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Résumé

Les cellules vivantes sont capables de réagir aux signaux mécaniques tels que la rigidité de la surface
sur laquelle elles adhèrent, les forces de tractions ou de compressions auxquelles elles sont soumises, le
�ux de liquide à la surface de leur membrane ou encore la géométrie de leurs adhérences ou de leur forme
globale. Ces signaux in�uent sur des processus cellulaires tels que la prolifération, la di�érenciation, la
migration et la mort cellulaire. Ces processus sont �nement régulés par des réactions biochimiques qui
forment un réseau de signalisation. La mécanotransduction est la traduction du signal mécanique en
signal biochimique.

C'est dans le but d'étudier la mécanotransduction que nous avons étudié l'utilisation d'ultrasons pour
stimuler mécaniquement les cellules à des fréquences temporelles et spatiales relativement élevées. De
nombreux montages expérimentaux et de nombreuses voies ont été considérées dans cette partie très
exploratoire. Nous en retenons �nalement des pistes prometteuses pour la continuation future de ce
projet.

Nous avons par ailleurs développé ce que nous nommons des substrats actifs, qui nous permettent
de contrôler à la fois spatialement et temporellement la stimulation mécanique appliquée à des cellules
vivantes. Ces substrats actifs consistent en des micropiliers de fer incrustés dans un élastomère peu rigide
(PDMS) et manipulés par deux électroaimants. Nous pouvons contrôler dynamiquement le déplacement
des piliers qui vont déformer localement et de manière continue la surface. Cette déformation va en-
suite déformer en traction ou en compression les cellules vivantes étalées sur la surface à proximité. En
employant des marqueurs �uorescents nous pouvons réaliser de la Microscopie de Forces de Traction et
surveiller la contrainte appliquée par les piliers aux cellules à travers la surface de PDMS, et nous pouvons
étudier la réponse mécanique des cellules. De plus, ces substrats sont compatibles avec la microscopie
de �uorescence en cellule vivante, ce qui rend possible l'observation de la réponse cellulaire au niveau
morphologique (forme des adhérences focales, activité protrusive, . . . ) et surtout biochimique.

En e�et, pour étudier la réponse biochimique des cellules après une stimulation mécanique, nous obser-
vons par microscopie de �uorescence des biosenseurs portant des paires de �uorophores donneur/accepteur.
Ces biosenseurs nous permettent d'observer l'activité de protéines impliquées dans la signalisation cel-
lulaire en calculant l'e�cacité de Transfert d'Énergie Résonnant de Förster (FRET) de ces biosenseurs.
Pour ce faire, les échantillons sont illuminés alternativement aux longueurs d'ondes d'excitation des �uo-
rophores donneurs puis accepteurs. Le signal de �uorescence est collecté simultanément dans un canal
d'émission du donneur et un canal d'émission de l'accepteur. Une grande partie de ma thèse a été consa-
crée à la mise au point d'une méthode quantitative pour analyser les images de �uorescence a�n de
mesurer une e�cacité de FRET qui ne dépende pas de facteurs expérimentaux ni de la quantité de
biosenseurs présents dans les cellules. Nous évaluons alors les di�érentes méthodes pour déterminer les
facteurs de correction répandus corrigeant le débordement de spectre du donneur dans le canal accepteur
et l'excitation directe de l'accepteur à la longueur d'onde d'excitation du donneur. Pour obtenir des me-
sures plus quantitatives, nous avons mis au point une nouvelles méthode pour déterminer 2 facteurs de
correction supplémentaires. Nous comparons cette méthode à la seule préexistante et évaluons l'in�uence
des paramètres de traitement des images sur les valeurs d'e�cacité de FRET mesurées.
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Abstract

Living cells can react to mechanical signals such as the rigidity of the surface they adhere on, the
traction or compression forces applied on them, the liquid �ow at their membrane surface or the geometry
of their adhesions or of their overall shape. Those signals in�uence cellular processes such as proliferation,
di�erentiation, migration or cell death. Those processes are tightly regulated by biochemical reactions
that constitute a signaling network. Mechanotransduction is the translation of the mechanical signal into
the biochemical one.

In order to study mechanotransduction, we have considered the use of ultrasound to mechanically
stimulate cells at relatively high temporal and spatial frequencies. Numerous setups and options have
been considered in this very exploratory project. Finally, we will retain some promising leads for the
continuation of this project.

We have also developed what we call active substrates that allow us to control both spatially and
temporally the mechanical stimulation on living cells. Those active substrates consist of iron micropillars
embedded in a soft elastomer and actuated by 2 electromagnets. We can control dynamically the dis-
placement of the pillar that will deform locally and continuously the surface. This deformation will then
deform in traction or in compression the living cells spread on the surface nearby. Thanks to �uorescent
trackers we can perform Traction Force Microscopy and monitor the stress applied by the pillars to the
cells through the PDMS surface, and we can look at the mechanical response of the cells. Moreover, those
substrates are compatible with live cell �uorescence microscopy, which makes possible the observation
of the cellular response at the morphological level (focal adhesions, protrusive activity, . . . ) and most
importantly at the biochemical level.

Indeed, in order to study the cellular biochemical response after a mechanical stimulation, we use
�uorescence microscopy to observe biosensors containing pairs of donor/acceptor �uorophores. Those
biosensors allow us to monitor the activity of proteins implied in cellular signaling by computing the
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) e�ciency of those biosensors. To do so, samples are
alternatively excited at donor and acceptor excitation wavelengths. The �uorescence signal is then si-
multaneously measured in donor and acceptor emission channels. A substantial part of my thesis has
been dedicated to the development of a quantitative method to analyze �uorescence images in order to
measure FRET e�ciencies that do not depend on experimental factors or biosensors concentration in
cells. We assess di�erent methods to compute standard correction factors that account for spectral bleed-
through and direct excitation of acceptors at donor excitation wavelength. To obtain more quantitative
measurements, we have developed a new method to compute 2 additional correction factors. We compare
this method with the only one preexisting, and we assess the in�uence of image processing parameters
on FRET e�ciency values.
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Introduction

Les cellules vivantes sont capables de sentir des signaux mécaniques et d'y réagir. Ces signaux peuvent
correspondre à la rigidité du substrat sur lequel les cellules adhèrent, aux forces de traction ou de compres-
sion qui s'exercent sur les cellules, à la géométrie de l'environnement où elle peuvent adhérer et migrer,
ou encore à un �ux qui exerce des forces de frottement au niveau de leur membrane. Par exemple des
travaux pionniers ont montré que les cellules migraient préférentiellement vers les zones de plus haute
rigidité [1], ou encore que des cellules souche se di�érenciaient en cellules nerveuses, de muscle ou d'os
lorsqu'elles étaient cultivées sur des substrats de rigidité croissante [2]. Ruiz et al. [3] ont par ailleurs
mis en évidence comment la forme d'un agrégat cellulaire produisait des gradients de forces internes qui
dirigeaient la di�érentiation des cellules en fonction de leur position dans l'agrégat. La présence d'un
�ux entraîne couramment les cellules dans le sens du courant [4], mais certaines cellules comme les lym-
phocytes T peuvent sentir et remonter le sens du courant [5], de même que les cellules endothéliales qui
peuvent aussi s'aligner parallèlement ou perpendiculairement à la direction du courant selon sa vitesse
[6]. Ces réponses des cellules à un signal mécanique nécessitent la traduction du signal mécanique en
signal biochimique, c'est ce processus de traduction qu'on nomme mécanotransduction.

De nombreux composants et mécanismes sont impliqués dans la réponse cellulaire à une stimulation
mécanique. Certains canaux ioniques sont sensibles aux forces de tension membranaires qui peuvent favo-
riser leur état ouvert [7] dans lequel les canaux sont perméables aux ions, permettant la conversion rapide
d'un signal mécanique en signal électrochimique. Les canaux ioniques emblématiques de ce phénomène
appartiennent à la famille Piezo [8], mais d'autres familles de protéines telles que les transmembrane

channel-like (TMC) jouent un rôle essentiel dans la transduction du signal acoustique en signal électro-
chimique dans les cellules auditives [9]. Par ailleurs, la membrane des cellules est décorée par un ensemble
de molécules qui forment le glycocalyx. Ce glycocalyx est composé de glycoprotéines (protéines liées à
des oligosaccharides) et de protéoglycanes (protéines liée à des glycoaminoglycanes, sucres non rami�és).
Le glycocalyx joue un rôle dans la protection mécanique des cellules, dans le complexe majeur d'his-
tocompatibilité, et il permet de transmettre les contraintes de cisaillement du �uide environnant à la
membrane et au cytosquelette d'actine [10, 11]. Le cil primaire, présent chez quasiment toutes les cellules
eucaryotes, est un autre moyen de sentir le �ux environnant [12]. Ce cil est un n÷ud important du réseau
de signalisation cellulaire, notamment pour les voies de signalisation de hedgehog ("hérisson") et de Wnt
[13]. Il est responsable par exemple de la modulation de la prolifération et de la di�érentiation des cellules
mésenchymateuses suite à une contrainte de cisaillement cyclique [14]. Dans les tissus, les cellules sont
liées entre elles par la matrice extra cellulaire (ECM) composée notamment de protéines telles que le
collagène, l'élastine et la �bronectine, et de polysaccharides comme l'acide hyaluronique. La composition
de l'ECM détermine sa rigidité, qui est un signal mécanique connu pour in�uer sur la migration [15],
la prolifération [16] et la di�érenciation cellulaire [2]. L'ECM permet en outre de transmettre des forces
entre cellules qui ne sont pas directement en contact [17], permettant par exemple aux cellule cardiaques
de se contracter de manière synchronisée [18]. La transmission des forces entre l'ECM et une cellule se
fait via ses adhérences focales (FA), qui sont des complexes protéiques transmembranaires jouant un rôle
majeur dans la mécanotransduction (�gure 1). Elles sont composées d'intégrines, protéines transmembra-
naires capables de se lier à l'ECM, dont la partie cytoplasmique se lie directement ou indirectement à de
nombreux ligands. Parmi ces ligands se trouvent les protéines adaptatrices vinculine et taline qui relient
les intégrines aux �bres de stress d'actine. Plus précisément, une taline peut se lier à la sous unité β d'une
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intégrine et au cytosquelette d'acto-myosine, qui a tendance à générer des forces de traction. Lorsque c'est
la cas, la force est transmise à travers la taline et l'intégrine jusqu'à l'ECM, qui résiste mieux à la défor-
mation si l'ECM est rigide. C'est alors la taline qui se déforme le plus [19], en s'ouvrant et en découvrant
des sites cryptiques auxquelles des vinculines peuvent se lier [20, 21]. Ces vinculines peuvent à leur tour se
lier à de nouveau �laments d'actine, renforçant la transmission des forces entre l'ECM et le cytosquelette
d'actomyosine [22]. Les intégrines sont aussi capables de recruter des protéines de signalisation et activer
des voies de signalisation [23]. La paxiline, en se liant à une intégrine, recrute des kinases d'adhérence
focale (FAK) ainsi que des tyrosines kinases Src (voir page 54 pour le fonctionnement de ces protéines).
Lorsque ces dernières phosphorylent la paxiline, d'autres protéines se lient à la paxiline et sont à leur
tour phosphorylées par Src [24]. L'ensemble de ces molécules permet alors d'activer la voie de signalisa-
tion mitogen-activated protein kinases (MAPK) [25] qui module l'expression des gènes impliqués dans la
prolifération et la di�érentiation [26]. Des mécanismes similaires ont lieux au niveau des jonctions d'adhé-
rence (JA). Ces JA sont, comme les FA, des complexes moléculaires transmembranaires qui permettent
aux cellules d'adhérer non pas à l'ECM comme c'est le cas pour les FA, mais aux cellules voisines en se
liant à leurs JA (�gure 1). Ces JA sont composées de cadhérines, des protéines transmembranaires qui
se lient aux cadhérines des cellules voisines lorsqu'elles sont rigidi�ées en présence de Ca2+, d'où le nom.
Similairement aux intégrines, la partie cytoplasmique des cadhérines peut se lier à un nombre important
de ligands, comme la protéine adaptatrice β-caténine, sur laquelle se lie l'α-caténine [27]. Cette dernière
est une longue molécule repliée sur elle même en absence de force de traction qui se lie à un �lament
d'actine à son extrémité. Lorsque le �lament exerce une force de traction, comme la taline, l'α-caténine se
déplie et expose des sites cryptiques auxquels vont se lier des vinculines, qui lient de nouveaux �laments
d'actine, renforçant la JA [28, 29]. Ces �laments d'actine sont par ailleurs aussi des mécanosenseurs,
puisqu'une force de compression entre les extrémités d'un �lament provoque son �ambage (torsion), qui
confère au réseau d'actine une résistance à la compression, ou qui promeut la disruption des �laments
[30, 31, 32]. Les changements de la structure du �lament lors de la déformation modi�e son a�nité avec
les protéines régulatrices de l'actine [33], et certaines de ces protéines sont connues pour être elles-mêmes
mécanosensibles. C'est le cas par exemple de la formine, un homodimère ancré à la membrane qui allonge
les �laments d'actine. Lorsque le �lament est sous tension, la conformation de la formine lui permettant
d'ajouter un monomère est favorisée, et la vitesse d'élongation du �lament d'actine augmente [34].

Figure 1 � Mécanotrasduction au niveau des jonctions d'adhérence et des adhérences focales. (a) Le
complexe intégrine / taline / vinculine relie l'ECM au �laments d'actine. (b) le complexe

cadhérine / β-caténine / α-caténine relaché et (c) sous tension. Adapté de [35]

Le phénomène de réponse à un signal mécanique concerne aussi les plantes [36] et les bactéries [37], il
prend e�et à l'échelle des molécules jusqu'aux organes, et correspond à des réactions quasi-instantanées
pour la déformation mécanique des protéines, ou qui s'étendent de la seconde pour la signalisation cel-
lulaire à l'heure voire au jour pour des modi�cations à l'échelle d'un tissu ou d'un organisme [38]. Nous
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venons de voir que di�érents mécanismes sont impliqués, comme le changement de conformation ou la
modi�cation chimique par (dé)phosphorylation d'une protéine, entraînant une cascade de signalisation
pouvant modi�er l'expression de gènes.

Il apparaît de plus en plus clair pour la communauté scienti�que que les paramètres spatiaux et
temporels des signaux mécaniques jouent un rôle déterminant dans la mécanotransduction, et que la
réponse des cellules dépend de la coordination précise dans le temps et dans l'espace de l'activité des
protéines impliquées dans la signalisation. Tsukada et al. ont par exemple développé un algorithme
pour quanti�er la morphodynamique des cellules [39], c'est-à-dire les mouvements de leur membrane
et leurs changements de forme. En utilisant des biosenseurs d'activité de 3 GTPases Rac1, Cdc42 et
RhoA, ils ont pu établir des corrélations entre les mouvements locaux de membrane et l'activité locale
de ces protéines. La coordination dans le temps et dans l'espace entre ces GTPases a elle été étudiée en
détail par Machacek et al. [40] en observant simultanément l'état d'activité de deux protéines. Ils ont
développé une méthode pour établir les relations entre activités de protéines observées lors d'expériences
di�érentes. La coordination de l'activité des ces 3 protéines a ainsi pu être établie à l'échelle de la
seconde et du micron au niveau des protrusions membranaires. Des vagues d'activité de Rac, une petite
protéine G, ont aussi été observées [41]. Ces vagues d'activité se propageaient du front vers l'arrière
de neutrophiles dont la migration était induite par chimiotaxie, et induisaient des oscillations locales
d'activité de période temporelle dé�nie. Grâce à la combinaison de l'optogénétique [42] et des biosenseurs
FRET, il est maintenant possible d'observer le "�ux d'information dans le réseau de signalisation" [43],
et de perturber des n÷uds de ce réseau de manière dynamique pour révéler la réponse des n÷uds de
signalisation en fonction de l'encodage spatial et temporel de l'information.

Pour étudier la mécanotransduction et l'in�uence de l'encodage spatiotemporel des signaux méca-
niques sur la réponse des cellules, nous avons donc besoin de contrôler dans le temps et dans l'espace
la stimulation mécanique, et de lire la réponse mécanique et biochimique en di�érents points du temps
et de l'espace. Cette thèse s'articule donc en 2 grandes parties. La première partie de ma thèse décrit
les substrats actifs qui nous permettent de stimuler mécaniquement les cellules. Cette stimulation est
réalisée au moyen de micropiliers en fer doux intégrés dans un élastomère peu rigide (PDMS) et ma-
nipulés par deux électroaimants. Ces substrats nous permettent aussi de lire la réponse mécanique des
cellules par microscopie de force de traction (TFM). La TFM est réalisée en observant le déplacement
de billes micrométriques �uorescentes incrustées à la surface des substrats. C'est lors de ma 1ère année
de thèse que j'ai soutenu Cécile Bidan, alors en post-doctorat dans l'équipe, dans le développement de
ces substrats actifs. J'ai notamment travaillé sur la méthode pour incorporer des billes micrométriques
�uorescentes à la surface des substrats, sur une méthode pour �xer des protéines d'adhérence selon des
motifs micrométriques sur cette même surface, et sur l'interfaçage entre l'ordinateur, le microscope, le
laser et la caméra. J'aborderai aussi l'étude des ultrasons pour stimuler les cellules à des fréquences plus
hautes que ce que nous permettent les substrats actifs. J'ai mené ce projet très exploratoire en �n de
1ère année, lorsque je portais le code d'analyse des images de �uorescence de Matlab vers Python. La
seconde partie représente l'aboutissement de mes travaux de 2ème et 3ème années, qui ont été consacrées
à la mise au point d'une technique de FRET quantitatif qui, alliée à l'utilisation de biosenseurs, nous
permet d'étudier la réponse biochimique des cellules. Dans cette dernière partie, une nouvelle méthode
de détermination des facteurs de correction est développée et comparée à une autre méthode. En�n, l'in-
�uence des paramètres de traitement des données sur les facteurs de correction et les valeurs d'e�cacité
de FRET est étudiée pour ces 2 méthodes.
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Stimulation mécanique des cellules
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Chapitre 1

Susbtrats actifs

1.1 Présentation de la publication

Brève revue des systèmes de stimulation mécanique

L'étude de la mécanotransduction a commencé en employant des substrats de di�érentes rigidité, mais
de rigidité constante pour chaque substrat. Ce type d'expérience a permis d'étudier l'in�uence qu'un si-
gnal mécanique constant comme la rigidité de l'environnement pouvait avoir sur la locomotion des cellules
et la dynamique de leurs adhérences focales (FA) [44], leur surface d'étalement [45], l'organisation de leur
cytosquelette [46] ou encore la di�érentiation cellulaire de cellules souches mésenchymateuses (MSC) [2].
Des substrats dont la rigidité variait à une échelle sub-cellulaire ont eux permis de mettre en évidence
le phénomène de durotaxie, c'est-à-dire la migration des cellules préférentiellement vers les zones de
plus haute rigidité [1]. Des substrats de rigidité homogène ont alors été étirés pour étudier la réponse
des cellules à un signal mécanique variant temporellement. Ce type de système a par exemple permis
d'observer l'activation des kinases MAP dépendant des intégrines β1 [47]. Ce type de système permet
donc de délivrer une stimulation mécanique dynamique aux cellules, mais cette stimulation est globale :
les cellules sont en e�et uniformément déformées. Pour déformer localement les cellules, des pointes de
microscopes à force atomique (AFM) ont été employées pour indenter la membrane d'ostéoblastes et
observer un in�ux de calcium [48]. Des billes micrométriques sur lesquelles étaient gre�ées des protéines
d'adhérence et manipulées par des pinces magnétiques ou optiques se sont révélées utiles pour étudier
les protéines d'adhérence comme les intégrines β1 et leur importance dans la formation des FA en ré-
ponse à une contrainte produite par l'environnement mécanique des cellules [49]. Si ces expériences se
sont révélées cruciales pour la compréhension des interactions moléculaires au niveau de la membrane
cellulaire, la très haute rigidité et la forme particulière des objets utilisés pour stimuler mécaniquement
les cellules éloignaient de manière importante les conditions expérimentales des conditions physiologiques.
Krishnan et al. proposèrent alors d'indenter non pas les cellules, mais le substrat sur lequel elles adhé-
raient [50]. Ils ont ainsi pu étudier la �uidisation des cellules suite à une stimulation mécanique comme
mécanisme compensatoire au renforcement, ce qui permet aux cellules de maintenir leur homéostasie. Ils
ont pu observer par ailleurs que la non-homogénéité de la déformation des cellules était essentielle à leur
renforcement après leur �uidisation, alors qu'après une déformation homogène les cellules recouvraient
leur niveau basal de contractilité. En�n, des substrats composés de piliers en PDMS ou en PAA dont le
déplacement était contrôlé par le couple ou le gradient de champ magnétique ont été proposés pour étudier
la mécanotransduction. Ces piliers contenaient des nano-�ls de cobalt [51], des nano-billes ferromagné-
tiques [52] ou une préparation de colloïdes super-paramagnétique [53]. Bien que ces outils permettent
d'appliquer des déformations qui di�èrent au sein même de l'aire d'étalement d'une cellule, ces substrats
présentent une surface discrète qui con�ne les adhérences et dont la topographie représente en soi un
signal mécanique constant. Ce signal est connu notamment pour déclencher une réponse biochimique par
la voie de signalisation de la kinase d'adhérence focale (FAK) [54].
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Chapitre 1. Susbtrats actifs

Cahier des charges de nos substrats

Pour stimuler mécaniquement les cellules, nous voulions donc un système qui réponde à di�érents
critères :

� La stimulation doit se faire via les adhérences focales naturellement produites par les cellules, et
non par des adhérences crées par une bille rigide fonctionnalisée. La stimulation doit donc se faire
par le substrat sur lequel elles adhèrent.

� La stimulation peut être contrôlée dynamiquement et modulée en amplitude.

� La stimulation est spatialement localisée à l'échelle de la cellule, c'est-à-dire qu'on peut stimuler une
région de la cellule sans stimuler (ou très peu) une région voisine, ceci a�n d'observer la propagation
de l'information biochimique au sein des cellules.

� Ces 2 précédents points impliquent une surface plane du substrat pour éviter que la topographie
ne produise un signal mécanique particulier constant et variant spatialement, qui con�nerait ou
favoriserait les adhérences dans des régions particulières par exemple.

� Le substrat doit être relativement peu rigide (50 kPa maximum), de sorte que sa rigidité ne soit un
signal mécanique trop fort, et a�n qu'il puisse aussi être déformé facilement par nous pour stimuler
les cellules, et par les cellules pour que l'on puisse étudier leur réponse mécanique par TFM. Pour
réaliser la TFM, il doit aussi être très peu visqueux.

� En�n, le substrat doit être compatible avec la microscopie de �uorescence a�n que l'on puisse étudier
la réponse biochimique des cellules au moyen de biosenseurs FRET.

Le premier matériau envisagé a été le polyacrylamide (PAA), un hydrogel dont les faibles rigidités
atteignables (environ 4 kPa) et sa compatibilité avec la microscopie de �uorescence en font un matériau de
choix pour les expériences de mécanique cellulaire. L'expertise est par ailleurs présente dans notre équipe,
nos collaborateurs maîtrisant le patronage micrométrique (micro patterning) de protéines d'adhérence et
la microscopie de force de traction (TFM) qui permet de calculer les forces de traction exercées par les
cellules sur un matériau élastique [55].

La Microscopie de Forces de Traction (TFM)

Pour mesurer des forces, il faut mesurer des déplacements. C'est la cas par exemple en une dimension
lorsqu'un ressort est allongé : si on connaît sa constante de rigidité d'après une expérience de calibration,
nous sommes en mesure de calculer la force à l'origine de l'élongation du ressort. La TFM repose ainsi
sur des marqueurs �uorescents, tels que des billes micrométriques, qui sont inclus dans le substrat et
dont la position est un indicateur de la déformation du substrat. Des images successives de ces marqueurs
sont enregistrées, et le déplacement de chaque marqueur est déterminé par Particle Image Velocimetry

(PIV). Une carte des déplacements peut être alors relativement facilement générée, la détermination des
forces de traction à l'origine de ces déplacements est quant à elle un problème plus délicat. Pour un
substrat dont l'épaisseur est su�sante (généralement 100µm), le substrat est considéré comme un milieu
élastique homogène isotrope semi-in�ni. La solution analytique de Boussinesq [56], qui permet de calculer
le déplacement de la surface suite à une force ponctuelle exercée à cette surface, peut alors être utilisée.
Les déplacements d(x) aux points x dus aux forces F(x′) exercées aux points x′ sont donnés par :

d(x) =

∫
G(x,x′)F(x′) (1.1)

où G est la fonction de Green qui caractérise la réponse mécanique de la surface à une force ponctuelle.
Sur une grille discrétisant l'espace, l'équation s'écrit :

di =
∑
j

G(xi,xj)F(xj) (1.2)
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Ici d est mesuré grâce aux billes �uorescentes, et nous souhaitons connaître F, il nous faut donc "inverser
le problème". Ce produit de convolution devient une simple multiplication dans l'espace de Fourier,
l'inversion est alors facilitée, et l'équation (1.2) devient :

d̃(k) = G̃(k)× F̃(k) (1.3)

où k est est un vecteur d'onde. Les forces de traction dans l'espace de Fourier peuvent alors être calculées
selon

F̃(k) = G̃(k)−1 × d̃(k) (1.4)

Le bruit de mesure sur les déplacements est ampli�é dans l'espace de Fourier et peut devenir prépondérant,
le problème devient mal posé (ill-posed) [57]. Pour y remédier, on peut régulariser le problème en coupant
les hautes fréquences lors de l'analyse. En calculant la transformée de Fourier inverse de F̃(k) nous
obtenons �nalement les forces F. En pratique nous avons adapté ce protocole pour réaliser de la TFM
sur des cellules vivantes pendant leur stimulation mécanique. Nous avons pu suivre dans le temps les
forces de traction exercées par une cellule seule, ou par un pilier seul. En revanche, le calcul des forces
exercées à la fois par une cellule et par un pilier est un problème plus complexe sur lequel nous travaillons
actuellement.

Développement des substrats magnéto-actifs

Avant la polymérisation du PAA, des billes micrométriques magnétiques sont mélangées avec la solu-
tion base + réticulant de PAA pour pouvoir déformer la surface du substrat, et des billes micrométriques
�uorescentes sont ajoutées pour mesurer les déformations de la surface du substrat pour la TFM. Un
aimant est placé sous le substrat pour que les billes magnétiques s'alignent selon les lignes de champ
magnétique lors de la polymérisation du PAA. Lors de l'expérience, un électroaimant est utilisé pour
générer un gradient de champ magnétique dans le but de déplacer les billes, qui déformeront alors la
surface du substrat. Cependant ce système ne fonctionne pas, la force exercée sur les billes dépend de
leur volume, qui est extrêmement faible, si bien que leur déplacement est imperceptible.

Figure 1.1 � (a) : Premier type de substrat en PAA contenant des billes �uorescentes (rouge) et des
billes magnétiques (gris). Le gradient de champ magnétique généré par l'électroaimant ne su�t pas à
déplacer les billes. (b) : substrats �nal en PDMS contenant des piliers ferromagnétiques. Le couple

exercée par les 2 électroaimants permet de déplacer les piliers.

Nos collaborateurs Thibaut Devillers et Nora M. Dempsey à l'Institut Néel ont alors réalisé des
micropiliers en fer doux, objets bien plus gros et ferromagnétiques que nous pouvions déplacer en utilisant
non pas le gradient de champ magnétique, mais le couple que le champ magnétique exerce sur ces objets
anisotropes. Cependant le réticulant du PAA oxydait fortement les piliers, et le PAA présentait quelques
inconvénients pratiques comme la contrainte de devoir le conserver dans une solution tampon aqueuse,
ou plus problématiques comme l'altération des propriétés mécaniques du substrats avec le temps. Nous
avons donc opté pour un autre matériau, le polydiméthylsiloxane (PDMS), un polymère de la famille des
silicones compatible avec la microscopie de �uorescence et pouvant atteindre de faibles rigidités (environ
10 kPa), bien que plus importantes que celles atteignables avec le PAA. Si les billes micrométriques
�uorescentes dans la solution de PAA migraient aux interfaces, rendant le marquage de la surface du
substrat aisé, les billes en solution dans le PDMS ne migraient pas du tout et restaient en volume,
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rendant l'observation à travers le substrat impossible. Nous avons donc dû polymériser le PDMS sur une
feuille de plastique sur laquelle des billes �uorescentes étaient déjà réparties. Di�érentes combinaisons de
groupements chimiques à la surface des billes et de solutions pour les resuspendre ont été testées pour
obtenir une répartition la plus homogène possible pour pouvoir réaliser la TFM. Finalement, ce sont des
billes portant des groupements carboxyles dans une solution d'isopropanol qui ont donné les meilleurs
résultats et qui sont employées dans la publication qui suit (�gure 1.2).

(a) (b)

(c) (d)

Figure 1.2 � Répartition spatiale de billes micrométriques �uorescentes portant di�érents groupements
chimiques et resuspendues dans di�érentes solutions. 1ère ligne : Billes portant des groupes amines

incrustées à la surface d'une couche de PDMS après avoir été dispersées dans une solution d'éthanol (a)
et d'isopropanol (b). 2nde ligne : Billes portant des groupes carboxyles incrustées à la surface d'une
couche de PDMS après avoir été dispersées dans une solution d'éthanol (c) et d'isopropanol (d).

Cet article est un article de méthode, dans lequel nous présentons les substrats actifs et le protocole
pour les réaliser. Cécile Bidan a eu une contribution majeure dans le travail qui va suivre, concernant
notamment le concept, les nombreux essais, l'étude rhéologique et les expériences de biologie. J'ai pour
ma part contribué à l'incrustation des billes �uorescentes à la surface de PDMS pour réaliser la TFM, à
l'interfaçage entre les composants d'acquisition (programme LabVIEW et synchronisation caméra / la-
ser / électroaimants), aux phases �nales de l'assemblage PDMS + billes + piliers et à l'analyse de données.
La fabrication de micropiliers et du patron magnétique ainsi que les simulations magnéto-mécaniques ont
elles été réalisées par nos collaborateurs à l'Institut Néel.

Ces substrats remplissent le cahier des charge que nous nous étions �xé : ils permettent de déformer
une surface continue et relativement peu rigide sur laquelle adhèrent des cellules, et cela de manière
dynamique et locale, puisque l'amplitude de la déformation varie au sein d'une même cellule. Ils sont de
plus compatibles avec la microscopie de �uorescence, et si les zones où se trouvent les piliers ne peuvent
pas être imagées en �uorescence, cela ne pose pas de réel problème puisque au dessus des piliers la rigidité
du PDMS augmente de manière importante, nous souhaitons donc observer des cellules qui se trouvent
seulement à proximité de ces piliers.

Comme preuve de concept l'article présente des cellules que nous pouvons stimuler en traction ou en
compression, et nous mesurons l'impact d'une telle stimulation sur les forces de traction exercées par une
cellule sur le substrat. Nous observons en�n l'augmentation de l'activité protrusive pour une partie de la
population de cellules stimulées mécaniquement.
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1.2 Publication

21



1SCIeNtIfIC REPOrTs |  (2018) 8:1464  | DOI:10.1038/s41598-018-19804-1

www.nature.com/scientificreports

Magneto-active substrates for local 
mechanical stimulation of living 
cells
Cécile M. Bidan1, Mario Fratzl2,3, Alexis Coullomb1, Philippe Moreau1, Alain H. Lombard1, 
Irène Wang1, Martial Balland1, Thomas Boudou1, Nora M. Dempsey2, Thibaut Devillers2 & 
Aurélie Dupont1

Cells are able to sense and react to their physical environment by translating a mechanical cue into 
an intracellular biochemical signal that triggers biological and mechanical responses. This process, 
called mechanotransduction, controls essential cellular functions such as proliferation and migration. 
The cellular response to an external mechanical stimulation has been investigated with various static 
and dynamic systems, so far limited to global deformations or to local stimulation through discrete 
substrates. To apply local and dynamic mechanical constraints at the single cell scale through a 
continuous surface, we have developed and modelled magneto-active substrates made of magnetic 
micro-pillars embedded in an elastomer. Constrained and unconstrained substrates are analysed to map 
surface stress resulting from the magnetic actuation of the micro-pillars and the adherent cells. These 
substrates have a rigidity in the range of cell matrices, and the magnetic micro-pillars generate local 
forces in the range of cellular forces, both in traction and compression. As an application, we followed 
the protrusive activity of cells subjected to dynamic stimulations. Our magneto-active substrates thus 
represent a new tool to study mechanotransduction in single cells, and complement existing techniques 
by exerting a local and dynamic stimulation, traction and compression, through a continuous soft 
substrate.

