment relating to Figure 2, U2OS cells were transfected with 0.5µg/well 

of LSSmOragne-mKate2 plasmid, and 0.25, 0.5, 0.75, and 1µg/well of the different mTFP1-

Yellow plasmids, in order to generate cells with an array of tandem constructs expression 

levels. 

 

Imaging for biosensing experiments 

For cell treatments, activators or inhibitors were diluted in pre-heated FluoroBrite medium in 

a final volume of 100µl and were carefully added to the well. Concentration used: 

[DMSO]=1/1000, [Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, [H89]= 20µM, [EGF]=100ng/ml, and 

[U0126]= 20 µM. Standard protocol for biosensing experiment was as follow. Cells were 

positioned on the microscope stage 30 min before the beginning of each experiment. The 

first 10 minutes of imaging where cells were untreated provided basal kinases activity levels 

(correspond to baseline phase). Upon signalling pathways activation, images were acquired 
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for a 30 minutes period, which was prolonged of 20 minutes upon signalling inhibitor. Images 

were acquired at 2 minutes interval. 

 

FRET imaging 

FLIM-FRET experiments: For the characterization of LSSmOrange fluorescence lifetime, we 

used a time correlated single photon counting (TCSPC) system. This system, a confocal 

microscope Leica SP8 (Manheim, Germany), is equipped with single molecule detection 

(SMD) module based on Picoquant hardware (Berlin, Germany). Briefly, a 440nm diode 

pulsed laser at 40MHz repetition rate is fiber-coupled to the confocal head of an inverted 

microscope with a 63x or 40x oil immersion objective (NA = 1.4 or 1.30 respectively) and the 

fluorescence emission after passing through pinhole set at 1 Airy unit is directed to the 

external port connected to a two colour coupling module with a dichroic mirror of 505nm 

splits the fluorescence in two channels with 480/30 nm and 579/34nm band pass filters. Two 

optical fibres are used to couple two single-photon avalanche diode (SPAD) detectors; 

photon counting detector (MPD from PDM) module for the cyan channel and a red sensitive 

SPAD (TauSPAD from Picoquant) for the orange channel used as Single Photon Counting 

detectors. A Picoharp 300 is used for Time-Correlation and for image reconstruction using 

scanning signals to recover FLIM images (time-tagged time resolved (TTTR) method). 

Lifetime value from cell to cell was determined by fitting the fluorescence decay of the whole 

cell Region Of Interest with a single exponential model. 

For single excitation wavelength dual colour FLIM system we used our FastFLIM system. 

This FLIM system equipped with a pulsed white light laser tuned at 80Mhz coupled to a live 

cell fluorescence microscope and dual colour emission coupled to a FLIM detection 

previously described in 30. After wavelength selection of the supercontinuum at 440nm (with 

about 10 nm narrow band of excitation), the laser is coupled to a multifocal spinning disk 

CSUX1 (Yokogawa, Japan) and cells were imaged using a 63x or 20x oil immersion 

objective (NA = 1.4 or 0.70 respectively). At the emission side, a Dual View (DV2 

multichannel imaging system, Photometrics, USA) was used to split the field of view of the 

camera in two colours, using a dichroic mirror at 505nm splitting the fluorescence emission 

in two channels: 480/30nm and 579/34nm band pass filters. Then the fluorescence image 

was directed to a High Rate Intensifier (Picostar, LaVision, Germany) coupled to a charged 

coupled device (CCD) camera (CoolSNAP HQ2, Photometrics, USA). Five time-gated 

images of 2ns gate width were sequentially acquired (using 100 to 300ms exposure time 

depending on the intensity of the sample) with different delays relative to the pulsed laser 

(from 0 to 8ns). The time-gated stack of 5 images was then used for direct calculation of 

mean fluorescence lifetime in a pixel by pixel basis 62. 
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Ratiometric FRET experiments: For sensitized emission measurements of AKAR4 biosensor 

in HeLa cells wide-field images were captured with a Nikon TiE inverted microscope with a 

20x 0.5NA objective and a DS-Qi2 CMOS camera (Nikon, Japan). Images were acquired at 

intervals of 2 min with the Nikon NIS-Elements acquisition software using JOBS module 

(Nikon, Japan). A Lumencor Spectra X LED Light Engine (Lumencor, Beaverton, OR, USA) 

was used as excitation light source to reduce phototoxicity. Ratio imaging used a 440/30nm 

excitation filter, a t440/510/575rpc multi-band dichroic mirror, and two emission filters 

(ET480/40M (cyan fluorescent protein: CFP) and AT545/30M (FRET)). Lumencor provided 

excitation filters, and all dichroic mirrors and emission filters were obtained from Chroma 

Technology (Brattleboro, VT, USA). An automated emission filter wheel Lambda 10-B Smart 

Shutter (Sutter Instrument, Novato, CA, USA) was used. The F480/F545 emission ratio, 

indicative of biosensor activation, calculated for each pixel on the whole image, was 

performed with custom routines written in IGOR Pro environment (Wavemetrics, Lake 

Oswego, OR, USA). Normalized F480/F545 emission ratio values were then plotted in 

PrismV (GraphPad software, La Jolla, CA, USA) and displayed in two ways: cell trace for 

each individual cell (grey) overlaid with the population mean in red and the 25th and 75th 

percentile values in blue. 

Data analysis 

For the TCSPC analysis, Symphotime software (Picoquant, Berlin, Germany) was used to 

analyze our imaging data. The channel 1 (cyan channel) or 2 (orange channel) was 

selected. Regions of Interest on different cells were fitted using a single or a double-

exponential decay. 

The fastFLIM system produces an intensity image from the first time-gated image and a 

lifetime image from the calculation of the direct first order temporal mean of the recorded 

decay (<> =  ti Ii /  Ii where ti and Ii correspond to the correlated time and the intensity of 

the time-gated channel I, respectively). Manual segmentation of the different cells was 

carried out to recover the mean lifetime at different time points of the experiments. 
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 Figures and figures legends 

 

 

 

 

Figure 1: LSSmOrange has a mono-exponential decay and forms with mKate2 an 

effective FRET pair. 

(A) Representative LSSmOrange fluorescence lifetime decay profiles measured by TCSPC 

in U2OS cells expressing either LSSmOrange or LSSmOrange-mKate2 tandem constructs. 

The LSSmOrange-mKate2 decay has a shorter slope than that of LSSmOrange. 

LSSmOrange shows a mono-exponential decay while LSSmOrange-mKate2 tandem 

harbors a bi-exponential decay. LSSmOrange alone: =2.75±0.07ns (n=11) from mono-

exponential fit; LSSmOrange-mKate2 tandem: =2.80ns (fixed),  1.18±0.12ns and 

a2/a1+a2=0.54±0.02 (n=12). 

(B) Representative intensity and fluorescence lifetime images of either LSSmOrange  or 

LSSmOrange-mKate2 tandem, expressed in U2OS cells, acquired with the fastFLIM system. 

The orange channel provides either intensity or fluorescence lifetimes: for 

LSSmOrange:LSSmOrange=2.76±0.03ns (n=34) and LSSmOrange-mKate2: LSSmOrange-mKate2= 

2.32±0.08ns (n=56). Note that LSSmOrange fluorescence intensity was only detectable in 

the orange channel. Fluorescence lifetimes were calculated as a mean±SD. (n) indicates 

number of cells from at least 3 independent experiments. Scale bar = 10µm. 
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Figure 2: Using mTFP1-ShadowG FRET pair results in consistent LSSmOrange-

mKate2 fluorescence lifetime determination by dual colour FLIM. 

Graphical representation of LSSmOrange-mKate2 lifetimes in the presence of mTFP1-YFP, 

mTFP1-sREACh, or mTFP1-ShadowG plotted as a function of cyan/orange channel intensity 

ratio. U2OS cells were co-transfected with a fixed amount of LSSmOrange-mKate2 plasmid 

(0.5µg/well) and increasing amounts of mTFP1-YFP, mTFP1-sREACh or mTFP1-ShadowG 

plasmids (0.25, 0.5, 075 or 1µg/well). Each point corresponds to one cell. In the presence of 

mTFP1-YFP (crosses, n=42), LSSmOrange-mKate2 lifetime was markedly increased 

(LSSmOrange-mKate2=2,47ns and 2,82ns at intensity ratio of 0.4 up to 2.67, respectively. In 

presence of mTFP1-sREACh (triangle n=47), LSSmOrange-mKate2 lifetime was decreased 

(LSSmOrange-mKate2=2,27ns and 2,15ns at intensity ratio of 0.81 up to 3.67, respectively. In the 

presence of mTFP1-ShadowG (squares n=40), LSSmOrange-mKate2 lifetime remained 

stable (LSSmOrange-mKate2= 2.21±0.02ns at intensity ratio of 1.09 up to 4.07).  
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Figure 3: Validation of AKARdual and EKARdual using single wavelength excitation dual 

colour FLIM reveals an EGF-mediated PKA activation in HeLa cells. 

For both sets of treatment, representative fluorescence intensity (most left images) and 

associated 3D ΔLifetime images are shown for each channel: cyan for EKARdual (top row) 

and orange for AKARdual (bottom row). (A) and (B) baseline (left column), activation by Fsk or 

EGF (middle column) and H89 or U0126 inhibition (right column), respectively. Graphs 

represent mean EKARdual and AKARdual ΔLifetime along time (60min) during baseline (mean 

ΔLifetime from t=0min to t= 10min of 0±2ps for both EKARdual and AKARdual in A and B), 

upon activation by Fsk or EGF (mean ΔLifetime from t=12min to t=40min of -9±2ps for 

EKARdual and -42±1ps for AKARdual in A and of -49±2ps for EKARdual and -46±2ps for 

AKARdual in B), and H89 or U0126 inhibition (mean ΔLifetime from t=42min to t=60min of -

6±3ps for EKARdual and -20±3ps for AKARdual in A and of -10 ±3ps for EKARdual and -44±3ps 

for AKARdual in B) phases. Fsk/H89 (n=20), EGF/U0126 (n=26). 

Fluorescence lifetime curves were calculated as a mean±SEMs. (n) indicates the number of 

cells from at least 3 independent experiments. Scale bar = 10µm. 
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Figure 4: EGF-mediated PKA activation in HeLa cells confirmed on dual colour FLIM 

using AKARdual. 

Representative fluorescence intensity (most left image) and associated 3D ΔLifetime images 

are shown for the orange channel. AKARdual (n=19): baseline (left), activation by EGF 

(middle) and U0126 inhibition (right). The graph represents mean AKARdual ΔLifetime along 

time (60min) during baseline (mean ΔLifetime from t=0min to t=10 min of 0±3ps), upon 

activation by EGF (ΔLifetime of -41±9ps at t=20min), and U0126 inhibition (mean ΔLifetime 

from t=42min to t=60min of -53±3ps) phases.  

Fluorescence lifetime curve was calculated as a mean±SEMs. (n) indicates the number of 

cells from at least 3 independent experiments. Scale bar = 10µm. 

 



 

- 114 - 
 

 

Figure 5: Forskolin treatment negatively impacts EGF-mediated ERK1&2 activation in 

HeLa cells. 

Representative fluorescence intensity (most left images) and associated 3D ΔLifetime 

images are shown for each channel: cyan for EKARdual (top row) and orange for AKARdual 

(bottom row): Baseline (left column), co-activation by Fsk and EGF (middle column), and 

H89 and U0126 inhibition (right column), respectively. Graph represents mean EKARdual 

(blue) and AKARdual (orange) ΔLifetime along time (60min) during baseline (mean ΔLifetime 

from t=0min to t=10min of 0±3ps for EKARdual and 0±3ps for AKARdual), upon co-activation 

by Fsk and EGF (peaking at ΔLifetime of -58±7ps for EKARdual and -70±6ps for AKARdual 

at t=18min), and H89 and U0126 inhibition (ΔLifetime of +45±20ps for EKARdual and 

+15±24ps for AKARdual at t=44min) phases; n=26. 

Fluorescence lifetime curves were calculated as a mean±SEMs. (n) indicates the number of 

cells from at least 3 independent experiments. Scale bar = 10 µm. 
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Figure 6: Increasing cAMP levels reverts EGF-mediated ERK1&2 activation while 

reinforcing PKA activity.  

ERK1&2 and PKA kinase activity profiles measured in HeLa cells co-expressing EKARdual 

and AKARdual treated by indicated activators and inhibitors, using single wavelength 

excitation dual colour FLIM system. Graph represents mean EKARdual (blue) and AKARdual) 

ΔLifetime along time (78min) during baseline (ΔLifetime of 0±2ps for EKARdual and 0±2ps 

for AKARdual over 10min), upon activation EGF (peaking of ΔLifetime of -56±5ps for 

EKARdual and -43±4ps for AKARdual at t=16min) followed by Fsk/IBMX treatment 

(ΔLifetime of -33±9ps for EKARdual and -69±8ps for AKARdual at t=30min) and U0126 

(ΔLifetime of -4±8ps for EKARdual and -63±8ps for AKARdual from inhibition to t=38min) 

followed by H89 inhibition phases (ΔLifetime of 35±13ps for EKARdual and -15±10ps for 

AKARdual at t=64min); n=19. 

Fluorescence lifetime curves were calculated as a mean±SEMs. (n) indicates the number of 

cells from at least 3 independent experiments.  
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Supplementary Material: 

Multiplexing PKA and ERK1&2 kinases FRET biosensors in living cells using 

single wavelength excitation dual color FLIM. 

Claire Déméautis, François Sipieter, Julien Roul, Catherine Chapuis, Sergi Padilla-Parra, 

Franck B.  Riquet and Marc Tramier 

 

 

Figure S1:  mTFP1 and LSSmOrange can be measured simultaneously by single 

wavelength excitation dual colour FLIM  

Representative intensity and FLIM images acquired simultaneously in the cyan (480/30nm) 

and in the orange (579/34nm) channels in U2OS cells expressing either mTFP1 (left column) 

or LSSmOrange, (middle column) or both (right column) using a 440nm single wavelength 

excitation and dual color FLIM system. mTFP1 and LSSmOrange fluorescence lifetimes 

were recovered separately in the cyan and the orange channel, respectively. Due to the 

large emission spectrum of mTFP1, spectral bleed-through can be seen in the orange 

channel. Note that mTFP1 intensity levels were not sufficient for mTFP1 fluorescence 

lifetime determination in the orange channel. Average fluorescence lifetimes: Alone, 

mTFP1=2.62±0.03ns (n=28), LSSmOrange=2.76±0.03ns (n=34); Co-expressed, 

mTFP1=2.62±0.03ns (n=23), LSSmOrange=2.76±0.04ns (n=23). Fluorescence lifetimes were 
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calculated as a mean±SD. (n) indicates number of cells from at least 3 independent 

experiments. Scale bar = 10 µm. 

 

 

 

 

Figure S2: EYFP spectral bleed-through contributes to LSSmOrange-mKate2 

fluorescence lifetime heterogeneity. 

Representative fluorescence intensity and lifetime images acquired using the dual color 

FLIM system in U2OS cells expressing mTFP1-YFP and LSSmOrange-mKate2. From left to 

right: intensity ratios are Icyan/Iorange = 0.35 (left) and 1.25 (right) mean lifetimes 

arecyan=2,02ns for both and orange=2,47ns (left) and2,82ns (right). Note the difference in 

mTFP1-EYFP fluorescence intensities levels in the cyan channel in presence of 

LSSmOrannge-mKate2 correlated with the measurement of a higher LSSmOrange 

fluorescence lifetime in the orange channel. Scale bar = 10 µm. 
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Figure S3: ShadowG is an effective FRET acceptor for mTFP1 minimizing its spectral 

bleed-through in the orange channel 

Representative fluorescence intensity and lifetime images of U2OS cells expressing mTFP1, 

mTFP1-YFP, mTFP1-sREACh and mTFP1-ShadowG alone acquired on dual color FLIM 

system. Average fluorescence lifetimes from left to right; Cyan channel: mTFP1=2.62±0.03ns 

(n=28), mTFP1-EYFP=2.02±0.04ns (n=15), mTFP1-sREACh=2.05±0.07ns (n=29), and mTFP1-

ShadowG=2.14±0.05ns (n=21). Orange channel: mTFP1-EYFP=2.95±0.04ns (n=10), mTFP1-sREACh= 

1.83±.10ns (n=3) corresponding to the EYFP and sREACh fluorescence lifetime 

contributions. Note that no fluorescence lifetime was recovered for mTFP1-ShadowG and 

mTFP1, as already seen in figure S1. Also, for similar mTFP1 fluorescence intensity levels in 

all conditions (top row), spectral bleed-through was higher in mTFP1-YFP, mTFP1-sREACh 

conditions while mTFP1-ShadowG was identical to mTFP1 alone. Fluorescence lifetimes 

were calculated as a mean±SD. (n) indicates number of cells from at least 3 independent 

experiments. Scale bar = 10 µm. 
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Supplementary Figure 4: AKARdual and EKARsREACh display expected reference 

experiment profiles with dual color FLIM system.  

Kinase activity profiles from HeLa cells expressing either AKARdual (A) or EKARsREACh (B) 

and subjected to reference biosensing experiments were recorded single wavwlenght dual 

color FLIM system (A) Representative fluorescence lifetime images AKARdual in the orange 

channel during: baseline (left top and bottom), upon Fsk/IBMX treatment (top middle), and 

H89 treatment (top right) or DMSO (bottom middle and right) as control. The graph 

represents the mean AKARdual ΔLifetime along time (60min) during baseline (ΔLifetime of 

0±2ps over 10min), upon activation by Fsk/IBMX (ΔLifetime of -46±3ps over 30min) and H89 

inhibition (ΔLifetime of 1±5ps over 20min) phases (orange, n=7), and baseline followed by 

DMSO treatment (ΔLifetime of 10±2ps over 60min) as control (grey n=10). (B) 

Representative fluorescence lifetime images EKARsREACh in the cyan channel during: 

baseline (left top and bottom), upon EGF treatment (top middle), and U0126 treatment (top 

right) or DMSO (bottom middle and right) as control. The graph represents the mean 

EKARsREACh ΔLifetime along time (60min) during the baseline (ΔLifetime of 0±2ps over 

10min), upon activation by EGF (ΔLifetime of -40±2ps over 30min) and U0126 inhibition 

(ΔLifetime of -6 ±3ps over 20min) phases (blue, n=19), and baseline followed by DMSO 

treatment (ΔLifetime of -10±2ps over 60min) as control (grey n=12). [DMSO]=1/1000, 

[Fsk]=12,5µM, [IBMX]=75µM, [H89]= 20µM, [EGF]=100ng/ml, and [U0126]= 20 µM. 
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Fluorescence lifetimes curves and means were calculated as a mean±SEMs. (n) indicates 

number of cells from at least 3 independent experiments. Scale bar =10 µm. 

 

 

 

 

Supplementary Figure 5: EGF-mediated PKA activation in HeLa cells confirmed in 

single biosensor experiments using ratiometric FRET measurments. 

Ratiometric experiment on HeLa cells expressing the original AKAR4 biosensor 

(Cerulean/cpVenus). The graphs plot FRET/CFP intensity ratio of AKAR4 over time for the 

following treatment conditions: Left, DMSO (n=80); Middle, cAMP/PKA activation by Fsk 

(n=134); Right, MAPK/ERK1&2 activation by EGF (n=105). Normalized FRET values are 

displayed in two ways: cell trace for each individual cell (grey) overlaid with the population 

mean (red) and the 25th and 75th percentile values (blue). [DMSO]=1/1000, [Fsk]=12,5µM, 

[EGF]=100ng/ml. Data are shown as mean±SEMs. (n) indicates number of cells from at least 

3  independent experiments. 
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ͷ.ͺ. Discussion 

Au cours de ce travail, une méthodologie origiŶale de deuǆ suiǀis d͛aĐtiǀitĠs 

biochimique par mesure de durée de vie a été développée. Des méthodologies déjà 

développées pour le suivi deux activités enzymatiques consistent à suivre des activités dans 

deux compartiments cellulaires différents pour éviter les problèmes de fuite spectrale dans 

les canaux de détection de fluorescence (Piljic & Schultz 2008; Niino et al. 2009), elles 

utiliseŶt plusieuƌs loŶgueuƌs d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ ŵais aussi peuǀeŶt ŵĠlaŶgeƌ les deuǆ 

teĐhŶiƋues gĠŶĠƌaleŵeŶt utilisĠes pouƌ l͛iŵageƌie de F‘ET Đ͛est-à-diƌe la ŵesuƌe d͛uŶ ƌatio 

d͛iŶteŶsitĠ et la ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie. Ces ŵĠthodologies soŶt tƌğs Đoŵplexes dans 

l͛iŶstƌuŵeŶtatioŶ ŵais aussi daŶs le tƌaiteŵeŶt post-acquisition. En effet, pour supprimer la 

fuite spectrale, de nombreuses acquisitions doivent être faites pour voir la contribution de 

chaque protéine fluorescente dans le canal de détection des autres protéines fluorescentes 

(Woehler 2013). Ensuite des soustractions de signaux sont faites pour avoir une image FRET 

correcte.   

Ma nouvelle méthodologie permet de suivre deux activités enzymatiques dans le 

même compartiment cellulaire par mesure de durée de vie tout en utilisant une longueur 

d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ et ƌĠĐupĠƌaŶt eŶ siŵultaŶĠ l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe des deuǆ 

donneurs. Cette méthodologie a été développée sur le prototype fastFLIM qui permet une 

mesure de durée de vie rapide par rapport aux autres systèmes FLIM existants (Leray et al. 

2013). 

En combinant, LSSmOrange (Shcherbakova et al. 2012) et mTFP1 en tant que 

doŶŶeuƌ il est possiďle d͛utiliseƌ la loŶgueuƌ d͛oŶde à ϰϰϬnm pouƌ les eǆĐiteƌ. L͛ĠŵissioŶ de 

fluoƌesĐeŶĐe des deuǆ doŶŶeuƌs est ƌĠĐupĠƌĠe eŶ siŵultaŶĠ à l͛aide d͛uŶ Dual Vieǁ, Ƌui 

sépare le champ de la caméra en deux. Deux canaux de fluorescence sont oďseƌǀĠs à l͛aide 

de deux filtres bande passante : 480/30nm (canal bleu) et 579/34nm (canal orange). Deux 

couples FRET (donneur/ accepteur) sont donc utilisés : LSSmOrange/mKate2 et 

ŵTFPϭ/“hadoǁG. L͛utilisatioŶ de la pƌotĠiŶe “hadoǁG Đoŵŵe aĐĐepteuƌ ŶoŶ fluorescent 

(Murakoshi et al. 2015) permet de réduire la fuite spectrale dans le canal orange par rapport 

à l͛utilisatioŶ de s‘EACh Đoŵŵe aĐĐepteuƌ (Ganesan et al. 2006). Grâce à cette 

méthodologie, il a été possible de suivre spatio-teŵpoƌelleŵeŶt, à l͛aide des ďioseŶseuƌs 
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EKARsREACh et AKARdual, la voie ERK et PKA dans le même compartiment cellulaire. Alors 

Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA Ŷ͛a pas d͛iŶĐideŶĐe suƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie E‘K, il est 

appaƌu Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie E‘K paƌ l͛EGF pƌoǀoƋue uŶe aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA. Il 

serait intéressant de continuer cette étude pour comprendre par quel lien cette inter-

activation se fait. En effet, dans la littérature le lien entre ces deux voies a été étudié (Gerits 

et al. 2008, review), l͛hǇpothğse paƌ laƋuelle il Ǉ auƌait des ƌĠpoŶses d͛aĐtiǀatioŶ diffĠƌeŶtes 

de PKA eŶ foŶĐtioŶ de l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie E‘K seƌait la diffĠƌeŶĐe de tǇpe Đellulaiƌe Ƌui 

aurait chacun un isoforme Raf différent et à des quantités différentes ;O͛Neill & KolĐh ϮϬϬϰͿ. 

Pouƌ ǀĠƌifieƌ s͛il Ŷotƌe aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA paƌ l͛EGF est due à la pƌĠseŶĐe d͛uŶ isofoƌŵe 

Raf particulier, un traitement au siRNA contre cet isoforme pourrait être fait dans ces 

Đellulaiƌes. De plus il seŵďleƌait Ƌue l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA paƌ l͛EGF seƌait iŶdépendante 

des MEKs Đaƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie PKA est toujouƌs pƌĠseŶte eŶ pƌĠseŶĐe de l͛iŶhiďiteuƌ 

U0126 qui est un inhibiteur des MEKs. 

Grâce à cette méthodologie, il est possible de suivre deux activités enzymatiques 

dans un même compartiment cellulaire à l͛aide de ďioseŶseuƌ F‘ET eŶ s͛affƌaŶĐhissaŶt des 

pƌoďlğŵes de fuite speĐtƌale et d͛utilisatioŶ de plusieuƌs loŶgueuƌs d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ 

rencontrés dans les méthodologies déjà existantes. De plus, cette méthodologie est 

transposable sur les autres systğŵes FLIM eǆistaŶts. EŶ effet, il suffit d͛adapteƌ les filtƌes 

d͛ĠŵissioŶ et si le sǇstğŵe est ĐoŵposĠ Ƌue d͛uŶ dĠteĐteuƌ il est possiďle d͛iŶstalleƌ uŶ Dual 

View permettant de couper me champ en deux et  donc de récupérer les deux émissions de 

fluorescence. Des tests ont été faits sur un microscope SP8 comportant un module de 

détection de molécule unique et sur un système de mesure de durée de vie en phase et 

modulation (LiFa). Les résultats obtenus avec ces systèmes sont identiques à ceux obtenus 

avec le prototype fastFLIM.  

De plus, Đette ŵĠthodologie peƌŵet d͛ouǀƌiƌ des poƌtes pouƌ l͛Ġtude des aĐtiǀitĠs 

eŶzǇŵatiƋues aǀeĐ des ďioseŶseuƌs F‘ET Đaƌ elle peut s͛appliƋueƌ pouƌ suiǀƌe des 

ďioseŶseuƌs dĠjà dĠǀeloppĠs et d͛Ġtudieƌ plus pƌĠĐisĠŵeŶt les lieŶs Ƌu͛il peut Ǉ aǀoiƌ eŶtƌe 

différentes voies de signalisation ou activités biochimiques. On peut imaginer appliquer 

Đette ŵĠthodologie pouƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ et l͛aĐtiǀatioŶ de la kiŶase Aurora A en simultané 

avec un biosenseur FRET de changement de conformation de la protéine kinase Aurora A 

(Bertolin et al.2016, accepté dans Nature Communications) et uŶ ďioseŶseuƌ ĐoŵposĠ d͛uŶ 
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substrat de la protéine kinase Aurora A (Bruinsma et al. 2015), comme pour AKAR ou EKAR. 

Elle pourrait être aussi appliquée pour mesurer la tension de deux protéines situées au 

niveau des poiŶts d͛adhĠsioŶ foĐauǆ daŶs les Đellules Đoŵŵe paƌ eǆeŵple la ViŶĐuliŶe 

(Grashoff et al. 2010) et la Taline (Austen et al. 2015).  

La possibilité de faire évoluer cette méthodologie pour un suivi de trois activités peut 

être envisagée. En effet, en combinant mTFP1, LSSmOrange et LSSmKate1 (Piatkevich et al. 

2010) en tant que donneurs, il serait possible de suivre trois couples FRET avec une seule 

loŶgueuƌ d͛oŶde d͛eǆĐitatioŶ à ϰϰϬnm. Ces couples seraient mTFP1 avec ShadowG, 

LSSmOrange avec un accepteur non fluorescent et LSSmKate1 avec un accepteur dans 

l͛iŶfƌaƌouge Đoŵŵe paƌ eǆeŵple i‘FPϲϳϬ ;“hĐheƌďakoǀa & Verkhusha 2013). La mise en 

plaĐe d͛uŶ Quad Vieǁ ;PhotoŵetƌiĐsͿ suƌ le sǇstğŵe, à la plaĐe du Dual Vieǁ, peƌŵettƌait la 

récupération de  l͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe de ŵTFPϭ, L““ŵOƌaŶge et L““ŵKateϭ 

simultanément. 

2. Changement de conformation protéique : suivi de FRET par FCCS 

͸.ͷ. )ntroduction 

La ŵesuƌe du F‘ET iŶtƌaŵolĠĐulaiƌe aǀeĐ l͛utilisatioŶ des ďioseŶseuƌs peƌŵet 

d͛ideŶtifieƌ uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ pƌotĠiƋue. Ce ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ 

est souvent liĠ à l͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt.  

Certaines protéines sont faiblement exprimées dans les cellules et interviennent à 

des moments particuliers dans le cycle cellulaires. Due à cette faible expression dans les 

cellules, il est parfois difficile de pouvoir mesurer le FRET par les techniques traditionnelles. 

En effet ces techniques nécessitent une expression assez forte des protéines fluorescentes. 

Il est nécessaire de mesurer des intensités suffisantes pour la mesure du FRET par mesure 

d͛iŶteŶsitĠ du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ ou pouƌ soƌtiƌ du ďƌuit de mesure dans le cas de la 

mesure de FRET par FLIM. Le problème est de trouver le bon compromis pour avoir assez de 

photoŶs pouƌ les ŵesuƌes ŵais aussi d͛Ġǀiteƌ le photoďlaŶĐhiŵeŶt des ĠĐhaŶtilloŶs par 

excitation trop importante. C͛est pouƌƋuoi il est difficile pour des protéines exprimées à 

concentration endogène ou qui ont une localisation particulière dans un échantillon de 

ŵesuƌeƌ le F‘ET à l͛aide des teĐhŶiƋues ĐoŶǀeŶtioŶŶelles. OŶ se pƌopose ici d͛essaǇeƌ de 

mesurer le changement de conformation protéiƋue à l͛aide de ďioseŶseuƌ F‘ET paƌ ŵesuƌe 
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de Spectroscopie à Corrélation Croisée de Fluorescence. Cette technique décrite dans la 

partie Techniques utilisées a un avantage : plus les fluctuations proǀieŶŶeŶt d͛uŶ petit 

nombre de fluorophores, meilleure sera la mesure. On peut donc observer des protéines 

fluoƌesĐeŶtes à tƌğs faiďle Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ. 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet gĠŶĠƌaleŵeŶt de suiǀƌe l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe deuǆ pƌotĠiŶes 

différentes qui sont marquées avec deux fluorophores différents. Pour rappel, la FCCS 

permet de suivre les fluctuations de fluorescence de deux fluorophores (généralement deux 

pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes, uŶe ǀeƌte et uŶe ƌouge, aĐĐƌoĐhĠes à deuǆ pƌotĠiŶes d͛iŶtĠƌġt 

différentes). Ces fluctuations de fluorescence sont traduites en deux courbes 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ;ACFͿ : uŶe Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ tƌaduisaŶt la fluĐtuatioŶ des 

molécules vertes et une autre traduisant la fluctuation des molécules rouges. Ces courbes 

vont nous permettre de déterminer le temps de résidence des molécules mais aussi leur 

nombre dans le volume focal. Une troisième courbe, la courbe de corrélation croisée (CC) va 

être obtenue. Cette courbe nous renseigne sur la co-diffusion ou non des deux molécules 

dans le volume focal. Une courbe de corrélation croisée positive nous informe que les deux 

pƌotĠiŶes diffuseŶt eŶseŵďle aloƌs Ƌu͛uŶe Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe Ŷulle Ŷous iŶfoƌŵe 

que les deux protéines diffusent indépendamment. Dans notre étude cette courbe de 

ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe est aŶalǇsĠe à l͛aide de la ŵĠthode de FLCS qui nous permet de 

supprimer la fuite spectrale des photons verts détectés dans le canal de détections des 

photons rouges (décrit dans la partie méthode utilisée)  En récupérant au temps 0 

l͛aŵplitude des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte ;ܩ଴,௩), rouge (ܩ଴,�) et de corrélation croisée 

 on peut donc calculer les ratios ,(଴,௫ܩ)
ீ0,�ீ0,�  et  

ீ0,�ீ0,�. Ces ratios sont directement reliés à la 

proportion des molécules en complexe. Une étude a montré que le FRET influençait 

l͛aŵplitude de Đes Đouƌďes (Kohl et al. 2002). EŶ effet, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛aŵplitude des 

Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶs des ŵolĠĐules ǀeƌtes et ƌouges est reliée à la brillance 

moléculaire. La brillance des molécules vertes diminue et celle des molécules rouges reste 

stable en présence de FRET. Ces changements de brillance en présence du FRET se 

ƌĠpeƌĐuteŶt suƌ les aŵplitudes des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe. EŶ 

effet, une augmentation et une diminution respective des amplitudes de la courbe 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe soŶt oďseƌǀaďles eŶ pƌĠseŶĐe de F‘ET (Foo 
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et al. 2012). L͛aŵplitude de la Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ƌouge Ŷe pƌĠseŶte auĐuŶ 

changement.  