Living cells have a sense of touch, which means that they are able to feel, respond and adapt to the mechanical 
properties of their environment. The process by which cells convert mechanical signals into biochemical sig-
nals is called mechanotransduction. Defects in the mechanotransduction pathways are implicated in numerous 
diseases ranging from atherosclerosis and osteoporosis to cancer progression and developmental disorders1,2. 
Since the 1990s, different static studies focused on mechanosensing have shown that cells can migrate along the 
rigidity gradient direction3 and that stem cells can differentiate in vitro according to their substrate’s stiffness4 and 
geometry5. The interplay between a mechanical force and the reinforcement of cell adhesion has also been docu-
mented6,7. In their natural environment, cells face a complex and dynamic mechanical environment. Cyclic strain 
can induce reorientation of adherent cells and affect cell growth depending on the temporal and spatial properties 
of the mechanical stimulation8–11. The relevant timescales span from the milli-second for the stretching of mech-
anosensitive proteins, minutes for mechanotransduction signalling to hours for global morphological changes 
and even longer for adapting cell functions12. Taken together, previous works have shown that cells are sensitive to 
both the spatial and temporal signatures of mechanical stimuli. In order to study mechanotransduction, it is thus 
essential to stimulate cells with mechanical cues controlled both spatially and temporally.

To address this topic, various methods have been proposed to exert experimentally controlled mechanical 
stimuli on adherent cells13. For instance, local stimuli were applied by direct contact with an AFM tip14, or with 
microbeads adhering on the cell membrane and actuated by magnetic15 or optical tweezers16. Although local 
enough to address the subcellular mechanisms of mechanotransduction, these methods involve intrinsic pertur-
bations of the cell structure through mechanical interactions with a stiff object of fixed geometry. Cell stretchers 
were developed to induce mechanical stimulation via substrates of tunable substrate rigidity8,17. Despite being 
more physiological and less invasive, such approaches only enable global deformation at the cellular scale. To 
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get around this limitation, different geometries of vertical indenters were used to impose various deformation 
patterns on soft continuous cell substrates18. Surfaces made of micropillars that can be actuated with a magnetic 
field were proposed to apply local and dynamic mechanical stimuli19–21 but such discrete surfaces can affect the 
cellular behaviour22,23.

Interestingly, only one of these systems was used to apply compression on single cells21. Yet, compressive stress 
is present in healthy tissue such as cartilage24,25 and is crucial during embryonic development26. A compressive 
stress has also been shown to alter tumour growth and shape in vitro27–29 which seems relevant in vivo where 
tumours have to grow against surrounding tissue. Most of the studies on compressive stress have been carried out 
at the tissue or multicellular level. There is currently a lack of studies at the single cell scale, required to under-
stand the possible differences in the mechanotransduction response between traction and compression stresses.

In this article, we propose a new method to produce deformable substrates that enable local and dynamic 
mechanical stimulation of cells plated on a continuous surface. These substrates consist of iron micro-pillars 
spatially arranged in a soft elastomer and locally actuated using a magnetic field generated by two electromagnets. 
Localized deformation of the substrate is controlled through the current input to the coils of the electromagnet 
and is quantified by tracking fluorescent markers incrusted under the surface of the elastomer. Traction force 
microscopy (TFM) is used to estimate the magnitude of stress generated by the pillar on the surface, which is in 
the range of the typical stress applied by contractile cells. Stress variation graphs demonstrate that cells spread 
on the magneto-active substrates can be mechanically stimulated both in tension and in compression. Live TFM 
of an exemplary cell stimulated by a magnetic pillar is also demonstrated. Finally, a proof of principle experi-
ment on living cells is presented, showing increased protrusive activity of fibroblasts after a period of mechanical 
stimulation.

The present approach allows the stimulation of living cells with deformation patterns controllable in space and 
time. The magneto-active substrates can be deformed continuously at the single cell scale both in traction and 
compression while the inherent coupling with TFM allows to map the corresponding stresses. Thanks to their 
compatibility with standard fluorescence techniques, these magneto-active substrates pave the way to quantitative 
studies of intracellular biochemical responses resulting from controlled mechanical stimulations.

Methods
The active substrates developed in this work consist of an array of magnetic micro-pillars embedded in a contin-
uous layer of soft polydimethylsiloxane (PDMS). Upon application of a magnetic field generated by two electro-
magnets, the micro-pillars are slightly tilted, resulting in the local deformation of the surface of the PDMS. This 
section describes the methods used to produce and characterize the micro-pillars and the substrates as well as the 
protocols to actuate the magneto-active substrates for live-cell experiments (Fig. 1).

Microfabrication of magnetic micro-pillars and magnetic templates.  The micro-pillars consist of 
cylindrical silicon cores coated with a shell of soft magnetic iron (Fe). The silicon pillars were produced by etching 
the surface of a silicon wafer according to the following procedure. A network of 10 µm diameter disks of S1818 
resin was produced on a silicon wafer by standard optical lithography. The silicon wafer was then etched over 
30 µm using deep reactive ion etching (DRIE) following the Bosch process. The resin acts as a mask, as the much 
higher rate of etching of the silicon compared to the resin results in the formation of a dense array of silicon pillars 
which are 30 µm in height and 10 µm in diameter (Fig. 1A). The remaining resin is then dissolved in acetone, and 
the substrate cleaned with an O2 plasma to remove residual organic traces.

The entire wafer surface was covered with a trilayer of Ta(100 nm)/Fe(10 µm)/Ta(100 nm) deposited by triode 
sputtering at room temperature under a base pressure of 10−6 mbar according to a procedure described else-
where30. The role of the tantalum (Ta) is to protect the iron from oxidation. The deposition by triode sputtering 
is relatively directive, so that the layer deposited on the top of the pillar and on the substrate between pillars is 
thicker than the layer deposited on the sidewalls of the pillars, as shown in the focused ion beam cut of a pillar in 
Fig. 1A. The pillars were mechanically detached from the substrate by swiping the surface of the patterned sub-
strate with a glass coverslip within a bath of absolute ethanol. The micro-pillars from a known surface area were 
then air dried and stored in 5 mL tubes for later use.

Using the magnetic field gradient force, it is possible to organize the magnetic micro-pillars inside PDMS, to 
favour a particular spatial arrangement31. For this purpose, we produced a magnetic template using the approach 
described above (patterning of a Si substrate using DRIE followed by film deposition). As a template, 50 µm 
wide Si stripes separated by 500 µm were produced at the surface of a Si substrate and Ta(100 nm)/Fe(10 µm)/
Ta(100 nm) was deposited on the substrate using triode sputtering. The application of an external magnetic 
field, produced by a macroscopic permanent magnet positioned below the template, served to magnetize the Fe 
micro-stripes. The strong magnetic field gradients produced by the micro-stripes of the template attract the mag-
netic micro-pillars, inducing an organization of the pillars along parallel lines in the PDMS. The stray field of the 
bulk magnet serves to align the long axis of the micro-pillars out of the plane of the substrate.

Magneto-active substrate fabrication.  PDMS base and crosslinker from a standard kit (Sylgard 184, 
Dow Corning) were mixed in the respective mass proportions 40:1. To reach a softer but non-sticky matrix, 8 
parts of silicone oil (50 cSt, 378356, Sigma) were added. After stirring thoroughly, the mixture was degassed for 
20 min and then 1 mL of the mixture was added into tubes containing about 8∙104 pillars. After stirring thoroughly 
in each tube, the PDMS/pillar mixtures were degassed for 1 h. Carboxylate-modified fluorescent beads (dark red 
FluoSpheres® 660/680, 0.2 µm, Life Technologies) were diluted 1:500 in isopropanol and sonicated for 3 minutes. 
50 µL of bead solution were spread with a pipette tip on 35 × 35 mm squares of 50 µm thick polypropylene sheet 
(PP301351/1, Goodfellow), the excess was removed and the isopropanol was then air dried.
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To assemble the magneto-active substrate, 120 µL of PDMS/pillar mixture was poured on each polypropylene 
square and carefully covered with a 32 mm coverslip to avoid the inclusion of bubbles. To orient and organize the 
micro-pillars in the substrate, the stack was positioned over the magnetic template on a large permanent mag-
net (60 mm diameter, Supermagnete) as shown in Fig. 1B. The ensemble was kept at 65 °C overnight to cure the 
PDMS and then the magneto-active substrates were stored at room temperature in the dark. Before use for cell 

Figure 1.  Experimental workflow. (A) Magnetic micro-pillars and template are made by optical lithography 
followed by deep reactive ion etching (DRIE) and iron deposition by sputtering. The magnetic pillars 
are mechanically detached from the wafer and mixed with soft PDMS prior to casting between a sheet of 
polypropylene coated with fluorescent beads and a coverslip. (B) The resulting sandwich structure is positioned 
on a magnetic template laid on a large permanent magnet, so as to align the pillars vertically (side view) and 
organize them according to the pattern of the template (top view). (C) After peeling off the polypropylene 
sheet, coating the surface with proteins and plating cells on the top, the substrates are placed in the magnetic 
field generated by two electromagnets so as to actuate the pillars via a magnetic torque. The actuation setup is 
mounted on a microscope to quantify the local deformation of the surface by tracking the fluorescent beads and 
to follow the response of the cells to the mechanical stimulation.



www.nature.com/scientificreports/

4SCIeNtIfIC REPOrTs |  (2018) 8:1464  | DOI:10.1038/s41598-018-19804-1

culture, the polypropylene sheet was carefully removed and a 26 mm silicone ring activated with O2 plasma was 
stuck on the PDMS surface to confine cells and culture medium.

Magnetic field source for actuation on the microscope stage.  A pair of electromagnets were made 
by winding 1 mm diameter copper wire around 10 cm long aluminium tubes, i.e. 250 turns over 2.5 layers. 
Magnetically soft iron pole pieces were used to focus the magnetic field 2 cm away from the coil and their tips 
were shaped as a bevel (30° on one side, 13° on the other side). The coils were plugged in series on a current 
generator (Imax = 9 A). The pair of electromagnets was mounted on the stage of an epifluorescence microscope 
equipped with a chamber maintained at 37 °C to enable live cell imaging. Before cell experiments, the tips of the 
electromagnet pole pieces were wrapped in a thin film of Teflon to prevent sticking on the surface of the substrate 
and rusting of the pole pieces (soft iron).

Characterization methods.  The magnetic field generated in between the electromagnets was estimated 
macroscopically with a Hall probe (Allegro A1302, Microsystem Inc.). The magnetic moment of individual pillars 
was calculated from the magnetic moment of a population of about 8∙104 pillars measured using an extraction 
magnetometer.

The average dimensions of the magnetic pillars after collection were estimated from the measurement of 39 
pillars with a bright field microscope.

The average thickness of the substrate was measured optically on samples containing fluorescent beads 
at both interfaces of the PDMS. To assess the local mechanical properties of the magneto-active substrates, 
force-indentation profiles were performed in 1% Pluronic diluted in PBS at a frequency of 1 Hz using an atomic 
force microscope BioCatalyst (Bruker) equipped with borosilicate sphere-tipped cantilevers of radius R = 2.5 µm 
(Novascan Technologies) and a spring constant of 0.4 N/m. Young’s moduli were calculated by least-square fitting 
of the experimental force indentation curves using NanoScope Analysis (Bruker). Soft PDMS patches of 20 mm 
diameter and 2 mm thickness were also produced to measure the global viscoelastic properties (shear storage 
modulus G′ and loss modulus G″) of the substrate with a rheometer (Bohlin) used in parallel plane geometry at 
deformation amplitudes γ varied between 0.01% and 20% of shear and frequencies varied between 0.01 Hz and 
10 Hz.

Numerical modelling.  In a simple approximation, the present system can be considered as a network of 
elongated magnets which experience a torque due to the application of a transverse (in-plane) magnetic field. 
Numerical modelling was performed using COMSOL Multiphysics 5.0 (COMSOL Group, Stockholm, Sweden) 
in order to define the limits of this simplistic approach and understand the parameters which are relevant to the 
dimensioning of the system. All simulations were performed on a Dell OptiPlex 9020 (Dell Inc., Round Rock, 
TX.) powered with an Intel Core i5 4th generation/3.3 GHz (Intel Corporation, Santa Clara, Ca.).

In a first simulation, the magnetic field distribution produced by the electromagnets was modelled in 2D (i.e. 
in the x-z plane bisecting the electromagnets’ pole pieces, where x is in the plane of the substrate and z is out of 
the substrate plane – see Fig. 1C). As the magnetic field source, we considered the magnetic pole pieces of the 
electromagnets, and used as input their real geometry with a distance of 6 mm between the poles’ apex. To reduce 
the computational load, the electromagnets were modelled as permanent magnets, homogeneously magnetized 
along their axis. Their magnetization was adjusted in such a way that the theoretical value of the generated field’s 
projection along the horizontal direction (Bx) matches the experimental values measured in the centre of the 
system for a current of 5 A.

A second model was developed to analyse quantitatively the magnetic and mechanical response of a single 
pillar in PDMS when exposed to an external magnetic field. In this 3D magneto-mechanical model, the pillar 
was represented as a cylinder of silicon, with a diameter of 10 µm and a height of 25 µm. The Fe shell is 2 µm thick 
on the sidewalls and 10 µm thick on the top of the pillar. The relative permeability of iron was taken as µr = 5000. 
The PDMS film is 115 µm thick, with the top of the pillar being 1 µm below the PDMS surface. The top surface 
of PDMS is described as a free surface while the bottom one is mechanically attached to the glass substrate. The 
PDMS was approximated as a linear elastic material, with a Young’s modulus E = 20.3 kPa and a shear modulus 
G = 7.1 kPa as estimated experimentally.

Cells.  The magneto-active substrates were sterilized in 70% ethanol for at least 20 min and rinsed with PBS 
before use. The surface was then incubated for 1 h in 20 µg/mL fibronectin (Sigma) solution diluted in PBS, a disk 
of Teflon was used to spread the fibronectin drop on the hydrophobic surface. The substrate was rinsed with PBS 
and conditioned with culture medium at 37 °C for at least 30 min.

These substrates were tested with wild type NIH3T3 fibroblasts as well as NIH3T3 cells expressing 
vinculin-eGFP (kindly provided by K. Miroshnikova and C. Albiges-Rizo, Institute for Advanced Biosciences 
INSERM U823/ERL CNRS 3148, Grenoble) previously cultured at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator with 
Dulbecco Modified Essential Medium D-GlutaMAX (Gibco) supplemented with 1% Penicillin Streptomicin 
(Sigma) and 10% fetal bovine serum (Gibco). The cells were seeded at low density on the magneto-active sub-
strates coated with fibronectin (around 3∙103 cells/cm2). The magneto-active substrates and the fluorescent cells 
were imaged on an epifluorescence microscope (Olympus IX83) equipped with a white laser (Fianium) to excite 
the fluorescent beads and the eGFP.

Cell response was assessed by imaging the eGFP fluorescence and the dark-red fluorescent beads every 4 s, 
during a 30 min experimental procedure, which consists of a 10 min rest, followed by a 5-minute dynamic stim-
ulation with a 0.25 Hz rectangular signal of 5 A current input in the electromagnets, and a final 15 min rest. The 
protrusive activity was analysed on 16 cells deformed by the displacement of a magnetic pillar in their close 
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vicinity and 14 control cells, which were exposed to the same magnetic field but no deformation due to the 
absence of pillars in their surroundings. In both cases, cells with a sufficient cytosolic eGFP-Vinculin signal were 
chosen to allow for an automatic tracking of their boundary. Cell culture and experiments were carried out in 
accordance with the relevant guidelines and regulations.

Image analysis.  Cell traction and pillar-induced deformation measurement.  Cell traction force microscopy 
(TFM)32 and quantification of the deformation induced by pillar actuation were performed with the same algo-
rithm. Surface displacements were determined from images of the fluorescent beads: in the case of the pillars, the 
images with and without application of the magnetic field were compared, while in the case of cell traction meas-
urements, the bead images in the presence of cells were compared to the reference image obtained after washing 
the cells away. After correction for experimental drift, the images were divided into 256 × 256 pixel square 
sub-images (34 × 34 µm²). First, cross-correlation was used to yield the average displacement on each pair of 
sub-images, which were shifted accordingly. The fluorescent beads were then tracked with high accuracy (20 nm) 
to obtain a displacement map with high spatial resolution33. The final displacement was obtained on a square grid 
with 1 µm spacing using linear interpolation. Force reconstruction was carried out under the assumption that the 
substrate is a linear elastic half space considering in-plane stress only, using Fourier Transform Traction 
Cytometry with zeroth-order regularization34. The problem of calculating the stress field (Tx and Ty) from the 
displacement was solved in Fourier space, then inverted back to real space. The final stress magnitude +T Tx y

2 2 
was obtained on a grid with 1 µm spacing. To distinguish clearly the regions undergoing traction and those under 
compression, the derivative of the stress was calculated with respect to each direction using the central difference 
method, and the sign of +dT

dx

dT

dy
x y  gives the type of stress applied on the PDMS surface. Positive stress variations 

correspond to tensile stress whereas negative ones correspond to compressive stress.
To monitor the effect of a sequence of actuation on cell traction, images of fluorescent beads were recorded 

every 4 seconds for 30 min starting with 10 min of rest, followed by 5 min of mechanical stimulation, after which 
the cells were again at rest for 15 min. Finally the cells were washed away with 0.2% SDS to capture the reference 
bead image without any magnetic field. The traction stress map was calculated for each frame. The strain energy, 
which is the mechanical energy transferred from the cell to the substrate, was calculated as

∫= .E dT r u r r1
2

( ) ( )
cell

2

where T(r) is the stress vector and u(r) the displacement vector. To highlight the change in traction spatial dis-
tribution, we subtracted the traction map averaged over 100 frames after stimulation (corresponding to a time 
period of 6′40″), from the stress map averaged over the same period immediately before stimulation. This differ-
ence map shows positive areas corresponding to traction reinforcement and negative ones corresponding to trac-
tion relaxation. All calculations and image processing were performed with Matlab R2015b and figure generation 
was done with Python.

Protrusion activity of the cells.  eGFP-Vinculin Images were first Gaussian filtered to reduce noise and thresh-
olded to obtain a mask of the cell. The contour velocity was evaluated using a previously described method35,36. 
The normal velocity v(x,y,t) was estimated as

∆ ∆
=

+ − − − −
∇

v x y t I x y t t I I x y t t I
I x y t

( , , ) [ ( , , ) ] [ ( , , ) ]
( , , )

0 0

where I(x, y, t) is the grey level at position (x, y) and time t, I0 is the same threshold as the one used to obtain the 
masks, ∇I x y t( , , )  is the local gradient magnitude, and Δt is a number of frames (here 10 frames i.e., 40 s).

For each cell, a velocity map was derived by (i) averaging velocity values of each boundary pixel of the cell 
and its 12 nearest neighbours and (ii) sorting these resulting values as a function of the normalized position 
along the perimeter of the cell at a given time. The color-coded smoothed velocities along the normalized perim-
eter were then displayed as a function of time throughout the experiment. To obtain a unique value for each 
cell, we extracted and averaged the 5% highest velocity values for each frame (see Supplementary Fig. S8). The 
ratio between the average maximum velocity of a 5-minute period after and that of the 5-minute period before 
mechanical stimulation was then calculated.

Data availability.  The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from the 
corresponding authors on reasonable request.

Results and Discussion
Magneto-active substrates were fabricated by incorporation and organization of magnetic micro-pillars 
in a continuous layer of soft elastomer (Fig. 1). The elements involved in the fabrication and actuation of the 
magneto-active substrates were characterized, before plating cells on their surface and measuring their protrusive 
activity after stimulation, to demonstrate the potential of this technology for mechanobiology studies.

Physical properties of the pillars.  Since the aim is to produce a torque on the soft magnetic element 
embedded in the elastomer, the element needs to be anisotropic in shape (if it were magnetically soft but iso-
tropic in shape, the magnetic moments would simply rotate to align with the applied field, resulting in no tilting 
of the object itself). The considered micro-pillars consist of a core shell structure, based on a silicon cylindrical 
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core coated with an iron shell, produced by lithography, DRIE and Fe deposition (Fig. 1A). After collection, the 
dimensions of 39 pillars were measured to be 33.5 ± 2.5 µm in height and 15.7 ± 1.2 µm large. This indicates that 
the micro-pillars are broken roughly 10 µm above their base, which corresponds to the thickness of Fe deposited 
between the pillars. The saturation magnetic moment of about 8∙104 pillars was estimated to be 3.3∙10−2 A.m2, i.e., 
4.1∙10−9 A.m2 per pillar. Considering that the saturation magnetization of iron is 1.7∙106 A.m−1, the volume of iron 
deposited on a given pillar is estimated to be around 2400 µm3, which matches the order of magnitude obtained 
from a geometrical estimation.

The protocol of assembly established in the methods section produces magneto-active substrates containing 
magnetic micro pillars arranged in a layer of soft PDMS according to the chosen magnetic template (see Fig. 1B). 
To better control the position of the pillars, we tried using template arrays of magnetic islands that could trap 
individual magnetic micro-pillars at regular distances. However, trapping one pillar per island proved difficult. It 
is important to mention that organizing the pillars using a stripe-template does not affect their ability to locally 
deform the substrate, provided that the pillar density is kept low enough to prevent magnetic and mechanical 
interactions between pillars.

Mechanical properties of the substrate.  PDMS is a biocompatible elastomer widely used as a cell sub-
strate. We first observed that standard Sylgard 184 used in a ratio base to crosslinker of 40:1, leads to a substrate 
with a Young’s modulus of 40kPa and a sticky surface. We found that adding 8 parts of silicone oil to the Sylgard 
mixture reduced both the rigidity, to a suitable range to be deformed by cells so as to probe their contractile 
forces, and the stickiness of the surface, to facilitate handling of the samples. The mechanical properties measured 
on 3 samples of soft PDMS with a rheometer indicate that both the shear storage modulus G′ and the shear loss 
modulus G″ are independent of the amplitude of deformation γ between 0.01% and 20% of shear when deformed 
at 1 Hz (see Supplementary Fig. S1), with G′ = 6756 Pa and G″ = 1117 Pa. However, varying the frequency 
between 0.01 Hz and 10 Hz of a 10% shear reveals that below 0.2 Hz, G″ becomes an order of magnitude inferior 
to G′ which is about 6000 Pa. The material’s behaviour is thus dominated by elasticity as indicated by the phase 
angle δ = ″

′( )Arc tan G
G

, which remains close to 0 at the frequencies of interest (see Supplementary Fig. S1). For 
homogeneous isotropic linear elastic materials, Young’s modulus can be derived as E = 2∙(1 + ν)∙G′. Since 
Poisson’s modulus of our PDMS is ν = 0.41837, we estimate E = 19.2kPa when deformed at 1 Hz. This global value 
matches the results of 5 mechanical profiles obtained by atomic force microscopy, as the local Young’s modulus 
obtained away from a pillar is E = 20.3 ± 2 kPa (Fig. 2A). The PDMS mixture used in this study leads to a soft 

Figure 2.  Characterization. (A) Mechanical profiles of the magneto-active substrate measured around 5 pillars 
by atomic force microscopy reveal homogeneous PDMS substrates with local increases of the Young modulus 
above the pillars. (B) The horizontal component of the magnetic field Bx increases with the current input to the 
electromagnets and reaches 100mT for 5 A (*) at the mid-position between the two pole pieces. (C) A numerical 
model in 2D evaluates the distribution of the horizontal and vertical components of the magnetic field (Bx and 
Bz respectively) between the bevel shaped pole pieces of the electromagnets.
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substrate with negligible viscosity at the frequencies of interest, and thereby allows us to use the TFM algorithm 
and derive force field from the displacement field of the fluorescent beads.

As expected, the rigidity sharply increases by an order of magnitude when indenting above the pillars 
(Fig. 2A), which leads us to avoid analysing cells lying above pillars.

The layer of soft PDMS is 115.5 ± 12.5 µm thick, as measured in 9 points of 3 different samples. As shown in 
Fig. 1B, this layer is thick enough to neglect the effect of the glass coverslip on the mechanical properties of the 
substrate and on the pillar displacement close to the surface, while thin enough to have optical properties com-
patible with fluorescence imaging. Of note, the fluorescent beads embedded under the surface of the soft PDMS 
are homogeneously dispersed in a single plane with an average density of 0.2 beads/µm², including above the 
pillars, as verified from images taken on a substrate positioned upside-down (see Supplementary Fig. S2). This 
density of beads is low enough to neglect their influence on the mechanical behaviour of the soft substrate38,39 and 
allows automated tracking of the displacement with high accuracy (20 nm) and spatial resolution (<5 µm). This 
reproducible method of bead incorporation is thus particularly suited to improve TFM on a soft elastomer40 and 
widens the range of soft substrates that can be used to study cell contractility.

Generation of the magnetic field.  To actuate the magnetic micro-pillars, two electromagnets have been 
designed to generate a predominantly in-plane magnetic field (Fig. 1C). While the iron pole pieces have been 
designed to focus the field at the surface of the magneto-active substrate, the dimensions and the position of the 
electromagnets were determined by the geometrical constraints related to the microscope and the cell culture 
dishes.

The Bx component of this field was measured as a function of current input into the coils with a Hall probe 
positioned at the mid-point between the two pole pieces (Fig. 2B). We restricted the current input to a maximum 
intensity of 5 A for the rest of the experiments, which corresponds to a magnetic field of 100 mT.

The magnetic field distribution calculated within the actuation zone is represented in Fig. 2C. This simulation 
indicates that the Bx component of the magnetic field is relatively homogeneous in-between the electromagnets, 
while the vertical component (Bz) varies symmetrically with respect to the centre, where it vanishes. In the plane 
of the pillars and roughly 70 µm below the electromagnets, if Bx is set to ~100mT in the middle, as generated with 
5 A in the coils, then Bz varies from 0mT (exactly mid-way between the electromagnets) to ±70mT (near the 
poles’ apex). The important role of the out-of-plane component is discussed below.

Actuation of the substrate.  Influence of Bz.  The Bz component of the applied field serves to induce a 
vertical component of the magnetization of the micro-pillars. This in turn allows the Bx component of the applied 
field to produce a torque on the micro-pillars. The role of Bz in inducing a mechanical response of the substrate 
was assessed within the framework of the magneto-mechanical model, by varying Bz between 0 and 70mT while 
fixing the horizontal field Bx at 100mT and neglecting the By component. Figure 3A shows the vertical cut of a 

Figure 3.  Contribution of Bz. The magnetization of the iron pillar induced by a purely horizontal magnetic 
field (A), a magnetic field with a slight (B) or large (C) vertical component Bz and the subsequent magnitude 
of displacement in the substrate have been predicted with the magneto-mechanical model. In each case, the 
undeformed positions of the PDMS free surface and the pillar are represented by blue and light grey lines, 
respectively.
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pillar experiencing a purely horizontal magnetic field (Bz = 0). The magnetization of the pillar lies practically in 
the horizontal plane and there is no significant torque on the pillar. However, as soon as the pillar experiences a 
vertical field component Bz, even small compared to Bx, the magnetization in the sidewalls tends to align along the 
long axis, forming a non-zero angle with the applied field, and resulting in an effective torque on the pillar. Pillars 
experiencing a vertical magnetic field of 20mT are predicted to produce displacements of around 3.1 µm at the 
surface of the PDMS (Fig. 3B). These simulations show that a non-zero vertical component of the magnetic field 
Bz is essential to take advantage of the shape anisotropy of the iron shell to align the magnetization of the pillar 
along its long axis, and thereby generate a torque able to deform the surface of the substrate. Figure 3C indicates 
that this effect is modulated by the value of the vertical magnetic field, since for Bx = 100mT and Bz = 50mT, the 
surface above the pillar is expected to experience in-plane displacements of over 7.5 µm. Note that the slight 
vertical distortion (<1 µm) expected close to the tilted pillar at high deformation was observed experimentally 
through a local defocusing of the fluorescent beads.

The magneto-mechanical model indicates that the displacement generated by a pillar decreases with increas-
ing distance from the closest pole piece, which was observed experimentally (see Supplementary Fig. S3). Thus 
in a given experiment with cells spread across the substrate, the influence of different values of displacement on 
a given set of cells can be studied.

Experimental deformation.  The magneto-mechanical simulation of a pillar placed at 1 mm from a pole piece was 
performed with Bx = 119mT and Bz = 27mT, as estimated from the magnetic field distribution simulation of the 
experimental actuation system (Fig. 2C). A top view of the displacement field in the xy plane was used to estimate 
the stress magnitude of the surface using the traction force microscopy algorithm, and the stress variations. These 
numerical estimations agree with experimental measurements performed on 5 pillars significantly actuated by 
electromagnets powered with 5 A (Bx ~ 100mT, Bz ~ 70mT). Indeed, such actuation generates a displacement field 
that decays sharply by 50% within 20 µm (Fig. 4A), which corresponds to the cellular length scale. The resulting 
deformation of the surface is qualitatively symmetric with respect to the pillar.

The displacements induced by a series of 15 pillars aligned about 1.5 mm away from the pole piece tip 
(Bz ~ 20mT) and experiencing an incremental actuation (from 0 to 5 A in the coils) was systematically measured 
to estimate the variability of the actuation between pillars (see Supplementary Fig. S4). The broad distribution 
of maximum displacements, which increases with the current input, can be explained by the influence of pillar 
geometry on the resulting actuation. 3D magneto-mechanical simulation was performed on core-shell pillars 
with different shapes (cylinder and cone of different heights), and positioned with the iron cap either towards the 
surface (up) or towards the coverslip (down) (see Supplementary Fig. S5). We found that cylinders are insensitive 
to the up/down orientation whereas conical pillars are sensitive to it, showing a 50% displacement increase when 
placed upside down. Hence, a conical pillar with iron cap up induces 25% less deformation than a cylindrical 
one, but when placed upside down the obtained deformation becomes larger than that of a cylindrical pillar. 
Regarding the influence of the pillar length, which can be affected during mechanical collection from the wafer, 
we found that a cylindrical pillar is expected to deform the surface about 22% less if reduced by 5 µm from its 
base, and up to 45% less if reduced by 10 µm.

Coupling the active substrates with TFM allows to measure the actual displacements and stresses induced by 
each pillar after removal of the cells. Hence, the variability of actuation amplitudes from pillar to pillar can be 
used to our advantage: a range of stimuli can be explored in one experiment, where the precise stress applied on 
each cell is known.

Deriving the stress magnitudes at the surface of the 20kPa PDMS reveals that the magneto-active substrates 
allow generating a stress within 30 µm around the pillars, up to 2.4kPa of stress amplitude in the close vicinity 
of the pillars (Fig. 4B). Such a value corresponds to the range of stress that cells are able to generate on their 
substrate41,42 and therefore supports the relevance of the present system in mimicking the mechanical coupling 
of neighbouring cells through their matrix43. In terms of force, magneto-active substrates can locally transmit 
nN-forces to cell adhesions, if a typical adhesion surface of 1µm2 is considered, which also compares to forces 
generated by single adhesions44,45. Moreover, the maps of stress variation show a clear localization of the mechan-
ical stimulation in a 30µm-radius around the pillars. This subcellular length scale confirms that the present 
magneto-active substrates are appropriate tools to investigate the spatiotemporal evolution of intracellular signals 
triggered by a local extracellular mechanical cue sensed at the focal adhesions.

Displaying the stress variation map also highlights the different modes of stimulation available with the 
magneto-active substrates. Indeed, the torque applied by the magnetic field on a pillar stresses the surface in 
tension on one side (positive stress variation) and in compression on the other side (negative stress variation). 
This feature offers the possibility to perform both stretching and compression experiments on the same setup and 
thus to propose rigorous comparisons of the differential response of stimulated cells. This is particularly relevant 
to investigate muscle cells, cell types sitting in weight bearing tissues25,46 but also stem cells, the differentiation of 
which is already known to be tuned by static mechanical cues of their environment such as stiffness12 and geom-
etry5 via mechanotransduction processes.

Control through the current input.  Electromagnets rather than permanent magnets were chosen to facilitate 
dynamic control of the system. As expected from the evolution of the magnetic field measured experimentally 
(Fig. 2B), the deformation, stress and stress variation profiles progressively spread along the x direction up to 5 A 
and stabilize thereafter (see Supplementary Fig. S6). This observation supports our choice to limit the stimulations 
to 5 A for subsequent experiments. Cyclic stimulations manually performed between 0 and 5 A on 4 different pil-
lars show that the temporal pattern of deformation is reproducible over several cycles of actuation (Fig. 4D). The 
residual deformation appearing after the first cycle can be explained by a slight defocusing of the surface around 
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the pillar and/or a local micro-delamination at the interface between the soft PDMS and the pillar. Besides tuning 
the stress applied to the cell in a physiological range by varying the amplitude of the current, it is also possible to 
tune the temporal pattern of the stimulation with a function generator. Micrometric displacements of the pillars 
were detectable up to 10 Hz with our optical setup, which is comparable to current cell stretcher technologies8.