Dans le cas de biosenseurs intramoléculaires où les deux couleurs co-diffusent, on 

doit pouvoir observer le FRET par la mesure de corrélation-croisée. Ayant ces changements 

d͛aŵplitude au teŵps Ϭ, oŶ s͛atteŶd aloƌs à oďseƌǀeƌ uŶe diŵiŶutioŶ pouƌ les ƌatios  ீ0,�ீ0,� et ீ0,�ீ0,� , qui serait plus importante pour le premier ratio en présence de FRET. Il est donc 

iŶtĠƌessaŶt d͛essaǇeƌ de suiǀƌe uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue à l͛aide de ďioseŶseuƌ FRET avec 

cette technique. 

En suivant les biosenseurs de changement de conformation par cette technique, nous 

sommes dans la condition où nos protéines fluorescentes diffusent ensemble car elles sont 

attachées sur la même protéine, une courbe de corrélation croisée positive sera obtenue 

apƌğs aŶalǇse. Pouƌ Đes ďioseŶseuƌs F‘ET, loƌsƋu͛uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵation va 

s͛opĠƌeƌ, les pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes seƌoŶt à pƌoǆiŵitĠ, uŶ tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe elles ǀa 

pouǀoiƌ s͛effeĐtueƌ. OŶ peut doŶĐ supposeƌ Ƌue les ƌatios d͛aŵplitude diŵiŶueƌoŶt loƌsƋue 

ces biosenseurs seront en conformation fermée. 

Dans cette partie, je ǀais ŵ͛iŶtĠƌesseƌ au suiǀi du ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ de la 

protéine kinase Aurora A. Au seiŶ de l͛ĠƋuipe, un biosenseur FRET Aurora A a été développé. 

Ce ďioseŶseuƌ Ŷous peƌŵet de suiǀƌe l͛aĐtiǀatioŶ de la pƌotĠiŶe kiŶase Aurora A au cours du 

temps (Fig 2.19). 

 

Fig 2.19 : Biosenseur FRET pour le suivi de changement de conformation de la protéine kinase 

Aurora A. (A) biosenseur en conformation ouverte lorsque la protéine kinase Aurora A Ŷ͛est pas 
phosphoƌǇlĠe doŶĐ Ŷ͛est pas aĐtiǀe. Les pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes soŶt ĠloigŶĠes, il Ŷ͛Ǉ a doŶĐ pas 

possiďilitĠ de tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe eGFP et ŵCheƌƌǇ. ;BͿ ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ ƋuaŶd 
Aurora A est phosphorylée sur la thréonine 288. eGFP et mCherry sont proches, il y a donc transfert 

d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe les deux protéines fluorescentes. 
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La protéine Aurora A est une protéine serine/thréonine kinase. Elle joue un rôle 

important dans la régulation du cycle cellulaire. Plusieurs rôles lui sont associés comme la 

participation à la séparation et la maturation des ĐeŶtƌosoŵes, l͛ĠtaďlisseŵeŶt du fuseau 

ŵitotiƋue ďipolaiƌe dğs la fiŶ de la phase “ et duƌaŶt la phase GϮ/M. Loƌs d͛uŶe 

immunodéplétion dirigée contre la protéine Aurora A, les cellules traitées sont rendues 

monopolaire impliquant une absence de séparation des centrosomes (Marumoto et al. 

2003). La protéine Aurora A est également impliquée dans la maturation des centrosomes. 

En son absence, le recrutement de composants péricentriolaires tels que la centrosomine et 

la ɶ-tubuline n͛est plus possiďle (Terada et al. 2003). Or ces acteurs sont indispensables dans 

l͛asseŵďlage des ŵiĐƌotuďules et doŶĐ daŶs l͛ĠtaďlisseŵeŶt du fuseau ŵitotiƋue. La kiŶase 

peut également jouer un rôle de régulateur du complexe cyclineB/cdk1 durant la phase G2 

(Dutertre et al. 2004; Hirota et al. 2003). Aurora A est un élément important dans la 

pƌogƌessioŶ ǀeƌs la ŵitose. Loƌs de Đette deƌŶiğƌe, d͛autƌes ƌôles soŶt attƌiďuĠs à la kiŶase 

Aurora A : elle phosphoƌǇle paƌ eǆeŵple l͛histoŶe Hϯ ƌespoŶsaďle de la ĐoŶdeŶsatioŶ de la 

ĐhƌoŵatiŶe eŶ dĠďut de ŵitose, elle peƌŵet aussi l͛ĠloŶgation des microtubules par la 

signalisation Ran GTP et son association avec des molécules telle que TPX2 lui permet 

d͛iŶhiďeƌ des phosphatases tel Ƌue PPϭ ;iŶhiďiteuƌ de ĐdkϭͿ (Bayliss et al. 2003). En notant 

tous les rôles importants joués par la kinase Aurora A il semble judicieux de suivre son 

activité. Dans le cas de surexpression, Đette pƌotĠiŶe kiŶase pƌoǀoƋue l͛appaƌitioŶ de 

centrosomes surnuméraires entrainant des anomalies au cours de la mitose et lors de la 

cytocinèse (Zhang et al. 2008). Il est donc essentiel de pouvoiƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ de la kiŶase 

sans modifier sa concentration endogène.  

L͛Ġtude de soŶ aĐtiǀitĠ paƌ la speĐtƌosĐopie à ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe de fluoƌesĐeŶĐe 

peut être une solution en évitant sa surexpression. 

Les biosenseurs Aurora A utilisés pour ce travail ont été développés au sein de notre 

équipe. Le biosenseur Aurora A sauvage est composé de la protéine Aurora A entière avec à 

ses eǆtƌĠŵitĠs les pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes EGFP ;à l͛eǆtƌĠŵitĠ N-terminale) et mCherry (à 

l͛eǆtƌĠŵitĠ C-terminale). Il a été mesuré une différence de durée de vie de 150ps entre le 

biosenseur Aurora A sauvage (durée de vie mesurée entre 2.30 et 2.35ns) et le biosenseur 

contrôle EGFP-Aurora A (durée de vie mesurée entre 2.4 et 2.5ns) en sortie de bactéries 

Escherichia coli (Bertolin et al. 2016). Cette diminution de durée de vie correspond au FRET 
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induit par le changement de conformation de la protéine Aurora A dû à son 

autophosphorylation sur la thréonine 288 (Fig 2.20). 

 

Fig 2.20 : Caractérisation du biosenseur Aurora A sauvage in vitro. (À gauche) Images représentant 

l͛iŶteŶsitĠ et la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe daŶs le ĐaŶal EGFP pouƌ les ďioseŶseuƌs EGFP-Aurora A et 

EGFP-Aurora A-mCherry purifiés en sortie de bactéries Escherichia coli. (À droite) Graphique 

illustrant la durée de vie de la protéine EGFP pour les deux biosenseurs au cours du temps (1 

acquisition toutes les 5min). Les données représentent la moyenne de durée de vie ± SEM de trois 

expériences indépendantes. (Bertolin et al.2016 ; Nature Com accepté) 

 

 

Fig 2.21 : CaractĠƌisatioŶ du ďioseŶseuƌ ŵutaŶt KϭϲϮM iŶ ǀitƌo. Iŵages ƌepƌĠseŶtaŶt l͛iŶteŶsitĠ et le 
durée de vie mesurée dans le canal EGFP pour les biosenseurs EGFP-AuroraA (gauche) ; EGFP-

AuroraA-mCherry (milieu) ; EGFP-AuroraA K162M-mCherry (droite). Les durées de vie mesurées 

pour EGFP-AuroraA et GFP-AuroraA K162M-mCherry sont identiques (2.4ns). Une diminution de 

durée de vie est mesurée pour le biosenseur EGFP-AuroraA-mCherry (2.3ns).    (Adapté de Bertolin 

et al.2016 ; Nature Com accepté) 
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Pour évoluer la relation eŶtƌe l͛autophosphoƌǇlatioŶ suƌ la thƌĠoŶiŶe Ϯϴϴ et l͛aĐtiǀitĠ 

de la kinase Aurora A, le biosenseur Aurora A sauvage a été muté sur la Lysine 162 (appelé 

biosenseur K162M). Ce biosenseur K162M est une kinase dead eŶtƌaiŶaŶt l͛iŶĐapaĐitĠ de la 

protéine kinase de phosphoryler ses substrats et de s͛autophosphoƌǇleƌ (Bertolin et al. 

2016). Il a été montré que le biosenseur K162M a une durée de vie similaire à celle du 

biosenseur contrôle EGFP-Aurora A en sortie de bactéries Escherichia coli confirmant 

l͛iŶĐapaĐitĠ d͛autophosphoƌǇlatioŶ de Đe ďioseŶseuƌ (Fig 2.21). 

Des mesures de durée de vie ont été effectuées sur des lignées cellulaires U20S 

stables exprimant les biosenseurs EGFP-Aurora A et EGFP-Aurora A-mCherry sauvages ou 

mutés. Des résultats similaires aux mesures in vitro ont été obtenus. Une diminution de 

durée de vie de 150ps a été mesurée aux centrosomes et au fuseau mitotique entre le 

biosenseur contrôle EGFP-Aurora A et le biosenseur sauvage EGFP-Aurora A-mCherry. Pour 

les cellules exprimant  les biosenseurs EGFP-Aurora A et EGFP-Aurora A-mCherry avec la 

ŵutatioŶ KϭϲϮM, auĐuŶe diffĠƌeŶĐe de duƌĠe de ǀie Ŷ͛est ŵesuƌĠe eŶtƌe Đes deuǆ 

constructions aux centrosomes et au fuseau mitotique (Fig 2.22). 

 

Fig 2.22 : Caractérisation des biosenseurs EGFP-AuroraA et EGFP-AuroraA-mCherry sauvage et 

mutant. Mesure de durée de vie du donneur EGFP aux centrosomes des lignées cellulaires stables 

exprimant les différents biosenseurs. (Bertolin et al.2016 ; Nature Com accepté) 



 

- 129 - 
 

Le but de ce projet est d͛oďteŶiƌ les ŵġŵes ƌĠsultats obtenus par mesure de FLIM, 

en mesurant le FRET intramoléculaire avec la technique de FCCS. 

͸.͸. Résultats 

Pour mettre en place cette méthodologie, deux étapes vont être nécessaires : 1) des 

acquisitions in vitro sur des biosenseurs Aurora A sauvage et mutant vont être effectuées et 

2) des mesures sur les lignées cellulaires stables exprimant ces biosenseurs seront faites. 

2.2.1. Suivi du biosenseur Aurora A in vitro par FCCS 

Premièrement, il est nécessaire de vérifier si une différence de ratio est observable 

entre la conformation fermée et ouverte du biosenseur en solution. Pour cela, deux 

constructions sont utilisées : un biosenseur K162M qui est uŶe kiŶase dead doŶĐ il Ŷ͛Ǉ a pas 

d͛autophosphoƌǇlatioŶ eŶ ďaĐtĠƌies. Le ďioseŶseuƌ eŶ soƌt eŶ ĐoŶfoƌŵatioŶ ouǀeƌte ; et un 

biosenseur sauvage qui s͛autophosphoƌǇle eŶ ďaĐtĠƌies. Ce ďioseŶseuƌ eŶ soƌt en 

conformation fermée. Des mesures FCCS ont été effectuées sur ces biosenseurs, qui sont 

diluĠs daŶs du taŵpoŶ kiŶase ;Đe Ƌui Ġǀite l͛agƌĠgatioŶ des ĐoŶstƌuĐtioŶsͿ. Un exemple 

d͛aŶalǇse de FCC“ pouƌ les deuǆ ďioseŶseuƌs Aurora A sauvage et mutant est représenté par 

la figure 2.23. EŶ ĐoŵpaƌaŶt les Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe 

obtenues après analyse des constructions sauvage (Fig 2.23A) et mutante (Fig 2.23B), il est 

ǀisiďle Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de F‘ET ;BioseŶseuƌ WTͿ, l͛aŵplitude des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ 

verte et de corrélation croisée augmentent (ܩ଴,௩ = Ͳ,ʹͲ͸͹ ݁� ܩ଴,௫ = Ͳ,Ͳ͵ͳʹ) alors que celle 

de la Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ƌouge diŵiŶue ;ܩ଴,� = Ͳ.Ͳ͸ͷͳ) par rapport aux amplitudes 

oďteŶues loƌsƋu͛il Ŷ͛Ǉ a pas de F‘ET ;ܩ଴,௩ = Ͳ,Ͳ9ͲͶ, ଴,௫ܩ = Ͳ.Ͳʹ͸ͷ ݁� ܩ଴,� = Ͳ.Ͳ͹Ͳ͵). Après 

analyse des courbes et calcul des ratios (Fig 2.23C), il est observé une diminution 

significative de 0.10 du ratio  
ீ0,�ீ0,� en présence de FRET (biosenseur WT). Par contre, une 

augmentation non significative de 0.05 du ratio 
ீ0,�ீ0,�  est observée en présence de FRET. Une 

autre remarque est observable, les ratios 
ீ0,�ீ0,� et 

ீ0,�ீ0,� ne sont pas égaux pour chaque 

condition. 
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Fig 2.23 : Mesure de FCCS sur les biosenseurs Aurora A en solution. Les graphiques  représentent les 

Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte et ƌouge aiŶsi Ƌue la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ  ĐƌoisĠe pouƌ les 
biosenseurs Aurora A sauvage FRET (A) et mutant Non FRET (B) en solution. Les losanges verts, les 

ronds rouges ainsi que les croix noires correspondent respectivement aux données brutes des 

Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte et ƌouge et de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe. Les ligŶes ǀeƌtes, 
rouges et noires correspondent respectiǀeŵeŶt auǆ doŶŶĠes ajustĠes des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ 
ǀeƌte, ƌouge et  de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe. Il est ŶotĠ Ƌu͛eŶ pƌĠseŶĐe de F‘ET, l͛aŵplitude 
des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte et de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe augŵeŶte aloƌs Ƌue Đelle de la Đourbe 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ƌouge diŵiŶue. L͛histogƌaŵŵe C ƌepƌĠseŶte les ƌatios ீ0,�ீ0,� et 
ீ0,�ீ0,� calculés pour les 

biosenseurs sauvages WT (n=131) et mutants K162M (n=124). En présence de FRET, le ratio 
ீ0,�ீ0,�  

diŵiŶue de façoŶ sigŶifiĐatiǀe. Les ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌs ƌepƌĠseŶteŶt la dĠǀiatioŶ standard entre chaque 

mesure. 
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2.2.2. Suivi du biosenseur Aurora A en cellules par FCCS 

Au vu de ces résultats, on peut supposer que le suivi du changement de 

conformation du biosenseur Aurora A peut se faire en calculant le ratio 
ீ0,�ீ0,� . Pour confirmer 

ce résultat, des acquisitions ont été effectuées sur des lignées cellulaires U20S exprimant les 

biosenseurs WT et K162M sous promoteur endogène. Pour faire des acquisitions en FCCS, 

les cellules ont été traitées au nocodazole, ce qui permet de synchroniser les cellules en 

phase G2M du cycle cellulaire. En effet, après 16h de traitement au nocodazole, le milieu de 

culture a été remplacé ce qui permet aux cellules de partir en mitose. Visuellement les deux 

lignées cellulaires, après traitement, ont un phénotype différent. En effet, la lignée cellulaire 

WT a un marquage localisé très précisément au niveau des centrosomes et sur les 

microtubules alors que la lignée cellulaire K162M a un marquage plus diffus dans le 

cytoplasme et localisé au centrosome (Fig 2.24). Du fait du marquage dans le cytoplasme, 

les microtubules marqués sont moins visibles.  

 

Fig 2.24 : Images acquises au microscope confocal des cellules exprimant le biosenseur Aurora A 

sauvage (WT, à gauche) et mutant (K162M, à droite) après traitement au nocodazole. Il est observé 

que le mutant a une localisation plus diffuse par rapport au biosenseur sauvage. Les mesures de 

FCC“ oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes suƌ l͛eǆtƌĠŵitĠ des ŵiĐƌotuďules. 

Malgré cette observation, des acquisitions en FCCS ont été effectuées suƌ l͛eǆtƌĠŵitĠ 

des microtubules. Une diminution significative de 0.24 du ratio 
ீ0,�ீ0,� est observable en 

présence de FRET. Et au contraire une augmentation de 0.11 du ratio 
ீ0,�ீ0,� est mesurée pour 

les cellules exprimant le biosenseur WT (Fig 2.25). Comme pour les acquisitions en solution, 

les deux ratios pour chaque condition ne sont pas égaux.  
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Fig 2.25 : Mesure de FCCS sur les biosenseurs Aurora A en cellules. L͛histogƌaŵŵe C ƌepƌĠseŶte les 

ratios 
ீ0,�ீ0,� et 

ீ0,�ீ0,� calculés pour les biosenseurs WT (n=17) et mutant K162M (n=12). Une diminution 

significative du ratio 
ீ0,�ீ0,�   est mesurée dans les cellules exprimant le biosenseur Aurora A  WT. Les 

ďaƌƌes d͛eƌƌeuƌs ƌepƌĠseŶteŶt la dĠǀiatioŶ staŶdaƌd eŶtƌe ĐhaƋue ŵesuƌe. 

 

Attention, pour cette partie très peu de mesure ont été effectuées et au vu des 

phénotypes cellulaires, des questions peuvent se poser. En se basant sur les résultats 

préliminaires, une diminution du ratio 
ீ0,�ீ0,� est mesurée avec le biosenseur sauvage Aurora A. 

OŶ peut doŶĐ diƌe Ƌu͛il est possiďle de suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ de la pƌotĠiŶe kiŶase Auƌoƌa A à 

l͛aide d͛uŶ ďioseŶseuƌ F‘ET par la technique de FCCS. 

ͷ.ͷ. Discussion  

Ce mon projet a consisté à mettre en place des mesures de suivi de FRET par 

spectroscopie de corrélation croisée de fluorescence (FCCS). Le but de cette mise en place a 

été de voir la possibilité de mesurer une diminution des ratios  
ீ0,�ீ0,�    et  

ீ0,�ீ0,� où ܩ଴,௫ 

ƌepƌĠseŶte l͛aŵplitude de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe, ܩ଴,௩ et ܩ଴,� correspondent 

ƌespeĐtiǀeŵeŶt à l͛aŵplitude des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ du ǀeƌt et ƌouge.  

Deux phases dans ce projet ont été appréhendées : des mesures de FCCS sur les 

biosenseurs Aurora A sauvage et mutant en solution et sur des cellules exprimant ces 
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biosenseurs de manière endogène.  La ŵesuƌe d͛uŶe diŵiŶutioŶ du ƌatio ீ0,�ீ0,� pour toutes les 

étapes de validation (biosenseur sauvage et mutant K162M en solution et en cellules) nous 

laisse penser à la possibilité de suivre la FRET par mesure de FCCS. 

L͛iŶtĠƌġt de Đette ŵĠthodologie de suiǀi de F‘ET paƌ FCC“ est de pƌeŶdƌe aǀaŶtage 

de de la technique de FCC“ Đ͛est-à-dire faible expression et mesure dans un petit volume 

pouƌ le suiǀi d͛aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue à l͚aide d͛uŶ ďioseŶseuƌ F‘ET. L͛iŶtĠƌġt des Ġtudes 

biologiques est de suivre une activité de manière endogène dans des conditions 

physiologiques, ce Ƌui iŵpliƋue uŶe faiďle eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue. LoƌsƋu͛uŶe aĐtiǀitĠ 

pƌotĠiƋue est ĠtudiĠe aǀeĐ l͛utilisatioŶ d͛uŶ ďioseŶseuƌ F‘ET, il est diffiĐile de la suiǀƌe de 

manière endogène par FRET. En effet, pour mesurer le FRET par les méthodes généralement 

utilisées, il faut un signal fluorescent assez important. 

Néanmoins des questions peuvent se poser au vu des résultats obtenus lors des 

mesures de FCCS des biosenseurs en solution et en cellules. En effet, pour chaque 

biosenseur (WT et K162M) les ratios 
ீ0,�ீ0,� et 

ீ0,�ீ0,� ne sont pas égaux, le ratio  
ீ0,�ீ0,� est toujours 

plus petit que le ratio  
ீ0,�ீ0,�. Cette différence laisse penser que le nombre de molécules vertes 

et rouges détectées dans le volume foĐal Ŷ͛est pas ideŶtiƋue. Plusieuƌs faĐteuƌs peuǀeŶt 

expliquer cette différence de ratios : (i) la pƌĠseŶĐe d͛autofluoƌesĐeŶĐe du ŵilieu e Đe 

malgré un changement de milieu avant les acquisitions, (ii) l͛Ġtat tƌiplet de la  pƌotĠiŶe 

fluorescente mCherry. L͛Ġtat tƌiplet est uŶ Ġtat Ŷoiƌ de la ŵolĠĐule aǀeĐ uŶ teŵps 

caractéristique de lans, ce qui fait clignoter les molécules dans le volume confocal. Cela a 

pouƌ ĐoŶsĠƋueŶĐe de ŵodifieƌ l͛aŵplitude de la Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ des ŵolĠĐules 

rouges. La brillance et la maturation de la protéine fluorescente mCherry est un troisième 

poiŶt Ƌui peut iŶflueŶĐeƌ l͛aŵplitude de la Đouƌďe d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ƌouge et doŶĐ le ƌatio ீ0,�ீ0,� . Durant les acquisitions le problème de photoblanchiment des protéines fluorescentes 

rouges a été rencontré, ce qui peut aussi biaisais les mesures de FCCS. Un phénomène 

d͛agƌĠgatioŶ du ďioseŶseuƌ KϭϲϮM eŶ solutioŶ a également été observé, ce qui peut 

influencer les mesures de FCCS et donc biaisais les mesures de ratio d͛aŵplitude.  

En cellules, il a été observé une différence de localisation suivant le biosenseur 

exprimé. Le biosenseur mutant K162M a une localisation beaucoup plus diffuse que le 
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biosenseur WT qui a une localisation au niveau des microtubules et des centrosomes. Serai 

ce dû à cette mutation ? Cette mutation modifie-t-elle les interactions entre le biosenseur 

Aurora A et ses partenaires ? Ces ƋuestioŶs Ŷ͛oŶt pas pu ġtƌe appƌofoŶdies.  

Pour valider avec une autre expérience la mesure de FRET par FCCS, il serait utile de 

suivre le changement de conformation du biosenseur sauvage (WT) en solution au cours du 

teŵps aǀeĐ uŶ tƌaiteŵeŶt à la phosphatase et eŶsuite à l͛ATP. EŶ soƌtie de ďaĐtĠƌies, le 

biosenseur est en conformation fermée (Aurora A est phosphorylée) donc en présence de 

F‘ET, apƌğs tƌaiteŵeŶt à la phosphatase Auƌoƌa A doit se dĠphosphoƌǇleƌ, il Ŷ͛Ǉ auƌa doŶĐ 

plus de F‘ET. Le tƌaiteŵeŶt à l͛ATP doit ƌe-phosphoryler Aurora A, le phénomène de FRET 

est donc observé. Ces traitements ont déjà été caractérisés par FLIM (Bertolin et al.2016) 

(Fig 2.26). 

.   

Fig 2.26 : Suivi des biosenseurs EGFP-Aurora et EGFP-AuroraA-mCherry avec un traitement à la 

phosphatase et à l͛ATP. Ces deuǆ tƌaiteŵeŶts Ŷ͛oŶt pas d͛iŵpaĐt suƌ la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe pouƌ le 
biosenseur contrôle EGFP-AuƌoƌaA. L͛ajout de la phosphatase pƌoǀoƋue uŶe augŵeŶtatioŶ de la 

durée de vie du biosenseur sauvage EGFP-AuroraA-mCherry correspondant à la déphosphorylation 

de la pƌotĠiŶe kiŶase AuƌoƌaA. L͛ajout de l͛ATP pƌoǀoƋue uŶe diŵiŶutioŶ de la duƌĠe de vie mesurée 

du biosenseur sauvage correspondant à la phosphorylation de la protéine kinase Aurora A. Les 

tƌaiteŵeŶts oŶt ĠtĠ faits à ϯϬ°C et les aĐƋuisitioŶs oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes toutes les ϱŵiŶ. L͛additioŶ de la 
phosphatase et de l͛ATP est iŶdiƋuĠe paƌ des flèches sur le graphique. Les données représentent la 

moyenne des durées de vie mesurées ± SEM de trois expériences indépendantes.                       

(Bertolin et al.2016 ; Nature Com accepté) 
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Lors du traitement à la phosphatase, la durée de vie du biosenseur EGFP-AuroraA-

mCherry mesurée dans le canal du donneur augmente (passe de 2.32ns à 2.46ns) 

correspondant à un passage de la conformation fermée à ouverte induit par la 

dĠphosphoƌǇlatioŶ de la pƌotĠiŶe kiŶase Auƌoƌa A. Le tƌaiteŵeŶt à l͛ATP eŶtƌaine une 

diminution (passe de 2.46ns à 2.30ns) de la durée de vie mesurée du biosenseur sauvage 

ĐoƌƌespoŶdaŶt au passage d͛uŶe ĐoŶfoƌŵatioŶ ouǀeƌte à feƌŵĠe iŶduit paƌ la 

phosphorylation de la protéine kinase Aurora A. Le biosenseur contrôle EGFP-AuƌoƌaA Ŷ͛est 

pas affecté par les traitements, sa durée de  vie reste stable (2.5ns). Des résultats 

pƌĠliŵiŶaiƌes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌu͛il Ǉ aǀait uŶe teŶdaŶĐe à l͛augŵeŶtatioŶ du ƌatio ீ0,�ீ0,� 1h après 

traitement à la phosphatase et une tendance à la diminution de ce même ratio 1h après 

tƌaiteŵeŶt à l͛ATP. Il faudƌait ƌĠitĠƌeƌ Đes aĐƋuisitioŶs Đaƌ Đe soŶt de ƌĠsultats pƌĠliŵiŶaiƌes 

et non significatif.  

 

Fig 2.27 : Durée de vie mesurée dans des lignées cellulaires stables exprimant les biosenseurs EGFP-

Aurora (en noir) et EGFP-AuroraA-mCherry (en blanc), synchronisées en mitose et traitées avec du 

DM“O ou aǀeĐ l͛iŶhiďiteuƌ MLNϴϮϯϳ. Avec le traitement au DMSO une diminution de durée de vie 

est mesurée pour le biosenseur EGFP-AuroraA-ŵCheƌƌǇ. Ce tƌaiteŵeŶt  Ŷ͛a pas d͛effet suƌ l͛aĐtiǀitĠ 
du biosenseur EGFP-AuroraA-mCherry. Avec le traitement au MLN8237, aucune différence de durée 

de ǀie Ŷ͛est ŵesuƌĠe eŶtƌe les deuǆ ďioseŶseuƌs. Ce tƌaiteŵeŶt eŵpġĐhe l͛autophosphoƌǇlatioŶ de 
la pƌotĠiŶe kiŶase Auƌoƌa A, uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de ĐoŶfoƌŵatioŶ Ŷ͛est doŶĐ pas oďseƌǀĠ. ( Bertolin et 

al.2016 ; Nature Com accepté) 
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Il serait aussi possible de faire des mesures de FCCS sur les cellules exprimant le 

ďioseŶseuƌ WT et d͛effeĐtueƌ uŶ tƌaiteŵeŶt au MLNϴϮϯϳ. Cette suďstaŶĐe est iŶhiďiteuƌ 

catalytique de la protéine Aurora A. Il a déjà été montré par FLIM que le phénomène de 

F‘ET Ŷ͛est pas ŵesuƌĠ loƌsƋue des Đellules eǆpƌiŵaŶt le ďioseŶseuƌ sauǀage et 

synchronisées en mitose étaient traitées avec MLN8237 (Bertolin et al.2016) (Fig 2.27). 

L͛aǀaŶtage de Đette deƌŶiğƌe eǆpĠƌieŶĐe est la ŵesuƌe de FCC“ suƌ des ĠĐhaŶtilloŶs ǀiǀaŶts. 

D͛uŶe ŵaŶiğƌe gĠŶĠƌale, l͛utilisatioŶ de la FCC“ pouƌ le ŵesuƌe de F‘ET peƌŵettrait 

de suivre des activités enzymatiques en condition endogène mais aussi à des endroits où la 

pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt est loĐalisĠe de ŵaŶiğƌe tƌğs faiďle Đoŵŵe paƌ eǆeŵple daŶs les 

organelles, la membrane plasmique ou nucléaire ;  et donc où la mesure de FRET par FLIM 

ou paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ ƌeste diffiĐile. Les résultats préliminaires obtenus semblent 

pƌoŵetteuƌs pouƌ l͛utilisatioŶ de la teĐhŶiƋue de FCC“ pouƌ suiǀƌe un biosenseur faiblement 

exprimé dans les cellules. 
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Chapitre 3 Projets secondaires 

1. Rapid Lifetime Determination 

Au Đouƌs de ŵa thğse, j͛ai eu l͛oppoƌtuŶitĠ d͛aller travailler trois mois en 

collaboration avec le Dr Sergi Padilla-Parra au Wellcome Trust Centre for Human Genetics 

situé à Oxford.  

Cette ĐollaďoƌatioŶ poƌtait suƌ la ŵise eŶ plaĐe d͛uŶe ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie à l͛aide 

de détecteur Hybride en mode « gated » sur un SP8.  

1.1. )ntroduction  

La durée de vie est généralement mesurée par la méthode des déclins de 

fluorescence (TCSPC). Pour obtenir des déclins de fluorescence avec cette méthode, il est 

nécessaiƌe d͛aĐƋuĠƌiƌ ƋuelƋues ŵiŶutes ;trois à cinq minutes) pour collecter assez de 

photons et donc pour obtenir un déclin de fluorescence aǀeĐ suffisaŵŵeŶt d͛ĠǀğŶeŵeŶts 

Ƌue l͛oŶ pouƌƌa ajusteƌ aǀeĐ uŶ ŵodğle eǆpoŶeŶtiel. L͛appƌoĐhe Ƌue l͛oŶ pƌopose est uŶe 

ŵĠthode d͛estiŵatioŶ de la duƌĠe de ǀie d͛uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe eǆpoŶeŶtiel eŶ 

utilisaŶt uŶ eŶseŵďle d͛iŶtĠgƌales eŶtƌe des poiŶts de teŵps ;j͛appelleƌai au Đouƌs de Đette 

partie cette méthode RLD pour Rapid Lifetime Determination). Dans la figure 3.1, il est 

décrit les deux intégrales comme étant ଵܶ et ଶܶ (Sharman et al. 1999). La durée de vie 

ĐalĐulĠe à l͛aide de Đette estiŵatioŶ est dĠĐƌite aǀeĐ l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte 

� = −∆�ln ሺ ଶܶଶ ଵܶଶ⁄ ሻ 

Où ∆� représente la largeur de la porte temporelle; ଵܶ correspond à la moyenne d͛iŶteŶsitĠ 

de la première porte temporelle et ଶܶ ĐoƌƌespoŶd à la ŵoǇeŶŶe d͛iŶteŶsitĠ de la deuǆiğŵe 

porte temporelle.  

Le dĠǀeloppeŵeŶt de Đette ŵĠthode a pouƌ ďut de ǀoiƌ s͛il est possiďle de ŵesuƌeƌ 

rapidement la durée de vie avec les hybrides en mode « gated » sur le SP8 de Leica en 

pƌeŶaŶt deuǆ iŵages d͛iŶteŶsitĠs de fluoƌesĐeŶĐe à diffĠƌeŶtes poƌtes teŵpoƌelles 

correspondant aux deux intégrales ( ଵܶ et ଶܶ).  
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Fig 3.1 : Eǆeŵple d͛uŶ dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe. L͛aiƌe eŶtƌe les deuǆ paiƌes de lignes pointillés et lignes 

pleines correspond à chaque intégrale ( ଵܶ et ଶܶ) requises pour la méthode RLD. 

 

Pouƌ Ŷotƌe appƌoĐhe, Ŷous aǀoŶs Đhoisi d͛aĐƋuĠƌiƌ deuǆ poƌtes teŵpoƌelles de ϰŶs. 

Ces portes temporelles se chevauchent à 50% : la première est acquise de 0 à 4ns et la 

deuxième est de 2 à 6ns. 

1.2. Mesure de durée de vie en solution test 

Les premiers tests se sont portés sur des acquisitions de la rhodamine6G en 

pƌĠseŶĐe ou ŶoŶ d͛ioduƌe de potassiuŵ ;KIͿ (Leray et al. 2013). Ce dernier est un 

« extincteur » Đ͛est à diƌe Ƌu͛il ǀa peƌŵettƌe de dĠsaĐtiǀeƌ l͛Ġtat eǆĐitĠ de la ƌhodaŵiŶeϲG 

paƌ tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie pƌoǀoƋuaŶt uŶe diŵiŶutioŶ de duƌĠe de ǀie de la ƌhodaŵiŶeϲG. 