Application to cells.  To test our system in relevant conditions for biological studies, a low density of 
NIH3T3 fibroblasts was plated on the magneto-active substrates after functionalization of the surface by adsorp-
tion of fibronectin. The cells adhered normally and homogeneously within 3 to 4 hours after seeding (Fig. 5A).

First, we investigated whether the stresses induced by a pillar in the vicinity of a cell can mimic the action of 
neighbouring cells, both in magnitude and spatial patterns. Figure 5B shows that a pillar positioned ~1.5 mm 
away from the tip of an electromagnet pole piece powered by 5 A, generates up to 1.5kPa stress in the absence 
of a neighbouring cell, and that NIH3T3 cells also generate up to 1.5kPa when lying close to the same pillar at 
rest. These values indicate that the forces imposed by the actuation of the magnetic pillar are comparable to 
the traction forces generated by the cells on the same substrate, which supports the relevance of the method. 
Furthermore, mapping the stress variations (Fig. 5C) both confirms the symmetric pattern of stretching and 
compression generated by the pillar and recalls that cells compress the surface they adhere on. Stress variations 
induced by the actuation of a pillar also appear very similar to those produced by a neighbouring cell, with the 
juxtaposition of regions that are highly compressed (blue) and regions that are highly stretched (yellow).

We show that the magneto-active substrates are fully compatible with fluorescence imaging techniques 
(Fig. 6A). As such, the precise location of a cell with respect to a pillar is obtained by combining the fluorescence 
images of dark red fluorescent beads with those of fibroblasts expressing eGFP vinculin. Supplementary Fig. S7 

Figure 4.  Actuation of the substrate. (A) The magnitude of displacement induced by a pillar positioned 1 mm 
away from the electromagnet and experiencing Bx = 119mT and Bz = 27mT was estimated with a 3D model 
and compared to the magnitude of displacement measured experimentally around 5 pillars stimulated by an 
electromagnet supplied with 5 A. (B) Maps of stress magnitude were derived from the displacement fields by 
Fourier Transform Traction Cytometry, and (C) maps of stress variation were calculated to distinguish the 
regions under traction and compression. Scale bar: 30 µm. Profiles corresponding to the dashed region of each 
map are also displayed. (D) Maximum magnitude of displacement measured on 4 different pillars undergoing 
cyclic stimulations applied by manually adjusting the intensity of the current input (red curve).
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and Movie S9 reveal that increasing gradually the current in the electromagnets not only deforms the surface 
but also the adhering cell, and thus demonstrate the possibility to tune the amplitude of mechanical stimulation 
induced by the active substrate.

Then, we performed live-cell experiments and investigated the cellular response to a 5-minute dynamic stim-
ulation at 0.25 Hz. Figure 6A shows the fluorescent image of a NIH3T3 fibroblast expressing Vinculin-eGFP 
(green) overlaid with the fluorescent signal from the beads used for TFM (red). Upon actuation of the magnetic 
pillar nearby (white circle), the cell was deformed with a local maximal displacement of 3.8 µm as illustrated by 
the different cell contours drawn in Fig. 6A (yellow outline). Shortly after the end of the stimulation period, a 
new protrusion appeared on the opposite side (Fig. 6A, magenta outline, Supplementary Movie S10). To quantify 
the overall increase of protrusive activity observed on several cells, we estimated the normal velocity of the cell 
boundaries using a method introduced by Döbereiner et al.35. Velocity profiles along the normalized perimeter 
of the cell were represented as a function of time as in a kymograph (Fig. 6B). In this example, the cell rapidly 
develops and retracts a protrusion with velocities of +5 µm/min and −5 µm/min, respectively, as shown by the 
red and blue streaks. The same protocol of mechanical stimulation and data analysis was applied to 16 differ-
ent cells, and 14 control cells experiencing the same magnetic field but no mechanical stimulation. We com-
pared the velocity of the most active border region before and after the mechanical stimulation (see Methods and 
Supplementary Fig. S8). The velocity ratios shown in Fig. 6B show different distributions between the control and 
the stimulated populations (p < 0.05, Mann-Whitney rank test). The response is nevertheless not clear as half of 
the cells increased significantly their protrusive activity after dynamic mechanical stimulation, while the rest of 
the population is comparable to the control cells. This observation is consistent with the results of Nagayama et 
al. where, after stimulating cells with discrete pillars, they observed two categories of responses, both in force and 
in cell area21.

To prove the inherent compatibility of our setup with time-resolved TFM, we show the mechanical response 
of an exemplary cell in Fig. 6C (see also Supplementary Movies 10). This cell showed a well-defined force dipole 
before the actuation (Fig. 6C 0 A) which was strongly perturbed when the pillar was displaced (Figs 5A and 6C). 
The traction maps were calculated for every frame of the movie and three regions of interest (ROI) were chosen 
to display the dynamic mechanical response. The first ROI, close to the pillar, showed the periodic stimulation 
corresponding to the pillar actuation and a fast and maintained reinforcement from about 400 Pa up to 650 Pa (see 
Fig. 6C, Supplementary Movies 10). In contrast, the second ROI, chosen on the other side of the cell, displayed a 
strong relaxation from about 500 Pa down to 300 Pa starting also from the very beginning of the stimulation. The 
third ROI was chosen at a place of high pre-tension and, although placed about 50 µm away from the pillar, the 
average stress in this ROI also showed an immediate response (see Supplementary Movies 10) and a sustained 
reinforcement (from 1400 Pa to 1500 Pa). We can speculate that the immediate mechanical response is the result 
of a direct mechanical transmission at a distance through the cytoskeleton and adhesion crosslinks47. Overall, 
this cell showed no dramatic change in its strain energy, except during the mechanical stimulation where the 
periodic stress due to the pillar displacement was clearly visible. The strain energy being stable shows that this 
cell did not increase or decrease its contractility but rather redistributed the forces. To get a global view of the 
cell mechanical response, we compared the average stress maps obtained during about 6 minutes before and 
6 minutes after the stimulation. The resulting traction difference map (Fig. 6C) reveals a heterogeneous response 
within the cell with alternating reinforcement and relaxed areas. Even if both relaxation and reinforcement seem 
more intense in the part of the cell directly displaced by the pillar, the traction difference map shows that this local 

Figure 5.  Cells on magneto-active substrates. (A) Bright field images of NIH3T3 fibroblast cells spread on a 
magneto-active substrate. Stress magnitude (B) and variation (C) experienced by the surface were measured 
under the action of a pillar without cell (5 A) and in the presence of contractile cells in the vicinity of a pillar at 
rest. Scale bar: 50 µm.
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mechanical stimulation induced a global reorganization of the cell tensions. Nevertheless, the TFM analysis of 10 
stimulated cells did not reveal any clear trend on a cellular mechanical reaction to the dynamic deformation (see 
Supplementary Fig. S11) as also observed by Sniadecki et al.19 and Nagayama et al.21. The random positioning of 
the cells with respect to the magnetic pillars constitutes a current limitation of the system as it leads to different 
types of stimulation for each cell. Taken together with the heterogeneity of the mechanical response at the single 
cell scale, it makes it difficult and out of the scope of this paper to identify relevant readouts of a reproducible 
cellular mechanical response. This relative positioning of cells with respect to the pillars may explain as well the 
diversity in the protrusive activity response (Fig. 6B). Because a polarized cell may react differently if pulled at the 
front or at the back48, or along different orientations, patterning adhesive islands on the substrate appears to be a 
relevant solution to normalize the experiments by normalizing cell shape and position with respect to the pillars. 
Other magnetically actuated systems proposed previously were designed to stimulate cells with discrete surfaces 
either at a subcellular scale19,21 or in large cell migration chips49. The present method addresses length scales 
from subcellular to cellular levels, with displacements spanning continuously over larger distances (see Fig. 5B). 
A specificity of the magneto-active substrates is to provide a continuous adhesive surface thereby not restricting 

Figure 6.  Cell response to stimulation. (A) Fluorescent images of a NIH3T3 vinculin-eGFP fibroblast 
(green) and the beads spread under the surface (red) were used to draw the contours of the cell and the pillar, 
respectively. The cell was deformed (yellow) when the pillar was displaced, and a new protrusion appeared 
(magenta) a few minutes later. Corresponding movie as supplementary material (Movies 10) (B) Protrusion 
analysis. Velocity profiles of the boundary of a control cell and the stimulated cell (A) along a normalized 
perimeter as a function of time. Positive values (red) represent protrusions whereas negative values (blue) 
represent retractions. On the stimulated cell, a protrusion is visible (magenta arrow) shortly after the end of 
the stimulation and followed by a retraction. Quantification of the cellular response for 16 stimulated cells 
and 14 control cells: ratio of velocity after and before the stimulation were calculated as detailed in Fig. S8 and 
plotted for each cell. Approximately half of the cell population showed an increased protrusion activity after the 
mechanical stimulation. (C) Stress maps of the cell and the pillar at rest (0 A) and during actuation (5 A). Such 
maps were derived every 4 s during the entire protocol and the average stress in the 3 regions of interest (grey 
rectangles) and the strain energy of the cell (green contour) were plotted as a function of time. Map representing 
the local differences in averaged traction values before and after 5 min stimulations: blue indicates a local 
relaxation of the cell, and red indicates a reinforcement of the traction forces. The corresponding movie is given 
in the supplementary materials (Movies 10).
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the adhesion dynamics and distribution and allowing the cells to freely respond to the stimulation. As such, force 
dynamics and distribution can be quantified continuously using traction force microscopy.

Conclusion and Outlook
The magneto-active substrates developed here complement the current cell stretching technologies used to estab-
lish that cells change contractility, spreading phenotype, fibre formation and proliferation differently for different 
mechanical stimulation patterns8,17–19. Indeed, the present work demonstrates that magneto-active substrates 
made of soft magnetic micro-pillars embedded in a soft elastomer uniquely combine advantages that were not 
associated so far. The magneto-active substrates (i) have been designed to meet criteria relative to biocompatible 
materials and optical compatibility with high-resolution fluorescence microscopy, (ii) enable to apply a local and 
controlled mechanical stimulation on single cells spread on a continuous surface, and (iii) have an additional 
potential to quantify cellular mechanical responses via time-resolved traction force microscopy. Live-cell experi-
ments including a period of dynamic deformation via the magneto-active substrates further support the relevance 
of this new tool in the study of cell response to mechanical stimulation.

Alternative approaches to micro-pillar fabrication (e.g. electro-deposition in patterned moulds) and template 
preparation (e.g. electro-deposition in patterned moulds or chemical etching of foils) can be explored to improve 
the reproducibility of actuation from pillar to pillar. The use of hard magnetic micro-pillars, which would be per-
manently magnetized in a given direction, could also be studied.

Patterning adhesive islands on the surface, as done in32,50, would overcome the limitations related to the posi-
tioning and orientation of the cells with respect to the pillars. A strategic functionalization of the magneto-active 
substrate would then guarantee the repeatability of cell experiments by controlling the degree of spreading and 
the geometry of the cell. Most importantly, patterning would enable to choose the mode of stimulation (stretch-
ing, compression or shear) and the distance to the pillar. This improvement would also constitute a first step 
towards high throughput experiments. In the long term, we believe that magneto-active substrates have potential 
to become a standard tool to investigate single cell or multicellular response to dynamic mechanical stimulation 
and thus improve our quantitative understanding of mechanotransduction.
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Chapitre 1. Susbtrats actifs

1.3 Discussion

Comme il est mentionné dans la partie Conclusion and Outlook, il est possible d'améliorer la re-
productibilité des piliers en modi�ant le protocole de fabrication. Nous envisageons aussi de réessayer
les substrats en PAA, et bien que les piliers actuels ne soient pas oxydés par l'agent de réticulation,
nous devons maintenant résoudre des problèmes d'homogénéisation et de manipulation de la préparation
de piliers dans la solution de PAA non polymérisé. Cependant, l'amélioration la plus importante reste
l'ajout du micro patronage de protéines d'adhérence (comme la �bronectine) à la surface du substrat pour
contrôler la géométrie des cellules et leur position relative aux piliers. Cela nous permettrait de réaliser
des statistiques sur les réponses mécaniques et biochimiques des cellules dont les conditions expérimen-
tales seraient comparables. Le micro patronage nous permettrait aussi de choisir le mode de stimulation
des cellules par les piliers : en étirement, en compression, ou en cisaillement.

Une méthode pour contrôler spatialement le dépôt de protéine consiste à adsorber des polymères
comme le PLL-PEG qui forment une brosse repoussant stériquement d'autres protéines. On expose ensuite
l'échantillon aux UV profonds (200-300 nm) à travers un masque, ce qui a pour e�et de détruire les
polymères aux zones exposées. Les protéines d'intérêt peuvent ensuite s'adsorber à la surface [58]. Une
méthode alternative consiste à exposer l'échantillon aux UV à travers un masque, et ce qui a pour e�et
d'activer les zones exposées [59], par changement d'hydrophobie, de charge électrique ou par la formation
d'ozone ou d'espèces oxydantes réactives (ROS). Les protéines fonctionnalisées avec une biotine par
exemple se gre�ent alors directement à la surface, et les protéines d'intérêt portant une streptavidine
se lient aux protéines gre�ées [60]. Nous ne pouvions cependant pas employer ces méthodes car les UV
photoblanchissaient les billes �uorescentes utilisées pour la TFM. Nous nous sommes alors tournés vers
l'activation de la surface par plasma, mais cette technique forme une �ne croûte de PDMS très rigide
(�gure 1.3). Cette croûte se forme similairement suite à l'exposition aux UV profonds, mais aussi suite
aux di�érentes réactions qui activent la surface.

Figure 1.3 � E�et du plasma sur le PDMS. À gauche le PDMS n'a pas été exposé au plasma, à droite
le plasma a formé une �ne "croûte" de DPMS rigide.

J'ai alors essayé la méthode d'impression par micro contact (Micro Contact Printing, MCP [61]), dans
laquelle les protéines d'intérêt sont adsorbées à la surface d'un tampon en PDMS rigide, que l'on vient
plaquer contre la surface à "imprimer", la surface de PDMS peu rigide dans notre cas (voire le protocole
en annexe A.2). Les résultats étaient encourageants, puisque des motifs d'adhérence en H ou en I étaient
relativement bien formés, et que certaines cellules y adhéraient (�gure 1.4). Le protocole restait toutefois
à a�ner pour obtenir un meilleur contraste d'adhésivité de la surface, et je me suis entre temps concentré
sur le développement d'une technique d'analyse quantitative d'images de �uorescence (voir la Partie II).
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figure 1.4 � Patronage micrométrique. Cellules MYF sur des motifs en I (a), ou en H (b) en plein
champ. Zoom sur des cellules ayant adhéré à un motif en I (c) et en H (d). Fibrinogène �uorescent
marquant le dépôt de �bronectine sur les 2 types de motifs (e & f). Le motif en (f) correspond à la

même lamelle que celle du motif en (d), mais les positions sont di�érentes.

En�n, outre la formation de motifs d'adhérence correctement formés et générant un contraste d'adhé-
rence su�sant pour contrôler la forme des cellules, le positionnement des motifs d'adhérence relatif aux
micropiliers doit être maîtrisé. Ce point reste une di�culté de taille, et une possibilité pour la surmonter
serait la mise au point d'un logiciel qui acquerrait automatiquement les images en plein champ pour repé-
rer la position des piliers relativement peu organisés spatialement. Ce logiciel contrôlerait une matrice de
micro-miroirs (digital micromirror device, DMD) pour structurer spatialement le faisceau laser, ainsi que
la platine de microscope pour illuminer automatiquement à la bonne position les zones où des protéines
se gre�eraient à la surface du substrat.
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Chapitre 2

Un autre type de stimulation : les

ondes acoustiques

2.1 Motivations, brève revue des e�ets des ultrasons

Nos substrats actifs nous permettent de stimuler mécaniquement des cellules via la surface sur laquelle
elles adhèrent avec une fréquence temporelle de l'ordre de la seconde, et une étendue spatiale de l'ordre de
la dizaine de microns. Pour augmenter la fréquence des stimulations, et éventuellement réduire leur éten-
due, nous avons essayé de mettre au point un dispositif qui nous permettrait de stimuler mécaniquement
les cellules via des ultrasons à la surface du substrat. Ce projet résulte des observations préliminaires de
billes de 3 µm en solution, déposées sur une lamelle de verre, sur laquelle un transducteur piézoélectrique
était �xé et émettait des ondes acoustiques (�gure 2.1). On observait alors l'organisation des billes en
bandes espacées d'environ 50µm. L'hypothèse émise pour expliquer ce phénomène était que les ondes
acoustiques formaient des ondes stationnaires à la surface de la lamelle, et que les billes s'agrégeaient
au niveau des n÷uds ou des ventres de ces ondes stationnaires. Si tel était le cas, nous pourrions alors
observer l'e�et de ces ondes stationnaires lorsque des cellules adhéraient à la surface. Si les longueurs
d'onde étaient de l'ordre de la taille des cellules, celles-ci pourraient migrer vers les n÷uds ou les ventres.
Si les longueurs d'onde étaient plus petites que la taille des cellules, peut-être les composants internes des
cellules iraient préférentiellement vers les n÷uds ou les ventres selon le type et la taille des composants,
ou bien des voies de signalisation s'activeraient à ces endroits là.

(a) (b)

Figure 2.1 � (a) : Montage préliminaire où les bille micrométriques (rouge) sont déposées en solution à
la surface d'une lamelle. (b) : Les billes forment des bandes espacées de 50 µm environ lorsque la lamelle

est excitée dans le kHz.

En e�et les ultrasons sont connus pour avoir des e�ets en biologie qui di�èrent grandement selon
leur puissance et leur mode d'application. Aux hautes puissances (plus de 2000mWcm=2), les ultrasons
sont utilisés en médecine pour leurs e�ets thermiques sous la forme d'ultrasons focalisés à haute intensité
(HIFU pour high-intensity focused ultrasound) pour l'ablation des tumeurs ou la désagrégation de caillots
[62, 63]. Dans ce cas là un faisceau d'ultrasons est focalisé dans un volume de l'ordre du mm3, ce qui a
pour e�et d'augmenter la température au delà de 55 ◦C et d'induire une nécrose des tissus.
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Aux puissances plus modérées, l'augmentation de température due à la conversion directe de l'énergie
acoustique en énergie thermique est de quelque dixièmes de degré à quelques degrés. Les ultrasons ont
alors montré un e�et favorable sur la réparation de fracture osseuse et la réparation de tissus mous [64].
De plus les ultrasons peuvent induire de la cavitation, c'est-à-dire qu'ils peuvent créer des bulles de gaz,
dont le volume oscille avec la propagation de l'onde mécanique et les cycles de sur-pression / dépression.
On distingue 2 types de cavitation : la cavitation inertielle et la cavitation non-inertielle. La première à
lieu aux hautes puissances, une bulle est créée et son rayon augmente rapidement avec l'augmentation de
la dépression induite par l'onde acoustique, jusqu'à ce que la bulle s'e�ondre sur elle même et produise une
onde de choc. Cela produit une forte augmentation locale de la température et des �ux rapides de liquide
qui peuvent dégrader les solides alentours [65]. La cavitation non inertielle se produit à des puissances
plus faibles, et les bulles créées sont plus stables et leur volume oscille autour de leur volume d'équilibre
pendant plusieurs cycles. Ces oscillations peuvent produire une faible augmentation de température, un
micro �ux (micro-streaming) et des contraintes de cisaillement [66]. Les e�ets thermiques et les contraintes
générés par la cavitation peuvent dégrader les biomolécules telles que l'ADN [67] et lyser les cellules [68].

Aux puissances encore plus faibles (moins de 1000mWcm=2), où il n'y a pas de cavitation, les ultrasons
sont employés sous la forme d'ultrasons de faible intensité (LIUS pour Low Intensity UltraSound) et
d'ultrasons pulsés de faible intensité (LIPUS pour Low Intensity Pulsed UltraSound). Parmi les e�ets
remarquables, on peut noter l'utilisation des LIUS pour moduler l'activité des neurones in-vivo à travers
le crâne de mammifères [69, 70]. Les LIPUS ont eux montré des e�ets béné�ques in-vivo sur la réparation
de fractures osseuse [71, 72], et de nombreuses études in-vitro ont mis en évidence leurs e�ets sur les
cellules osseuses. Par exemple, les LIPUS favorisent la production par des ostéoblastes de facteurs de
croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF), de facteurs de croissance de �broblastes basiques (bFGF)
et d'interleukine-8 (IL-8) [73], qui induisent la prolifération et la migration de cellules impliquées dans
l'angiogenèse. Les LIPUS et les LIUS stimulent la di�érenciation de cellules souches mésenchymales
(MSC) en chondrocytes [74, 75] ainsi que la production de collagène [74, 76, 77]. Les LIPUS favorisent
la production d'alpha et beta intégrines [78, 79, 80], qui sont des mécanosenseurs membranaires, et
induisent la formation d'adhérences focales par l'activation de la kinase Rac1 [81, 82]. Les intégrines
et les récepteurs type I aux angiotensines II (ATI) [83] semblent essentiels à la réponses aux ultrasons,
car ils permettent la phosphorylation de kinases d'adhérences focales (FAK) Erk1/2, PI3K et Akt [76,
84]qui vont ensuite augmenter l'expression des gènes codants pour des facteurs de transcription impliqués
dans la prolifération et la migration des ostéoblastes [85, 86]. Les LIPUS augmentent par ailleurs la
perméabilité de la membrane cellulaire, ce qui peut augmenter la concentration intracellulaire de calcium
[87, 88], qui est un messager secondaire important impliqué notamment dans la prolifération cellulaire
et l'augmentation de protéoglycanes dans les chondrocytes après stimulation par LIPUS [89, 90]. Les
LIPUS ont été par ailleurs utilisés pour compacter de l'ADN circulaire en le sur-enroulant[91], et ils ont
montré un e�et de �uidisation du cytosquelette d'acto-myosine et de modi�cation de la morphologie des
cellules [92, 93]. Plus récemment, Kumeta et al. ont montré que des ondes acoustiques aux fréquences
audibles modi�aient l'expression de gènes impliqués dans la mécanotransduction ou connus pour avoir
une plus grande expression après application de LIPUS [94]. Bien que les puissances acoustiques en jeu
soient remarquablement importantes, on peut noter que la réponse varie avec le type cellulaire, et qu'elle
dépend plus fortement de la forme de l'onde et de son amplitude que de la fréquence employée.

Les ultrasons semblent donc un moyen prometteur pour stimuler mécaniquement les cellules via leur
substrat et observer leur réponse mécanique et biochimique.

2.2 Montages expérimentaux et limites

Nous souhaitions mettre au point un dispositif compatible avec l'observation en microscopie de �uo-
rescence de cellules vivantes, et qui nous permettrait de stimuler mécaniquement ces cellules par des
ondes acoustiques de surface, via leur substrat. Lors de ce projet nous avons collaboré étroitement avec
des membres de l'équipe DYnamique des Fluides COmplexes et Morphogénèse (DYFCOM) au sein du

38



Chapitre 2. Un autre type de stimulation : les ondes acoustiques

LIPhy, spécialistes des ultrasons et de la manipulation d'objets en solution par les ondes acoustiques.
Nous avons tout d'abord simplement utilisé un transducteur provenant d'un buzzer que l'on disposait à
la surface de PDMS mou (mélange réticulant :base 1 :40, de module d'Young E = 20 kPa, �gure 2.2a).
Les longueurs d'onde que l'on peut espérer observer selon la fréquence d'excitation du transducteur sont
données par :

λ =
c

f
(2.1)

où f est la fréquence des ondes (et du transducteur), et c est la célérité, donnée par :

c =

√
χ

ρ
(2.2)

où ρ est la densité du milieu et χ est son coe�cient d'élasticité, qui dépend du type d'onde considéré.
Pour des ondes de volume, on remplace χ par E, le module d'Young du matériau, et pour des ondes de
surface on choisit G le module de cisaillement. Nous avons utilisé les paramètres des expériences de nos
collaborateurs pour calculer les fréquences à employer lors de nos expériences. Ils utilisaient un PDMS
dur (mélange réticulant :base 1 :10) dont le module d'Young valait E1 = 1 MPa, et observaient des ondes
stationnaires à λ1 = 5 mm et f1 = 5 kHz, donc les ondes se propageaient à une vitesse de c1 = 25 m s−1.
Comme notre PDMS a un module d'Young de E2 = 40 kPa, la célérité des ondes était de c2 = 5 m s−1 et
aux même fréquences d'excitation la longueur d'onde était de λ2 = 1 mm. Pour observer des ondes dont
λ = 20µm, il fallait exciter le transducteur à f ≈ 250 kHz. Cependant aucune formation de bandes de
billes n'a été observée. De plus, il est apparu que les observations de bandes de billes lors de l'expérience
préliminaire étaient dues à des instabilités de l'interface eau/air, qui par convection réorganisaient les
billes micrométriques.

Nous avons donc décidé d'employer 2 transducteurs espacés d'au maximum 1mm pour éviter que les
ondes ne soient trop atténuée dans le PDMS et pour favoriser l'observation directe d'ondes stationnaires
(�gure 2.2b). L'observation directe des ondes stationnaires est réalisée par contraste de phase, et sur
ce montage 2 transducteurs sont maintenus contre du PDMS mou par 2 plaques de plexiglas et une
couche de PDMS dur pour assurer le contact mécanique. Les transducteurs sont commandés par un
ampli�cateur capable de délivrer une tension sinusoïdale de 100 V crête à crête entre 250 kHz et 1MHz.
Malheureusement l'expérience n'a pas fonctionné, aucune onde sur le PDMS mou n'était visible par
contraste de phase.

(a) (b)

Figure 2.2 � (a) : Premier montage où l'élément piézoélectrique d'un buzzer était collé sur la surface
en PDMS mou. Les soudures décollent légèrement le transducteur du PDMS mais ce dernier adhère

facilement au transducteur. (b) : Montage pour observer les ondes stationnaires. Les transducteurs sont
pris entre le substrat en PDMS mou et le PDMS dur qui assure un bon contact mécanique. Le tout est
compris entre 2 plaques de plexiglas serrées par des boulons (hachures). On utilise un microscope à

contraste de phase pour observer les ondes stationnaires.

Il s'avère que le PDMS mou dissipe trop fortement les ondes pour observer des ondes stationnaires sur
1mm. Nous avons alors changé de stratégie et essayé d'utiliser des bulles pour agir comme des résonateurs
secondaires créant localement des ondes [95]. Les cellules doivent alors adhérer sur un substrat de faible
module de cisaillement et faiblement dissipatif tel que la gélatine. Des bulles sont coincées entre la surface
de la gélatine et le plafond sur lequel est collé un transducteur. Leur taille est choisie de telle façon que
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leur fréquence de résonance est celle avec laquelle on excite le transducteur. Elles excitent à leur tour
mécaniquement la surface à proximité des cellules (�gure 2.3a). La taille des bulles est calculée avec la
formule de Minnaert [96] :

fres ×Rbulle ≈ 3 m s−1 (2.3)

pour les bulles sphériques dans l'eau. Cependant on peut aussi piéger les bulles dans des puits [97], et si
les bulles sont aplaties (�gure 2.3b) la formules de Minnaert devient

fres ×Rbulle ≈ 1,5 m s−1 (2.4)

Nous recherchons un module de cisaillement le plus faible possible pour atteindre des longueurs d'onde
de l'ordre de la dizaine de microns sans devoir employer des fréquences trop hautes pour requérir une
instrumentation spécialisée. Le matrigel, la pectine, l'acide hyaluronique et la gélatine nous permettent
d'atteindre un module de cisaillement de 500Pa. Leur densité est comparable à celle de l'eau, et nous
souhaitons obtenir des longueurs d'onde d'environ 20 µm Les bulles devaient alors avoir un rayon donné
par :

Rbulle =
1.5

fres
= 1.5× λcis

Ccis
=

√
ρ

G
× 1.5× λcis = 42µm (2.5)

Notre choix s'était porté sur la gélatine car elle est moins chère que les autres composants cités
précédemment, elle est facilement disponible et aussi facile d'utilisation. Cependant la gélatine fond à
37 ◦C, ce qui exclue son utilisation pour des expériences sur des cellules vivantes. Nous nous sommes
alors tournés vers le polyacrymalide (PAA), qui permet d'obtenir des substrats de module de cisaillement
G = 4 kPa, et qui est utilisé par de nombreux membres de notre équipe quotidiennement. Le passage de
500Pa à 4 kPa implique un rayon des bulles seulement 3 fois plus petit environ, et des fréquences 3 fois
plus grandes.

(a) (b)

Figure 2.3 � (a) : Un transducteur envoie une onde à travers la lamelle de verre. Cette onde est
réémise vers le substrat mou par les bulles qui jouent le rôle de résonateurs secondaires. Il faut adapter
leur taille pour accorder leur fréquence de résonance à la fréquence du transducteur. Les cellules (cyan)
sentent les ondes via le substrat. (b) On peut contrôler la position des bulles en les piégeant dans des
puits. Lorsque les bulles sont cylindriques et non plus sphériques, leur fréquence de résonance est

di�érente pour un même diamètre.

L'enjeu était alors d'obtenir des bulles d'une taille donnée dans une chambre micro�uidique où des
cellules adhèrent à un substrat en PAA. 2 stratégies ont alors été expérimentées : soit le substrat en
PAA était polymérisé sur la lamelle, puis une chambre en PDMS avec un plafond en relief permettant de
piéger les bulles était collée à la lamelle [98] ; soit une chambre en PDMS était directement collée sur la
lamelle, puis le PAA était polymérisé dans la chambre [99]. Pour cette dernière méthode nous injectons
par une entrée le PAA, et par une deuxième entrée de l'huile a�n d'éviter que le PAA n'obstrue l'entrée
et la sortie de la chambre, et qu'il ne polymérise dans le volume complet de la chambre (�gure 2.4a).
En employant un microscope confocal nous ne sommes pas parvenus à évaluer la hauteur et l'état de
polymérisation du PAA dans la chambre. Nous avons alors opté pour la première stratégie, qui consiste
à polymériser le PAA sur la lamelle puis rajouter une chambre en PDMS par dessus (�gure 2.4b).
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(a) (b)

Figure 2.4 � (a) : Pour obtenir un susbtrat dans une chambre macro�uidique, on peut polymériser du
PAA dans la chambre avec un �ux d'huile pour éviter la polymérisation dans l'ensemble du volume.
Nous ne parvenons cependant pas à déterminer comment la polymérisation s'est e�ectuée et quelles
zones le PAA occupe (milieu et droite). (b) Une autre méthode consiste à polymériser le PAA sur une
lamelle, puis à rajouter la chambre en PDMS. Le plafond de cette chambre est structuré pour pouvoir

retenir les bulles aux positions voulues.