Nous savons que plus la concentration de KI est importante plus la durée de vie de la 

rhodamine6G diminue. Grâce à cette certitude, deux points vont être vérifiés : (i) la 

méthode RLD permet-elle de mesurer une diminution de durée de vie de la rhodamine 

suivant la concentration de KI ? (ii) la durée de vie mesurée avec la méthode RLD est-elle 

identique à celle mesurée avec la méthode TCSPC (fit mono-exponentiel) ? 

Pour répondre à ces questions des solutions de rhodamine6G avec différents 

pourcentages (de 0 à 90%) de KI ont été réalisées. La durée de vie de ces solutions a été 
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mesurée avec la méthode RLD et en TCSPC avec un fit mono-exponentiel.  Pour les deux 

méthodes, une diminution de la durée de vie de la rhodamine6G est mesurée en 

ĐoŶĐoƌdaŶĐe aǀeĐ l͛augŵeŶtatioŶ du pouƌĐeŶtage de KI daŶs les solutioŶs ;Fig 3.2). 

L͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt daŶs Đes ŵesuƌes est la ŶoŶ-récupération des mêmes durées de vie pour 

chaque solution par ces deux méthodes. En effet, avec la méthode RLD la durée de vie 

mesurée est supérieure à celle mesurée par la méthode TCSPC (qui est une méthode sûre 

pour la mesure de durée de vie). Par exemple, la durée de vie mesurée pour la 

rhodamine6G pure est de 3.86ns avec la méthode TCSPC et de 4.74ns pour la méthode RLD. 

 

 

Fig 3.2 : Comparaison des durées de vie de fluorescence mesurées par la méthode RLD (carrés) et la 

méthode TCSPC  (triangle) pour différents mélanges de rhodaŵiŶeϲG et d͛ioduƌe de potassiuŵ. 

DiŵiŶutioŶ de la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe aǀeĐ l͛augŵeŶtatioŶ du pouƌĐeŶtage de KI daŶs les solutioŶs. 
Par contre, les durées de vie mesurées pour les deux méthodes ne sont pas identiques. 

 

Les durées de vie obtenues avec la méthode RLD ne sont pas absolues mais relatives. 

En tenant compte de ce point, il est néanmoins iŶtĠƌessaŶt de testeƌ s͛il est possiďle de 

mesurer des différences de durées de vie dans des échantillons vivants. 
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1.3. Mesure de durée de vie dans des échantillons vivants 

Pouƌ Đette paƌtie, le ďut est de ǀĠƌifieƌ s͛il est possiďle de ŵesuƌeƌ daŶs des 

échantillons vivants une différence de durée en présence ou non de FRET. Pour cela, des 

cellules U2OS ont été transfectées avec la protéine fluorescente Clover (donneur seul) qui 

est Ŷotƌe ĐoŶditioŶ où il Ŷ͛Ǉ a pas de F‘ET et uŶ taŶdeŵ Cloǀeƌ-mRuby2 (donneur et 

accepteur liés par un petit lien peptidique) qui est notre condition où il y a un transfert 

d͛ĠŶeƌgie eŶtƌe Cloǀeƌ et ‘uďǇϮ. 

Les durées de vie de fluorescence ont été mesurées par la méthode TCSPC et RLD 

(Fig 3.3).  Ces mesures sont faites avec les mêmes paramètres que pour les mesures en 

solution. Une diminution significative de la durée de vie est mesurée lorsque le donneur est 

liĠ à l͛aĐĐepteuƌ paƌ les deuǆ ŵĠthodes. Pour la méthode TCSPC (Fig 3.3B), la durée de vie 

mesurée du tandem est de 2.06 +/- 0.3ns (n=30) alors que Clover seul a une durée de vie de 

2.58 +/- 0.16ns (n=25). Pour la méthode RLD, (Fig 3.3C) la durée de vie mesurée du tandem 

est de 2.79 +/- 0.22ns (n=30) alors que Clover seul a une durée de vie de 3.39 +/- 0.08ns 

(n=25). Comme pour les solutions rhodamine6G et KI, les durées de vie mesurées pour 

Clover et le tandem Clover-Ruby2 par les deux méthodes sont différentes. La méthode RLD 

surestime la durée de vie par rapport à la méthode TCSPC. Malgré cette surestimation, la 

différence de durée de vie mesurée entre le donneur seul et le tandem avec la méthode RLD 

reste très proche de celle mesurée avec la méthode TCSPC (0.60ns pour la méthode RLD et 

0.52ns pour la méthode TCSPC). La différence de durée de vie mesurée pour le donneur et 

le tandem entre ces deux méthodes est respectivement de 0.81ns et 0.73ns.  

Après ces acquisitions, on peut conclure que la méthode RLD permet de mesurer des 

durées de vie de fluorescence relatives et Ƌu͛elle est assez « précise » pour mesurer une 

différence entre une condition FRET et pas FRET.  

La prochaine étape est de valider la possibilité de suivre une activité enzymatique à 

l͛aide de ďioseŶseuƌ paƌ la teĐhŶiƋue ‘LD.  
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Fig 3.3 : (A) Iŵages ƌepƌĠseŶtaŶt l͛iŶteŶsitĠ et la duƌĠe de ǀie ŵesuƌĠe pour des cellules exprimant 

Clover et le tandem Clover-mRuby2 paƌ la teĐhŶiƋue ‘LD. Les iŵages d͛iŶteŶsitĠ ƌepƌĠseŶteŶt la 
première image d͛iŶteŶsitĠ aĐƋuise ( ଵܶ) et les images de durée de vie sont obtenues en appliquant la 

foƌŵule d͛estiŵatioŶ de duƌĠe de ǀie. Boxplot représentant les durées de vie mesurées pour Clover 

et le tandem Clover-Ruby2 par les méthodes TCSPC (B) et RLD (C). Avec la technique TCSPC (B), la 

durée de vie moyenne mesurée à l͛aide d͛uŶ ŵodğle ŵoŶo-exponentiel de Clover et du tandem 

Clover-mRuby2 est respectivement de2.58 +/- 0.16ns et 2.06 +/- 0.3ns. Avec la technique RLD (C), la 

durée de vie moyenne mesurée de Clover et du tandem Clover-mRuby2 est respectivement de 3.39 

+/- 0.08ns et 2.79 +/- 0.2ns. 
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Juste après mon départ, la forme de la porte temporelle, acquise avec le détecteur 

hybride en mode « gated », a été caractérisée (Fig 3.4). Quelques points sont à noter sur 

cette porte temporelle. Tout d͛aďoƌd, la poƌte Ŷe ĐoŵŵeŶĐe pas à Ϭns mais plutôt à 2ns. La 

largeur de la porte est de 5ns et uŶ piĐ d͛uŶe iŶteŶsitĠ iŵpoƌtaŶte ;plus gƌaŶde Ƌue 

l͛iŶteŶsitĠ de la poƌte teŵpoƌelleͿ est ǀisiďle eŶtƌe Ϭ et Ϯns. Le pic d'intensité est quelque 

peu difficile à rationaliser bien qu'il est certainement lié au mécanisme de déclenchement 

utilisé pour activer le détecteur. La caractérisation de la porte temporelle a été effectuée 

avant et après les acquisitions sur plusieurs jours. La figure 4 représente trois exemples de 

portes temporelles caractérisées. Ces trois  exemples montrent que la porte temporelle 

reste identique entre chaque acquisition. Après discussion avec le service après-vente de 

LeiĐa, il s͛aǀğƌe Ƌue le piĐ à ϬŶs ĐoƌƌespoŶd à la fiŶ de la porte temporelle et que la porte 

eŶtƌe Ϯ et ϳŶs est uŶe poƌte seĐoŶdaiƌe ;ƌĠfleǆioŶ daŶs la tġte ĐoŶfoĐaleͿ. C͛est pouƌ euǆ le 

ŵoǇeŶ d͛eŶleǀeƌ tous les phĠŶoŵğŶes ƌapides ;ƌĠfleǆioŶ, autofluoƌesĐeŶĐeͿ de la ŵesuƌe 

ŵġŵe à ϬŶs. DaŶs Ŷotƌe Đas, Đ͛est Đoŵŵe si nous avions mesuré la RLD avec des portes de 4 

à 8ns et de 6 à 10ns. La RLD est une mesure indépendante de là où commence la porte 

teŵpoƌelle ;l͛iŶteŶsitĠ et la taille de la poƌte teŵpoƌelle aĐƋuise iŶteƌǀieŶŶeŶt daŶs le ĐalĐul 

de la RLD). Il faudrait doŶĐ ƌĠgleƌ l͛hǇďƌide autƌeŵeŶt pouƌ aǀoiƌ uŶe iŶteŶsitĠ ŵaǆiŵale. 

 

Fig 3.4 : Les gƌaphiƋues ƌepƌĠseŶteŶt la poƌte teŵpoƌelle d͛uŶ dĠteĐteuƌ hǇďƌide iŶteƌŶe. Les poƌte 
1-3 ont été collectées au cours de plusieurs occasions en utilisant le même détecteur. 
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MalheuƌeuseŵeŶt, ŵoŶ tƌaǀail s͛est aƌƌġtĠ iĐi, je Ŷ͛aǀais pas aĐĐğs à uŶ hǇďƌide eŶ 

mode « gated » à ‘eŶŶes. Mais j͛ai ďoŶ espoiƌ Ƌue la ŵesuƌe de duƌĠe de ǀie de 

fluoƌesĐeŶĐe soit possiďle à l͛aide des dĠteĐteuƌs hǇďƌide suƌ le “Pϴ de LeiĐa. Cette 

possibilité pourra ouvrir la porte au suivi du FRET par FLIM dans des laboratoires ayant un 

SP8 avec hybride en mode « gated ». La mesure de durée de vie sera plus accessible : il Ŷ͛Ǉ 

auƌa plus ďesoiŶ d͛aĐheteƌ des ŵodules supplĠŵeŶtaiƌes pouƌ pouǀoiƌ faiƌe des 

acquisitions. 

2. Visualisation d’interaction protéine-protéine par FCCS chez la levure 

En collaboration avec le Dr Gwenaël Rabut, daŶs le Đadƌe de l͛Ġtude suƌ 

l͛uďiƋuitiŶatioŶ et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt à l͛iŶteƌaĐtioŶ des aĐteurs de ce processus 

biologique, j͛ai mis en place des mesures de FCCS en levure. 

2.1. )ntroduction  

L͛uďiƋuitiŶatioŶ est une modification post-traductionnelle importante dans la survie 

cellulaire. En effet ce processus a plusieurs rôles tels que la stabilité protéique, les protéines 

marquées par les ubiquitines pourront être adressées aux protéasomes pour leur 

dégradation ; le remodelage de la chromatine, la régulation de la localisation cellulaire, du 

tƌafiĐ et de la sigŶalisatioŶ iŶtƌaĐellulaiƌe. PƌiŶĐipe gĠŶĠƌale de l͛uďiƋuitiŶatioŶ : trois 

enzǇŵes soŶt iŵpliƋuĠes daŶs Đe pƌoĐessus. La pƌeŵiğƌe Ġtape est l͛aĐtiǀatioŶ de 

l͛uďiƋuitiŶe paƌ l͛eŶzǇŵe aĐtiǀatƌiĐe Eϭ Ƌui se pƌoduit paƌ hǇdƌolǇse de l͛ATP. Cette Ġtape 

pƌoǀoƋue la fusioŶ de l͛uďiƋuitiŶe aǀeĐ l͛eŶzǇŵe Eϭ. L͛uďiƋuitiŶe est eŶsuite tƌaŶsfĠƌée sur 

uŶ gƌoupe sulfuƌe de l͛eŶzǇŵe ĐoŶjugaŶte EϮ. L͛uďiƋuitiŶe passe suƌ la pƌotĠiŶe suďstƌat à 

l͛aide de l͛eŶzǇŵe ligase appelée E3 qui est liée à la protéine substrat et l͛eŶzǇŵe 

ĐoŶjugaŶte EϮ. Plusieuƌs eŶzǇŵes Eϯ peƌŵetteŶt de passeƌ l͛uďiƋuitiŶe diƌectement de 

l͛eŶzǇŵe EϮ à la pƌotĠiŶe suďstƌat. Ce pƌoĐessus d͛uďiƋuitiŶatioŶ peut ġtƌe ƌĠpĠtĠ plusieuƌs 

fois pour créer des chaines de plusieurs ubiquitines sur les protéines substrats (Mcdowell & 

Philpott 2016). La mono-ubiquitination est impliquée dans la signalisation cellulaire, la 

répaƌatioŶ à l͛ADN, le ŵaƌƋuage ĠpigĠŶĠtiƋue de la ĐhƌoŵatiŶe ou la ƌĠgulatioŶ de la 

localisation de certaines protéines. La poly-ubiquitination sur la lysine 48 entraine 

l͛adƌessage de la pƌotĠiŶe ŵodifiĠe au pƌotĠasoŵe pouƌ sa dĠgƌadatioŶ. 
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Plusieurs enzymes existent pour chaque étape de ce processus. Il y a deux enzymes 

activatrices E1 chez les vertébrés Uba1 (Hershko et al. 1983; Handley et al. 1991) et Uba6 

(Jin et al. 2007). Ces enzymes ont des spécificités différentes comme les enzymes E2 à qui 

elles doŶŶeƌoŶt l͛uďiƋuitiŶe. Il Ǉ a eŶǀiƌoŶ cinquante enzymes E2 qui sont classées en quatre 

groupes suivant leurs structures (Clague et al. 2015). Ces enzymes E2 peuvent interagir avec 

plusieuƌs ĐeŶtaiŶes d͛eŶzǇŵes Eϯ daŶs les ŵaŵŵifğƌes, peƌŵettaŶt des ŵillieƌs 

d͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les eŶzǇŵes EϮ et Eϯ (Markson et al. 2009). Ces nombreuses enzymes 

pƌĠseŶteŶt uŶe gƌaŶde diǀeƌsitĠ daŶs les ŵaĐhiŶes d͛uďiƋuitiŶation (Huibregtse et al. 1995; 

Jackson et al. 2000; King et al. 1995).  

Au ǀu des Ŷoŵďƌeuses eŶzǇŵes eǆistaŶtes, il est iŶtĠƌessaŶt d͛Ġtudieƌ et de 

dĠĐouǀƌiƌ de Ŷouǀelles iŶteƌaĐtioŶs eŶtƌe Đes eŶzǇŵes. Pouƌ ça, l͛ĠƋuipe du Dƌ GǁeŶaël 

‘aďut Ġtudie l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe EϮ et Eϯ daŶs les leǀuƌes. Le Ŷoŵďƌe d͛eŶzǇŵes est plus 

petit daŶs Đette oƌgaŶisŵe ŵodğle paƌ ƌappoƌt au Ŷoŵďƌe d͛eŶzǇŵe ƌetƌouǀĠs Đhez 

l͛huŵaiŶ. EŶ effet, onze enzymes E2 et environs soixante enzymes E3 sont retrouvées chez 

la levure.  

Dans un premier temps, il a été question de déterminer si oui ou non une interaction 

eŶtƌe UďĐϭϯ et MŵsϮ Ġtait ǀisiďle paƌ FCC“ Đhez la leǀuƌe “aĐĐhaƌoŵǇĐes Đeƌeǀisiae et s͛il 

Ġtait possiďle de ƋuaŶtifieƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes deuǆ pƌotĠiŶes. UďĐϭϯ est uŶe eŶzǇŵe EϮ 

Ƌui peƌŵet de tƌaŶsfĠƌeƌ l͛uďiƋuitiŶe suƌ la pƌotĠiŶe substrat. Mms2 est une protéine 

paƌtiĐipaŶt à la ƌĠpaƌatioŶ apƌğs uŶ doŵŵage à l͛ADN post-réplication chez la levure 

(Broomfield et al. 1998). 