Pour produire une chambre avec des reliefs au plafond permettant de capturer les bulles d'air comme
dans la �gure 2.4b, nous avons employé une résine de prototypage rapide (SmoothCast 300) qui permet de
créer des patrons plus rapidement et plus facilement que la méthode classique en salle blanche (�gure 2.5).
Pour cela on coule du PDMS dans une boîte de pétri, le PDMS polymérise au four, et on découpe et
retire les zones qui formeront les reliefs positifs de la résine. On verse ensuite le mélange base + réticulant
de la résine de prototypage dans la boite de pétri, et on laisse cette résine polymériser à température
ambiante. On retire ensuite la résine dure que l'on peut placer dans une nouvelle boite de pétri dans
laquelle on verse de nouveau du PDMS à polymériser. En retirant le patron en résine, on peut réitérer
les cycles de découpe de PDMS, polymérisation de résine, et polymérisation de PDMS pour obtenir des
patrons comprenant plusieurs couches de reliefs. Dans notre cas la patron est du PDMS silanisé pour
ne pas adhérer au dernier mélange de PDMS qui formera la chambre. Une méthode encore plus rapide
consiste à utiliser du scotch que l'on colle et coupe selon les reliefs que l'on souhaite obtenir, et on verse
du PDMS que l'on cuit pour former le patron. Il faut ensuite là aussi silaniser le patron de PDMS obtenu
avant de verser le PDMS qui constituera la chambre. Si ces techniques sont rapides, très abordables et
simples à mettre en ÷uvre, elles ne permettent pas un contrôle précis de la hauteur des chambres ni des
dimensions, formes et emplacements des puits au plafond des chambres. Il faut alors se tourner vers des
protocoles de polymérisation de résine en salle blanche, certains permettant d'obtenir directement des
chambres multi-étage. Ces protocoles sont cependant extrêmement compliqués, et il est plus simple de
faire une chambre en 2 parties séparées : les murs latéraux, et le plafond dont le relief est donné par le
patron fabriqué en salle blanche. On peut surexposer la résine pour obtenir des reliefs à plus large base,
ce qui permet une meilleure adhérence entre la résine et le silicium, et surtout un meilleur décollement
du PDMS (�gure 2.5b). Avant de tester cette méthode pour fabriquer la chambre, qui demande tout de
même la mise au point d'un photomasque et l'optimisation des paramètres de dépose et d'illumination
de la résine, nous étudions la faisabilité d'un tel système avec une chambre simple et du PAA. Lorsque le
PAA est polymérisé entre une lamelle de verre et du para�lm, l'épaisseur de substrat est trop importante,
et la surface du PAA est trop haute par rapport à la profondeur de champ de l'objectif pour pouvoir être
observée. Par ailleurs, lorsque le PAA est polymérisé sur toute la surface de la lamelle, la chambre en
PDMS glisse sur le PAA, est lorsqu'elle est maintenue mécaniquement, l'étanchéité n'est pas satisfaisante.
Pour palier à ce problème nous essayons d'abord de polymériser le PAA dans une chambre en PDMS
haute de 50µm, de retirer la chambre et de coller une chambre en PDMS haute de 100 µm, mais le PAA
est arraché avec la première chambre. Nous polymérisons donc le PAA entre une lamelle de verre silanisée,
sur laquelle le PAA va adhérer, et une petite lamelle de verre passivée, dont la plus grande hydrophilie va
favoriser l'étalement d'un plus petit volume de PAA sur une plus grande aire, ce qui nous permet d'obtenir
un substrat de faible épaisseur (65 µm) sur une aire localisée. Nous utilisons alors 2 types de chambres avec
ces substrats. Les premières chambres (�gure 2.5c) ont un plafond simple, on utilise 2 lamelles de 16mm
de diamètre collées entre elles pour contrôler la hauteur et la largeur des chambres. Le deuxième type de
chambre (�gure 2.5d) est constitué d'un cadre en PDMS de �ne épaisseur (≈ 1,5 mm)sur lequel on colle
un plafond de PDMS de grande épaisseur (≈ 5 mm). Le plafond utilisé est en l'occurrence le tampon en
PDMS d'impression par micro contact que nous avions développé pour contrôler l'adhérence des cellules
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sur les substrats actifs en PDMS mou (page 35). Ces micro reliefs sont un avantage car ils pourraient
servir à capturer les bulles d'air. Nous véri�ons que ces 2 types de chambres sont assez hautes pour ne
pas toucher le substrat en PAA en injectant une solution de billes micrométriques dans les chambres et
en observant les billes passer sur le substrat.

Figure 2.5 � (a) : Fabrication d'une chambre multi-étages avec la résine de prototypage rapide. (b) :
Varier l'exposition aux UV de la résine SU8 en salle blanche permet de jouer sur la forme des plot du
master qui servira à faire le plafond en PDMS de la chambre. (c) : un espaceur �n de PDMS est refermé
par un plafond en PDMS de grande épaisseur. (d) : Une chambre simple en PDMS est réalisée en coulant
du PDMS sur 2 lamelle de verre de plus grand diamètre que celles utilisées pour polymériser le PAA.

Pour avoir des bulles dans la chambre, le plus simple est de produire ces bulles à l'extérieur de la
chambre puis de les injecter dans la chambre. Un surfactant tel que le Tween20 permet de stabiliser ces
bulles, mais ce type de surfactant lyse les cellules, il est donc proscrit de l'employer. Les composants
du milieu de culture cellulaire stabilisent bien les bulles, et leur formation est très simple : on aspire
et on injecte à grande vitesse le milieu dans un tube contenant ce milieu. Cette méthode est rapide et
simple, mais elle ne permet pas de contrôler la taille des bulles. Un système de concentration de �ux
permettant de contrôler la taille des bulles peut être utilisé, mais nous craignons �nalement le passage
même des bulles sur ou à proximité des cellules. À ces échelles micrométriques, les bulles peuvent arracher
des protéines membranaires, ou au moins générer un �ux lors de leur passage qui activerait des voies de
signalisation cellulaire. Nous considérons alors de nucléer des bulles à partir du plafond de la chambre en
y incluant des puits traversant le plafond, et en ajoutant une deuxième chambre par dessus pour contrôler
la pression d'air.

Devant la di�culté à réaliser ces puits traversant et la complexité croissante des solutions que nous
envisageons, nous changeons de direction et optons pour un système plus simple où un transducteur est
collé à côté d'une chambre ouverte dans laquelle des cellules adhèrent sur du PAA (�gure 2.6a) ; ou une
con�guration où le transducteur est collé sous la lamelle de verre au niveau du substrat (�gure 2.6b). Il
faut donc renverser la chambre, ce qui implique de la refermer par une deuxième lamelle de verre à travers
laquelle on observe les cellules. Cette dernière con�guration permet de transférer un maximum d'énergie
du transducteur au substrat. Cependant il faut que l'épaisseur de PAA, de l'espaceur en PDMS et de la
lamelle de verre soient en adéquation pour que la surface du PAA soit comprise dans la profondeur de
champ de l'objectif.
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Figure 2.6 � (a) : Le montage le plus simple consiste à observer des cellules sur un substrat en collant
un transducteur juste à coté. (b) : Le transducteur est collé de l'autre coté de la lamelle en regard du

substrat. Pour observer les cellules il faut donc con�ner le milieu avec une 2e lamelle et renverser le tout.

C'est avec la con�guration de chambre renversée que nous avons observé des mouvement latéraux de la
surface de PAA. Avant d'ensemencer des cellules sur ces substrats, nous souhaitions véri�er si l'excitation
de la lamelle sur laquelle avait polymérisé le substrat en PAA avait un e�et sur ce dernier. Nous avons alors
pu remarquer que les billes micrométriques �uorescentes incrustées à la surface du substrat décrivaient
pendant le temps d'acquisition (500ms) des trajectoires rectilignes, elliptiques ou circulaires selon que
nous variions la zone observée ou la fréquence employée pour le transducteur (�gures 2.7fa-f). L'amplitude
des mouvements était maximale à la surface et pour des fréquences d'excitations comprises entre 1 et
8 kHz, avec un pic d'amplitude à 2 kHz.

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Figure 2.7 � Billes �uorescentes incrustées à la surface d'un substrat en PAA. Di�érentes trajectoires
sont observées en changeant de zone d'observation sur le substrat pour une fréquence donnée, ou en

variant la fréquence d'excitation sur une même zone d'observation.

Ce phénomène est probablement dû à 2 ondes stationnaires orthogonales et dont la di�érence de
phase ∆Φ varie localement (�gure 2.8a). Lorsque ∆Φ = 0 la surface, et donc les billes �uorescentes qui
y sont incrustées, a un mouvement rectiligne selon la bissectrice des directions de propagation des 2
ondes (�gure 2.8b). Lorsqu'on s'éloigne de cette zone et que le déphasage augmente, les billes parcourent

43



Chapitre 2. Un autre type de stimulation : les ondes acoustiques

une ellipse dans le sens trigonométrique qui s'élargit. Dans les zones où ∆Φ = π/2 les billes décrivent
des cercles, et quand le déphasage augmente la surface décrit de nouveau une ellipse, mais selon la
perpendiculaire à la première bissectrice. À ∆Φ = π les trajectoires sont de nouveau rectilignes, et la
surface suit les mêmes déformations aux déphasages négatifs, mais dans le sens contraire. À une fréquence
de modulation du transducteur �xée, le déphasage varie spatialement. Cela suppose 2 ondes stationnaires
orthogonales de fréquences di�érentes. L'origine de la di�érence de ces fréquences ne peut pas être le
substrat, puisqu'il forme un disque qui n'introduit pas d'anisotropie. En revanche, l'espaceur en PDMS est
rectangulaire et non carré, il est donc possible qu'il soit à l'origine des 2 ondes stationnaires de fréquences
di�érentes. Pour comprendre pleinement ce phénomène, il faut par ailleurs considérer le couplage entre
le PAA et le milieu liquide, et comprendre plus en détail comment l'onde mécanique se transmet entre le
transducteur, le verre, le PAA, le milieu et la deuxième surface de verre. La compréhension théorique est
donc ardue, mais ce système promet de pouvoir exciter mécaniquement les cellules adhérant au PAA selon
di�érents modes / trajectoires d'excitation. Malheureusement l'amplitude de ce phénomène se dégrada
avec les expériences successives, jusqu'à la disparition totale du phénomène. Une cause très probable est la
dégradation du transducteur lors du collage à la lamelle de verre en employant de la colle cyanolite, et du
décollage avec de l'isopropanol. Nous avons essayé di�érentes méthodes pour assurer un contact mécanique
e�cace en se passant de colle, mais aucune solution envisagée ne permettait de retrouver le phénomène
de déplacement latéral de la surface du substrat. Nous avons tout de même observé avec ce montage
des cellules adhérant sur des zones d'adhérence patronnées sur du PAA, ou adhérant directement sur du
verre. Leur cytosquelette d'actine était marqué par le �uorophore YFP a�n de déterminer si l'application
d'ultrasons, même sans mouvements latéraux de surface, avaient une in�uence sur la morphologie des
cellules ou l'organisation de leur cytosquelette. En dé�nitive aucune di�érence notable n'a été observée
entre les cellules contrôle et les cellules soumises aux ultrasons.

(a) (b)

Figure 2.8 � Déphasage des ondes stationnaires croisées (a) : Ondes stationnaires croisées
transversales, d'après [100]. Dans notre cas, les ondes stationnaires sont certainement longitudinales, il
faut considérer les courbes rouges et bleues comme l'amplitude des 2 ondes transversales, et la surface
en niveaux de gris comme le déphasage entre elles. (b) : Trajectoire d'une bille incrustée à la surface du

PAA en fonction de la di�érence de phase des ondes stationnaires croisées.

Ce projet était très exploratoire, nous nous étions �xé un temps précis pour explorer cette voie,
et nous avions atteint l'échéance. Nous avons donc décidé de suspendre les recherches sur ce sujet, et
de nous concentrer sur l'analyse quantitative d'e�cacité de FRET (voir Partie II). Par ailleurs, nous
souhaitions stimuler les cellules exclusivement via leur substrat, mais les di�érentes méthodes essayées
jusqu'ici présentent l'inconvénient de générer des ondes volumiques et des �ux, qui peuvent représenter
une stimulation mécanique di�cile à évaluer. Ces �ux sont directement produits par les bulles, ou ils
générés par le couplage entre la surface oscillante du substrat et le milieu liquide de la chambre. On peut
toutefois retenir certaines pistes pour la continuation future de ce projet :

� Utiliser un système de maintien en sandwich comme sur la �gure 2.2b. Cela assure une bonne
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transmission de l'énergie mécanique du transducteur au verre, tout en préservant la qualité du
transducteur.

� Utiliser des feuilles de PDMS fabriquées par des fournisseurs spécialisés. Des épaisseurs de 100 µm
sont produites de manières reproductibles. Cela permet la réalisation d'espaceurs en PDMS de
géométrie et de propriétés rhéologiques reproductibles.

� Nous n'avons �nalement pas testé la production d'une chambre en 2 parties, l'espaceur et le plafond,
et dont les reliefs du plafond sont obtenus à partir des reliefs de résine sur silicium. Cette technique
est très abordable techniquement, et combinée avec les feuilles de PDMS pour produire les espaceurs
et promet une méthode pour produire des chambres telles qu'à la �gure 2.4b permettant de contrôler
la taille et la position des puits de manière reproductible.

� Beaucoup de tests ont échoué à cause de la faible profondeur de champ de l'objectif ×60 d'une
profondeur de champ de 220 µm. Maintenant que nous avons un objectif ×40 d'une profondeur de
champ de 300 µm il est plus aisé de réaliser ces expériences. On peut utiliser des chambres renversées
plus hautes, ou des chambres droites avec une plus grosse épaisseur de PAA.

� Toutes les expériences ont été réalisées en utilisant un transducteur piézoélectrique pour envoyer une
onde mécanique vers des cellules. Une deuxième approche est possible en employant des substrats
eux-mêmes piézoélectriques. Des matériaux comme le niobate de lithium (LiNbO3) ou le tantalate de
lithium (LiTaO3) peuvent être utilisés comme lamelles sur lesquelles des électrodes, ou transducteurs
inter digités(IDT), sont collées. Lorsqu'un courant alternatif passe par ces électrodes, ces matériaux
se contractent et se dilatent en réponse et génèrent des ondes qui se propagent en volume ou en
surface. Comme ces matériaux ont une rigidité comparable au verre, il faut employer des fréquences
qui vont de la dizaine de MHz jusqu'au GHz pour obtenir des longueurs d'onde comparables à
la taille des cellules. Ces hautes fréquences demandent une instrumentation particulière et des
problèmes d'interférences électromagnétiques peuvent survenir. Pour contourner ce problème on
peut coller une chambre en PDMS à la lamelle, et exciter cette dernière à des fréquences plus
faibles. L'énergie mécanique est alors transmise au PDMS, où la vélocité des ondes mécaniques et
les longueurs d'ondes obtenues sont plus faibles.

(a) (b)

Figure 2.9 � (a) : Des IDT sont employés pour générer des ondes stationnaires d'axes orthogonaux.Des
éléments sont alors piégés dans les n÷uds des ondes croisées. (b) : Un IDT est utilisé pour générer une
onde transmise à une chambre en PDMS. La plus faible célérité des ondes dans le PDMS induit une

diminution des longueurs d'onde. D'après [101] et [102].
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Pour étudier la mécanotransduction, nous avons mis au point des substrats actifs qui nous permettent
de contrôler localement et dynamiquement la stimulation mécanique des cellules. Ces substrats nous
permettent aussi de lire la réponse mécanique de ces cellules par TFM. A�n de comprendre les processus
à l'÷uvre dans la réponse des cellules aux stimuli mécaniques, nous avons besoin d'observer la réponse
biochimique des cellules. Nous avons besoin de voir comment certaines protéines vont se réorganiser
spatialement à l'intérieur de la cellule, comment leur concentration va varier localement ou comment
certaines protéines vont changer d'état d'activité. Les deux premiers points sont relativement simples à
étudier, notamment par microscopie de �uorescence plein champ. Cependant, l'observation de l'activité
des protéines demande une instrumentation et des techniques d'analyse plus spéci�ques.

Nous allons voir en e�et que ce qui stocke ou transmet l'information dans une cellule n'est pas
forcément la simple présence d'une protéine à un endroit donné, mais son état d'activité. Une protéine
peut être présente dans le cytoplasme d'une cellule à l'état inactif, et elle peut passer à l'état actif et
interagir avec d'autres protéines suite à un certain signal, purement mécanique ou provenant de protéines
qui ont elles-mêmes été activées. Les protéines interagissant ensemble forment un réseau de signalisation,
au sein duquel des réactions en chaîne d'activation / désactivation de protéines ont lieu, appelées cascade
de signalisation.

C'est pour étudier la dynamique de ces réseaux de signalisation, comment l'information biochimique
se propage dans le temps et dans l'espace suite à une stimulation mécanique, que nous employons des
rapporteurs d'activité. Ces rapporteurs changent de conformation selon l'état d'activité d'une protéine
d'intérêt, typiquement un "n÷ud" du réseau de signalisation, et nous mesurons ce changement de confor-
mation au moyen d'une technique de microscopie de �uorescence exploitant le phénomène de transfert
résonnant d'énergie de �uorescence, ou FRET pour Fluorescence Resonant Energy Transfer.

Une grande partie de ma thèse a été consacrée à la mise au point d'une technique d'analyse quan-
titative des images de microscopie de �uorescence. Le chapitre 3 présente les principes du phénomène
de �uorescence et de FRET en particulier, ses applications en biologie et les nombreuses techniques de
mesure d'e�cacité de FRET. Le chapitre 4 est lui consacré à notre montage expérimental, à la théorie
de l'analyse des images de microscopie et à sa mise en pratique. Nous comparons en�n notre méthode
d'analyse avec les méthodes préexistantes au moyen de standards FRET, et nous étudions l'e�et des
paramètres d'acquisition et d'analyse des données sur les mesures obtenues.
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Chapitre 3

État de l'art et présentation générale

du FRET

3.1 Introduction à la �uorescence

Certaines molécules appelées �uorophores sont capables d'émettre de la lumière après en avoir absorbé.
Pour comprendre ce phénomène il convient de le présenter sur un diagramme de Jablonski, qui permet
de visualiser les transitions entre les états électroniques du �uorophore.

Figure 3.1 � Diagramme général de Jablonski, d'après [103]

Lors de l'absorption d'un photon, un électron de l'état électronique fondamental S0 passe dans un des
états vibrationnels des états électroniques S1 ou S2 par transition radiative (�gure 3.1 �èches bleues).
Il rejoint alors l'état vibrationnel le plus bas de son état électronique en relaxant par transition non
radiative en dissipant de l'énergie aux molécules environnantes (�èches noires). La conversion interne est
le passage de S2 à S1 par transition non radiative (�èche cyan), elle s'e�ectue généralement au bout
de 10−12s. Après un temps typique de 10−8s, l'électron relaxe vers un des états vibrationnels de S0 par
transition radiative, il y a émission d'un photon : c'est la �uorescence. L'électron relaxe �nalement dans
l'état fondamental de S0 par transition non radiative. Il peut arriver en S1 que l'électron change de spin et
passe dans l'état "interdit" triplet T1 lors d'une transition non radiative appelée conversion intersystèmes.
Dans l'état triplet l'électron a un spin identique à celui auquel il était apparié dans l'état fondamental,
contrairement aux états singulets S0, S1 et S2 où l'électron garde un spin opposé. Le temps de vie dans
l'état triplet se situe entre 10−3s et 10−2s, c'est l'émission d'un photon suite à la transition radiative vers
l'état S0 qu'on nomme phosphorescence.

Les temps de vie des di�érents états sont à l'origine de propriétés largement répandues parmi les
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�uorophores : Le temps typique pour un électron pour redescendre à l'état vibrationnel le plus bas de
S1 est bien plus court que le temps de vie de �uorescence. Ainsi en général l'émission d'un photon se
fait à partir de l'état vibrationnel le plus bas de S1, c'est la loi de Kasha. Ceci a pour conséquence que
le spectre d'émission d'un �uorophore ne dépend pas de la longueur d'onde des photons absorbés. Une
autre conséquence est la règle de Vavilov qui stipule que le rendement quantique est indépendant de la
longueur d'onde des photons absorbés.
En addition de ce phénomène, les �uorophores redescendent généralement vers des états vibrationnels
supérieurs à l'état le plus bas de S0 avant de rejoindre l'état fondamental de manière non radiative.
L'ensemble des pertes non radiatives d'énergie se traduisent par une énergie plus faible du photon émis
par rapport à celle du photon absorbé. Les spectres d'absorption et d'émission sont donc décalés : c'est
le décalage de Stokes.
Par ailleurs les temps de vie de �uorescence sont trop courts pour que le noyau bouge signi�cativement
avant l'émission du photon (principe de Franck-Condon). Cela implique que les niveau vibrationnels
des états excités sont similaires aux niveaux vibrationnels de l'état fondamental (�gure 3.2). Le spectre
d'émission est alors une image en miroir du spectre d'excitation.

Figure 3.2 � Spectres d'absorption et d'émission de l'anthracène. Le principe de Franck-Condon
implique que les états vibrationnels des di�érents états électroniques sont semblables, d'après [104]

Un �uorophore est caractérisé par :

� son coe�cient d'extinction molaire ε : il indique l'e�cacité avec laquelle un �uorophore absorbe les
photon d'une certaine longueur d'onde, en M−1cm−1

� son rendement quantique Φ : c'est le ratio entre le nombre de photons émis et le nombre de photons
absorbés . Si on note kr le taux d'émission du �uorophore et knr le taux de transitions non radiatives
vers S0 (�gure 3.3), alors

Φ =
#photons émis

#photons absorbés
=

kr
kr + knr

(3.1)

le rendement quantique représente aussi la proportion de �uorophores qui émettent un photon parmi
ceux qui en ont absorbé, à cause du décalage de Stokes il ne représente pas le ratio d'énergie émise
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sur celle absorbée.

� le temps de vie τ est le temps caractéristique pendant lequel le �uorophore reste dans l'état excité.
Il est dé�ni par

τ =
1

kr + knr
(3.2)

et dans les cas simples la population des états excités [S1]t suit une dynamique du premier ordre :

[S1]t = [S1]t=0e
−t/τ (3.3)

Figure 3.3 � La relaxation à l'état vibrationnel le plus bas d'un état électronique prend typiquement
10−12 s. Le �uorophore se désexcite ensuite par voie radiative (ici Γ est le taux d'émission) et non

radiatives (de taux knr), d'après [104]

L'intensité de �uorescence d'un �uorophore peut être réduite par le phénomène de désactivation (quen-
ching en anglais). Celui-ci peut-être dû aux transitions non radiatives S1 → S0, comme la désactivation
collisionnelle (ou de Dexter). Lors de cette désactivation, le �uorophore dans l'état excité F* perd son
excitation au contact d'une autre molécule D dans le solvant :

F ∗ +D → F +D∗ (3.4)

Pour les désactivations intermoléculaires, la baisse d'intensité de �uorescence est donnée par l'équation
de Stern�Volmer :

I0
f

If
= 1 +K[D] = 1 + kdτ0[D] (3.5)

avec :

I0
f intensité de �uorescence en absence de désactivateur

If intensité de �uorescence en présence de désactivateur

K constante de désactivation de Stern�Volmer, qui indique la sensibilité d'un �uorophore à un désac-
tivateur

[D ] concentration de désactivateur

kd coe�cient du taux de désactivation

τ0 temps de vie du �uorophore en absence de désactivateur

La désactivation peut aussi se former avant même l'excitation d'un �uorophore. Celui-ci peut en
e�et former un complexe dans son état fondamental avec le désactivateur. Ce complexe est alors non
�uorescent ou présente un spectre d'absorption di�érent de celui du �uorophore unique. On parle alors
de désactivation statique puisqu'elle ne repose pas sur la di�usion et la collision entre molécules.
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3.2 Principe du FRET

Il existe une dernière voie de désexcitation des �uorophores : le Transfert d'Énergie par Résonance ou
FRET pour Fluorescence (ou Förster) Resonance Energy Transfer. Cette désexcitation est un transfert
non radiatif d'énergie entre un �uorophore excité donneur (D) et une molécule, généralement aussi un
�uorophore, appelé accepteur (A). Il peut avoir lieu lorsque le spectre d'émission du �uorophore donneur
recouvre au moins partiellement le spectre d'excitation de l'accepteur, et lorsque les deux molécules sont
assez proches l'une de l'autre, typiquement 5 nm. Il ne faut pas se tromper en pensant que la condition
de recouvrement des spectres implique que le transfert d'énergie s'e�ectue par émission d'un photon par
le donneur et absorption du photon par l'accepteur. Le transfert d'énergie se fait par interaction dipôle-
dipôle : le donneur est un dipôle qui oscille et qui peut échanger de l'énergie avec un autre dipôle ayant
une fréquence de résonance proche. Cette interaction dipôle-dipôle implique par ailleurs une dépendance
du taux de transfert d'énergie kT à l'orientation relative entre les 2 �uorophores. Ce taux de transfert
entre un donneur et un accepteur est donné par :

kT (r) =
QDκ

2

τDr6

(
9000(ln10)

128π5NAn4

)∫ ∞
0

FD(λ)εA(λ)λ4 dλ (3.6)

avec :

kT taux de transfert d'énergie

r distance entre le donneur et l'accepteur

QD rendement quantique du �uorophore donneur en absence de l'accepteur

κ2 orientation relative entre le donneur et l'accepteur, qui vaut théoriquement κ2 = 2/3 pour des �uoro-
phores dont la di�usion rotationnelle est libre

τD temps de vie du donneur en absence de l'accepteur

NA nombre d'Avogadro

n indice de réfraction du milieu, on considère 1.4 dans le cytoplasme

FD densité spectrale d'émission normalisée du donneur, c'est-à-dire l'intensité émise entre λ et λ + ∆λ

divisée par l'intensité émise totale

εA coe�cient d'extinction molaire de l'accepteur

L'intégrale de recouvrement J(λ) exprime le degré de recouvrement entre le spectre d'émission du donneur
et le spectre d'absorption de l'accepteur :

J(λ) =

∫ ∞
0

FD(λ)εA(λ)λ4 dλ (3.7)

On peut dé�nir R0 le rayon de Förster où le taux de transfert d'énergie vaut la moitié du taux maximal,
il se situe généralement autour de 5-10nm. Dans cette condition le taux de transfert est égal à la somme
des autres taux de désexcitation kT (r) = τ−1

D , donc d'après (3.6) :

R6
0 =

9000(ln10)QDκ
2

128π5NAn4

∫ ∞
0

FD(λ)εA(λ)λ4 dλ (3.8)

Cela nous permet d'avoir une expression simpli�ée de la dépendance du taux de transfert en fonction de
la distance entre les �uorophores :

kT (r) =
1

τD

(
R0

r

)6

(3.9)
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On dé�nit alors l'e�cacité de FRET E comme le rapport entre le nombre de photons transférés à l'ac-
cepteur sur le nombre de photons absorbés :

E =
kT (r)

τ−1
D + kT (r)

(3.10)

en incluant (3.9) dans (3.10) :

E =
1

1 + (r/R0)6
(3.11)

On peut alors mesurer E en mesurant l'intensité de �uorescence du donneur en absence FD et en présence
FDA de l'accepteur :

E = 1− FDA
FD

(3.12)

Lors des expériences résolues en temps, on mesure l'e�cacité de FRET au moyen des temps de vie du
�uorophore donneur en absence τD et en présence τDA de l'accepteur :

E = 1− τDA
τD

(3.13)

Figure 3.4 � E�cacité de FRET et distance de Förster, d'après [104]

On remarque sur la �gure 3.4 que l'e�cacité de transfert varie rapidement autour du rayon de Förster,
et passe de 98.5% à 1.5% entre r = 0.5R0 et r = 2R0. Cette forte dépendance en fonction de la distance
séparant les �uorophores fait du FRET une technique de choix pour mesurer des distances de l'ordre de
5 nm. Pour le couple de �uorophores Cerulean-Venus par exemple, le rayon de Förster vaut 5.4 nm, cela
représente une variation signi�cative d'e�cacité de FRET pour des distances comprises entre 3 nm et
10 nm.

3.3 Les applications en biologie

Le FRET, en révélant la proximité entre �uorophores, a permis l'étude de la structure et d'interac-
tions entre molécules biologiques. Les études s'intéressent au FRET entre �uorophores présents sur une
même molécule, qu'on nomme FRET intramoléculaire, ou entre �uorophores présents sur des molécules
di�érentes, on parle alors de FRET intermoléculaire. Les �uorophores en question peuvent être de la
même espèce, il y a alors homofret, ou, et c'est le cas le plus courant, le FRET a lieu entre une espèce de
�uorophores donneurs et une espèce d'accepteurs, il y a alors hétérofret. Les mesures peuvent être quali-
tatives et porter sur la présence ou non de FRET, ou on peut réaliser des expériences plus quantitatives
pour connaître le degré d'interaction entre les �uorophores, et en inférer dans certains cas la distance les
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séparant.

Cette capacité à mesurer des distances est notamment mise à pro�t pour mesurer les forces qui
s'exercent entre une cellule et son substrat via ses adhérences focales [105] ou entre des cellules épithéliales
via leurs jonction d'adhérence [106]. Dans la Microscopie de Tension Moléculaire (MTM), des cellules
expriment une protéine d'intérêt dans laquelle un senseur de force FRET est encodé. Ce senseur de force
fonctionne comme un newtonmètre : on mesure son élongation, et la connaissance de sa rigidité nous
permet de calculer la force qui s'exerce à ses extrémités. La mesure de son élongation est rendue possible
par la paire de �uorophores donneur-accepteur placée de part et d'autre du "ressort protéique", la partie
du senseur de force qui va subir l'élongation. La mesure de l'e�cacité de FRET nous donne une mesure
de la distance séparant les �uorophores, qui est proportionnelle (ou au moins corrélée) avec les forces
de tension qui s'exercent sur le senseur de force. La calibration du senseur peut être réalisée en liant un
brin simple d'ADN aux extrémités du senseur de force puis en ajoutant le brin complémentaire, qui en
s'hybridant avec le premier brin va augmenter la longueur de persistance de l'ADN et générer une force
de tension sur le senseur de force de 5 à 7pN. Une autre méthode consiste à attacher le senseur de force
entre une surface et une bille manipulée par une pince optique. On peut alors obtenir une courbe de
calibration de l'e�cacité de FRET E en fonction de la force de traction appliquée au biosenseur de force.
Ces biosenseurs sont caractérisés par les �uorophores employés, qui vont déterminer notamment le rayon
de Förster et donc la plage de distances sur laquelle les variations de E sont les plus importantes, et par
le ressort protéique utilisé, qui détermine la gamme des forces qui peuvent être mesurées.

Figure 3.5 � Senseur de force TSMod inséré dans la séquence d'une cadhérine, d'après [107]

Par exemple le ressort protéique Tension Sensor Module (TSMod) est une séquence de 40 acides
aminés qui se comporte comme un ressort entropique, c'est à dire que l'état replié de la protéine est
favorisé puisque le nombre de conformations désordonnées (quand la protéine est en pelote) est plus
important que le nombre de conformation assez ordonnées (quand la protéine est étirée). Il a été utilisé
avec les �uorophores mTFP et Venus pour mesurer les forces de traction qui s'exercent sur les E-cadhérines
de cellules épithéliales (�gure 3.5) [106]. Les E-cadhérines sont des molécules transmembranaires qui lient
le cytosquelette d'actomyosine d'une cellule et aux aux E-cadhérines des cellules voisines. Le senseur de
force a été inséré dans le domaine cytoplasmique d'une cadhérine, entre le domaine transmembranaire et
le domaine qui se lie à la caténine, protéine permettant de se lier aux �laments d'actine. Il a alors été
montré que le cytosquelette d'actomyosine exerce des forces de tension sur les cadhérines, même celles qui
ne sont pas liées aux cadhérines des cellules voisines, et que cette force augmente lorsque les cadhérines se
lient à celles des cellules voisines au niveau des contacts cellulaires. Cette force augmente au niveau des
contacts cellulaires lorsque les cellules sont étirées, et reste constante au niveau des régions sans contact
[106].

53



Chapitre 3. État de l'art et présentation générale du FRET

(a) (b)

Figure 3.6 � (a) Détection d'ARNm par hybridation de brins complémentaire portant les �uorophores.
Lorsque l'ARNm est produit, les brins s'hybrident et leurs �uorophores sont assez proches pour qu'il y
ait FRET. (b) Les �uorophores FITC et DABCYL sont gre�és au peptide SNAP-25 qui est un substrat
de la chaîne légère de la toxine botulique A (LcA). Lorsque cette enzyme est active, elle clive le peptide,

et le FRET n'est plus possible. D'après [108] et [109]

Cependant, pour beaucoup d'applications en biologie, il n'est pas nécessaire de connaître la distance
entre �uorophores mais seulement s'il y a présence ou non de FRET. C'est le cas par exemple lorsqu'on
s'intéresse à l'interaction entre une enzyme et son substrat ou entre deux brins d'ADN. On peut alors
modi�er génétiquement les protéines pour que l'enzyme ait un donneur et le substrat un accepteur, ou
on peut gre�er chimiquement un donneur à un brin d'ADN et l'accepteur à un autre [108]. Lorsque les
deux molécules d'intérêt interagissent, elles sont assez proches l'une de l'autre pour qu'il y ait transfert
d'énergie du �uorophore donneur à l'accepteur (�gure 3.6a). Une même protéine peut aussi présenter les 2
�uorophores, et on étudie alors la capacité d'une enzyme à cliver cette protéine [109]. Lorsque la protéine
porteuse des �uorophores est clivée entre ces �uorophores, les bouts de protéine di�usent librement dans
le milieu et s'éloignent l'un de l'autre, rendant alors le FRET impossible (�gure 3.6b). Une autre utilité
de modi�er des protéines pour qu'elles expriment une paire de �uorophore donneur - accepteur est l'étude
de leur conformation. Si on souhaite révéler dans quelle conformation une protéine se replie parmi les
di�érentes conformations possibles, on place un �uorophore donneur et un accepteur de telle manière qu'il
y aura un niveau important de FRET dans une conformation envisagée, et un FRET nul dans l'autre
conformation (�gure 3.7) [110].