2.2. )nteraction Ubcͷ͹ et Mms͸ 

Pour répondre à la première question qui était : « une interaction entre Ubc13 et 

Mms2 dans les levures est-elle visible par FCCS ? », trois souches de levures ont été 

étudiées (Fig 3.5): une souche exprimant Ubc13 marquée de trois mKate2 (protéine rouge) 

et Mms2 marquée de trois superfolderGFP (sfGFP) ; une deuxième souche exprimant Ubc13 

fusionnée à Mms2 qui nous sert de contrôle positif car les protéines fluorescentes co-

diffuseront ; et une troisième souche exprimant Ubc13 marquée de trois mKate2 et Ubc 4 

ŵaƌƋuĠe de tƌois sfGFP Ƌui Ŷous peƌŵet d͛aǀoiƌ uŶ ĐoŶtƌôle ŶĠgatif Đaƌ il est ĐoŶŶu Ƌue Đes 

deuǆ pƌotĠiŶes Ŷ͛iŶteƌagisseŶt pas eŶtƌe elle.  
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Fig 3.5 : Schéma des différentes souches de levure. La souche 1 est notre souche test, elle exprime 

Ubc13 marquée de 3xmKate2 et Mms2 marquée de 3xsfGFP. La souche 2 est notre contrôle positif 

où Ubc13 et Mms2 sont liées entre elles. La souche 3 est notre contrôle négatif, elle exprime Ubc13 

ŵaƌƋuĠe ϯǆŵKateϮ et UďĐϰ ŵaƌƋuĠe ϯsfGFP. OŶ sait Ƌue Đes deuǆ pƌotĠiŶes Ŷ͛iŶteƌagisseŶt pas 
entre elles. 

Les leǀuƌes utilisĠes soŶt diploïdes Đe Ƌui peƌŵet d͛aǀoiƌ uŶe taille plus gƌaŶde et uŶ 

noyau plus grand donc plus visible afin de faciliter les mesures. De plus, le noyau est visible 

paƌ uŶ ŵaƌƋuage à l͛i‘FP eǆĐitĠ à ϲϯϯ. La pƌotĠiŶe sfGFP est uŶe GFP ŵodifiĠe plus staďle et 

plus brillante la protéine GFP. Pour chaque acquisition la mise au point a été effectuée sur le 

ŵaƌƋuage à l͛i‘FP 

Les mesures de FCCS ont été faites avec un laser pulsé à 470nm et un laser continu à 

561nm. Coŵŵe ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, Đes pƌopƌiĠtĠs d͛aĐƋuisitioŶ peƌŵetteŶt de suppƌiŵeƌ la 

détection des photons verts dans le canal rouge après une analyse en FLCS (analyse décrite 

dans le Chapitre 1 paragraphe 2.2.2 Analyse en FLCS).  

Les fluĐtuatioŶs d͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe pouƌ les deuǆ ĐaŶauǆ oŶt ĠtĠ ŵesuƌĠes 

dans le noyau et le cytoplasme pour chaque levure.  
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Fig 3.6 : Courbe de corrélation croisée obtenue pour chaque souche étudiée. Pour le contrôle positif 

une courbe de corrélation croisée positive est obtenue, pour le contrôle négatif une courbe de 

corrélation croisée nulle est mesurée confirmant la non interaction des protéines, pour la souche 

test, uŶe Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe positiǀe est oďteŶue ƌĠsultaŶt d͛uŶe iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe UďĐϭϯ 
et Mms2. 

Après analyse des mesures effectuées sur la souche contrôle positif où les deux 

protéines sont liées, il est observé une courbe de corrélation croisée positive confirmant 

bien la co-diffusion des deux protéines (Fig 3.6A). Il a été réalisé des mesures sur la souche 

exprimant le contrôle négatif. Après analyse, il est mesuré une courbe de corrélation croisée 

nulle, confirmant que les deux protéines UbĐϭϯ et UďĐϰ Ŷ͛iŶteƌagisseŶt pas eŶtƌe elles      

(Fig 3.6B). Après avoir obtenu les courbes de corrélation croisée attendues pour les 

contrôles positif et négatif, des mesures dans les levures exprimant Ubc13 et Mms2 
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librement ont été réalisées. Après analyse, une courbe de corrélation croisée positive est 

obtenue (Fig 3.ϲCͿ. Cette Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ positiǀe Ŷous iŶdiƋue Ƌu͛UďĐϭϯ et MŵsϮ 

iŶteƌagisseŶt eŶtƌe elles. EŶ ĐalĐulaŶt les ƌatios d͛aŵplitude des Đouƌďes de ĐoƌƌĠlatioŶ 

croisée sur amplitude des couƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ pouƌ ĐhaƋue ĐoŶditioŶ ;le ĐoŶtƌôle 

positif et l͛eǆpƌessioŶ liďƌe des deuǆ pƌotĠiŶes UďĐϭϯ et MŵsϮͿ, il est possiďle de ĐalĐuleƌ le 

pourcentage de protéine Ubc13 ou Mms2 liée ou libre dans le noyau et le cytoplasme. 

D͛apƌğs le taďleau 1, on peut conclure que majoritairement des protéines Ubc13 et Mms2 

sont liées quel que soit leur localisation noyau ou cytoplasme. En effet, dans le cytoplasme 

oŶ ƌetƌouǀe ϴϵ% d͛UďĐϭϯ et MŵsϮ liĠes et daŶs le ŶoǇau oŶ ƌetƌouǀe ƌespeĐtiǀeŵeŶt ϵϲ% 

et 87% d͛UďĐϭϯ et MŵsϮ liĠes. 

 

Tableau 1 : Tableau représentant le pourcentage de protéine Ubc13 et Mms2 liée  ou libre dans le 

noyau et le cytoplasme. La plupart des protéines interagissent entre elles quel que soit leur 

localisation. 

 

2.3. Test d’autres types d’interactions 

Apƌğs Đe ƌĠsultat positif, d͛autƌes souĐhes oŶt ĠtĠ testĠes eǆpƌiŵaŶt les pƌotĠiŶes 

Ps1 et Ubc13 ou Rad5 et Ubc13. Le but de ces tests est de mesurer ou non des interactions 

entre Psh1 ou Rad5 et Ubc13 où Psh1 et Rad5 font parties de la famille des enzymes ligases 

E3 (Carlile et al. 2009; Hewawasam et al. 2010). Dans ces souches de levure, Psh1 et Rad5 

sont marquées par trois sfGFP et Ubc13 marquée par trois mKate2. Pour chaque nouvelle 

pƌotĠiŶe, uŶ ĐoŶtƌôle positif a ĠtĠ ĐƌĠĠ et la pƌotĠiŶe d͛iŶtĠƌġt Pshϭ ou ‘adϱ a ĠtĠ ŵaƌƋuĠe 

paƌ tƌois sfGFP. Pouƌ l͛iŶstant les acquisitions FCCS sont difficiles pour ces protéines car elles 

sont moins présentes dans la levure, un photoblanchiment des protéines vertes dans 

l͛ĠĐhaŶtilloŶ est oďseƌǀĠ.  

Les acquisitions en FCCS chez la levure restent difficiles car il est souvent observé des 

ŵouǀeŵeŶts de la Đellule au Đouƌs du teŵps d͛aĐƋuisitioŶ, la puissaŶĐe laseƌ doit ġtƌe 
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réglée finement sinon un photoblanchiment est observé et enfin il faut surtout trouver un 

compromis entre une puissance laser permettant de récupérer assez de photons pour sortir 

du bruit de mesure mais tout en évitant le photoblanchiment. La brillance des protéines 

fluorescentes utilisées est aussi très importante en FCCS, plus la protéine est brillante plus il 

est facile de sortir du bruit de mesure. Au vu des résultats obtenus, on peut dire que la 

brillance de la protéine fluorescente sfGFP est convenable pour les mesures de FCCS mais 

que la protéine fluorescente mKate2 a une brillance un peu faible ce qui rend la détection 

de photons rouges assez difficile ŵalgƌĠ l͛eǆpƌessioŶ de tƌois ŵKateϮ. On a commencé à 

comparer une souche exprimant mKate2 et une souche exprimant TagRFP. Je Ŷ͛ai pas pu 

alleƌ jusƋu͛au ďout ŵais il seŵďleƌait Ƌue la pƌotĠiŶe Tag‘FP est plus photostaďle Ƌue la 

protéine mKate2. Pour vĠƌifieƌ Đette hǇpothğse d͛autƌes ŵesuƌes deǀƌoŶt ġtƌe ƌĠalisĠes. 
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Chapitre 4 Conclusion et perspectives 
 

L͛iŵageƌie F‘ET est uŶ outil effiĐaĐe pouƌ soŶdeƌ la pƌoǆiŵitĠ eŶtƌe pƌotĠiŶes ŵais 

aussi pouƌ suiǀƌe uŶe aĐtiǀitĠ eŶzǇŵatiƋue à l͛aide de ďioseŶseuƌ. GĠŶĠƌalement deux 

teĐhŶiƋues soŶt utilisĠes pouƌ l͛iŵageƌie F‘ET : soit uŶe iŵageƌie paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ de 

fluorescence soit la mesure de la durée de vie de fluorescence (FLIM). Ces deux techniques 

ont malheureusement quelques limitations comme la fuite spectrale de fluorescence, la 

ŵĠthode paƌ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ est dĠpeŶdaŶte de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ des pƌotĠiŶes 

fluoƌesĐeŶtes eǆpƌiŵĠes Đe Ƌui Ŷ͛est pas le Đas de la ŵesuƌe du duƌĠe de ǀie, la diffiĐultĠ de 

suivre plusieurs activités enzymatiques en simultanée.  

L͛objectif de mon travail était de développer des méthodes permettant de dépasser 

les limitations rencontrées dans le suivi de biosenseur FRET par microscopie de fluorescence 

quantitative. La ƋuestioŶ Ƌue l͛oŶ peut se poseƌ est « est-il possible de continuer 

l͛amélioration des outils moléculaires et techniques pour suivre une activité biochimique à  

l͛aide de ďioseŶseuƌ F‘ET ? ». 

PƌeŵiğƌeŵeŶt, les ďioseŶseuƌs F‘ET soŶt gĠŶĠƌaleŵeŶt ĐoŵposĠs d͛uŶe paiƌe de 

protéines fluorescentes donneur/accepteur. Le FRET est ŵesuƌĠ paƌ uŶ ƌatio d͛iŶteŶsitĠ 

accepteur sur donneur ou par la mesure de durée de vie du donneur. Lors de la mesure du 

FRET par durée de vie, une question peut se poser : la diminution de durée de vie mesurée 

est-elle réellement due au phénomène de FRET ou à un phénomène biologique et 

environnemental qui se déroule autour du donneur comme par exemple un étirement de la 

protéine fluorescente. De nouveaux biosenseurs ont été développé pour suivre une activité 

biochimique en mesurant le changement de fluoresceŶĐe d͛uŶ fluoƌophoƌe. Par exemple, un 

ďioseŶseuƌ de Đe tǇpe a ĠtĠ dĠǀeloppĠ pouƌ suiǀƌe l͛aĐtiǀitĠ CDK/Cycline (Van et al. 2014). 

Ce ďioseŶseuƌ est ĐoŵposĠ d͛un peptide substrat des CDK/Cycline avec une seule cystéine 

comme site spécifique marquée avec une sonde fluorescente. Ce peptide substrat est lié au 

doŵaiŶe de ƌeĐoŶŶaissaŶĐe de l͛aĐide aminé phosphorylé par une petite séquence 

peptidique. La phosphorylation du substrat induit un changement de conformation altérant 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt de la soŶde fluoƌesĐeŶte. L͛aĐtiǀitĠ des CDK/CǇĐliŶes est ŵesuƌĠe paƌ uŶe 

augmentation de fluorescence. La limitation de ces biosenseurs est leur internalisation dans 
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les cellules vivantes. En effet, ils sont généralement synthétiques et non génétiquement 

encodés, leur expression en cellules est donc difficile. Si cette limitation est abolie, 

beaucoup de biosenseuƌs seƌaieŶt dĠǀeloppĠs à l͛aide de Đette stƌatĠgie et il serait sans 

doute plus facile de suivre une activité biochimique. Lors de l͛Ġtude suƌ l͛aĐtiǀitĠ PKA daŶs 

les ŶeuƌoŶes à l͛aide du ďioseŶseuƌ AKA‘Ϯ par Bonnot et Guiot (Bonnot et al. 2014), le 

doŶŶeuƌ et l͛aĐĐepteuƌ de Đe ďioseŶseuƌ oŶt ĠtĠ remplacés par les protéines fluorescentes 

GFP et une YFP non fluorescente. Loƌs de l͛Ġtude aǀeĐ Đe Ŷouǀeau ďioseŶseuƌ, il a ĠtĠ 

montré que la fluorescence de la GFP ne diminuait pas mais augmentait lorsque PKA était 

stimulée. En voyant ce résultat surprenant les chromophores des deux protéines ont été 

iŶaĐtiǀĠs, aǀeĐ Đe ďioseŶseuƌ auĐuŶe augŵeŶtatioŶ de fluoƌesĐeŶĐe de la GFP Ŷ͛est ŵesuƌĠe 

lorsque la voie PKA est stimulée. En remodifiant le chromophore de la protéine GFP, une 

augmentation de la fluorescence est mesurée quand la voie PKA est stimulée confirmant 

Ƌue la ƌĠpoŶse ŵesuƌĠe du ďioseŶseuƌ Ŷ͛est pas due au tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie. Ils ont identifié 

des ŵutatioŶs daŶs le ďƌiŶ ďġta ϳ Ƌui ƌeŶdeŶt l͛iŶteŶsitĠ de fluoƌesĐeŶĐe et la duƌĠe de ǀie 

de la GFP sensible aux changements de conformation dus à l͛aĐtiǀitĠ de PKA. Ces résultats 

sont intéressants car ils montrent que le changement de fluorescence observé lors du suivi 

d͛uŶe aĐtiǀitĠ ďioĐhiŵiƋue Ŷ͛est pas foƌĐĠŵeŶt du au F‘ET. Des ƋuestioŶs doŶĐ se posent 

loƌsƋu͛uŶ ďioseŶseuƌ F‘ET est suiǀi paƌ ƌatioŵĠtƌie. Le suiǀi de ďioseŶseuƌ F‘ET paƌ ŵesuƌe 

de durée de vie est donc un avantage car le donneur est le seul observé. Pour le travail 

effectué au cours de ma thèse, il serait attrayant de modifier les biosenseurs EKARsREACh et 

AKARdual avec ce type de protéines fluorescentes mutées pour suivre les activités ERK et PKA 

en enlevant intégralement la fuite spectrale 

Deuxièmement, il serait intéressant de suivre une activité biochimique avec un 

biosenseur FRET par anisotropie de fluoƌesĐeŶĐe. Cette teĐhŶiƋue ƌepose suƌ l͛aŶalǇse de la 

dépolarisation de la lumière et est surtout utilisée pour suivre des interactions protéine-

protéine marquées avec la même protéine fluorescente, daŶs le Đas d͛uŶe oligoŵĠƌisatioŶ. 

Par exemple, cette technique a été utilisée pour suivre la formation de dimères de la 

thymidine kinase du ǀiƌus de l͛Heƌpes HSV-1 (Herpes simplex virus) (Gautier et al. 2001). 

Dans le Đas de l͛hoŵo-FRET (FRET entre deux protéines fluorescentes identiques), la 

dépolarisation de la lumière émise par le second fluorophore va permettre de caractériser le 

phénomène de FRET (Weber 1954). EŶ effet, si les dipôles du doŶŶeuƌ et de l͛aĐĐepteuƌ Ŷe 
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soŶt pas paƌallğles, la fluoƌesĐeŶĐe Ġŵise due au tƌaŶsfeƌt d͛ĠŶeƌgie du doŶŶeuƌ (qui a été 

photo-sélectionné) est dĠpolaƌisĠe paƌ ƌappoƌt à la luŵiğƌe d͛eǆĐitation. Tout changement 

de diƌeĐtioŶ des dipôles peŶdaŶt la duƌĠe de ǀie de l͛Ġtat eǆĐitĠ du fluoƌophoƌe pƌoǀoƋueƌa 

uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aŶisotƌopie Đ͛est-à-dire une dépolarisation partielle ou totale de la 

fluorescence. Dans le cas où les mouvements de rotation moléculaire sont moins rapides 

Ƌue l͛Ġtat eǆĐitĠ du fluoƌophoƌe, l͛aŶisotƌopie deǀieŶt iŶseŶsiďle à Đes ŵouǀeŵeŶts. C͛est le 

Đas des pƌotĠiŶes ŵaƌƋuĠes paƌ des GFP, la duƌĠe de ǀie des GFP est de l͛oƌdƌe de ƋuelƋues 

nanosecondes quand les temps caractĠƌistiƋues de ƌotatioŶ des pƌotĠiŶes soŶt de l͛oƌdƌe de 

quelques dizaines de nanosecondes. OŶ peut doŶĐ peŶseƌ Ƌu͛eŶ ŵaƌƋuaŶt uŶ ďioseŶseuƌ 

F‘ET aǀeĐ deuǆ pƌotĠiŶes fluoƌesĐeŶtes GFP, uŶe diŵiŶutioŶ de l͛aŶisotƌopie pouƌƌait ġtƌe 

ŵesuƌĠe loƌs d͛uŶ ĐhaŶgeŵent de conformation de ce biosenseur.  