Figure 3.7 � Conformations possibles de l'apolipoprotéine apoA-I lorsqu'elle est liée aux lipides. En
conformation ceinture (à gauche), il y a FRET entre les 2 �uorophores, alors qu'en conformation

barrière (à droite) le FRET n'est pas possible, d'après [110]

Pour étudier la mécanotransduction, une dernière classe de biosenseurs a été développée. Ces biosen-
seurs permettent d'observer l'activité des molécules de la signalisation cellulaire. En e�et, les cellules font
un usage important de 2 stratégies de signalisation qui permettent d'activer ou de désactiver des protéines.
Ces stratégies reposent sur un mécanisme commun : l'ajout ou le retrait d'un phosphate à une molécule.
La première méthode implique des kinases, qui sont des enzymes capable de catalyser l'hydrolyse de
l'adénosine triphosphate (ATP) en adénosine diphosphate (ADP) et de gre�er le phosphate clivé à un
acide aminé d'une protéine spéci�que. Cet acide aminé est généralement une sérine ou une thréonine chez
les eucaryotes, mais la phosphorylation d'une tyrosine permet de réguler nombre de processus cellulaires.
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Cet ajout de phosphate peut empêcher une enzyme de se lier à son substrat par répulsion stérique ou
électrostatique, il peut aussi modi�er la conformation d'une protéine, ou créer un site de liaison qui sera
reconnu par une autre protéine. Le retrait de ce phosphate, la déphosporylation, est le processus inverse
catalysé par les phosphatases. L'activité des kinases et des phosphatases peut être elle-même régulée par
l'ajout et le retrait de phosphates par d'autres kinases et phosphatases, formant ainsi une cascade de
signalisation qui peut ampli�er le signal ou rendre les transitions de signalisation plus abruptes et non
linéaires [111]. Par exemple la kinase Src (prononcer sarc) est impliquée dans la mécanotransduction. Elle
est composée d'une chaîne d'acide gras qui l'ancre à la membrane cellulaire, d'un domaine catalytique
kinase, et de deux sites de liaison peptidiques : Src homology 3 (SH3) et Src homology 2 (SH2) (�gure 3.8)
[112]. Dans l'état inactif, SH2 se lie à la tyrosine phosphorylée de l'extrémité C-terminale de Src, et SH3
se lie à une chaîne peptidique de Src en déformant le site catalytique de la kinase et la rendant inactive.
Pour s'activer, Src fonctionne comme une porte logique ET : il faut qu'il y ait déphosphorylation de la
tyrosine liée à SH2, et que le domaine SH3 se lie à un ligand portant lui aussi une tyrosine phosphorylée.
Alors Src s'auto-phosphoryle, et son site catalytique est pleinement actif.

Figure 3.8 � La kinase Src s'active si 2 conditions sont réunies : la tyrosine liée à SH2 doit être
déphosphorylée, et SH3 doit se lier à la tyrosine phosphorylée d'une autre protéine. d'après [35]

Un rapporteur de l'activité de Src (�gure 3.9) a été mis au point pour observer le changement d'état
de cet kinase à la suite d'une stimulation mécanique [113]. Ce rapporteur est constitué d'une paire de
�uorophores eCFP/ eYFP séparés par un domaine SH2, une chaîne �exible, et un substrat de Src. Lorsque
le substrat n'est pas phosphorylé, la chaîne �exible permet aux 2 �uorophores de se retrouver assez
proches l'un de l'autre pour que le FRET soit possible. Lorsque Src devient actif, il peut phosphoryler
le substrat du rapporteur d'activité, et le domaine SH2 du rapporteur se lie à la tyrosine phosphorylée.
Les �uorophores sont alors trop éloignés et l'e�cacité de FRET diminue. Ce biosenseur a été utilisé par
Wang et al. [113] pour observer la vague d'activation de Src au sein de cellules suite à une force de
traction générée par une bille fonctionnalisée avec la protéine d'adhérence �bronectine.

Figure 3.9 � Le biosenseur rapporteur d'activité de la kinase Src Schéma d'après [114], ici Ypet est
représenté comme accepteur, bien que EYFP ai été utilisé originellement.

La deuxième voie de signalisation utilisant le transfert de phosphate repose sur les GTPases (�-
gure 3.10a). Ces protéines sont capables de se lier à leur ligand lorsqu'elles sont à l'état actif, c'est-à-dire
lorsqu'elles sont liées à une guanine triphosphate (GTP) [115]. L'hydrolyse de la GTP est assez longue,
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avec un temps de demi-vie d'environ 4h. Lorsque la GTP est hydrolysée, la GTPase liée à la GDP change
de conformation et devient inactive. Les GTPases liées à des GDP s'accumulent dans les cellules car la
dissociation de la GDP à la GTPase est aussi lente, avec un temps de demi-vie de 10h. Lorsque la disso-
ciation de la GDP de la GTPase a lieu, la GTPase qui a une grande a�nité avec la GDP et la GDP se lie
rapidement à ces nucléotides. Comme la concentration en GTP est 10 fois supérieure à celle en GDP, les
nouveaux complexes GTPase-nucléotide sont pour l'essentiel des GTPase-GTP. Le système de signalisa-
tion repose sur le contrôle du cycle des GTPase, dont les étapes les plus lentes que sont l'hydrolyse de la
GTP et la dissociation de la GDP peuvent être accélérées. Les facteurs d'échange de nucléotide guanine
(GEF en anglais) se lient à une GTPase-GDP et changent légèrement leur conformation, ce qui a pour
e�et de favoriser la dissociation des GDP qui a lieu alors dans une échelle de temps de quelques seconde
à la minute. La réserve des complexes GTPase-GDP inactifs diminue alors rapidement au pro�t de la
formation des GTPase-GTP actifs. Les protéines activatrices de GTPases (GAP) au contraire accélèrent
l'hydrolyse des GTP liées aux GTPases, diminuant la population de GTPases actives.

Un exemple de rapporteur d'activité de GTPase et celui qui concerne la GTPase Ras (�gure 3.10b)
[116]. Les �uorophores CFP et YFP sont séparés par la GTase Ras, une chaîne �exible, et H-Raf, le do-
maine d'interaction de Ras-GTP avec la protéine Raf. Dans l'état inactif, lorsque Ras est liée à une GDP,
les �uorophores sont assez éloignés pour que l'e�cacité de FRET soit faible. Lorsque qu'une GEF favorise
la dissociation de la GDP et qu'une GTP se lie à Ras, Ras-GTP reconnaît Raf et les �uorophores sont
rapprochés, augmentant l'e�cacité de FRET. L'hydrolyse de la GTP favorisée par une GAP redissocie
Ras et Raf, éloignant de nouveau les �uorophores. [117]

(a) (b)

Figure 3.10 � Le cycle d'activité des GTPases et un senseur d'activité. (a) Les GEFs activent les
GTPases en favorisant la dissociation de leur GDP, qui est suivie majoritairement par l'association

d'une GTP qui rend e�ectivement actives les GTPases. Les GAPs désactivent les GTPases en favorisant
la phosphorylation du phosphate de leur GTP, d'après [35]. (b) Lorsque la GTPase est inactive (liée à
une GDP), les �uorophores peuvent être assez proches l'un de l'autre pour qu'il y ait FRET. Lorsque la

GTPase est active (liée à une GTP) elle reconnaît son substrat (gris) et s'y lie, éloignant les
�uorophores et rendant le FRET impossible, d'après [116]

Il y a de nombreuse stratégies dans la conception de biosenseurs FRET. Nous avons vu ici deux
biosenseurs d'activité qui utilisent du FRET intramoléculaire, mais le premier comporte une séquence
dont la conformation va changer sous l'e�et de la kinase Src qui est une protéine distincte étudiée, alors
que le deuxième contient la protéine étudiée, et son changement d'activité induit un changement de
conformation de cette même protéine chimérique. L'observateur est par ailleurs confronté à un dilemme :
un plus haut niveau d'expression de ces rapporteurs d'activité permet d'obtenir un meilleur rapport
signal sur bruit lors des expériences, mais toute mesure a�ecte le système mesuré, et une quantité trop
importante de biosenseurs biaise les voies de signalisation étudiées.
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3.4 Di�érentes méthodes pour mesurer le FRET, limitations et

motivations pour aller plus loin

Les biosenseurs nous permettent d'observer les mécanismes à l'÷uvre dans une cellule par la mesure
de leur e�cacité de FRET. Cette e�cacité de FRET peut être mesurée selon di�érentes méthodes qui
reposent sur le mesure de temps de vie des �uorophores, d'anisotropie ou d'intensité de �uorescence :

Imagerie par temps de vie de �uorescence (FLIM)

Le FRET est une des voies de désexcitation d'un �uorophore, donc une plus grande e�cacité de
FRET décroît le temps de vie des �uorophores. On rappelle ici l'évolution simple de la population des
�uorophores excités d'après l'équation (3.3)

[S1]t = [S1]t=0e
−t/τ (3.14)

avec
τ =

1

kr + knr
(3.15)

où τ est le temps de vie du �uorophore, kr le taux d'émission du �uorophore et knr le taux de transitions
non radiatives, qui comprennent les désexcitation collisionnelles et le FRET.

Il est alors possible d'estimer l'e�cacité de FRET en mesurant le temps de vie des �uorophores
donneurs seuls et en le comparant à leur temps de vie en présence des accepteurs. Ces mesures peuvent
s'e�ectuer dans le domaine temporel ou fréquentiel. Cela signi�e que dans la première méthode, une
source pulsée comme un laser femtoseconde est utilisée pour exciter les �uorophores, et le temps de vie
des �uorophores est calculé à partir d'une courbe de décroissance de �uorescence en fonction du temps.
Dans le FLIM fenêtré temporellement (time gated)[118, 119], le faisceau d'excitation est séparé pour
illuminer l'échantillon d'une part, et déclencher l'acquisition du signal par une caméra CCD pour un
temps très court avec un délai donné. En faisant varier le délai on peut reconstruire la décroissance
de �uorescence et calculer τ . La deuxième méthode du FLIM en domaine temporel est le comptage de
photon unique corrélé en temps (TCSPC) [120, 121]. On ne mesure pas une intensité de �uorescence,
mais le temps écoulé entre le pulse laser et le premier photon de �uorescence détecté. Un convertisseur
temps-amplitude (TAC) est déclenché au moment du pulse, génère une rampe de tension et est arrêté
lors de la détection du photon. Un convertisseur analogique numérique (ADC) convertit l'information
de tension en temps. On construit alors un histogramme de probabilité de compte en fonction du temps
dont on extrait le temps de vie de décroissance exponentielle. Le FLIM en domaine fréquentiel utilise une
excitation modulée sinusoïdalement en intensité dans le temps. Le signal de �uorescence est alors modulé
à la même fréquence, mais avec un déphasage et une démodulation (amplitude inférieure à la modulation
d'excitation) caractéristiques du temps de vie de �uorescence. Si on veut mesurer di�érents temps de vie,
il faut employer des modulations à di�érentes fréquences, typiquement d'environ l'inverse du temps de
vie des �uorophores.

Les techniques de FLIM requièrent donc une instrumentation spéci�que et coûteuse, mais sont insen-
sibles aux artefacts liés à l'intensité de �uorescence. La mesure de temps de vie ne dépend pas de l'intensité
de l'excitation laser, de la concentration en �uorophore, du photoblanchiment, ou des inhomogénéités de
signal introduites le long du chemin optique, contrairement à la mesure d'intensité de �uorescence. Les
techniques classiques de FLIM nécessitaient un nombre de compte de photons su�sant pour réaliser un
ajustement de courbe et calculer les temps de vie de �uorescence. L'acquisition était donc trop longue
pour observer la réponse cellulaire en dessous de la minute. Les techniques récentes comme la méthode
de la fraction minimale de donneurs interagissants [122, 123] ou celle du graphe de phase (phasor plot)
[124, 125, 126] se passent d'ajustement de courbe et peuvent fonctionner avec un plus faible nombre
de photons comptés, permettant l'acquisition d'images FLIM en une seconde ou moins. Ces méthodes
permettent en outre de déterminer la fraction de molécules qui participent au FRET en se passant des
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méthodes d'ajustement multiespèces.
Lors de ma 1ère année de thèse j'ai eu l'occasion d'utiliser la technique de graphe de phase au sein

de l'équipe du professeur Don C. Lamb à l'Université Ludwig Maximilians de Munich (LMU). Le but
était de réaliser des mesures avec cette méthode connue pour être quantitative, et de pouvoir plus tard
les comparer avec nos mesures d'e�cacité de FRET analysées selon notre méthode alors en cours de
développement. Nous avons observé des cellules de reins de chien de Madin-Darby (MDCK) exprimant
un biosenseur d'activité de la kinase Src di�usant dans le cytosol ou attaché à la membrane, et en présence
ou non de PP2, un inhibiteur de Src. La �gure 3.11a correspond à une cellule MDCK en présence de PP2
et dont le biosenseur de Src est ciblé à la membrane. La représentation des temps de vie (�gure 3.11b)
permet de sélectionner les zones d'intérêt à analyser. Sur la �gure 3.11c le rouge correspond au signal
de �uorescence de la CFP, le bleu à l'auto�uorescence, le vert correspond au mélange de ces 2 signaux
dû aux cellules avec un plus faible niveau d'expression, et le jaune correspond aux agents de �xation.
Une fois les zones d'analyse de temps de vie sélectionnées, nous pouvons dé�nir un axe (ligne noire de la
�gure 3.11d) selon lequel on représente les temps de vie. Les données en dehors des zones sélectionnées
ne sont pas représentées. Les couleurs (�gure 3.11e) correspondent à la position par rapport à la ligne
noire. Le bleu correspond aux faibles temps de vie (haut FRET), le rouge aux temps de vie élevés (bas
FRET). Le biosenseur employé ici est "inversé", c'est-à-dire qu'une haute e�cacité de FRET correspond
à une basse activité du biosenseur.

Figure 3.11 � Données de graphe de phase (phasor plot). (a) Cellule MDCK exprimant le biosenseur
membranaire de Src en présence de l'inhibiteur PP2. (b,c) Les données sont représentées par catégories
de temps de vie. (d,e) Les données d'intérêt sont représentées selon l'axe des temps de vie dé�ni par la
ligne noire. Le bleu correspond aux faibles temps de vie (haut FRET), le rouge aux temps de vie élevés

(bas FRET).

Microscopie de polarisation

La présence de FRET est aussi détectable en mesurant l'anisotropie de �uorescence [127, 128]. Lors-
qu'on illumine les donneurs avec un faisceau polarisé, seuls les �uorophores qui sont alignés avec la
direction de polarisation seront excités. Les protéines �uorescentes sont assez grosses pour que leur dif-
fusion rotationnelle soit assez faible avant l'émission d'un photon, qui aura alors une polarisation proche
de celle du faisceau d'excitation. Lorsqu'un �uorophore donneur est excité par un faisceau polarisé, il
peut y avoir FRET vers un �uorophore accepteur dont la polarisation di�ère encore de celle du donneur.
Le photon émis aura donc une polarisation signi�cativement di�érente de celle du faisceau d'excitation.
L'avantage principal de la microscopie de polarisation est sa capacité à détecter l'homo-FRET [129], c'est-
à-dire le transfert non radiatif d'énergie entre �uorophores de même espèce. Pour qu'il y ait homo-FRET
il faut que le spectre d'émission d'un �uorophore recouvre de manière su�sante son propre spectre d'ex-
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citation, il faut donc que le décalage de Stokes soit faible. Il est alors possible d'étudier l'oligomérisation
de protéines portant la même espèce de �uorophores. Lorsqu'il y a oligomérisation, ces protéines sont
assez proches pour que l'e�cacité de FRET augmente, se traduisant par la dépolarisation du signal de
�uorescence.

Photoblanchiment des �uorophores

La présence d'accepteurs induisant du FRET a pour e�et de diminuer l'intensité de �uorescence
des donneurs. En photoblanchissant les �uorophores accepteurs, le FRET n'est plus possible et le gain
de �uorescence des donneur est proportionnel à l'e�cacité de FRET[130]. Cette technique nécessite
normalement le photoblanchiment de toute la population des accepteurs, mais on peut suivre l'intensité
de �uorescence des 2 espèces de �uorophores au cours du photoblanchiment et réaliser un ajustement de
courbe pour calculer l'e�cacité de FRET avant même le photoblanchiment complet des accepteurs [131].

Une autre méthode consiste à photoblanchir les �uorophores donneurs [132]. La baisse du signal de
�uorescence des donneurs est moins rapide lorsque l'e�cacité de FRET est plus grande. On compare
alors la cinétique de photoblanchiment en présence d'accepteur avec celle en absence d'accepteur.

Ces techniques de photoblanchiment sont réalisables sur les microscopes de �uorescence convention-
nels, mais elles sont destructives pour les �uorophores, donc seulement une acquisition par cellule est
réalisable, ce qui proscrit leur utilisation pour l'étude spatio-temporelle de la signalisation cellulaire.

FRET ratiométrique

Pour suivre des réactions rapides en cellule vivante, il est possible d'observer l'émission du �uorophore
accepteur sensibilisée ("sensitized"), c'est-à-dire augmentée par FRET [133, 134]. Pour ce faire on utilise 2
jeux de �ltres : le premier permet d'illuminer l'échantillon à une longueur d'onde d'excitation du donneur,
et de collecter IDD, le signal de �uorescence aux longueurs d'ondes d'émission du donneur. Le deuxième
permet aussi d'illuminer l'échantillon à une longueur d'onde d'excitation du donneur, mais il collecte
IDA, le signal de �uorescence aux longueurs d'ondes d'émission de l'accepteur. On peut ensuite calculer
un indice rapportant l'e�cacité de FRET de di�érentes manières, en calculant le rapport IDA/IDD [135]

ou encore
IDA

IDA + IDD
[134]. Cette dernière mesure fournit des valeurs comprises entre 0 et 1 comme on

l'attend d'une réelle e�cacité de FRET, et traduit l'idée de la proportion d'énergie transmise sur l'énergie
totale des �uorophores. Cependant il faut prendre en compte les di�érences de rendement quantique et
de détection de �uorescence des 2 espèces de �uorophores. L'e�cacité de FRET apparente s'écrit alors :

E =
IDA

IDA + γMIDD

où γM = (ΦAηA)/(ΦDηD) est le facteur de correction d'émission avec ΦD et ΦA le rendement quantique
du donneur et de l'accepteur, et ηD et ηA leur e�cacité de détection. Cependant ce facteur est di�cile à
déterminer, et dans de nombreuse publications il est considéré comme valant 1, ce qui revient à le négliger
[134].
Le signal mesuré IDA ne contient pas seulement le signal de �uorescence dû au FRET, mais aussi le signal
des �uorophores donneurs dont le large spectre d'émission "déborde" dans le canal accepteur(�gure 3.12).
La deuxième contamination vient des accepteurs qui peuvent être directement excités lorsqu'on illumine
l'échantillon à une longueur d'onde d'excitation du donneur, il contribuent alors au signal IDA. Si le
facteur de correction pour le débordement de spectre γBT (pour "Bleed Through") peut être estimé
avec seulement une illumination à la longueur d'onde d'excitation du donneur ; le facteur de correction
pour l'excitation directe γDE (pour "Direct Excitation") nécessite lui une excitation supplémentaire à une
longueur d'onde d'excitation des accepteurs, ainsi qu'un troisième jeu de �ltres. Le choix de cette longueur
d'onde et du jeu de �ltre rend nulle l'excitation des donneurs, et permet d'exciter seulement les accepteur
tout en collectant leur �uorescence. Dans cet ensemble de méthodes dites à 3 cubes, un premier indice
prenant en compte ces phénomènes a été proposé par Youvan et al. : nF = IDA − γDEIAA − γBT IDD
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[136] où IAA est le signal mesuré avec le 3ème jeu de �ltres. Cet indice fourni une valeur qui varie avec
l'e�cacité de FRET, mais il est sensible aux concentrations en donneurs et accepteurs. Une pléthore de
méthodes a été proposée pour palier à ce défaut telle que les indices FRETN = nF/(IAA×IDD) [137] ou
encore NFRET = nF/

√
IAA × IDD [138]. Ces indices varient de manière non linéaire avec l'e�cacité de

FRET, et le lien entre ces indices et l'e�cacité de FRET n'est pas clair. Zal et Gascoigne [139] proposèrent
alors une méthode, l'E-FRET, qui combine l'indice de [134] et celui de [136] pour calculer un indice plus
proche de l'e�cacité de FRET :

E =
IDA − γBT IDD − γDEIAA

IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD

C'est ce type d'indice que nous utilisons par la suite, combiné avec la technique d'ALEX-FRET
détaillée plus loin.

Figure 3.12 � Spectres des �uorophores Cerulean (le donneur) et Venus (l'accepteur). L'illumination
du donneur à 440 nm (barre rouge) excite aussi l'accepteur (zone verte). Le �ltre du séparateur
chromatique sépare l'émission du donneur de celle de l'accepteur à 510 nm, mais une partie de

l'émission du donneur passe dans le canal accepteur (zone bleue).

FRET spectral (sRET)

Une généralisation du passage de 2 à 3 signaux mesurés est le FRET spectral (sRET), où chaque
pixel de l'image encode le spectre d'émission de l'échantillon, par exemple 40 signaux si le spectre est
mesuré de 400nm à 800nm par pas de 10nm [140, 141]. Ce spectre d'émission peut être réalisé pour
di�érentes longueurs d'ondes d'excitation, et comparé aux spectres précédemment acquis d'espèces de
�uorophores donneur seul, accepteur seul, et des constructions donneur + accepteur d'e�cacité de FRET
signi�cativement di�érentes. Par démélange hyperspectral, il est alors possible de connaître la quantité
de chaque espèce de �uorophore ainsi que l'e�cacité de FRET apparent. Un avantage notable est la
possibilité de di�érencier le signal d'auto�uorescence des cellules si le spectre d'émission de cellules non
transfectées est enregistré. Le FRET spectral permet d'employer des �uorophores dont les spectres se
recouvrent de manière plus importante, ce qui permet d'utiliser des paires de �uorophores dont le rayon
de Förster et l'e�cacité de FRET sont plus grands. Il permet aussi de collecter les photons émis dans tout
le spectre d'émission d'un �uorophore,contrairement aux méthodes 3 cubes, ce qui augmente le signal
total mesuré.

Cette séparation du signal de �uorescence selon les longueurs d'ondes d'excitation ou d'émission est
par ailleurs applicable au FLIM [142, 143]. De nouvelles considérations entrent en jeu pour l'application
à l'imagerie biomédicale comme l'accroissement du temps d'acquisition, la mise au point ou le coût d'une
instrumentation particulière, ou un mauvais rapport signal sur bruit, qui augmentent avec le nombre de
types de mesures que l'on souhaite réaliser (nombre de canaux de longueurs d'ondes, résolution temporelle
et spatiale, . . . ). La combinaison de ces 2 techniques permet toutefois d'acquérir des images multidimen-
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sionnelles riches en informations (x, y, z, temps de vie, longueur d'onde). Ces images ne sont pas facilement
interprétables par un humain, mais leur analyse assistée par ordinateur [144], comme la réduction de di-
mensions et la classi�cation par rapport à des échantillons connus, permet une identi�cation des tissus
histologiques de patients sans commune mesure.

L'ALEX-FRET

Le FRET permet d'étudier des réactions chimiques à l'échelle de la molécule unique (smFRET)[145].
Le FRET ratiométrique, qui nécessite une instrumentation simple, peu coûteuse et dont l'analyse est
simple, sou�re d'artefacts d'intensité et ne permet pas de discerner un donneur seul d'un couple donneur-
accepteur de FRET nul. C'est pour étudier les structures et interactions biomoléculaires de molécules
uniques di�usant en solution que le FRET par excitation laser alternée (ALEX-FRET)[146] a été déve-
loppé.

Dans cette méthode, une source laser excite de manière alternée un échantillon à une longueur d'onde
d'excitation du donneur puis de l'accepteur (�gure 3.13). L'alternance est réalisée en combinant pour
chaque faisceau laser un polariseur (P) avec un modulateur électro-optique (EOM). Ce dernier permet
de changer rapidement la polarisation du faisceau, qui déterminera s'il peut passer au travers du polari-
seur ou non. L'échantillon est une solution assez diluée pour que dans la majorité des cycles d'excitation
donneur / accepteur aucune molécule ne soit présente dans le volume d'excitation, et pour que lors-
qu'un signal de �uorescence est détecté, la probabilité qu'il y ait plus d'une molécule dans le volume
d'excitation au cours d'un même cycle soit négligeable. Lorsqu'une molécule est excitée, son signal de
�uorescence est collecté et est séparé en deux canaux par un �ltre dichroïque. Chaque canal correspond
au domaine d'émission du donneur ou de l'accepteur, et les 2 signaux sont mesurés simultanément par
deux photodiodes à avalanche (APD) dédiées. Il y a alors 4 signaux mesurés :

FDem

Dex
le signal de �uorescence détecté dans le canal d'émission du donneur émis par une molécule illu-
minée à la longueur d'onde d'excitation du donneur

FAem

Dex
le signal de �uorescence détecté dans le canal d'émission de l'accepteur émis par une molécule
illuminée à la longueur d'onde d'excitation du donneur

FDem

Aex
le signal de �uorescence détecté dans le canal d'émission du donneur émis par une molécule illu-
minée à la longueur d'onde d'excitation de l'accepteur

FAem

Aex
le signal de �uorescence détecté dans le canal d'émission de l'accepteur émis par une molécule
illuminée à la longueur d'onde d'excitation de l'accepteur

On note FFRET le signal FAem

Dex
corrigé pour le débordement de spectre et l'excitation directe (détails

en page 71) :
FFRET = FAem

Dex
− γBTFDem

Dex
− γDEFAem

Aex
(3.16)

Les détails concernant γBT et γDE sont donnés en page 71. La st÷chiométrie S est dé�nie comme le
rapport entre la quantité de donneur [D] sur la quantité totale de �uorophores ([D] + [A]), de telle sorte
qu'elle varie linéairement avec les quantités de matières, et que lorsqu'il y a autant de donneurs que
d'accepteurs S = 0.5. L'e�cacité de FRET E et la st÷chiométrie S sont alors calculés [147] selon :

E =
FFRET

FFRET + γMFDem

Dex

(3.17)

et

S =
FFRET + γMFDem

Dex

FFRET + γMFDem

Dex
+ FAem

Aex
/γX

(3.18)

γM = (ΦAηA)/(ΦDηD) est le facteur de correction d'émission avec ΦD et ΦA le rendement quantique
du donneur et de l'accepteur, et ηD et ηA leur e�cacité de détection. γX = (LAexσ

A
Aex)/(LDexσ

D
Dex)

est le facteur de correction d'excitation avec LDex et LAex l'intensité d'excitation à la longueur d'onde
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d'excitation du donneur et de l'accepteur, et σDD et σAA leur section e�cace d'absorption à leur longueur
d'onde d'excitation. Les deux facteurs γM et γX sont discutés en détail page 72.

Figure 3.13 � Montage expérimental de l'ALEX FRET en molécule unique de [146]

On peut alors réaliser un histogramme 2D où les valeurs de E et S de chaque mesure sont compta-
bilisées (�gure 3.14). Cet histogramme permet de di�érencier des couples de �uorophores d'e�cacité de
FRET di�érentes (a)et de mettre en évidence les espèces d'accepteur seul (c), mais il permet aussi de
discriminer les espèces de donneurs seuls (b) vis-à-vis des couples donneur-accepteur de faible e�cacité
de FRET (d) en révélant leur st÷chiométrie.

Figure 3.14 � Histogramme 2D E/S permet de mettre en évidence les espèces de donneur seul,
d'accepteur seul, et de couple donneur-accepteur d'e�cacités de FRET di�érentes, d'après [146].

Cette méthode d'ALEX-FRET ressemble aux méthodes 3 cubes, puisqu'elle repose sur 2 excitations
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et 3 observations, mais les méthodes 3 cubes nécessitent un changement de jeu de �ltre pour chacun
des 3 signaux à enregistrer. En ALEX, le cube de �uorescence ne change pas, permettant un cycle
d'excitation au moins 2 fois plus rapide que le temps de di�usion d'une molécule dans le femtolitre
de volume d'observation (environ 1ms), et une séparation immédiate du signal de �uorescence par un
dichroïque qui renvoie les 2 signaux aux APD dédiées.

L'ALEX FRET a ensuite été adapté pour la microscopie de plein champ, où le signal de molécules
uniques est collecté par ré�exion de �uorescence interne totale (TIRF) sur une caméra CCD [148], permet-
tant le suivi rapide en molécule unique de réactions de nombreux complexes biomoléculaires immobilisés
à la surface d'une lamelle.
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Live Cell ALEX FRET

4.1 Montage expérimental et interfaçage

Pour étudier la mécanotransduction, nous souhaitons utiliser des biosenseurs d'activité (de kinases
ou de GTPases) pour observer la réponse biochimique de cellules vivantes à la suite de stimulations mé-
caniques. Pour observer les réponses rapides (jusqu'à ≈1s) de plusieurs cellules nous adaptons l'ALEX
avec un microscope en épi�uorescence (un même objectif sert à exciter l'échantillon et à collecter sa �uo-
rescence) et une caméra sCMOS. Lorsqu'on insert dans les cellules de l'ADN circulaire codant pour un
biosenseur, celles-ci vont produire les protéines sans que nous puissions contrôler le niveau d'expression.
La quantité de biosenseurs produite est telle que lors de l'acquisition, le signal mesuré dans chaque pixel
correspond à la somme des signaux émis par de nombreux �uorophores. Pour limiter ce phénomène, il
est possible de choisir des cellules avec un très bas niveau d'expression, mais le signal mesuré est plus
faible, et devient comparable au bruit de mesure. Le TIRF permet d'atténuer ce problème en diminuant
signi�cativement le bruit [149, 150], mais nos substrats actifs servant à la stimulation mécanique rendent
extrêmement compliqué l'emploi de cette technique. En e�et en TIRF, le faisceau d'excitation est ré�échi
lorsqu'il arrive à l'interface entre son milieu de propagation et un milieu de plus faible indice optique
(nverre = 1.52⇒ ncellule = 1.38) avec un angle θ1 supérieur à l'angle critique de l'interface θc (�gure 4.1a).
Une onde évanescente se propage alors dans le milieu et illumine l'échantillon sur une distance caracté-
ristique de 100 à 200 nm de l'interface. Nos substrat ont une épaisseur de 115 µm, le phénomène de TIRF
doit donc avoir lieu non pas à l'interface verre/PDMS mais à l'interface PDMS/cellule (�gure 4.1b). Cette
expérience a déjà été réalisée par Gutierrez et al. [151], mais il nous était di�cile de se procurer le
PDMS requis, et les PDMS alternatifs ayant l'indice de réfraction requis produisaient des substrats bien
trop rigides. Nous devons donc nous passer de TIRF et observer des cellules avec un niveau d'expression
relativement élevé.

(a) (b)

Figure 4.1 � TIRF standard (a) et sur PDMS (b).

Ce dernier point est important : cela implique que lorsque nous parlons de mesure d'e�cacité de FRET,
nous réalisons une mesure d'ensemble de FRET. L'e�cacité de FRET E est dé�nie comme la probabilité
que l'énergie d'un �uorophore donneur D soit transmise à l'accepteur A. Nous ne pouvons jamais mesurer
des probabilités, mais seulement des moyennes empiriques sur un ensemble de réalisations (ou tirages).
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Dans notre cas, pour un couple de �uorophores D - A, nous réalisons la moyenne empirique du nombre
de fois qu'il y a eu transfert d'énergie entre D et A sur le nombre de cycles excitation / désexcitation
de D. Un cycle excitation / désexcitation d'un �uorophore dure typiquement 10−8 s, et nous utilisons
quotidiennement des temps d'exposition de 500ms- 1000ms, ce qui signi�e que pour une molécule nous
mesurons une moyenne d'e�cacité de FRET sur 107 - 108 cycles d'excitation / désexcitation. De plus,
nous moyennons les signaux de �uorescence non pas d'une protéine, mais d'une centaine de protéines,
puisque leur concentration, lorsqu'elles sont produites par une cellule, est de l'ordre de 10 µM [141].
Donc si les événements qui nous intéressent sont discrets (il y a-t-il eu transfert d'énergie ou non ?), le
moyennage des signaux sur le temps et la population de �uorophores produit un continuum de valeurs
d'e�cacité de FRET entre les 2 valeurs extrêmes possibles 0 ou 1.