Troisièmement, en mesurant le FRET par FCCS, la composante spatiale est perdue. En 

effet, les ŵesuƌes s͛effeĐtueŶt eŶ ŵode poiŶt  et il Ŷ͛est pas toujouƌs ĠǀideŶt de ƌeŶdƌe 

robuste les mesures en particulier si les résultats dĠpeŶdeŶt d͛uŶe loĐalisatioŶ paƌtiĐuliğƌe 

dans les cellules. Pour rétablir la composante spatiale, des mesures en spectroscopie à 

ĐoƌƌĠlatioŶ d͛iŵage (ICS) pourraient être faites. C͛est uŶe teĐhŶiƋue peƌŵettaŶt la ŵesuƌe 

de fluctuation de fluorescence en mode image. Elle a été utilisée pour mesurer la mobilité 

des protéines récepteurs des intégrines marquées avec des protéines fluorescentes vertes 

(Wiseman et al. 2000), le mouvement des récepteurs androgènes à travers la cellule (Chiu et 

al. 2016). UŶ ǀaƌiaŶt de l͛IC“, la speĐtƌosĐopie à ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe d͛iŵage ;ICC“Ϳ a ĠtĠ 

dĠǀeloppĠ pouƌ suiǀƌe les fluĐtuatioŶs d͛iŶteŶsitĠ de floƌesĐeŶĐe eŶ ŵode iŵage de deux 

fluorophores. Cette technique a été utilisée pour mesurer des propriétés de transport des 

iŶtĠgƌiŶes aǀeĐ l͛aĐtiŶe ou la paǆilliŶe (Wiseman et al. 2000; Wiseman et al. 2004) ou pour  

étudier la colocalisation de deux différentes molécules marquées (Brown & Petersen 1998). 

L͛aǀaŶtage des teĐhŶiƋues de ĐoƌƌĠlatioŶ d͛iŵages est Ƌue les ĠĐhelles de teŵps de 

l͛iŵageƌie peƌŵetteŶt de ŵesuƌeƌ des pƌopƌiĠtĠs de tƌaŶspoƌt leŶt, ŵġŵe daŶs des 

systèmes quasi-statiques, comme dans le cas des protéines transmembranaires dans les 

cellules. Une autre approche a été développée permettant de mesurer des coefficients de 

diffusion et les vecteurs de vitesse pour des protéines de la membrane marquées par des 

fluorophores dans des cellules vivantes. Cette technique est nommée la spectroscopie à 

corrélation croisée d͛iŵage spatio-temporelle (STICCS) (Hebert et al. 2005). Il est possible de 



 

- 152 - 
 

déterminer si des protéines marquées sont indépendantes ou diffuses ensemble en suivant 

la corrélation temporelle des piĐs de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe spatial. A l͛aide de Đette technique, 

les fluĐtuatioŶs d͛iŶteŶsitĠ spatio-temporelles des iŶtĠgƌiŶes ŵaƌƋuĠes à l͛EYFP et l͛aĐtiŶe 

ŵaƌƋuĠe à l͛ECFP exprimées dans des cellules vivantes ont été analysées pour chaque canal 

de détection. Les résultats ont montré que les intégrines et l͛aĐtiŶe ĠtaieŶt tƌaŶspoƌtĠes eŶ 

Đoŵpleǆe daŶs ĐeƌtaiŶes ƌĠgioŶs de la Đellule. L͛appliĐatioŶ de la teĐhŶiƋue de “TICC“ ouǀƌe 

de nouvelles perspectives sur la détection des interactions moléculaires et le co-transport 

de macromolécules dans les cellules. Une dernière technique basée sur la spectroscopie à 

ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe d͛iŵage a ĠtĠ dĠǀeloppĠe : la spectroscopie à corrélation croisée 

d͛iŵage pixélisée (ccRICS) (Digman et al. 2009). Cette technique permet l͛Ġtude de la 

dynamique moléculaire spatio-temporelle, elle permet de dĠteĐteƌ l͛iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe deuǆ 

molécules marquées par des fluorophores en analysant les signaux fluorescents dans 

diffĠƌeŶts ĐaŶauǆ de dĠteĐtioŶs. L͛iŶĐoŶǀĠŶieŶt de Đette teĐhŶiƋue est Ƌue l͛aŶalǇse est 

faite suƌ uŶe ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt. A l͛aide de cette technique, des analyses en ccRICS sur de 

l͛ADN fluoƌesĐeŶt oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes et le pƌoĐessus de dĠgƌadatioŶ de l͛ADN eǆogğŶe daŶs 

le cytoplasme de cellules vivantes a pu être suivi (Sasaki et al. 2015). DaŶs Ŷotƌe Đas, Đe Ŷ͛est 

pas la co-diffusion des molécules qui nous intéresse car le biosenseur FRET est marqué par 

deux protéines fluorescentes donc une co-diffusioŶ seƌa dĠteĐtĠ. Mais plutôt l͛aŵplitude de 

la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe et de l͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte Ƌui doiǀeŶt ġtƌe ŵodifiĠes eŶ 

présence de FRET. Des tests doivent donc être faits pour s͛assuƌeƌ de la possiďilitĠ de suiǀƌe 

une activité biochimique par mesure de FRET par les techniques de spectroscopie à 

ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe d͛iŵage.  

Les systèmes de mesure de durée de vie peuvent être lents comme par exemple le 

TCSPC. De nouveaux microscopes plus rapides dans la mesure de durée de vie ont été 

développés. Comme par exemple, le prototype fastFLIM suƌ leƋuel j͛ai ŵis eŶ plaĐe la 

méthodologie de suivi de deux activités biochimiques en simultané. Ce système est un 

microscope rapide pour la mesure de FLIM. La mesure de durée de vie par phase et 

modulation avec le microscope LiFa est également un système rapide de mesure. Un 

nouveau système de mesure de durée de vie par phase et modulation a été développé 

encore plus rapide, le siFLIM (Raspe et al. 2016). Généralement avec ce principe, une 

caméra CCD et un intensificateur sont utilisés et 12 images de phases sont utilisées pour 
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mesurer la durée de vie. Les inconvénients de la mesure de durée de vie par phase et 

modulation conventionnelle sont la lenteur des acquisitions, la phototoxicité et les artéfacts 

de mesures dus aux mouvements. AǀeĐ le siFLIM, la ĐaŵĠƌa et l͛iŶteŶsifiĐateuƌ soŶt 

remplacés par une nouvelle caméra, la MEMFLIM, qui est une caméra pour le FLIM modulé. 

Cette caméra a pour avantage d͛aǀoiƌ uŶe ŵeilleuƌe ƌĠsolutioŶ spatiale et d͛aĐƋuĠƌiƌ deuǆ 

iŵages eŶ siŵultaŶĠes suiǀaŶt la phase. La pƌeŵiğƌe iŵage ƌepƌĠseŶte l͛iŶteŶsitĠ à la phase 

φ et la deuǆiğŵe iŵage ƌepƌĠseŶte l͛iŶteŶsitĠ à la phase φ+π.  À cause du décalage de 

phase, la pƌeŵiğƌe iŵage d͛iŶteŶsitĠ seƌa plus ďƌillaŶte paƌ ƌappoƌt à la deuǆiğŵe Ƌui seƌa 

plus faible. Seules les deux images de phase acquises en simultanées sont nécessaires pour 

oďteŶiƌ l͛iŵage eŶ duƌĠe de ǀie. Le siFLIM est un système rapide et permet d͛aǀoiƌ uŶe 

faible phototoxicité, un photoblanchiment minimal et réduit les artefacts dus aux 

mouvements cellulaires rapides et aux signaux transitoires. Ce qui a été effectué en mode 

RLD sur détecteur hybride correspond aussi à cette tendance de mesurer de FLIM avec 

seulement deux images de phase ou temporelle, même si dans le cas présent la méthode 

s͛effeĐtue suƌ uŶ ĐoŶfoĐal, aǀeĐ ses liŵitatioŶs de ǀitesse paƌ ƌappoƌt au ŵode Đhaŵp laƌge. 

On pourrait aussi améliorer la fastFLIM en utilisant un mode à deux images seulement et 

ǀoiƌ l͛iŵpaĐt Ƌue Đela auƌait suƌ la pƌĠĐisioŶ de ŵesuƌe, eŶ paƌtiĐulieƌ pouƌ le suiǀi de 

biosenseur FRET. 

 L͛aŵĠlioƌatioŶ des teĐhŶiƋues peƌŵettaŶt de suiǀƌe les ĐhaŶgeŵeŶts de 

conformation pƌotĠiƋue paƌ ŵiĐƌosĐopie de fluoƌesĐeŶĐe ƋuaŶtitatiǀe peƌŵet d͛appƌofoŶdiƌ 

les études en échantillon vivant. Certes les techniques de microscopie de fluorescence 

peuvent être contraignantes mais ces techniques sont en perpétuelles évolutions (avec de 

nouvelles méthodes, le développement de nouvelles protéines fluorescentes, biosenseurs).  

Il est aujouƌd͛hui plus facile d͛utiliser ces techniques. Les méthodologies originales 

développées au cours de ma thèse contribuent à cet éǀolutioŶ, et je l͛espğƌe, pouƌront 

faĐiliteƌ l͛utilisatioŶ des teĐhŶiƋues de ŵiĐƌosĐopie de fluoƌesĐeŶĐe ƋuaŶtitatiǀe pour la 

recherche en biologie. 
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Chapitre 5 Matériels et méthodes 

1. Multiplex deux couleurs FLIM 

ͷ.ͷ. Plasmides  

Les plasmides GFP-sREACh (mGFP-10-sREACh-N3 du Dr Ryohei Yasuda, Addgene 

plasmid # 21947) et mTFP1 ont été digérés par les enzymes de restriction NheI et BamHI. Le 

fragment mTFP1 a été inséré dans le plasmide GFP-sREACh digéré (-/sREACh) pour créer le 

nouveau plasmide mTFP1-sREACh. Les plasmides EGFP-ShadowG (donné par le Dr 

Murakoshi, National Institute for Physiological Sciences, Japan) et mTFP1-sREACh ont été 

digérés par les enzymes de restriction BamHI et NotI. Le fragment ShadowG a été inséré 

dans le plasmide mTFP1-sREACh digéré (mTFP1/-) pour créer le nouveau plasmide mTFP1-

ShadowG. Le plasmide LSSmOrange (pLSSmOrange-C1 du Dr Vladislav Verkhusha, Addgene 

#37130 plasmid) a été inséré dans le plasmide EGFP-C3 par digestion avec AgeI et BsrGI 

pour créer le plasmide LSSmOrange-C3. LSSmOrange-C3 généré a été utilisé pour insérer 

LSSmOrange dans le plasmide mKate2-N1 par digestion avec NdeI et BamHI pour créer le 

nouveau plasmide LSSmOrange-mKate2. Les constructions ont été vérifiées par séquençage 

(IGDR). Le biosenseur FRET EKAR2G (mTFP1/Venus, Addgene plasmid #39813) a été donné 

par le Dr Olivier Pertz (Department of Biomedicine, University of Basel, Switzerland). Le 

plasmide AKAR4 a été fourni par le Dr. Jin Zhang (Department of Pharmacology and 

Molecular Sciences, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, USA). Le 

vecteur EKAR2G (mTFP1/Venus) a été digéré par les enzymes de digestion NotI and KpnI 

pour enlever Venus ce qui génére un vecteur EKAR2G (mTFP1/-). ShadowG a été amplifié à 

paƌtiƌ du plasŵide “hadoǁG doŶŶĠ paƌ le Dƌ Muƌakoshi. Au Đouƌs de l͛aŵplifiĐatioŶ les sites 

de restriction des enzymes NotI et KpnI ont été ajoutées, ce qui permet après digestion par 

ces enzymes de récupérer la protéine ShadowG seul. Après ligation des vecteurs EKAR2G 

(mTFP1/-) et ShadowG, un nouveau vecteur a été créé EKAR2G (mTFP1/ShadowG). Le 

biosenseur EKAR2G (mTFP1/sREACH) a été construit avec le même protocole. Le vecteur 

AKAR4 (Cerulean/cpVenus) a été digéré pour enlever sequentiellement les protéines 

Cerulean (BamHI et SphI) et cpVenus (SacI et EcoRI). Les protéines fluorescentes 

LSSmOrange et mKate2 ont été amplifiées à partir des plasmides pLSSmOrange-C1 et 

pmKate2-N1 pour insérer respectivement les sites de restrictions des enzymes BamHI/ SphI 
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et SacI/EcoRI. Les produits de PCR de LSSmOrange et mKate2 ont été sous-clonés dans le 

vecteur AKAR4 (-/cpVenus) et ensuite dans le vecteur AKAR4 (LSSmOrange/-). Au final, un 

nouveau vecteur a été créé AKAR4 (LSSmOrange/mKate2). Les constructions de ces 

Ŷouǀeauǆ ǀeĐteuƌs oŶt ĠtĠ ǀĠƌifiĠes paƌ sĠƋueŶçage ;VIB, IGD‘Ϳ. Les fƌagŵeŶts d͛ADN oŶt 

été purifiés par des colonnes de purification Qiagen (#28106, #28706 and # 27106, Qiagen). 

ͷ.͸. Culture cellulaire et transfection  

Les cellules HeLa ont été achetées à la Collection Européenne des Cultures Cellulaire 

(ECACC, UK). Les cellules Hela et U2OS sont maintenues à 37°C sous 5% CO2 dans du 

DulďeĐĐo͛s Modified Eagle Mediuŵ ;DMEM, #Eϭϱ-009, PAA) complémenté avec 10% de 

serum de veau foetal (SVF, #A15-101, PAA), 1% pénicilline/streptomycin (P/S, #15140-122, 

Gibco, Life Technologies) et 1% L-Glutamine (Glu, #25030024, Gibco, Life Technologies). 

Pouƌ l͛iŵageƌie, les Đellules HeLa soŶt dĠposĠes daŶs uŶ suppoƌt Lab-Tek 4 puits (#055078, 

Dominique Dutscher). Les transfections ont été faites en suivant le protocole du produit de 

transfection JetPrime (#114-15, Polyplus). 4h après la transfection, le milieu a été remplacé 

par 400 µl (par puit) de milieu de déplétion composé de FluoroBrite sans phénol red 

(#A18967-01, Life Technologies) complémenté avec  0.1% de SVF. Les cellules sont ensuite 

placées à 37°C sous 5% de CO2. 

ͷ.͹. Agents chimiques 

Le faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe ĠpithĠlial huŵaiŶ ;EGF,#EϵϲϰϰͿ, l͛iŶhiďiteuƌ des MEKs 

(U0126, #U120) et le dimethylsulfoxide (DMSO,#D8418) ont été achetés chez Sigma Aldrich. 

La foƌskoliŶe ;Fsk, #ϭϬϵϵͿ, l͛iŶhiďiteuƌ de la ǀoie PKA ;Hϴϵ dihydrochloride, #2910) et 

l͛iŶhiďiteuƌ des phosphodiestĠƌases ;IBMX, #ϮϴϰϱͿ oŶt ĠtĠ aĐhetĠs Đhez ToĐƌis. Les 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶs utilisĠes pouƌ l͛EGF, Fsk, IBMX, UϬϭϮϲ et Hϴϵ soŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt de 

100ng/ml, 12,5µM, 75µM, 20µM et 20µM. 

ͷ.ͺ. )magerie des cellules exprimant les biosenseurs 

Environs 12h après le changement de milieu, les cellules peuvent être observées. 