Figure 4.2 � Montage optique

Notre montage expérimental comporte les 2 modules essentiels à ce type d'expérience (�gure 4.2) : le
module d'excitation permet d'illuminer l'échantillon alternativement à une longueur d'onde d'excitation
du donneur (λDex

) et à une longueur d'onde d'excitation de l'accepteur (λAex
), le module d'acquisition

permet de séparer l'émission de l'échantillon en un canal d'émission du donneur (CDem
) et un canal

d'émission de l'accepteur (CAem
) dont les signaux sont mesurés en même temps. Plus précisément, dans

le module d'excitation, un laser blanc (�èche jaune) est envoyé dans un �ltre ajustable acousto-optique
(AOTF). Ce dernier nous permet de sélectionner la longueur d'onde et la puissance du faisceau sortant
(�èche violette) qui passe par un �ltre pour le nettoyer des longueurs d'ondes indésirables. Comme le
faisceau blanc est généré par un laser pulsé dont le faisceau passe dans une �bre non linéaire, le faisceau
blanc n'est pas polarisé. Or l'AOTF a l'e�et d'un �ltre de polarisation : la lumière incidente qui n'a pas la
polarisation adéquate est rejetée. Pour ne pas perdre la moitié de la puissance de la composante du laser
blanc de longueur d'onde voulue, le boîtier d'AOTF contient en réalité 2 AOTF a�n de récupérer plus de
puissance à la longueur d'onde désirée. Le faisceau sortant du boîtier est donc composé de 2 faisceaux,
extrêmement di�ciles à aligner. Nous faisons donc passer le faisceau composite (�èche bleue) dans un
guide optique liquide a�n d'homogénéiser spatialement le faisceau et d'éviter de potentielles interférences.
À la sortie du guide optique, le faisceau est collimaté à l'in�ni par une lentille convergente puis fenêtré
spatialement au niveau du plan image pour ne garder que la partie centrale du pro�l d'intensité gaussien
du faisceau et illuminer l'échantillon de manière plus homogène. À l'entrée du statif du microscope, une
lentille convergente permet de focaliser le faisceau au foyer de l'objectif. Avant d'atteindre l'objectif, il est
ré�échi par le cube de �uorescence ("CF" sur la �gure), qui permet de laisser passer les bandes spectrales
correspondant à l'émission des �uorophores donneurs, accepteurs et des billes pour la TFM. Il agit par
ailleurs comme un miroir aux longueurs d'ondes d'excitation des �uorophores donneurs et accepteurs.
L'émission de �uorescence est �ltrée de nouveau par le cube de �uorescence, et passe par la lentille
convergente en sortie du statif. En entrant dans le module d'acquisition, le signal de �uorescence est
d'abord fenêtré spatialement par un diaphragme au niveau du plan image, de sorte qu'il n'occupe qu'une
moitié du champ d'observation de la caméra en �n de chemin optique. Le faisceau est ensuite séparé par
un miroir dichroïque, qui est un �ltre passe haut en terme de longueurs d'onde dont le seuil se trouve
à 510 nm pour le couple de �uorophores Cerulean/Venus. La partie ré�échie du faisceau correspond au
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canal d'émission du donneur (�èches bleues). Cette partie est renvoyée par le miroir donneur (MD) vers la
lentille qui forme l'image de l'échantillon sur la caméra, dans l'aire dédiée au canal d'émission du donneur
(CDem

). La partie qui traverse le dichroïque correspond au canal d'émission de l'accepteur (�èches rouges).
Elle est renvoyé par les miroirs accepteurs MA1 et MA2 à travers la lentille sur la zone de la caméra
dédiée au canal accepteur (CAem

). Dans la suite on désignera l'ensemble miroir dichroïque + miroirs MD,
MA1 et MA2 par "séparateur chromatique". Les deux faisceaux sont donc imagés simultanément sur une
même caméra, et lors d'une acquisition, nous obtenons 4 images :

IDD le signal de �uorescence détecté dans CDem
après illumination de l'échantillon à λDex

IDA le signal de �uorescence détecté dans CAem après illumination de l'échantillon à λDex

IAD le signal de �uorescence détecté dans CDem
après illumination de l'échantillon à λAex

IAA le signal de �uorescence détecté dans CAem
après illumination de l'échantillon à λAex

Il est à noter que le choix des �ltres rend très souvent IAD négligeable.

La microscopie quantitative requière un minutage précis des temps d'illumination et d'acquisition,
avec une synchronisation étroite entre le déclenchement du laser et celui de la caméra. Il est donc contre-
indiqué d'utiliser un logiciel simple de microscopie pour gérer le processus d'acquisition, puisque le temps
qu'il mesure est inexact et correspond au temps mesurable du système d'exploitation de l'ordinateur.
Le décompte de ce temps virtuel dépend de l'utilisation du processeur, et l'ouverture d'un navigateur
internet ou une mise à jour automatique prend une part plus importante du processeur, ralentissant
le décompte du temps pour le logiciel d'acquisition. Une solution envisageable est l'emploi d'un système
d'exploitation temps réel tel que le système RTLinux qui a�che des temps de latence maximaux d'environ
25µs au lieu des 20ms typiques des systèmes standards. Cependant la solution choisie a été l'emploi d'un
réseau de portes programmables (FPGA) pour contrôler le laser et la caméra, car un système similaire
était opérationnel chez des collaborateurs. Nous étions donc assurés de sa faisabilité et l'expertise de ce
type de montage était disponible. Les FPGA sont des réseaux de portes logiques dont on peut modi�er
les connexions. Nous pouvons écrire un programme en un langage de programmation commun (C, C++,
. . . ), et un compilateur se charge de le traduire en un langage dédié aux architectures FPGA (VHDL,
Verilog. . . ). Un autre compilateur se charge ensuite de traduire ce programme en termes de connexions
entre portes logiques, et de modi�er les connexions conformément au résultat. Ces systèmes ont l'avan-
tage de consommer moins d'énergie que des ordinateurs complets, de pouvoir réaliser un grand nombre
d'opérations en parallèle, d'avoir des temps de latence très bas et de pouvoir fonctionner de manière
autonome (très utile pour les systèmes embarqués notamment). Un inconvénient de taille cependant est
la programmation fastidieuse de tels systèmes. Nous utilisons le cadre de programmation et d'interfaçage
LabVIEW, qui fournit un FPGA connecté à un contrôleur temps réel (CTR), c'est-à-dire un processeur
exécutant un système d'exploitation temps réel. Leur programmation et leur compilation sont grandement
simpli�ées par le langage de programmation LabVIEW.

Il y a deux composantes dans la partie contrôle de l'acquisition (�gure 4.3) : l'hôte, qui est un
ordinateur standard de bureau où un système d'exploitation générique non temps réel est exécuté, et un
banc d'acquisition comprenant un CTR, un FPGA et des modules d'acquisition (convertisseurs analogique
/ numérique, convertisseur numérique / analogique, entrées et sorties numériques, . . . ). Les programmes
exécutés sur le CTR et l'hôte sont di�érents : sur l'hôte, le programme est une interface graphique (GUI)
qui nous permet de choisir les paramètres d'acquisition et de demander le déclenchement ou l'interruption
de l'acquisition. Ce programme est toujours sujet au temps virtuel de l'ordinateur, mais ce n'est pas un
problème puisque lorsque l'on demande le démarrage de l'acquisition, les paramètres sont envoyés à la
cible temps réel qui se charge alors de l'acquisition indépendamment de l'ordinateur de bureau. Les
variables sont utilisées par le FPGA pour déclencher simultanément la caméra et l'AOTF, avec pour ce
dernier les bonnes longueurs d'onde et puissances. Lorsque l'acquisition est terminée, un signal de �n est
envoyé du FPGA vers le CTR qui l'indique à l'hôte. Les images sont envoyées par la caméra vers l'hôte,
où elles sont enregistrées par MicroManager.
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Figure 4.3 � Schéma de l'interfaçage entre les modules d'excitation, d'acquisition et l'ordinateur hôte.

Le projet LabVIEW réunissant les codes exécutés sur l'hôte, le CTR et le FPGA a été écrit originel-
lement par notre collaborateur Fabian Wehnekamp, alors en thèse dans l'équipe du professeur Don C.
Lamb à l'université Ludwig Maximilians (Munich). J'ai été amené au cours de ma thèse à modi�er les
codes pour ajouter des fonctionnalités selon nos besoins. Pour se faire il faut avant tout bien comprendre
le fonctionnement général du projet et le fonctionnement plus détaillé de certains modules ou fonctions
(appelés "VI" pour Virtual Instrument). Bien qu'une inspection détaillée du code et une lecture de la
documentation o�cielle du FPGA est essentielle pour apporter e�cacement des modi�cations au projet
LabVIEW, en voici quelques explications :

Le projet comporte des Machines à États (ME), qui sont des processus pouvant se trouver dans dif-
férents états, mais toujours dans un seul à la fois. Un état donné détermine un certain nombre de tâches
à e�ectuer et les états suivants possibles. Le processus peut alors changer d'état en fonction des signaux
qu'il reçoit (signal TTL ou clique sur un bouton) ou des conditions réalisées (durée d'attente dépassée
("Timeout"), valeur critique atteinte, . . . ). Pour partager des informations entre les di�érentes ME, les
variables de l'interface utilisateur sont stockées dans des groupes ("clusters") de variables correspondant
aux di�érentes ME : les Variables de Machine à États (VME). Par exemple, la VME 1 contient des
variables concernant le positionnement du point confocal, mais aussi celles indiquant les puissances laser
souhaitées dans chaque canal. Ces dernières sont essentielles pour la ME 2 qui déclenche l'acquisition
ALEX, elle a donc la référence à ce groupe de variables, et elle s'en sert pour lire la valeur des puis-
sances, et déclencher ensuite l'illumination alternée de l'échantillon aux puissances adéquates. Le projet
comporte 2 programmes, le programme Hôte exécuté sur l'ordinateur de bureau (ordinateur "Hôte"),
et le programme CTR exécuté sur le banc d'acquisition (CTR+FPGA+Modules I/O). Les données des
VME du programme Hôte sont transmises aux VME correspondantes dans le programme CTR, dont les
propres ME vont lire aussi les valeurs des variables via des références aux VME et changer d'état pour
exécuter des actions. Par exemple, lorsque la ME 2 du CTR lit la valeur "Vrai" de la variable "Start
ALEX", elle déclenche une acquisition ALEX. Pour ce faire, le CTR passe les paramètres d'acquisition
au FPGA, qui est chargé du minutage précis des signaux à envoyer à l'AOTF et à la caméra. Les données
sont transmises entre le programme Hôte et celui du CTR par des tampons de données de type FIFO
("First-In-First-Out") spéci�ques à chaque ME. Un FIFO est une mémoire dans laquelle les variables
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sont lues dans l'ordre d'écriture dans le FIFO. Les FIFOs temps réels employés dans notre cas ont un
comportement déterministe, allouent la mémoire en avance sans bloquer les boucles lorsqu'il sont écrit
ou lus, et ne s'arrêtent pas lorsqu'une erreur d'exécution apparaît, ce qui permet de diminuer les latences
et de ne pas ralentir les processus temps réels exécutés. Nous pouvons maintenant décrire l'arborescence
du projet, qui est composée de 2 parties :

� la partie Hôte, exécutée sur l'ordinateur de bureau, qui contient 4 machines à états (ME) indépen-
dantes, chacune ne pouvant se trouver que dans un seul état à la fois :

- ME GUI : gestion de l'interface utilisateur, qui ne comporte qu'un unique état permettant
d'actualiser les informations à a�cher (graphes, barre de chargement, etc. . . )

- ME 1 : contrôle le signal envoyé aux galvanomètres pour l'imagerie confocale et l'optogénétique,
et contrôle la puissance laser dans chaque canal. Cette ME comporte 8 états qu'on ne détaillera
pas ici puisqu'ils ne concernent pas le projet de cette thèse.

- ME 2 : contrôle de la séquence ALEX et des puissances, qui comporte 4 états :

État 0 � Timeout : ne fait rien (attend un événement pour changer d'état)

État 1 � "Alex Variables" Value Change : actualisation du cluster des variables d'état de
ME 2 (VME 2) et du graphe de la séquence d'illumination et de déclenchement
de la caméra

État 2 � "Start Alex" Value Change : appelle la fonction qui communique avec le FPGA
pour déclencher la séquence d'excitation alternée et d'acquisition des images

État 3 � "Enable Camera" Value Change : appelle la fonction qui autorise ou non l'acqui-
sition d'images sans le contrôle du FPGA mais en passant par un logiciel tiers
comme MicroManager

- ME 3 : génération du signal pour les électroaimants (pour les expériences avec les substrats
actifs), qui comporte 3 états :

État 0 � Timeout : actualisation de VME 3

État 1 � "Start Signal Generation" Value Change : appelle la fonction qui communique
avec le FPGA pour varier l'intensité du courant envoyé dans les électroaimants,
met à jour le graphe du courant envoyé en fonction du temps, et enregistre ces
informations dans un tableau

État 2 � "Save Data" Value Change : enregistre le tableau de mesure de l'intensité en
fonction du temps

� la partie CTR-FPGA, exécutée sur le banc d'acquisition, qui contient 4 ME :

- ME d'envois des donnée du FPGA vers l'hôte, qui parcourt les FIFOs des 3 autres ME et si
des données sont disponibles, les envoie à l'hôte

- ME 1 qui contrôle les puissances laser de l'AOTF, le signal envoyé aux galvanomètres pour
le système confocal 2D et 3D, le taux de comptage, le module d'optogénétique et la �n du
programme

État 1 � "Idle", par défaut : dans l'état En attente, ME 1 met à jour de manière continue
les puissances des canaux de l'AOTF. Ces mises à jours sont bloquées lorsque la
caméra est en train d'acquérir des images pour éviter les changements d'intensité.

État 6 � "End Program" : Lorsque l'utilisateur met ME 1 dans cet état, la variable boo-
léenne End Program est mise à 1 ("Vrai") ce qui arrête les autres ME

- ME 2 chargée de contrôler les déclenchements simultanés du laser et de la caméra, et d'alterner
selon le schéma demandé les illuminations aux di�érentes longueurs d'onde

État 0 � "Idle", par défaut : Attends une action de l'utilisateur et débloque le contrôle de
la puissance de l'AOTF
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État 1 � "ALEX" : Commence le cycle ALEX et envoie des pulses TTL à la caméra sCMOS
synchronisés avec l'AOTF qui alterne les excitations avec 1, 2 ou 3 canaux (le 3e

est pour la TFM) pour un certain nombre de cycles. Dans cet état, le contrôle de
la puissance de l'AOTF est désactivé.

État 2 � "Enable Camera" : Envoie des pulses TTL à la caméra sCMOS dont la durée
correspond au temps d'exposition choisit dans l'interface utilisateur

- ME 3 qui contrôle le courant d'entrée dans les électroaimants en générant un signal sinusoïdal
ou en créneaux

État 0 � "Idle", par défaut : Attends une action de l'utilisateur

État 1 � "Start Magnetic Coil" : Démarre la génération d'un signal sinusoïdal ou en cré-
neaux, et enregistre l'entrée analogique d'un signal (typiquement d'une sonde à
e�et Hall)

4.2 Analyse de données ALEX

L'analyse des données d'ALEX FRET acquises avec une APD est facilement transposable aux données
obtenues en plein champ, puisqu'on réalise les mêmes opérations entre les 3 valeurs fournies par l'APD{
FDem

Dex
, FAem

Dex
, FAem

Aex

}
et les 3 valeurs des pixels aux mêmes positions dans les images {IDD , IDA, IAA}.

Donc les équations (3.17) et (3.18) deviennent :

E =
IcorrDA

IcorrDA + γMIDD
(4.1)

et

S =
IcorrDA + γMIDD

IcorrDA + γMIDD + IAA/γX
(4.2)

Nous verrons dans la partie suivante comment nous avons obtenu ces équations et où elles se situent
par rapport à la littérature. Pour le calcul de E et S, les opérations entre images sont réalisées pixel par
pixel. Par exemple IDA + γMIDD signi�e qu'on parcourt tous les pixels de IDA, et pour chaque pixel on
additionne sa valeur à celle du pixel à la même position dans l'image IDD multipliée par la constante γM .

L'image notée IDA est ici corrigée pour le débordement de spectre et l'excitation directe. Ces correc-
tions sont assez simples à réaliser et elles sont souvent appliquées (voir page 77).

Pour calculer des valeurs d'e�cacité de FRET plus quantitatives, il faut de plus prendre en compte les
di�érences de rendement quantique et d'e�cacité de détection entre les �uorophores donneur et accepteur.
C'est le but du γM introduit dès les premières expériences d'ALEX FRET [134] dont la détermination a
suscité la mise au point de nombreuses méthodes expérimentales :
Ha etWeiss [133] ainsi que Zal etGascoigne [139] déterminent γM en photoblanchissant les accepteurs.
Hoppe et al. [152] déterminent γM noté ξ/γ à partir des intensités de �uorescence d'une construction
D+A dont l'e�cacité de FRET est connue, par exemple par FLIM. Chen et al. [153] calculent d'abord
γM à partir des intensités de �uorescence de 2 constructions D+A d'e�cacité de FRET di�érentes et
inconnues, puis ils déterminent γX avec une de ces constructions. Lee et al. [147] calculent γM et γX en
traçant 1/S en fonction de E lorsque les mesures sont corrigées seulement pour γBT et γDE . Ils obtiennent
une droite dont l'ordonnée à l'origine et le coe�cient directeur leur permettent de calculer γM et γX .

Les méthodes de détermination des coe�cients et leur dénominations sont nombreuses, et il est facile
de s'y perdre. C'est pour mieux comprendre la théorie de l'analyse des données de FRET 3-cubes que
nous sommes repartis de zéro et avons redéveloppé les équations qui nous permettent de mesurer les
e�cacités de FRET et st÷chiométries apparentes. Ce travail nous a permis de développer une nouvelle
méthode pour déterminer les coe�cients γM et γX .
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4.3 Les équations de l'ALEX FRET

Le signal contenu dans un pixel correspond à la somme des signaux émis par les �uorophores qui
sont présents dans le volume d'observation correspondant au pixel. A�n d'obtenir un cadre théorique
pour analyser nos images, nous décomposons ce signal selon les paramètres pertinents à notre montage
expérimental :

IDD le signal mesuré dans le canal donneur après excitation à une longueur d'onde d'excitation du
donneur

IDA le signal mesuré dans le canal accepteur après excitation à une longueur d'onde d'excitation du
donneur

IAA le signal mesuré dans le canal accepteur après excitation à une longueur d'onde d'excitation du
accepteur

ni la quantité de �uorophores d'espèce i (D pour donneur et A pour accepteur)

Liex intensité d'excitation à la longueur d'onde d'excitation du �uorophore i

σji section e�cace d'absorption du �uorophore j à la longueur d'onde d'excitation i

φi rendement quantique du �uorophore i

ηji e�cacité de détection du photon émis par le �uorophore j dans le canal i

E probabilité de FRET

Il est plus simple de commencer à décrire le signal IAA : l'intensité du signal est simplement pro-
portionnelle à la quantité de �uorophores accepteur nA, à l'intensité d'excitation à la longueur d'onde
d'excitation du �uorophore accepteur LAex, à la section e�cace d'absorption du �uorophore accepteur à
la longueur d'onde d'excitation de l'accepteur σAA , au rendement quantique du �uorophore accepteur φA
et à l'e�cacité de détection du photon émis par le �uorophore accepteur dans le canal accepteur ηAA . On
a donc :

IAA = nALAexσ
A
AexφAη

Aem
Adet

Concernant le signal IDD, on procède de même à l'exception près que seule la proportion (1 − E) des
�uorophores donneurs qui n'ont pas subit de FRET contribuent au signal, donc :

IDD = nDLDexσ
D
Dex(1− E)φDη

Dem
Ddet

En�n, le signal IDA peut être décrit par 3 contributions distinctes lors de l'illumination à la longueur
d'onde d'excitation des donneurs :

� l'énergie absorbée par les �uorophores donneurs et transférée aux accepteurs par FRET, qui l'émettent
dans le canal accepteur :

nDLDexσ
D
DexEφAη

Aem
Adet

� l'énergie absorbée par les �uorophores donneurs qui ne frettent pas, et qui l'émettent dans le canal
accepteur (Bleed Through) :

nDLDexσ
D
Dex(1− E)φDη

Dem
Adet

� et l'énergie absorbée par les �uorophores accepteurs , qui l'émettent dans le canal accepteur (Direct
Excitation) :

nALDexσ
A
DexφAη

Aem
Adet

70



Chapitre 4. Live Cell ALEX FRET

Et nous avons vu précédemment que IAD était négligeable. Nous avons donc :

IDD = nDLDexσ
D
Dex(1− E)φDη

Dem
Ddet (4.3a)

IAA = nALAexσ
A
AexφAη

Aem
Adet (4.3b)

IDA = nDLDexσ
D
DexEφAη

Aem
Adet + nDLDexσ

D
Dex(1− E)φDη

Dem
Adet + nALDexσ

A
DexφAη

Aem
Adet (4.3c)

Nous souhaitons avoir une mesure quantitative de E, et ce que nous avons est le triplet de mesures
{IDD, IDA, IAA}. La connaissance des facteurs n,L, σ, φ, η nous permettrait de calculer E, mais leur dé-
termination est extrêmement compliquée. Une approche alternative et pragmatique est de mesurer le
signal provenant d'échantillons contenant seulement des �uorophores donneurs, ou seulement des �uoro-
phores accepteurs.

Donneur seul Accepteur seul

nA = 0 et E = 0 nD = 0 et E non dé�ni


IDD = nDLDexσ

D
DexφDη

Dem
Ddet

IAA = 0

IDA = nDLDexσ
D
DexφDη

Dem
Adet


IDD = 0

IAA = nALAexσ
A
AexφAη

Aem
Adet

IDA = nALDexσ
A
DexφAη

Aem
Adet

on peut alors calculer :
IDA
IDD

=
ηDemAdet

ηDemDdet

= γBT
IDA
IAA

=
LDexσ

A
Dex

LAexσAAex
= γDE

γBT pour Bleed Through, ou débordement de spectre en français, et γDE pour Direct Excitation, ou
excitation directe en français, sont utilisés pour corriger le signal dans le canal IDA. γBT est le ratio entre
l'énergie émise par les �uorophores donneurs dans le canal accepteur sur l'énergie émise dans le canal
donneur. Il dépend seulement du spectre d'émission du �uorophore donneur, des �ltres employés dans le
microscope, et de la réponse spectrale de la caméra.

γDE est le ratio entre l'énergie absorbée par les accepteurs après illumination à la longueur d'onde
d'excitation des donneurs sur l'énergie absorbée par les accepteurs après illumination à la longueur d'onde
d'excitation des accepteurs. Il dépend du spectre d'excitation du �uorophore accepteur, mais aussi du
ratio des puissances d'illumination donneur/accepteur.

Dans des conditions expérimentales �xées (mêmes espèces de �uorophores, mêmes �ltres, etc. . . ), les
corrections à apporter dans le canal IDA dépendent seulement des quantités de �uorophores donneurs et
accepteurs, les ratios γBT et γDE ne varient pas. Comme signal des canaux IDD et IAA est proportionnel
aux quantités de �uorophores nD et nA, les corrections à apporter au canal IDA sont γBT IDD et γDEIAA,
ce qui se voit directement sur la dernière ligne du tableau ci-dessus.

(4.3c)↔ IDA = IDD
E

1− E
φAη

Aem
Adet

φDηDemDdet

+ IDD
ηDemAdet

ηDemDdet

+ IAA
LDexσ

A
Dex

LAexσAAex
(4.4)

en notant γM =
φAη

Aem
Adet

φDηDemDdet

(4.5)

IDA = IDD
E

1− E
γM + IDDγ

BT + IAAγ
DE (4.6)

En réarrangeant :

E =
IDA − γBT IDD − γDEIAA

IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD
(4.7)

Pour simpli�er, on note
IcorrDA = IDA − γBT IDD − γDEIAA (4.8)
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On a donc
E =

IcorrDA

IcorrDA + γMIDD
(4.9)

Par ailleurs, si nous dé�nissons la st÷chiométrie comme le rapport de la quantité de �uorophores
donneurs par la quantité de �uorophores totale :

S =
nD

nD + nA
=

1

1 +
nA

nD

(4.10)

en reprenant nD et nA de (4.3a) et (4.3b) :

S =
1

1 +
IAA
IDD

LDexσ
D
DexφDη

Dem
Ddet

LAexσAAexφAη
Aem
Adet

(1− E)

(4.11)

on avait γM =
φAη

Aem
Adet

φDηDemDdet

, on dé�nit maintenant γX =
LAexσ

A
Aex

LDexσDDex

donc S =
1

1 +
IAA
IDD

1

γXγM
(1− E)

(4.12)

par (4.7) S =
IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD

IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD + IAA/γX
(4.13)

c'est-à-dire S =
IcorrDA + γMIDD

IcorrDA + γMIDD + IAA/γX
(4.14)

γM , M pour émission, permet de tenir compte de la di�érence de signal mesuré lorsque une même
quantité d'énergie est absorbée par un �uorophore donneur ou accepteur. C'est pour cela qu'il comprend
le rendement quantique et l'e�cacité de détection des photons émis par chaque espèce dans leur canal
respectif. γX , X pour excitation, nous permet de tenir compte de la di�érence d'absorption d'énergie
de chaque espèce, d'où la présence de la puissance d'illumination et la section e�cace d'absorption du
�uorophore dans la dé�nition de ce facteur.

Une autre façon d'obtenir la formule permettant de calculer E est de considérer l'énergie absorbée
par les �uorophores donneurs, dont une partie va être transmise aux �uorophores accepteurs tandis que
l'autre partie "reste chez les donneurs". Nous pouvons alors choisir de dé�nir l'e�cacité de FRET comme
le ratio entre l'énergie absorbée puis transmise par l'énergie absorbée totale. Nous obtenons alors une
formule identique à (4.9), la procédure est détaillée dans l'annexe B.1.

Nous obtenons donc une formule identique pour le calcul de l'e�cacité de FRET à celle de Zal et
Gascoigne [139], de Chen et al. [153] et de Lee et al. [147]. Nous calculons aussi la st÷chiométrie avec
des paramètres ayant les mêmes signi�cations photophysiques que ces 2 derniers, bien que Chen et al. la
calculent comme le ratio des concentrations des 2 espèces [D]/[A], alors que Lee et al. calculent comme
nous l'observable [D]/([D] + [A]) qui a l'avantage de varier linéairement avec les quantités de matière.
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4.4 Mise en pratique

4.4.1 Traitement d'image

Pour obtenir des données quantitatives de FRET, nous devons employer des facteurs de corrections qui
nous permettent de corriger les phénomènes physiques inhérents à notre montage expérimental, comme les
propriétés spectrales de �uorophores ou des �ltres employés, même si nous acquérons des images "idéales".
Or ces images ne sont pas idéales mais bien sujettes à des artefacts dûs à la technique d'acquisition
employée, comme l'utilisation d'une caméra CCD ou CMOS. L'imagerie quantitative requière donc la
correction de ces défauts au moyen la procédure suivante :

1. Soustraction du noir : la puce CMOS de la caméra génère des électrons même en absence de
photon (�gure 4.4). La première cause est un biais (o�set en anglais) qui peut être un signal
électronique constant ajouté par le constructeur. La deuxième cause est le bruit thermique : le
déplacement aléatoire des électrons dans les composants électroniques génère un signal qui augmente
avec la température et le temps d'exposition. Certains pixels "chauds" peuvent générer un signal
fort bien qu'il n'y ait pas d'interaction avec un photon. Pour corriger ce signal parasite, on peut
prendre plusieurs images avec l'obturateur de la caméra fermé. On réalise un "maître noir" en
moyennant ces images, il sera soustrait aux prochaines images.

(a) (b)

Figure 4.4 � (a) Image du maître noir. Chaque pixel a une contribution constante indépendante des
photons reçus et di�érente de ses voisins. (b) Valeurs d'un même pixel pour 100 acquisitions de noir.
Les valeurs mesurées sont aléatoirement réparties autour d'une valeur qui constitura celle du pixel du

maître noir.

2. Correction de la plage de lumière uniforme (PLU ou �at �eld) : l'illumination de l'échan-
tillon et la détection ne sont pas homogènes spatialement. En e�et le faisceau laser qui excite
l'échantillon présente un pro�l d'intensité gaussien. Le faisceau est élargi puis fenêtré spatialement
pour avoir une meilleure homogénéité. Cependant le pro�l d'intensité a�che toujours un maximum,
et des poussières sur le chemin optique ainsi que le vignetage altèrent plus encore l'homogénéité de
l'image. Pour palier à ces défauts, on image un échantillon uniformément �uorescent et on soustrait
le maître noir. On créé la PLU en normalisant l'image par son maximum, ou pour plus de robustesse
par son 99ème percentile, en normalisant les valeurs supérieures à 1. Les futures images seront alors
divisées par la PLU.
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(a) PLU réalisée avec une lame
uniformément �uorescente. Le centre en

blanc est bien plus intense que les bords en
rose.

(b) Pro�l d'intensité horizontal à mi-hauteur de
l'image servant à calculer la PLU, moyenné sur 10

pixels de large.

Figure 4.5 � La Plage de Lumière Uniforme

3. Correction de l'alignement : les calculs pour obtenir des cartes de E et S sont réalisés pixel par
pixel, c'est-à-dire qu'un pixel à une certaine position dans la carte de E correspond au pixel à la
même position dans la carte de S, et qu'il a impliqué des calculs à partir des pixels à la même position
dans les canaux IDD, IDA, et IAA. Il est donc impératif que les pixels de ces canaux correspondent
à la même zone de l'objet observé. Or, si la lumière formant l'image dans les canaux IDA et IAA suit
le même chemin optique, celle qui arrive dans le canal IDD a suivi un autre chemin. On utilise alors
un échantillon assez structuré spatialement, comme des billes micrométriques déposées à la surface
d'une lamelle, que l'on observe en plein champ. Nous obtenons ainsi deux images, IDD et IDA, qui
correspondent au même objet mais qui sont décalées entre elles. On peut faire un premier alignement
au niveau des miroirs dans le séparateur chromatique, mais il restera relativement grossier et un
alignement numérique reste nécessaire (�gure 4.6).

Figure 4.6 � L'alignement numérique des canaux

L'alignement numérique des canaux est réalisé en imageant un objet visible dans les 2 canaux. Les
deux images sont alors divisées en vignettes qui correspondent entre les canaux ((a)et (b)). On
détermine le déplacement d'une vignette d'un canal (c) par rapport à la vignette correspondante
dans l'autre canal (d) en calculant leur corrélation croisée 2D (e). Cette opération est réalisée pour
toutes les vignettes, on obtient donc un carte des déplacements des vignettes d'un canal par rapport
à celle de l'autre canal (f). Cette carte sert à calculer la matrice de transformation a�ne (g) qui
dé�nit la di�érence entre les canaux en termes de déplacements latéraux, de rotation, de changement
d'échelle et de cisaillement.
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(a) Superposition des images des billes des 2
canaux avant réalignement.

(b) Superposition des images des billes des 2
canaux après réalignement.

Figure 4.7 � L'alignement des canaux sur des images de billes micrométriques. Le canal donneur est
coloré en vert, l'accepteur en rouge. Les zones jaunes correspondent à la superposition de leurs signaux.

4. Soustraction du fond : la surface sur laquelle adhèrent les cellules ainsi que le milieu d'observation
contribuent au signal enregistré sur la caméra, indépendamment de la présence de �uorophores
dans les cellules. Nous devons donc soustraire ce signal de fond (background en anglais) pour ne
pas l'inclure dans les calculs des facteurs de correction ni de E et S. On sélectionne pour cela une
zone de l'image où il n'y a pas de cellule, et on soustrait la moyenne ou la médiane des valeurs de
cette zone à toute l'image. Si aucune zone sans cellule n'est disponible, comme c'est le cas lorsqu'on
observe un épithélium par exemple, on peut employer des techniques d'estimation du fond basée
sur l'analyse de l'histogramme des valeurs des pixels de l'image. On peut réaliser une estimation
du fond à chaque nouvelle image, ou bien une estimation commune pour une série d'acquisitions si
elles sont réalisées dans les même conditions (temps d'exposition, espèces de �uorophores, milieu
d'observation, . . . ).

(a) Histogramme du fond du canal IDD (b) Histogramme du fond du canal IDA

Figure 4.8 � Histogrammes du fond de 2 canaux di�érents après soustraction du maître noir. Les
distributions du signal de fond di�èrent dans leur moyenne, leur écart-type et leurs extrema. On

remarque que certains pixels ont des valeurs négatives. Ceci est dû au très faible signal de �uorescence
mesuré dans le canal IDD ainsi qu'à la stochasticité du bruit de mesure et du signal noir. Plus le signal
dans IDD est faible, plus les signaux que l'on soustrait ont des distributions similaires de processus

aléatoires.

Il est à noter que la soustraction de fond peut palier dans une certaine mesure à l'absence de maître
noir, puisque sans soustraction du noir, chaque pixel contient la contribution du biais et du bruit
thermique en plus du signal généré par le milieu d'observation. En revanche cette technique ne
permet pas de prendre en compte les spéci�cités de chaque pixel concernant le biais et le bruit,
des pixels chauds peuvent ainsi augmenter le signal de fond mesuré, induisant une sur-correction
pour les autres pixels, sans pour autant que leur trop haut signal soit corrigé correctement. La
�gure 4.9 permet de visualiser ce propos : Le signal du noir (en bleu) s'ajoute au bruit de mesure
(en rouge). Le signal mesuré (orange) peut être corrigé en enlevant la moyenne (ligne bleue) à tous
les pixels. Il en résulte un signal qui présente une grande variabilité (en jaune) si le signal de fond
est notablement plus important que le bruit. Lorsqu'on dispose de l'information sur le signal de
noir, il vaut mieux enlever d'abord ce signal spéci�que à chaque pixel (signal en vert), puis retirer
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la moyenne (ligne orange) des valeurs résultantes. La distribution des valeurs est alors bien plus
resserrée (attention à l'échelle) que lorsqu'on retire simplement la moyenne du signal mesuré.