Pouƌ l͛iŶduĐtioŶ des Đellules sous le ŵiĐƌosĐope, les aĐtiǀateuƌs et iŶhiďiteuƌs soŶt pƌĠ-dilués 

dans du milieu de déplétion (qsp 100 µl) et sont ajoutĠs daŶs le puit d͛iŶtĠƌêt. 
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ͷ.ͻ. Système de FL)M à deux couleurs avec une longueur d’onde d’excitation 

Le prototype fastFLIM a été utilisé pour mesurer les durées de vie. Ce microscope est 

un prototype de microscope FLIM à porte temporelle avec la capacité de faire des 

acquisitions à temps rapide (Leray et al. 2013). Un laser supercontinuum pulse à une 

fƌĠƋueŶĐe de ϴϬ MHz est utilisĠ pouƌ l͛eǆĐitatioŶ. Apƌğs la séleĐtioŶ de la loŶgueuƌ d͛oŶde 

d͛eǆĐitation à 440nm, le laser est couplé à un spinning disk CSUX1 (Yokogawa, Japan). Les 

cellules sont imagées avec un objectif 63x ou 20x à iŵŵeƌsioŶ à l͛huile ;NA = ϭ.ϰ ou Ϭ.ϳϬ 

respectivement). À l͛Ġŵission, un Dual View (Photometrics, USA) est utilisé pour séparer le 

champ de la caméra en deux couleurs avec un miroir dichroïque à 505nm. Ce miroir permet 

de séparer la fluorescence en deux canaux avec des filtres à bande passante de 480/30nm 

et 579/34nm. L͛iŵage de fluoƌesĐeŶĐe est diƌigĠe à l͛iŶteŶsifiĐateuƌ (High Rate Intensifier, 

Picostar, LaVision, Germany) couplé à la caméra CCD (CoolSNAP HQ2, Photometrics, USA). 

Cinq images de porte temporelle de largeur de 2ns sont séquentiellement acquises avec 

différents retards de 0 à 8ns. Ces cinq images sont directement utilisées pour le calcul de la 

durée de vie moyenne pixel par pixel (Padilla-Parra et al. 2008). Ce système est plus rapide 

que les autres systèmes FLIM. 

Pour la caractérisation de la durée de vie de LSSmOrange, un système de TCSPC a été 

utilisé. Ce système est un microscope confocal SP8 de Leica comprenant un module de 

détection de molécule unique basé sur le hardware de PicoQuant. Un laser pulsé à 440nm 

est couplé à la tête du confocal du microscope inversé avec des objectifs 63x or 40x  à 

iŵŵeƌsioŶ à l͛huile ;NA = ϭ.ϰ oƌ ϭ.ϯϬ ƌespeĐtiǀeŵeŶtͿ. L͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe est diƌigĠe 

ǀeƌs uŶ poƌt eǆteƌŶe, Đette fluoƌesĐeŶĐe est ĐoupĠe eŶ deuǆ ĐaŶauǆ paƌ la pƌĠseŶĐe d͛uŶ 

miroir dichroïque de 505nm. Ces deux canaux récupèrent la fluoƌesĐeŶĐe d͛iŶtĠƌġt à l͛aide 

de filtres à bande passante de 480/30nm et 579/34nm. La durée de vie est déterminée par 

ajustement du déclin de fluorescence avec un modèle de mono-exponentiel. 

ͷ.ͼ. Analyse des données 

La durée de vie est calculĠe à l͛aide des ĐiŶƋ iŵages d͛iŶteŶsitĠ obtenues après une 

aĐƋuisitioŶ suiǀaŶt l͛ĠƋuatioŶ suiǀaŶte  < � > = ∑ �ܫ�� ∑ ⁄�ܫ  avec   ��  représentant le temps 

de retard à laquelle la porte temporelle  � a été acquise (soit 1, 3, 5, 7ns) et ܫ� représente 
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l͛iŶteŶsitĠ ŵesuƌĠe pouƌ ĐhaƋue teŵps de ƌetaƌd. Pour mesurer la durée de vie moyenne de 

chaque cellule pour chaque temps, une ségmentation a été faites sous ImageJ. 

Les analyses en TCSPC ont été effectuées par le logiciel SymPhoTime. Le canal 1 

(collectant les photons bleus) ou le canal 2 (collectant les photons oranges) ont été 

sélectionnés. Le dĠĐliŶ de fluoƌesĐeŶĐe a ĠtĠ ŵesuƌĠ suƌ uŶe ƌĠgioŶ d͛iŶtĠƌġt suƌ les Đellules 

(pour avoir assez de photons) et a été ajusté par un modèle mono-exponentiel.  

 

2. Suivi de FET par FCCS 

2.1. Culture cellulaire et transfections 

Les cellules HeLa ont été cultivées dans du DMEM complémenté avec 10% de SVF 

;sĠƌuŵ de ǀeau fœtalͿ, 1% glutamine et 1% Pénicilline/Streptomycine. Les cellules U2OS ont 

ĠtĠ ĐultiǀĠes aǀeĐ uŶ ŵilieu ideŶtiƋue sauf Ƌu͛uŶ aŶtiďiotiƋue, la GĠŶĠtiĐiŶe ϰϭϴ, a ĠtĠ 

ajouté en plus. Ces cellules ont été utilisées pour créer deux lignées cellulaires stables qui 

expriment le biosenseur Aurora A sauvage et le biosenseur mutant K162M (biosenseur qui 

ne peut se phosphoryler). Les cellules U2OS possèdent une robustesse plus importante que 

les cellules HeLa, Đe Ƌui peƌŵet uŶe ƌĠsistaŶĐe plus iŵpoƌtaŶte loƌsƋu͛elles soŶt tƌaitĠes au 

nocodazole (nécessaire à la synchronisation des cellules). Pour nos expériences, quel que 

soit la lignée cellulaire utilisée, les cellules ont été étalées dans des supports Lab-TekTM 4 

puits (Dutscher). 

Après étalement des cellules dans ces supports au cours de la matinée, les cellules 

sont transfectées plus tard dans la journée. Les cellules avaient environs 60-80% de 

confluence afin de maximiser leur survie suite à la transfection. Les cellules HeLa ont été 

transfectées avec les plasmides suivants : un tandem Buffy (eGFP-mCherry) et un tandem 

MBP (eGFP-MBP-mCherry) en utilisant le protocole de transfection XtremeGENE HP de 

Roche. ϭµg total d͛ADN est tƌaŶsfeĐtĠ paƌ puit. Apƌès la transfection, les cellules sont 

incubées à 37°C avec 5% CO2. 

AǀaŶt toute aĐƋuisitioŶ, le ŵilieu de Đultuƌe est ƌeŵplaĐĠ paƌ uŶ ŵilieu d͛iŵageƌie. 

Ce milieu est composé de L-15 (Leibovitz) complémenté avec 20% de Sérum Veau Fœtal 
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(SVF), 1% Pénicilline/Streptomycine et 1% glutamine. Ce milieu permet de supprimer 

l͛autofluoƌesĐeŶĐe du ŵilieu Đoŵplet. 

2.2. Synchronisation des cellules U͸OS 

Loƌs de l͛eŶtƌetieŶ des Đellules UϮO“, uŶe paƌtie de la suspeŶsioŶ Đellulaiƌe est 

placée dans des tubes eppendorfs®. Dans ces tubes est fait le traitement au Nocodazole à 

une concentration de 0,1 µg/ml, ce qui permet la synchronisation des cellules. Après 

homogénéisation, la suspension cellulaire est placée dans des Lab-tekTM 4 puits. Le 

traitement doit durer entre 12 et 24h ;daŶs Ŷotƌe Đas, la duƌĠe du tƌaiteŵeŶt est d͛eŶǀiƌoŶ 

16 heures). Environ 16h après traitement, le milieu avec le nocodazole est remplacé par un 

ŵilieu d͛iŵageƌie. Ce ĐhaŶgeŵeŶt de ŵilieu peƌŵet de faiƌe ƌelaŶĐeƌ le ĐǇĐle Đellulaiƌe, la 

plupart des cellules observées seront en mitose. 

2.3. Acquisition des données 

Les mesures de FCCS ont été effectuées sur un microscope SP8 de Leica ayant un 

ŵodule de dĠteĐtioŶ de ŵolĠĐule uŶiƋue. L͛objectif X63 immersion à eau a été utilisé. Une 

bague de réglage sur cet objectif peƌŵet d͛optiŵiseƌ le ǀoluŵe foĐal pouƌ Ƌu͛il soit le plus 

petit possible. Le réglage de cette bague a été fait au début de chaque acquisition. Le 

fluorophore vert eGFP a été excité avec un laser pulsé à 470nm et le fluorophore rouge 

mCherry par une excitation continue à 561nm. L͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe des fluoƌophoƌes 

est récupérée par des hybrides en mode image et par des photodiodes à avalanches (APD) 

pouƌ les aĐƋuisitioŶs FCC“.  L͛ĠŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe du ǀeƌt et du ƌouge est ƌĠĐupĠƌĠe à 

l͛aide de filtre de 500-550nm et 581-657 respectivement. Les acquisitions FCCS ont été 

faites à l͛aide du logiĐiel “ǇŵPhoTiŵe ϯϮ ďits de PiĐoQuaŶt. 

Pour les acquisitions en solution, les biosenseurs sauvages et mutants ont été dilués 

dans une solution de tampon kinase pour obtenir une concentration finale de 0.05 pmol. 

Ces dilutions ont été effectuées juste avant chaque acquisition (soit biosenseur sauvage soit 

ďioseŶseuƌ ŵutaŶtͿ pouƌ Ġǀiteƌ l͛agƌĠgatioŶ des ďioseŶseuƌs. Les aĐƋuisitioŶs oŶt ĠtĠ faites 

à 30°C.  
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Pour les acquisitions en cellules, la température était à 37°C au sein du microscope. 

Apƌğs aǀoiƌ ĠĐhaŶgĠ le ŵilieu de Đultuƌe pouƌ du ŵilieu d͛iŵageƌie, les Đellules soŶt 

apportées au microscope pour les mesures. 

2.4. Analyse des données  

Les acquisitions de FCCS sont analysées par le logiciel SymPhoTime 32bits. Pour 

ĐhaƋue ĐaŶal de dĠteĐtioŶ, uŶe Đouƌďe d͛autoĐoƌƌelatioŶ est ƌĠĐupĠƌĠe. Cette Đouƌďe est 

ajustée par un modèle de diffusion pure en fixant le volume focal à 0.2 femtolitre. Grâce à 

cette analyse, les amplitudes des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte GϬ V, d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ 

rouge G0 R et de corrélation croisée G0 CC sont récupérées. Pour enlever la fuite spectrale 

Đ͛est-à-dire la détection du signal provenant des fluorophores verts dans le canal de 

détection rouge, une analyse de spectroscopie à corrélation basée sur la durée de vie de 

fluoƌesĐeŶĐe ;FLC“Ϳ est faite loƌs de l͛aŶalǇse de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe. Pouƌ 

chaque canal un filtre de durée de vie est appliqué car il est possible de distinguer les 

photons verts des photons rouges qui auront un signal différent du fait de la source 

d͛eǆĐitatioŶ diffĠƌeŶte ;laseƌ pulsĠ pouƌ les photoŶs ǀeƌts et laseƌ ĐoŶtiŶu pouƌ les photoŶs 

ƌougesͿ. GƌâĐe à l͛appliĐatioŶ de Đes filtƌes, il est possiďle de suppƌiŵer la fuite spectrale des 

photons verts dans le canal de détection rouge. 

2.5. Analyses statistiques 

Le calcul de la différence entre les conditions en présence de FRET et en absence de 

FRET se fait par des comparaisons de moyenne en utilisant le test non paramétrique de 

Mann-whitney sous R. 

3. Rapid Lifetime Determination 

3.1. Culture cellulaire 

Les cellules Cos-7 ont été cultivées dans du DMEM complémenté avec 10% de sérum 

de ǀeau fœtal ;“VFͿ, 1% glutamine et 1% Pénicilline/Streptomycine. Les cellules sont 

maintenues à 37°C en présence de 5% de CO2. 
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3.2. Solutions  

Les solutions stocks ont été préparées : Rhodamine6G (Sigma-Aldrich) 5 mM dans 

ϱϬ% d͛ĠthaŶol et ioduƌe de potassiuŵ ;“igŵ-AldƌiĐhͿ ϱϬ ŵM daŶs ϱϬ% d͛ĠthaŶol. 

3.3. Plasmides et transfection 

Les plasmides mClover et le tandem mClover-ŵ‘uďǇϮ oŶt ĠtĠ pƌoduits paƌ l͛ĠƋuipe 

avant mon arrivée. 

6h après la mise en place des cellules dans des supports MatTek®, une transfection 

des plasŵides d͛iŶtĠƌġt a ĠtĠ effeĐtuĠe eŶ utilisaŶt le pƌotoĐole de l͛ageŶt de tƌaŶsfeĐtioŶ 

GeneJuice (Novagen). Les mesures de durée de vie de ces cellules ont été effectuées le jour 

suivant la transfection. Les cellules ont été imagées à une température de 37°C. 

3.4. Acquisition des durées de vie de fluorescence 

Les durées de vie dans les cellules et pour les solutions ont été mesurées avec deux 

techniques : en comptage de photon unique corrélé dans le temps (TCSPC) et en 

détermination rapide de la durée de vie (RLD). Les acquisitions ont été faites sur un 

ŵiĐƌosĐope “Pϴ de LeiĐa à l͛aide d͛uŶ oďjeĐtif ϲϯX à iŵŵeƌsioŶ à l͛huile. 

Les ŵesuƌes eŶ TC“PC se soŶt effeĐtuĠes suƌ uŶ ŵiĐƌosĐope “Pϴ ĐoŵposĠ d͛uŶ 

module de détection de molécule unique. Les cellules et les solutions ont été excitées par 

un laser blanc à 488nm à 80 MHz. La fluorescence est détectée par des détecteurs hybrides 

eǆteƌŶes ĐoŶfiguƌĠs pouƌ le Đoŵptage de photoŶ uŶiƋue. Les ŵesuƌes oŶt ĠtĠ faites jusƋu͛à 

l͛oďteŶtioŶ du Ŷoŵďƌe de photoŶs dĠsiƌĠ paƌ piǆel. 

Les ŵesuƌes d͛iŶteŶsitĠ eŶ ‘LD oŶt ĠtĠ faites suƌ le ŵġŵe ŵiĐƌosĐope “Pϴ. Les deuǆ 

iŵages d͛iŶtensités ont été acquises avec les hybrides internes à des portes temporelles  de 

0 à 4ns et 2 à 6ns se chevauchant à 50%. Les échantillons ont été excités avec un laser blanc 

à 488nm. 

3.5. Analyse des données 

Les images obtenues en TCSPC ont été analysées avec le logiciel SymPhoTime 

(PicoQuant). Les déclins de fluorescence obtenus ont été ajustés par modèle mon-

exponentiel ce qui nous a permis de mesure la durée de vie du donneur soit mClover soit de 
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la ‘hodaŵiŶeϲG. Les iŵages d͛iŶteŶsitĠ pouƌ la ‘LD oŶt ĠtĠ tƌaitées sur ImageJ pour 

calculer la durée de vie. 

4. Mesures FCCS dans la levure 

Toutes les souches de levures ont été créées par le Dr Gwenaël Rabut. Ces levures 

soŶt des “aĐĐhaƌoŵǇĐes Đeƌeǀisiae. Pouƌ l͛iŵageƌie les leǀuƌes oŶt ĠtĠ ŵises eŶ plaĐe daŶs 

un support Lab-TekTM préalablement traité avec de la concanavaline A. Cette molécule est 

une glycoprotéine de la famille des lectines ce qui lui permet de se lier avec les sucres 

présents à la surface des levures et donc permet de diminuer les mouvements des levures 

au cours des acquisitions. Les acquisitions ont été effectuées à température ambiante sur un 

microscope SP8 de Leica possédant un module de détection de molécule unique. Le laser 

pulsé à 470nm et le laser continu à 561nm ont été utilisés pour faire les mesures de FCCS. 

UŶ ajusteŵeŶt des Đouƌďes d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ des ŵolĠĐules ǀeƌtes et ƌouges et la Đouƌďe de 

ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe a ĠtĠ fait à l͛aide d͛uŶ ŵodğle de diffusioŶ puƌe. La Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ 

croisée a été obtenue après une utilisation des filtres de durée de vie (FLCS) qui a pour effet 

de supprimer la fuite spectrale des photons verts détectés dans le canal rouge. Les 

amplitudes de ces courbes ont pu être récupérées ce qui a permis le calcul des ratios 

d͛aŵplitudes de la Đouƌďe de ĐoƌƌĠlatioŶ ĐƌoisĠe suƌ l͛aŵplitude de la Đouƌďe 

d͛autoĐoƌƌĠlatioŶ ǀeƌte ou ƌouge. Les aŶalǇses oŶt ĠtĠ effeĐtuĠes aǀeĐ le logiĐiel 

SymPhoTime.  
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