+

Figure 4.9 � Schéma illustrant la suppression du signal du noir et du bruit.

5. Soustraction de l'auto�uorescence : Les cellules contiennent naturellement des espèces �uores-
centes. Ces �uorophores intrinsèques génèrent un signal d'auto�uorescence qui s'ajoute à la �uo-
rescence des �uorophores extrinsèques que l'on souhaite observer. Cette auto�uorescence est majo-
ritairement observable dans les mitochondries et les lysosomes, et de nombreuses espèces peuvent
y contribuer, telles que les acides aminés aromatiques, le collagène, les NADH, les �avines et ribo-
�avines. Pour supprimer cette contribution, il faut imager des cellules non transfectées. Le signal
est en général assez faible pour se confondre avec le bruit de mesure, on peut alors augmenter
considérablement le temps d'exposition pour distinguer le signal provenant de l'auto�uorescence
des cellules. Comme le signal est proportionnel au temps d'exposition, on peut déterminer de cette
façon une auto�uorescence par unité de temps pour chaque canal de mesure. La principale di�culté
réside dans la non-homogénéité spatiale de l'auto�uorescence (�gure 4.10a). Certaines zones, corres-
pondant certainement aux mitochondries ou aux lysosomes, présentent un signal élevé, alors que les
zones voisines ont un signal variant autour de 0. Il faudrait donc idéalement supprimer la juste part
dûe à l'auto�uorescence dans chaque pixel, et non une même valeur pour tous les pixels. Ceci est
possible en FLIM si les �uorophores intrinsèques ont des temps de vie signi�cativement di�érents
des �uorophores extrinsèques, et en imagerie spectrale si les spectres d'excitation et/ou d'émission
des �uorophores intrinsèques sont aussi assez di�érents des spectres des �uorophores extrinsèques.
Dans notre cas nous n'avons pas assez de types de données (comme le nombre de canaux d'exci-
tation ou d'émission) pour distinguer le signal des �uorophores extrinsèques de celui des espèces
auto�uorescentes. Il nous faut donc être particulièrement attentifs à ce problème et le minimiser en
employant des milieux d'imagerie qui réduisent fortement l'auto�uorescence des cellules. Lors de
l'analyse des données, nous choisissons de prendre la médiane du signal mesuré dans chaque canal
pour dé�nir l'auto�uorescence propre à ce canal.

Il s'avère que grâce à la mesure de la st÷chiométrie, nous pouvons tout de même éliminer de l'analyse
les zones où l'auto�uorescence est assez importante pour faire dévier de manière signi�cative la
st÷chiométrie d'une valeur cible, 0.5 dans le cas de biosenseurs portant un �uorophore donneur et
un accepteur (�gures 4.10b-c).

En outre, la faiblesse du signal d'auto�uorescence impose lors de l'analyse des données une attention
particulière lors de la dé�nition du masque de fond. En e�et, lorsqu'on dé�nit le masque de fond pour
une image où une cellule présente une intensité de �uorescence très importante, la représentation
des données à l'utilisateur rend indistinguable de potentielles cellules très faiblement �uorescentes
du véritable fond. Il faut alors compresser les signaux, en a�chant la racine carrée ou le logarithme
des intensités de l'image.
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(a)

(b) (c)

Figure 4.10 � (a) L'auto�uorescence des cellules varie spatialement. Ici ce qui semble correspondre à
des organelles (Golgi, ER, . . . ) sont les zones de plus grande auto�uorescence, alors que le reste de la
cellule présente une auto�uorescence quasi-nulle. (b) Les mesures d'e�cacités de FRET E diminuent
fortement dans certaines zones. (c) La carte de st÷chiométrie permet d'ignorer des zones de l'analyse
où elle s'écarte trop de la valeur cible S = 0.5. On remarque que les zones de très faibles valeurs de E

correspondent aux zones de très hautes valeurs de S.

Les procédures précédentes sont utilisées pour chaque triplet d'acquisition {IDD, IDA, IAA} pour
obtenir une estimation des images "idéales", c'est-à-dire les images que nous obtiendrions s'il n'y avait
pas ces artefacts. Ce sont ces images corrigées qui servent ensuite à calculer les facteurs de correction
relatifs au FRET puis les cartes de E et S.

Les premiers facteurs à déterminer sont γBT et γDE , ce sont aussi les plus évidents du point de vue
de la théorie, et les procédures sont similaires entre ces 2 facteurs.

Détermination de γBT

Pour déterminer γBT nous avons besoin de cellules qui expriment le �uorophore donneur seulement.
Dans notre cas nous transfectons des cellules Hela avec un plasmide codant pour la protéine �uorescente
Cerulean [154]. On image plus d'une dizaine de cellules, et pour chaque triplet ALEX, on dé�nit un
masque de fond et un masque de la cellule. Chaque image du triplet ALEX est ensuite soumise aux
corrections vues précédemment (noir, PLU, alignement, fond et auto�uorescence). Di�érentes méthodes
sont ensuite proposées pour déterminer γBT :

1. calculer le ratio des sommes des intensités des canaux IDD et IDA : γBT =
ΣIDA
ΣIDD

2. calculer les moyennes ou médianes IDD et IDA des valeurs dans le masque de la cellule dans les
images IDD et IDA respectivement, puis déterminer γBT en calculant le rapport

γBT =
IDA

IDD
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Nous avons alors un γBT par cellule, on peut choisir comme valeur de référence la moyenne ou la
médiane de ces γBT

3. une variante de cette technique est de calculer IDD et IDA sur l'ensemble des valeurs de toutes les
cellules, et le rapport de ces valeurs sera le γBT de référence.

4. il a été aussi proposé [155] de trier par ordre croissant les valeurs pour chaque canal, de les agréger
par classe (bin en anglais), et de moyenner les valeurs dans chaque classe. γBT est déterminé en
calculant la pente du �t des valeurs de IDA en fonction de IDD. Le tri des données perd l'information
de correspondance entre les pixels des di�érents canaux.

5. la méthode que nous proposons consiste à générer l'image IBT en divisant l'image IDA par IDD
(�gure 4.11b). Nous avons alors dans le masque de la cellule des milliers de valeurs de γBT calculées
à chaque fois avec des pixels correspondant spatialement entre eux. On réalise cette opération pour
toutes les cellules, et on peut �nalement choisir comme valeur de référence la moyenne ou la médiane
des valeurs calculées. Nous pouvons réaliser un examen plus approfondi pour véri�er si γBT est bien
indépendant de l'intensité du signal. Pour cela on trace l'histogramme à 2 dimensions des valeurs
de IBT et de IDD (�gure 4.11a). On observe 2 zones sur l'histogramme : la première correspond
aux pixels de faible intensité dans les images IDD, et présente une grande variabilité des valeurs
de IBT à cause des erreurs de calcul plus grandes lorsque des signaux trop faibles sont mesurés.
La deuxième zone correspond aux pixels de grande intensité dans les images IDD, et les valeurs de
IBT sont réparties autour d'une valeur commune, malgré une certaine variabilité. Pour les cellules
peu intenses (�gure 4.11c), la distribution des γBT est plus asymétrique, et les valeurs peuvent
atteindre 10 fois la valeur estimée de γBT aux plus faibles intensités. En examinant la distribution
des valeurs de IBT des cellules (�gure 4.11d), on remarque que certaines distributions sont très
disperses, elles correspondent aux cellules les moins intenses. La médiane (lignes rouges) est un
indicateur plus robuste que la moyenne (points rouges). On choisit �nalement de calculer γBT à
partir des pixels de plus haute intensité seulement, en sélectionnant dans les images IBT ceux qui
correspondent aux 30% des valeurs les plus élevées des images IDD et en calculant leur médiane.
Sur l'histogramme 2D des valeurs de IBT et de IDD (�gure 4.11e) la distribution des valeurs de
IBT est bien plus homogène. Cela se traduit pour toutes les cellules par une distribution symétrique
et plus resserrée des valeurs de IBT (�gure 4.11d), les distributions des cellules peu intenses sont
seulement plus disperses que celles des cellules intenses. En dé�nitive, notre technique produit des
résultats similaires aux précédentes, tout en nous permettant de véri�er visuellement la qualité des
données et des facteurs de correction sur des points critiques tels que l'indépendance des valeurs de
γBT par rapport à l'intensité de �uorescence.

Détermination de γDE

La procédure de détermination de γDE est similaire à celle de γBT . Il nous faut cette fois-ci des
cellules exprimant le �uorophore accepteur seulement, on transfecte donc les cellules avec un plasmide
codant pour le �uorophore Venus [156] dans notre cas. On image de la même façon plus d'une dizaine
de cellules, et pour chaque triplet ALEX, on dé�nit un masque de fond et un masque de la cellule. On
calcule la valeur de référence γDE selon la méthode que nous avions proposé pour γBT : on génère les
images IDE en divisant pour chaque triplet ALEX l'image IDA par IAA, et nous choisissons la médiane
des pixels des IDE qui correspondent aux 30% des valeurs les plus élevées des IAA et en calculant leur
médiane.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

Figure 4.11 � (a) Histogramme 2D des valeurs de γBT et IDD. Pour cette cellule très intense, la
distribution des γBT est centrée autour d'une même valeur, même si elle s'élargit aux faibles intensités.
(b) IBT , la carte de γBT . (c) Histogramme 2D des valeurs de γBT et IDD d'une cellule peu intense. (d)
Pour chaque cellule est représentée la distribution des valeurs de γBT . (e) En éliminant les pixels de
plus basse intensité (50e ou 70e percentile) la distribution des γBT est centrée autour d'une même
valeur, même pour les cellules les moins intenses. (f) Distributions des γBT en rejetant pour chaque

cellule les 70% des pixels de plus faible intensité.

E�et des paramètres d'acquisition sur les valeurs de γBT et γDE

Sur la �gure 4.12 sont a�chées les distributions des valeurs de γBT et γDE de chaque pixels d'une
cellule HELA exprimant seulement le �uorophore donneur Cerulean ou seulement le �uorophore accepteur
Venus. Nous pouvons véri�er que γBT ne varie pas avec le temps d'exposition de la caméra (a) ni la
puissance du laser illuminant l'échantillon (b). γDE en revanche, par dé�nition, dépend du ration de la
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puissance du laser aux 2 longueurs d'ondes d'excitation. On observe toutefois qu'il ne dépend pas du temps
d'exposition (c). Pour les 2 facteurs de correction, la dispersion des valeurs décroît lorsque l'intensité du
signal augmente, soit avec un temps d'exposition plus grand, soit avec une puissance d'illumination plus
importante.

(a) (b)

(c)

Figure 4.12 � E�et des paramètres d'acquisition sur les distributions de γBT et γDE . (a) Distributions
de γBT en fonction du temps d'exposition. (b) Distributions de γBT en fonction de la commande de la
puissance laser. (c) Distributions de γDE en fonction du temps d'exposition. Les points rouges sont les

moyennes des distributions, les lignes rouges sont les médianes.

E�et du �ltrage spatial sur la détermination de γBT et γDE

A�n de réduire le bruit des signaux mesurés, il est possible de �ltrer spatialement les données. Lors-
qu'on acquière des signaux, ceux-ci sont rarement totalement décorrélés des points de mesure voisins, et
dans notre cas la valeur d'un pixel est fortement corrélée aux valeurs des pixels voisins. Par ailleurs, le
bruit de mesure est lui aléatoire et indépendant du bruit de mesure des points voisins. Donc pour éliminer
la contribution du bruit de mesure aléatoire à la valeur d'un pixel, on peut calculer la moyenne de ce pixel
et de ses voisins. Les contributions des signaux aléatoires se compensent statistiquement de manière plus
e�cace en augmentant la taille de la fenêtre de moyennage, la contrepartie étant la perte en résolution
spatiale. De nombreux autres �ltres peuvent être employés, tel que le �ltre médian, ou encore le �ltre
gaussien. Ce type de �ltre repose sur le produit de convolution d'une image avec un noyau (kernel) qui
est une matrice beaucoup plus petite que l'image (�gure 4.13a). Lors de la convolution, chaque pixel voit
sa valeur multipliée par le coe�cient au centre du noyau, et les valeurs des pixels voisins sont multi-
pliées par les coe�cients correspondants du noyau, les valeurs sont ensuite additionnées et divisées par la
somme des coe�cients du noyau. Le �ltre de Savitzky-Golay [157] consiste pour chaque point à réaliser
un ajustement de courbe avec les points voisins (�gure 4.13c) dont l'ordre du polynôme et la taille de
la fenêtre sont choisis par l'utilisateur. La valeur du point considéré est alors remplacée par la valeur à
cette position de la courbe ajustée. Pour des points de mesure régulièrement espacés, le �ltre est en fait
implémenté sous la forme d'un produit de convolution des données avec un noyau dont les coe�cients
permettent de réaliser la minimisation des moindres carrés classiquement employée pour l'ajustement de
courbe.
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(a)

(b) (c)

Figure 4.13 � Filtrage spatial par convolution avec un noyau et ajustement de polynôme. (a) Produit
de convolution d'une image (matrice à gauche) par un noyau (matrice centrale). La nouvelle valeur du
point central de l'image est calculée en centrant le noyau sur ce point, et en sommant les produits de
chaque pixel voisin par le point du noyau correspondant (valeurs en vert et bleu). Ici la somme des
coe�cient vaut un, le noyau est déjà normalisé, d'après [158]. (b) Coe�cients normalisés d'un noyau

gaussien de taille 11× 11 et de paramètre σ = 3, d'après [159]. (c) Illustration du �ltre de
Savitzky-Golay avec un polynôme d'ordre 2 et une fenêtre de taille 5, d'après [160].

Pour déterminer la méthode de �ltrage la plus appropriée, nous pouvons observer l'évolution de l'écart-
type des valeurs dans une zone de "fond" (�gure 4.14a), c'est-à-dire où il n'y a pas de cellule produisant
des �uorophores, puisque ces valeurs correspondent à du bruit que nous cherchons à éliminer. Parmi les
méthode de �ltre médian, de Savitzky-Golay avec des polynômes d'ordre 1, 2 et 3, et le �ltre gaussien,
c'est ce dernier qui réduit de manière la plus e�cace la dispersion des valeurs du bruit mesuré. Dans la
suite, lorsque nous �ltrons les images, ce sera avec un �ltre gaussien de taille σ = 2, cette taille étant un
bon compromis entre réduction du bruit et conservation de la résolution. Nous pouvons observer que les
distribution de γBT et γDE sont beaucoup plus resserrées lorsque les images sont �ltrées avec un �ltre
gaussien de taille σ = 2 (�gure 4.14 b-e).

(a)
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(b) (c)

(d) (e)

Figure 4.14 � Étude des �ltres spatiaux et e�ets sur les valeurs de γBT et γDE . (a) Courbes de la
variation de l'écart type des valeurs du fond avec la taille des �ltres, pour di�érentes méthodes de
�ltrage spatial. Histogrammes 2D des valeurs de γBT et du canal IDD pour un triplet d'images non

�ltrées (b) et �ltrées avec un �ltre gaussien (c). Histogrammes 2D des valeurs de γDE et du canal IAA
pour un triplet d'images non �ltrées (d) et �ltrées avec un �ltre gaussien (e).

Détermination de γM et γX

Les facteurs de correction γM et γX sont moins triviaux à déterminer. En e�et, avec les cellules
produisant seulement des �uorophores donneurs ou seulement des accepteurs, nous avons assez d'équations
pour déterminer γBT et γDE , mais il nous manque des équations supplémentaires pour déterminer γM et
γX . La solution vient en mesurant des valeurs d'e�cacité de FRET di�érentes et en reprenant l'équation
(4.14) :

S =
IcorrDA + γMIDD

IcorrDA + γMIDD + IAA/γX
⇔ γMγXIDD + γXIcorrDA = IAA

S

1− S
(4.15)

Nous reconnaissons ici une équation de plan sous la forme ax+ by = cz où x, y et z sont respectivement
IDD, IcorrDA et IAA, et dont on veut déterminer les coe�cients a, b et c qui correspondent à γMγX , γX

et S
1−S . Nous considérons ici que S = 0.5 puisque les cellules que nous observons par la suite expriment

des protéines chimériques sur lesquelles sont toujours présents un �uorophore donneur et un accepteur.
La st÷chiométrie pourrait varier légèrement si des problèmes de maturation de protéines survenaient,
mais cette variation n'impacterait que la valeur de γX calculée. Le plan doit passer par l'origine, puisque
pour des conditions expérimentales données, ou plus exactement à st÷chiométrie �xée, un plus faible
signal dans un des canaux est la conséquence d'une plus faible quantité de �uorophores dans le volume
d'observation, d'une puissance d'excitation plus faible ou d'un temps d'exposition plus court, ce qui in�ue
dans les même proportions le signal des 2 autres canaux. On peut visualiser les points de mesure que
sont les pixels des triplets d'images ALEX {IDD, IDA, IAA} dans un espace à 3 dimensions, où chaque
dimension représente l'intensité dans un des 3 canaux (�gure 4.15). Alors un point de mesure dé�nit avec
l'origine une droite, et une in�nité de plans passent par cette droite. Nous ne pouvons donc pas calculer
les coe�cients du plan : le système est dit sous-déterminé. En revanche, 2 points distincts su�sent avec
l'origine pour dé�nir un plan unique, nous pouvons alors calculer les coe�cients du plan : le système est
déterminé. Cependant, nous n'avons jamais 2 points, mais des millions, et comme ces données proviennent
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de mesures, sujettes à des erreurs et du bruit, ces points ne peuvent pas dé�nir ensemble un plan unique,
ils sont en fait répartis autour d'un plan dont nous souhaitons déterminer les coe�cients.

Figure 4.15 � Représentation 3D des valeurs d'intensité d'une cellule. Chaque point est un pixel dont
les coordonnées correspondent aux valeurs d'intensité dans les canaux IDD, IDA et IAA.

Avant de résoudre ce problème il convient d'introduire les notations usuelles. Notre problème s'écrit
sous la forme

Xβ = y

où X est la matrice contenant les données de départ du problème, dans notre cas si nous avons N points
dans chaque canal :

X =
[
IDD IcorrDA

]
=


I1
DD Icorr1DA

I2
DD Icorr2DA
...

...
INDD IcorrNDA


β est le vecteur contenant les paramètres recherchés, pour nous :

β =

[
β1

β2

]
=

[
γMγX

γX

]

et y est le vecteur contenant les données cibles, à savoir :

y =
[
IAA

]
=


I1
AA

I2
AA
...

INAA


Une méthode pour déterminer ces coe�cients β1 et β2 est la descente de gradient. Cette technique

repose sur une fonction de coût que nous dé�nissons et qui nous permet d'évaluer le choix des valeurs
de paramètres que nous testons. La méthode des moindres carrés consiste à dé�nir la fonction de coût
comme la somme Ω des carrés des résidus, c'est-à-dire des écarts entre les données estimées et les données
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réelles :

Ω =

N∑
i=1

(IiAA − (γMγXIiDD + γXIcorr iDA ))2 (4.16)

⇔ Ω(β) = ‖y −Xβ‖2 (4.17)

Figure 4.16 � Illustration de la descente de gradient pour trouver β1, le coe�cient directeur de droite
autour de laquelle sont répartis des points de mesure. (a) : Ici la vraie valeur du coe�cient est 2.5, mais
on commence la descente de gradient en estimant β1 = 1. Les résidus sont les écarts (traits verticaux)
entre le modèle estimé et les points de mesure. La fonction de coût est calculée comme la somme des

carrés des résidus (b). Lorsque β1 augmente, la fonction de coût diminue, jusqu'à atteindre
théoriquement son minimum en β1 = 2.5. Ici le minimum vaut en réalité 2.4 (trait vert) à cause de la
variation statistique du bruit des données. Cette approche est valable pour un nombre arbitraire de

dimension, la �gure (c) représente une descente de gradient à 2 dimension, où la fonction de coût varie
de manière non monotone avec les paramètres estimés et forme une surface dont la hauteur est le coût

pour le couple de paramètres (β1, β2).

Il nous faut choisir une valeur de départ pour chaque paramètre et évaluer le coût que ce choix induit.
En variant chaque paramètre légèrement, ce coût va diminuer ou augmenter, dé�nissant ainsi un paysage
dont le relief, qui représente le coût, varie lorsqu'on se déplace en variant les valeurs. On choisit alors des
valeurs pour chaque paramètre qui nous permettent de diminuer le plus le coût. Dans l'image du paysage,
cela revient à descendre la pente la plus importante. La variation d'un paramètre ∆βi est proportionnelle

au gradient de la fonction de coût : ∆βi = α
δΩ(β)

δβi
, où α est le pas qu'on détermine à l'avance. On calcule

toutes les variations, puis on les applique aux paramètres. On réitère l'opération jusqu'à ce que le gain
de coût soit inférieur à un seuil décidé au préalable, c'est-à-dire lorsqu'on s'est approché su�samment du
minimum local et que nous ne gagnons plus assez en coût en variant les paramètres. Le minimum local
peut être un minimum global comme c'est notre cas, puisque notre système est linéaire, mais ce n'est
pas toujours le cas et cela peut poser problème. Des solutions comme celles du recuit simulé sont alors
possibles mais dépassent le cadre de cette thèse. La descente de gradient est un bon outil lorsque le nombre
de dimensions de l'espace de coût - le nombre de valeurs que l'on cherche - est important. Cependant
son e�cacité dépend des paramètres employés, comme la dé�nition de la fonction de coût, les valeurs
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de départ, le pas α entre valeurs successives, et la valeur de condition d'arrêt. Cette méthode demande
donc une certaine expertise ou habitude d'utilisation, et a donné des résultats insatisfaisants pour la
détermination de γM et γX . Pour ces raisons nous lui avons préféré une méthode non paramétrique : la
résolution des équations normales.

Lorsque nous cherchons à minimiser la somme des carrés des résidus, un estimateur des paramètres
recherchés peut être obtenu en résolvant les équations normales :

β̂ = (X>X)−1X>y (4.18)

où (X>X)−1X> est la pseudo-inverse de Moore-Penrose de la matrice X. Cette pseudo-inverse peut être
vue comme une généralisation des inverses de matrices à celles qui ne sont pas carrées. Cet estimateur des
moindres carrés est le meilleur estimateur linéaire non biaisé si les erreurs de mesure ne sont pas corrélées,
si leurs variances sont égales et si leur espérance est nulle. Si les erreurs suivent de plus une loi normale,
alors cet estimateur est identique à celui de la méthode du maximum de vraisemblance. Cette méthode
permet de nous passer du choix des paramètres de la descente de gradient et nous assure un résultat
déterministe. Elle peut cependant être lourde en terme de calculs informatiques, mais c'est le nombre de
dimensions du problème qui impacte le plus la puissance de calcul requise. Ici il n'y a que 2 dimensions,
correspondant aux 2 paramètres recherchés γMγX et γX , le temps calcul est de ce fait imperceptible.

4.5 Test de notre méthode

4.5.1 Les standards FRET

Le FLIM est la méthode de référence pour obtenir des mesures de l'e�cacité de FRET quantitatives.
Cependant l'instrumentation coûteuse, les temps d'acquisition longs et l'expertise nécessaire à l'analyse
des données ont favorisé le développement de nombreuses techniques d'acquisition alternatives et une
multitude d'indices pour évaluer le FRET. La précision de ces méthodes et leur capacité à fournir des
données quantitative était inconnues ou di�cile à obtenir. L'analyse des méthodes se restreignait sou-
vent à la comparaison qualitative entre des paires de �uorophores séparés par des brins complémentaires
d'ADN de longueurs di�érentes, donc d'e�cacité de FRET di�érentes ; ou à comparer l'e�cacité de
FRET mesurée avec la valeur théorique de la distance entre �uorophores obtenue avec di�érents modèles
de polymères en solution. Cette incertitude sur la précision des techniques et des indices rendait di�cile
l'interprétation et la comparaison de mesures d'e�cacité de FRET. Pour palier à ce problème, Thaler
et al. [141] et Koushik et al. [161] développèrent des standards dont l'e�cacité de FRET peut être com-
parée entre di�érentes techniques et laboratoires (�gure 4.17). Ces standards consistent en une paire de
�uorophores donneur et accepteur (Cerulean et Venus respectivement) séparés par une séquence d'acides
aminés de longueur variable (�gure 4.17-a). Les 3 standards C5V, C17V et C32V contiennent 5, 17 et
32 acides aminés séparant Cerulean et Venus. Une plus grande chaîne d'acides aminés implique une plus
grande distance entre �uorophores, donc une e�cacité de FRET plus faible. L'e�cacité de FRET de ces
3 espèces a alors été mesurée selon 3 méthodes : le FLIM, le FRET spectral sRET [141] et la méthode à
3 cubes E-FRET [139] (�gure 4.17-b).

Pour chaque standard, les 3 méthodes produisent des moyennes d'e�cacité de FRET di�érentes, mais
une analyse statistique plus approfondie montre que les valeurs sont statistiquement indistinguables, c'est-
à-dire que les 3 méthodes produisent la même estimation d'e�cacité de FRET pour un même standard.
Comme les 3 méthodes produisent des résultats similaires, la vraie valeur d'e�cacité de FRET de chaque
standard est considérée comme la moyenne des e�cacités obtenues avec ces 3 méthodes (�gure 4.17-
c). Par ailleurs, pour chaque méthode, les 3 constructions produisent des estimations signi�cativement
distinguables. Les 3 méthodes permettent de détecter une variation de 5% d'e�cacité de FRET (entre
C5V et C17V), ce qui équivaut à un changement de 0,2 nm si on considère une orientation moyenne des
�uorophores telle que κ2 = 3/2.
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Figure 4.17 � (a) : Le donneur (D) et l'accepteur (A) sont séparés par 5, 17 et 32 acides aminés pour
C5V, C17V et C32V respectivement, augmentant la distance entre �uorophores et donc diminuant
l'e�cacité de FRET. (b) : Moyenne des e�cacités de FRET pour chaque construction avec les 3

méthodes. (c) : Valeurs �nales des e�cacités de FRET calculées pour chaque espèce de standard avec la
moyenne des trois méthodes.

4.5.2 Résultats obtenus avec notre méthode

Détermination de γM et γX et mesures de E et S

Pour évaluer notre montage expérimental et notre méthode d'analyse, nous avons observé des cellules
exprimant les standards FRET C5V, C17V et C32V, et analysé les images obtenues. Les références des
plasmides, le protocole d'ampli�cation d'ADN et de transfection des cellules sont détaillés en annexe A.1.
L'analyse des images comprenait les diverses corrections d'imagerie (page 73) ainsi que les corrections
pour le débordement de spectre et l'excitation directe. La question était alors de savoir si nous pouvions
déterminer les valeurs de γM et γX de notre système, et si ces valeurs nous permettaient de retrouver
des e�cacités de FRET des standards comparables à celles mesurées dans la publication originale.

La détermination de γM et γX est donc réalisée avec l'ensemble des cellules observées qui expriment
un standard FRET par expérience. Les valeurs des 3 canaux des di�érentes cellules sont agrégées en
un nuage de points 3D unique dont on trouve l'équation pour déterminer γM et γX (page 82). Il est
impossible de juger de la qualité de la détermination de γM et γX simplement en observant les valeurs
numériques obtenues γM = 2.11 et γX = 1.18, puisqu'il est normal que ces valeurs varient entre montages
expérimentaux. On peut cependant générer des valeurs de IAA à partir des valeurs mesurées de IDD et IDA
et des coe�cients γM et γX nouvellement calculés (�gures 4.18-a,b,c). On peut alors juger qualitativement
de la justesse de l'estimation de γM et γX en véri�ant que le nuage de points généré forme bien un plan
qui coupe le nuage de points de mesure dans son plan frontal. Sur ces 3 �gures, les points bleus, oranges
et rouges correspondent aux standards C32V, C17V et C5V respectivement. Les points blancs sont les
données simulées, qui forment bien un plan coupant le nuage de points de mesure dans son plan frontal.
En revanche, si les valeurs de γM et γX ont été mal estimées, le plan formé "pivote" par rapport au nuage
de points de mesure. Pour illustrer ce propos, sur la �gure 4.18-d les points blancs sont générés avec γM

et γX correctement évalués selon notre méthode. D'autres points sont générés en variant arti�ciellement
γM et γX . Les points jaunes et verts correspondent à γM × 1.1 et γM/1.1 respectivement, les points
rouges et bleus correspondent à γX × 1.1 et γX/1.1 respectivement. Ces 4 nuages arti�ciels forment des
plans qui ne coupent pas le plan de points de mesure de manière satisfaisante.
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Figure 4.18 � Vues frontale (a), sagittale (b) et transversale (c) du nuage de points de mesure et des
points générés à partir des valeurs de γM et γX . (d) Nuages de points obtenus en variant les valeurs de

γM et γX .

Avec les valeurs de γM et γX nous pouvons maintenant calculer les e�cacités de FRET des cellules
exprimant les di�érents standards FRET. Nous obtenons des cartes d'e�cacité de FRET E (�gures 4.19
a, b et c) et de st÷chiométrie S (�gures 4.19 d, e et f) dont on peut visualiser simultanément les valeurs
sur un histogramme de E/S à 2 dimensions (�gures4.19 g, h et i). Les valeurs retenues pour tracer les
histogrammes sont celles des pixels qui se trouvent dans les masques des cellules dé�nis manuellement,
a�n de ne pas comptabiliser des valeurs de E ou S calculées dans des zones sans cellule. On dé�nit par
ailleurs des bornes minimales et maximales pour les valeurs de E et S en dehors desquelles les valeurs
ne sont pas comptabilisées car on les considère comme aberrantes. Généralement on choisit pour E la
valeur maximale limite 95% car à cause du tonneau de feuillet β des protéines �uorescentes, les c÷urs
�uorescents des �uorophores donneurs et accepteurs ne peuvent pas se rapprocher assez pour atteindre
ces e�cacités de FRET. Les bornes minimale et maximale de E et S peuvent être encore réduites selon
les besoin, pour éliminer les zones où l'auto�uorescence est assez importante pour dévier la st÷chiométrie
de manière signi�cative par exemple. On peut aussi tracer pour chaque cellule l'histogramme 2D de E en
fonction IAA pour véri�er que l'e�cacité ne dépend pas de l'intensité du signal mesuré (�gures 4.19 j, k
et l). Pour chaque cellule, la distribution des valeurs de E est similaire à une gaussienne, donc on peut
dé�nir une valeur d'e�cacité de FRET unique pour chaque cellule Ecell en considérant la médiane de
toutes ses valeurs de E. Nous calculons en�n la valeur �nale de l'e�cacité de FRET d'un standard Estd
en déterminant la moyenne des valeurs de Ecell de chaque cellule exprimant ce standard. Nous choisissons
la moyenne plutôt que la médiane car nous observons pour chaque standard entre 23 et 30 cellules, ce qui
est trop peu pour que la médiane soit un indicateur plus robuste que la moyenne. Nous obtenons alors
les valeurs d'e�cacité de FRET 51.6%± 0.8% (sem), 43.8%± 0.8% et 37.1%± 0.8% pour les standards
C5V, C17V et C32V respectivement. Pour déterminer si ces valeurs sont signi�cativement di�érentes,
nous ne pouvons pas réaliser de test de Student puisqu'il repose sur l'hypothèse que les valeurs suivent
une loi normale, ce qui est faux : au sein de chaque cellule la distribution des valeurs de E est proche
d'une loi normale (�gure 4.21a), mais les valeurs moyennes de Ecell di�èrent entre cellules exprimant
un même standard, rendant la distribution de l'ensemble des valeurs des cellules très peu conforme à la
loi normale (�gure 4.21b). Nous utilisons alors le test de Wilcoxon-Mann-Whitney, qui nous permet de
déterminer si 2 échantillons non normaux suivent une même distribution. L'hypothèse nulle selon laquelle
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les distributions des valeurs de E de chaque standard sont similaires est rejetée pour chaque couple de
standard (C5V-C17V, C5V-C32V et C17V-C32V). Nous parvenons donc bien à di�érentier les espèce de
standards FRET entre elles, ce qui signi�e que notre méthode nous permet de détecter une variation de
6.7% d'e�cacité de FRET (entre C5V et C17V).

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

(j) (k) (l)

Figure 4.19 � 1ère ligne : cartes des e�cacités de FRET des cellules exprimant C5V (a), C17V (b) et
C32V (c). 2e ligne : cartes des st÷chiométries des cellules C5V (d), C17V (e) et C32V (f). 3e ligne :
histogrammes 2D E/S des cellules C5V (g), C17V (h) et C32V (i). 4e ligne : histogrammes 2D des

E/IAA des cellules C5V (j), C17V (k) et C32V (l).

E�et du standard CTV sur γM , γX et les mesures de E et S

Nous déterminons γM et γX en calculant les coe�cients du plan que forment les points de mesure
correspondant à des e�cacités de FRET di�érentes. Comme ces mesures sont bruitées, une plus grande
di�érence dans les e�cacités de FRET permet de déterminer les coe�cients du plan avec une plus grande
précision. Nous avons donc utilisé CTV, un standard FRET développé par Thaler et al. [141] qui
contient la paire de �uorophores Cerulean - Venus espacés par le domaine tumor necrosis factor receptor

associated factor (TRAF) de la protéine humaine TRAF2. Ce domaine forme une longue chaîne de 229
acides aminés qui impose une distance d'au moins 80Å entre le donneur et l'accepteur. Dans la publication
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originale, l'e�cacité de FRET mesurée pour ce standard est estimée à ECTV = 6.3% ± 2.6%, ce qui est
bien plus bas que l'e�cacité de FRET de C32V estimée à EC32V = 43%± 2% par Koushik et al. [161].

En prenant en compte les cellules exprimant le standards CTV, nous observons une importante va-
riation de γM , γX et des e�cacités de FRET des standards (tableau 4.1). Nous nous attendions à une
variation in�me des valeurs de γM et γX , puisque les nuages des points de mesure des standards EC5V ,
EC17V et EC32V dans l'espace {IDD, IDA, IAA} appartenaient bien au même plan, et que nous supposions
qu'il en serait de même pour les points de ECTV .

Condition γM γX EC5V EC17V EC32V ECTV

sans CTV 2.11 1.18 49.3 43.1 34.0 4.95

avec CTV 1.72 1.30 54.4 48.2 38.7 6.0

Table 4.1 � Écarts de résultats entre les 2 conditions avec/sans CTV.

Des valeurs di�érentes de γM et γX impliquent un plan di�érent coupant les nuages de points repré-
sentés. En e�et, sur la �gure 4.20 on peut observer comment le nuage de points de CTV (en vert) sort
du plan formé par les standards C5V (rouge), C17V (orange) et C32V (bleu). Naturellement, le plan qui
coupe au mieux tous les nuages de points di�ère de celui qui ignore CTV, ce qui résulte en des valeurs
de γM et γX di�érentes.

(a) (b)

Figure 4.20 � Nuages de points de mesures avec CTV. (a) : Vue frontale des points de C5V (rouge),
C17V (orange), C32V (bleu) et CTV (vert). (b) : Vue sagittale du plan généré en incluant CTV (noir)

qui di�ère du plan généré en ignorant CTV (blanc).

Nous ne connaissons pas l'origine de cette di�érence d'appartenance de plans. Une simple variation
d'e�cacité de FRET ferait bouger le nuage de CTV sur le même plan que celui des autres standards. Un
plan di�érent pour un même montage expérimental suppose une st÷chiométrie apparente di�érente de
50%. Ceci pourrait-être dû au domaine TRAF qui changerait les spectres d'absorption ou d'émission des
�uorophores, résultant en une st÷chiométrie apparente plus faible dans notre cas. Une autre possibilité
est le fait que TRAF est une longue séquence à exprimer, résultant en un long domaine à maturer, qui
peut provoquer plus d'échec sur la maturation de Venus. Cette question reste ouverte, mais pour la suite
de cette thèse nous ne considérons plus l'utilisation du standard CTV.
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Comparaison avec une autre méthode de détermination de γM et γX

Les valeurs �nales de E pour chaque standard sont bien au dessus de celles mesurées par Koushik
et al. [161], nos valeurs sont de 8.6, 5.8 et 6.1 points au dessus des e�cacités de FRET rapportées par
ces derniers pour C5V, C17V et C32V respectivement. Nous avions obtenus des résultats similaires avec
des cellules HEK293 quelques mois avant ces dernières mesures, il est donc peu probable que ces écarts
viennent d'une erreur expérimentale. Pour étudier les causes possibles de ces di�érences observées, nous
ne disposons pas des données de leur publication. Pour situer notre méthode d'analyse par rapport à
l'état de l'art, nous pouvons toutefois comparer les résultats obtenus avec d'autres méthodes mais sur
des données identiques (les nôtres).

Chen et al. [153] proposèrent de calculer γM et γX d'après deux mesures d'échantillons d'e�cacités
de FRET très di�érentes. Cette méthode est en fait strictement équivalente mathématiquement à la nôtre
(détails en annexe B.2), excepté que nous n'utilisons pas 6 points de mesure (3 canaux par échantillon)
mais des milliers qui correspondent aux valeurs des pixels de nos images dans les 3 canaux. Pour appliquer
cette méthode, nous devrions moyenner pour chaque espèce de standard FRET les valeurs de l'ensemble
des pixels d'un canal donné. C'est-à-dire qu'en observant les cellules exprimant C5V ou C32V, nous
devrions réduire l'information à 6 valeurs : IC5V

DD , IC5V
DA , IC5V

AA , IC32V
DD , IC32V

DA et IC32V
AA . Comme cette

méthode est conceptuellement proche de la nôtre, et que nous ne souhaitons pas calculer nos coe�cients
au prix d'une perte d'information, nous comparons notre méthode à une autre méthode de détermination
de γM et γX .

Cette méthode, proposée par Lee et al. [147], consiste à tracer les valeurs de 1/S en fonction E

(�gure 4.22a), réaliser un ajustement de droite, et déterminer le coe�cient directeur et l'ordonnée à
l'origine qui nous permettent ensuite de calculer γM et γX en résolvant un système d'équation. Nous
avons montré que cette méthode est elle aussi mathématiquement équivalente à la nôtre, les détails sont
donnés en annexe B.2. Nous implémentons donc cette méthode et calculons γM et γX avec le même
jeu de données utilisé pour notre méthode. Les valeurs d'e�cacité de FRET sont alors 49.0% ± 0.3%,
41.1% ± 0.8% et 34.7% ± 0.8% pour les standards C5V, C17V et C32V respectivement. Pour savoir si
pour chaque standard les valeurs sont signi�cativement di�érentes entre les 2 méthodes, nous employons
le test des rangs signés de Wilcoxon qui nous permet de déterminer si 2 échantillons non normaux et
dépendants suivent une même distribution. Pour cela les valeurs de chaque échantillon sont ordonnées,
et on calcule la di�érence entre chaque valeur d'un groupe et la valeur du même rang de l'autre groupe.
Dans notre cas, l'hypothèse nulle selon laquelle la distribution des di�érences entre les 2 méthodes est
symétrique et centrée autour de zéro est rejetée pour chaque standard, ce qui signi�e que les 2 méthodes
donnent des résultats signi�cativement di�érents. Si on s'attendait à priori à obtenir des distributions
indiscernables avec 2 méthodes qui se veulent quantitatives, il est en fait tout à fait normal dans notre
cas que les résultats soient signi�cativement di�érents. En e�et, nous ne réalisons pas di�érentes mesures
des standards suivies de di�érentes méthodes d'analyse, mais nous réalisons un seul type de mesure, dont
les données vont être traitées selon des équations et des fonctions informatiques identiques, à la seule
di�érence près de 2 facteurs (γM et γX) dont les valeurs di�èrent légèrement entre les 2 méthodes de
détermination. En dé�nitive, la question n'est pas de savoir si les distributions sont di�érentes, mais si
les di�érences sont importantes et si oui, pourquoi. Les écarts d'e�cacité de FRET moyenne entre les
2 méthodes (�gure 4.22b) sont quasiment constants : 2.6 2.7 et 2.4 points pour C5V, C17V et C32V
respectivement, et les écarts entre standards sont aussi similaires entre les méthodes :
ECoullombC5V − ECoullombC17V = 7.8 et ELeeC5V − ELeeC17V = 7.9

ECoullombC17V − ECoullombC32V = 6.7 et ELeeC17V − ELeeC32V = 6.8
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(a) (b)

Figure 4.21 � (a) : Histogramme de E pour une cellule exprimant C17V, la distribution des valeurs
semble suivre une loi normale, elle est en tout cas symétrique. (b) : Histogramme de E pour l'ensemble
des cellules exprimant C17V, la distribution des valeurs n'est pas symétrique, elle ne suit pas une loi

normale.

(a) (b)

Figure 4.22 � Comparaison de 2 méthodes de détermination de γM et γX . (a) : L'histogramme 2D de
1/S et E utilisé dans la méthode de Lee. Le coe�cient directeur et l'ordonnée à l'origine de la courbe
ajustée (ligne rouge) permettent de calculer γM et γX . (b) : Valeurs �nales des e�cacités de FRET de
chaque standard calculées avec γM et γX estimés selon les méthodes de Coullomb et de Lee. Les
barres d'erreur correspondent à l'erreur type de la moyenne (sem pour standard error of the mean).

E�et du �ltrage spatial ou sur les valeurs d'intensité avec les 2 méthodes

Comme lors la détermination de γBT et γDE , nous pouvons traiter les signaux mesurés en appliquant
des �ltres spatiaux tels que le �ltre gaussien a�n de diminuer de manière notable le bruit. On peut
observer sur la �gure 4.23 les e�ets du �ltrage spatial sur les résultats : les cartes de E et S sont plus
lisibles car il y a moins de variabilités entre pixels voisins, les distributions sur les histogrammes 2D E/S

sont plus resserrées, comme les distributions de E/IAA. En�n, pour chaque standard l'écart entre les
résultats des méthodes Coullomb et Lee est réduit pour les valeur de E et S. Plus précisément, après le
�ltrage spatial, les valeurs de E et S varient très faiblement pour la méthode Coullomb, et la réduction
des écarts entre les 2 méthodes est majoritairement due à la plus grande variation des valeurs de E et S
pour la méthode Lee (tableau 4.2). Ceci est causé par la variation de γM après �ltrage plus importante
avec la méthode Lee qu'avec la méthode Coullomb, tandis que γX varie très peu pour les 2 méthodes.

91



Chapitre 4. Live Cell ALEX FRET

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

(g) (h)
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(i) (j)

(k) (l)

Figure 4.23 � E�et du �ltrage spatial sur les mesures : la colonne gauche correspond aux données non
�ltrées, la colonne droite aux données �ltrées spatialement. 1ère ligne : carte des e�cacités de FRET

(a,b). 2e ligne : carte des st÷chiométries (c,d). 3e ligne : histogrammes 2D E/S (e,f). 4e ligne :
histogrammes 2D des E/IAA (g,h). 5e ligne : graphes en barres de E par standard et méthode de calcule
de γM et γX (i,j). 6e ligne : graphes en barres de S par standard et méthode de calcul de γM et γX (k,l).

Méthode ∆EC5V ∆EC17V ∆EC32V ∆SC5V ∆SC17V ∆SC32V ∆γM ∆γX

Coullomb -0,12 -0,18 -0,38 0,43 0,32 -0,05 -0,04 0,01

Lee 1,17 1,07 0,79 -0,44 -0,65 -1,10 -0,16 0,00

Table 4.2 � Variation des résultats après �ltrage spatial pour les méthodes Coullomb et Lee. Après
�ltrage spatial, les variations de E et S sont plus faibles avec notre méthode qu'avec la méthode Lee.

De même que pour l'estimation de γBT et γDE , il est de plus possible de sélectionner pour chaque
cellule les pixels de plus haute valeur pour éliminer l'importance du bruit par rapport au signal mesuré.
Lorsque nous le faisons, nous décidons de rejeter les pixels dont les valeurs d'intensité dans le canal IAA
sont inférieures au 70e percentile de l'ensemble de ces valeurs. Cela nous permet d'analyser la population
des pixels dont l'e�cacité de FRET se trouve dans la zone où les valeurs de E sont les plus proches d'une
valeur commune (�gure 4.24).
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(a) (b)

Figure 4.24 � Sélection des pixels d'intensité supérieure au 70e percentile.

Filtre spatial
Filtre valeurs

Méthode EC5V EC17V EC32V SC5V SC17V SC32V γM γX

non
non

Coullomb 51,62 43,78 37,15 50,83 49,19 51,45 1,98 1,20

Lee 48,96 41,20 34,72 51,38 49,95 52,39 2,21 1,16

Di� 2,66 2,58 2,43 -0,56 -0,76 -0,94 -0,22 0,04

non
70%

Coullomb 49,98 43,40 36,43 50,81 49,99 51,90 2,04 1,17

Lee 51,54 44,94 37,88 50,87 49,95 51,75 1,92 1,21

Di� -1,56 -1,53 -1,45 -0,05 0,05 0,15 0,12 -0,04

gauss
non

Coullomb 51,50 43,60 36,76 51,25 49,51 51,40 1,94 1,21

Lee 50,13 42,27 35,50 50,94 49,30 51,29 2,05 1,16

Di� 1,37 1,34 1,26 0,31 0,20 0,11 -0,11 0,05

gauss
70%

Coullomb 49,80 43,23 35,72 50,83 49,96 51,59 2,01 1,18

Lee 52,24 45,64 37,98 50,76 49,73 51,18 1,82 1,23

Di� -2,44 -2,40 -2,27 0,07 0,23 0,41 0,19 -0,05

Table 4.3 � Écarts de résultats entre les 2 méthodes selon les conditions de traitement des données.

Filtre spatial
Filtre valeurs

Méthode EC5V EC17V EC32V SC5V SC17V SC32V γM γX

non
non

Coullomb 0,89 0,28 0,63 -0,10 -0,47 -0,13 -0,01 0,01

Lee -1,76 -2,31 -1,80 0,40 0,22 0,74 0,21 -0,03

non
70%

Coullomb -0,74 -0,10 -0,08 -0,12 0,33 0,31 0,05 -0,01

Lee 0,83 1,43 1,36 -0,12 0,21 0,10 -0,08 0,02

gauss
non

Coullomb 0,78 0,10 0,25 0,32 -0,16 -0,19 -0,06 0,02

Lee -0,59 -1,24 -1,02 -0,05 -0,43 -0,36 0,05 -0,03

gauss
70%

Coullomb -0,93 -0,27 -0,80 -0,10 0,30 0,01 0,02 -0,01

Lee 1,52 2,13 1,46 -0,23 0,00 -0,47 -0,18 0,04

Table 4.4 � E�ets des paramètres de traitement et de sélection des données sur l'écart à la moyenne
des résultats pour chaque méthode.

Le choix d'appliquer ou non un �ltrage spatial avec un �ltre gaussien et celui d'ignorer ou non les
valeurs de E où l'intensité des pixels est la plus basse forment 4 combinaisons de traitement des données
dont les résultats sont présentés ci-après. Les di�érences de résultats entre les méthodes Coullomb et
Lee pour chaque traitement de données sont présentées dans le tableau 4.3. Les plus faibles écarts entre
les 2 méthodes sont observés pour les combinaison {Filtre Spatial : non ; Filtre sur les Valeurs : oui} et
{Filtre Spatial : oui ; Filtre sur les Valeurs : non}. Par ailleurs, pour chaque méthode, les écarts entre
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les résultats d'un traitement de données avec la moyenne des résultats des 4 traitements de données sont
résumés dans le tableau 4.4. On observe aussi les plus faibles écart intraméthode pour les traitements
{Filtre Spatial : non ; Filtre sur les Valeurs : oui} et {Filtre Spatial : oui ; Filtre sur les Valeurs : non}.
Dans la suite de ce document, sauf mention contraire, les résultats discutés pour l'exemple correspondent
aux conditions de traitement {Filtre Spatial : oui ; Filtre sur les Valeurs : non}, bien que les di�érentes
combinaisons de paramètres de traitement aient toutes été exploitées et analysées.
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Étude de l'augmentation de E avec l'intensité de �uorescence

En examinant plus en détail les valeurs d'e�cacité de FRET des cellules, on remarque que certaines
cellules ont des valeurs bien plus importantes que d'autres exprimant le même standards FRET. Cela se
remarque sur la �gure 4.25a, où l'histogramme des valeurs d'e�cacité de FRET de cellules exprimant le
standard C17V est rendu asymétrique par ce qui semble être un ensemble de valeurs distribuées autour
d'une valeur moyenne supérieure à la valeur moyenne de l'ensemble des points. Un examen plus attentif
des histogrammes 2D E/S nous permet de remarquer que la cellule C17V n°9.2 (2e cellule de la 9e image)
a des valeurs de E largement supérieures aux autres cellules C17V (�gure 4.25b). C'est aussi la cellule
qui montre de loin les plus hautes valeurs d'intensité dans le canal IAA. La représentation 3D du nuage
des points de mesure (�gure 4.25c) con�rme ces observations : les standards C5V, C17V (à l'exception de
la cellule 9.2) et C32V sont représentés en rouge, orange et bleu respectivement. Les points de la cellule
C17V n°9.2, représentés en vert, suivent la droite de FRET des points de C5V. La �gure 4.18 représentait
en réalité l'ensemble des cellules à l'exception près de C17V n°9.2 dans un souci de pédagogie, mais les
résultats discutés jusqu'ici incluaient cette cellule "aberrante".

(a) (b)

(c)

Figure 4.25 � Une cellule de très haute intensité de �uorescence présente un très haut E. (a) :
Histogramme des e�cacités de FRET des cellules C17V. (b) : Histogramme 2D E/S de la cellule C17V
n°9.2, la médiane de E est beaucoup plus élevée que celle l'ensemble des cellules C17V. (c) : Nuages des
points de mesure des standards FRET. En vert la cellule C17V n°9.2 suit la droite de FRET du nuage

de points de C5V.

Cette cellule est remarquable par son intensité de �uorescence exceptionnellement élevée, qui nous
alerte sur un phénomène inattendu, mais d'autres cellules relativement intenses montrent des médianes
d'e�cacités de FRET plus élevées que les cellules de plus faible intensité. En traçant pour chaque cellule
sa médiane d'e�cacité de FRET en fonction de sa médiane d'intensité dans le canal IAA (�gure 4.26a),
on observe que les valeurs de E semblent croître légèrement avec IAA. Il y a 2 causes possibles pour une
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augmentation de E avec IAA :

� une sous estimation de γBT ou γDE , ayant pour conséquence une surestimation du signal dans le
canal IDA et donc une surestimation de E

� la présence de FRET intermoléculaire : une plus haute intensité est le signe d'une plus grande
concentration en �uorophores, donc d'une distance moyenne entre protéines de FRET standard
plus faible. À partir d'une certaine concentration, les protéines sont assez proches les unes des
autres pour qu'il y ait FRET entre le donneur d'une protéine et l'accepteur d'une protéine voisine.

Pour tester la première hypothèse, la sous estimation de γBT ou γDE , on s'intéresse aux valeurs
médianes de E, S et IAA de chaque cellule, qu'on désigne par la suite par Emed, Smed et AAmed. On note
βE le coe�cient directeur des valeurs de Emed en fonction des valeurs de AAmed, et βS et αS le coe�cient
directeur et l'ordonnée à l'origine des valeurs de Smed en fonction des valeurs de AAmed. Nous cherchons
le couple de valeurs {γBT ;γDE } qui nous rapproche le plus des valeurs cibles βE = βS = 0 et αS = 50%,
qui correspondent à une non-augmentation de E et S avec l'intensité des cellules et une st÷chiométrie
toujours égale à 50%. Pour ce faire nous avons d'abord dé�ni une fonction de coût selon l'écart des valeurs
de βE , βS et αS à leur valeur cible. Nous avons ensuite réalisé une descente de gradient (explications
page 83) initialisée aux valeurs de γBT et γDE estimées précédemment. Cette méthode produit bien des
valeurs optimales de γBT et γDE pour lesquelles E et S n'augmentent pas avec l'intensité des cellules,
mais les valeurs de γBT et γDE sont négatives, ce qui n'a aucun sens physique.

Nous avons alors employé une autre méthode, dite de "force brute", qui consiste à parcourir tous
les couples possibles de {γBT ;γDE } entre des bornes données et avec un pas �xé. À chaque couple de
valeurs, on enregistre les valeurs de la fonction de coût dé�nie précédemment, et de βE , αE (l'ordonnée à
l'origine de Emed en fonction de AAmed), βS et αS . La carte de fonction de coût (�gure 4.26b) montre un
optimum (minimum local de la fonction de coût) pour les valeurs positives de γBT et γDE à γBT = 4.2

et γDE = 0.25, ce qui est respectivement environ 10 et 25 fois plus élevé que nos estimations initiales.
La carte (�gure 4.26f) de di�érence absolue entre la moyenne des valeurs de βE pour les 3 standards et
la valeur cible (qui vaut 0, puisqu'idéalement E n'augmente pas avec IAA) montre une vallée optimale
pour γBT compris entre 0 et 4.2 et γDE compris entre 0.5 et 0.25 respectivement. Une valeur de γBT

égale à notre estimation implique une valeur de γDE 50 fois plus importante que notre estimation. Une
valeur de γDE plus proche de notre estimation, bien qu'éloignée de cette dernière, implique une valeur
de γBT 10 fois plus importante que notre estimation. Ces écarts entre valeurs optimales de coe�cients
et estimations d'après des mesures robustes sont bien trop importants pour valider l'hypothèse d'une
mauvaise estimation initiale de γBT et γDE . On remarque que nos estimation initiales sont d'ailleurs de
"l'autre côté du col" de la fonction de coût et de l'écart de βE à zéro. Cela explique pourquoi la descente
de gradient donnait des valeurs de γBT et γDE négatives, et cela conforte aussi nos estimations : si on
veut augmenter légèrement γBT ou γDE pour diminuer l'accroissement de E avec IAA, on empire le
phénomène, jusqu'à ce qu'on dépasse un seuil de valeurs de γBT et γDE importantes.

(a)

97



Chapitre 4. Live Cell ALEX FRET

(b) (c)

(d) (e)

(f) (g)

Figure 4.26 � E�ets de la variations de γBT et γDE sur les coe�cients directeurs de E en fonction de
IAA. (a) : L'e�cacité de FRET médiane des cellules augmente avec leur intensité médiane dans le canal
IAA. (b,c) : Cartes 2D et 3D de la fonction de coût en fonction de γBT et γDE . (d,e) : Cartes 2D et 3D
de βE , le coe�cient directeur de E en fonction de IAA, en variant γBT et γDE . (f,g) : Cartes 2D et 3D

de l'écart de βE à zéro.

En observant de manière plus détaillée le tracé de E médian en fonction de IAA médian (�gure 4.27a),
on remarque qu'en dessous d'un certain seuil, environ IAA = 250, les e�cacités de FRET des cellules
C5V et C17V augmentent brusquement, alors que celles des cellules C32V diminuent fortement. Au delà
de ce seuil, les e�cacités de FRET pour les 3 espèces augmentent de manière similaire avec IAA. De
même, les valeurs de S en dessous de ce seuil d'intensité varient de manière beaucoup plus importante,
jusqu'à atteindre S = 61.5%, alors que leur distribution est plus resserrée autour de 50% après le seuil
d'intensité. Nous pouvons donc choisir d'ignorer dans les analyses les cellules dont l'intensité médiane
dans le canal IAA est inférieure à 250, et les cartes de fonction de coût et de βE en fonction du couple
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{γBT ;γDE } produites sont très semblables aux cartes de la �gure 4.26.

(a) (b)

Figure 4.27 � (a) : Évolution de E avant et après le seuil d'intensité dans le canal IAA, à environ
IAA = 250. (b) : Évolution de S en fonction de l'intensité dans le canal IAA.

Il était donc très semblable que nos estimations de γBT et γDE n'étaient pas à l'origine de l'augmen-
tation des valeurs d'e�cacité de FRET en fonction des valeurs d'intensité, mais que ce phénomène était
dû à du FRET intermoléculaire. Koushik et al. [162] véri�ent la présence de FRET intermoléculaire
par un ajustement de droite de E en fonction de l'intensité du signal pour s'assurer que leurs mesures
"anormalement élevées" d'e�cacités de FRET en présence de multiples accepteurs ne soient pas dues à
ce phénomène. Si nos mesures sont a�ectées par le FRET intermoléculaire, cette méthode nous permet de
déterminer le FRET en absence absolue de FRET intermoléculaire : en prenant la valeur de l'ordonnée
à l'origine de E en fonction de IAA, l'intensité est nulle, il n'y a donc virtuellement aucune protéine
�uorescente, et donc aucun FRET intermoléculaire.

Ce phénomène d'augmentation de E avec l'intensité des cellules avait été observé en prenant pour
chaque cellule la médiane de ses valeurs d'intensité et la médiane de ses valeurs d'e�cacité de FRET.
Pour véri�er que ces observations n'étaient pas un artefact dû à la sélection des médianes de E et IAA,
nous avions tracé l'histogramme 2D de E et IAA pour les valeurs de l'ensemble des pixels des cellules
d'une espèce. Sur la �gure 4.28, un ajustement de droite (ligne rouge) met en évidence l'augmentation
apparente des valeurs de E en fonction de l'intensité des cellules C17V, et ce pour chaque pixel.

Figure 4.28 � Histogramme 2D de E et IAA de toutes les valeurs des cellules C17V. La ligne rouge
montre l'ajustement de droite.

Cependant, un examen plus attentif révèle que cet histogramme est composé de sous-ensembles de
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points parfaitement horizontaux, qui correspondent chacun à une ou quelques cellules. On peut mettre en
évidence ces sous-ensemble en compressant les comptes de l'histogramme 2D, par exemple en a�chant la
racine cubique du nombre de pixels comptés (�gure 4.29a), le nuage de points correspondant à la cellule
C17V n°9.2 est alors clairement discernable. De plus, les histogrammes 2D E-IAA de chaque cellule
montrent sans exception un ensemble de points horizontal, c'est à dire que pour chaque cellule l'e�cacité
de FRET ne dépend pas de l'intensité de �uorescence. La cellule C17V n°9.2, qui est la cellule extrêmement
intense à l'origine de toutes ces véri�cations, présente elle aussi une indépendance des valeurs d'e�cacité
de FRET par rapport à l'intensité du signal de �uorescence mesuré (�gure 4.29b).

(a) (b)

Figure 4.29 � (a) : Histogramme 2D de E et IAA de toutes les valeurs des cellules C17V. Les comptes
ont été compressés pour mettre en évidence les sous-ensembles de points. (b) : Histogramme 2D de E et
IAA pour la cellule très intense n°9.2. Son histogramme est plat, E n'augmente pas avec l'intensité des

pixels.

Cette indépendance de E par rapport à l'intensité de �uorescence est un critère usuel pour a�r-
mer qu'il n'y a pas de FRET intermoléculaire [162]. Cependant, ce critère n'est valable que lorsque la
méthode de microscopie employée permet de corréler une variation locale d'intensité à une variation lo-
cale de concentration en �uorophores, comme c'est le cas pour le TIRF ou la microscopie confocale. Or
nous utilisons un microscope en épi�uorescence plein champ pour acquérir le signal de �uorescence des
molécules présentes dans le volume d'observation. Pour un objectif de grossissement x60 et d'ouverture
numérique 0.85, la profondeur de champ vaut 0,40 µm. L'épaisseur d'une cellule adhérant à un substrat
varie elle d'environ 10 µm au niveau du noyau [163] à 0,1 µm pour les lamellipodes [164], voir moins pour
des structures membranaire moins organisées en périphérie de la cellule. Ainsi, pour une concentration
homogène de �uorophores dans une cellule, nous observons une variation d'intensité principalement due à
une variation du volume e�ectif de cellule observé (�gure 4.30). La variation d'intensité observée au sein
de chaque cellule ne témoigne donc pas d'une variation de concentration en �uorophores. En revanche,
la variation d'intensité médiane entre cellules est elle certainement due à une variation de concentration
en �uorophores qui explique la probable présence de FRET intermoléculaire.

(a) (b)

Figure 4.30 � (a) Cellule produisant le �uorophore C5V dont le pro�l d'intensité est tracé selon la
ligne rouge. (b) Pro�l d'intensité de la cellule.
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Notre méthode d'analyse de FRET produit donc des mesures de E et S indépendantes de l'intensité
de �uorescence des cellules. La variation intercellulaire d'e�cacité de FRET est certainement due à la
présence de FRET intermoléculaire. Il est possible de prendre en compte ce phénomène au moyen de
courbes de calibration comme à la �gure 4.26a, qui nous permettent alors de déterminer la part de FRET
intramoléculaire par rapport au FRET intermoléculaire.
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Conclusion et perspectives

Récapitulatif

Cette thèse était motivée par la volonté d'étudier la réponse des cellules aux stimulations mécaniques.
La mise au point des substrats actifs répond au besoin de la communauté de la mécanobiologie d'un
système permettant de stimuler localement et dynamiquement des cellules adhérentes via une surface
continue. Ces substrats sont constitués d'une couche de PDMS peu rigide (20 kPa) de 115µm d'épaisseur
dans laquelle sont incorporés sous la surface des micropiliers en fer doux d'environ 15 µm×30 µm. Deux
électroaimants permettent de générer un champ magnétique qui exerce un couple sur les piliers, qui en
s'alignant avec le champ déforment la surface de PDMS et les cellules qui y adhèrent. Des microbilles
�uorescentes incrustées juste sous la surface de PDMS permettent de mesurer les déformations de cette
surface. Nous pouvons inférer les forces qui s'exercent à la surface par TFM et contrôler ainsi la contrainte
appliquée par les piliers à la surface et aux cellules, et nous pouvons mesurer la réponse mécanique des
cellules qui exercent des forces de traction sur le substrat. Les contraintes de traction ou de compression
exercées par les piliers aux cellules via le substrat sont locales, puisque leur amplitude décroît de moitié
sur 20µm, elles sont comparables aux contraintes qu'appliquent les cellules au substrat, et nous pouvons
les contrôler dynamiquement en contrôlant l'intensité du courant d'entrée dans les électroaimants. En�n,
ces substrats sont compatibles avec la microscopie de �uorescence, ce qui nous a permis d'étudier comme
preuve de principe l'activité protrusive de �broblastes suite à une stimulation mécanique.

Nous avons par ailleurs essayé de mettre au point une méthode pour stimuler mécaniquement les
cellules par des ondes acoustiques de surface. Cette partie de la thèse était motivée par des observations
préliminaires qui nous faisaient penser que nous générions des ondes stationnaires à la surface d'une
lamelle de verre, et que ces ondes étaient capables d'organiser spatialement des billes micrométriques, et
donc potentiellement de stimuler mécaniquement des cellules à des échelles bien plus petites que celles
que nous atteignions avec les substrats actifs. De nombreux montages expérimentaux ont été réalisés, et
un de ces montages en particulier produisait des observations intéressantes. Lorsqu'un substrat en PAA
sur une lamelle de verre et dans une chambre fermée était excité par un transducteur piézoélectrique
collé de l'autre côté de la lamelle de verre, nous observions les déplacements des traceurs �uorescents à
la surface du PAA qui suivaient des trajectoires circulaires, elliptiques ou rectilignes en variant la zone
d'observation ou la fréquence d'excitation. Ce phénomène nous laissait entrevoir la possibilité de stimuler
les cellules via des déformations de surface de trajectoires variables, mais il nous a été de plus en plus
di�cile de reproduire ces observations. J'ai donc consacré le reste de ma thèse à développer une nouvelle
méthode de mesure de FRET en cellules vivantes.

En e�et, dans le cadre de l'étude de la mécanotransduction, nous nous intéressons à la réponse biochi-
mique des cellules et à la façon dont leur réseau de signalisation réagit suite à un signal mécanique. Nous
employons pour cela des biosenseurs d'activité dont l'e�cacité de FRET varie en fonction de l'activité
d'une protéine d'intérêt impliquée dans la signalisation cellulaire. Notre montage expérimental est une
adaptation de la technique de l'ALEX FRET : une source laser illumine l'échantillon de manière alternée
à la longueur d'onde d'excitation du �uorophore donneur puis de l'accepteur, et les images de �uores-
cence dans le canal d'émission du donneur et dans celui de l'accepteur sont acquises simultanément. Le
minutage précis de l'excitation et la synchronisation entre le laser et la caméra sont réalisés au moyen
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d'un contrôleur temps réel et d'un FPGA exécutant un programme écrit pour nos besoins. La théorie de
l'analyse des données de FRET a été redéveloppée pour mettre au point une méthode d'analyse quanti-
tative produisant des mesures d'e�cacités de FRET E et de st÷chiométrie S indépendantes du montage
expérimental, et comparables entre types cellulaires et laboratoires. Nous obtenons des cartes de E qui
nous permettent d'étudier à chaque instant comment l'activité de protéines varie au sein d'une même
cellule. Les cartes de S nous permettent de contrôler la maturation des �uorophores des biosenseurs, et
d'ignorer les zones où des facteurs tels que l'auto�uorescence des cellules ou l'environnement chimique
sont trop importants et pourraient impacter les mesures de E. Notre méthode requière la détermination
des facteurs de correction pour le débordement de spectre d'émission du donneur dans le canal accepteur
γBT et pour l'excitation directe de l'accepteur à la longueur d'onde d'excitation du donneur γDE . Ces
paramètres sont relativement répandus, et l'in�uence des paramètres d'acquisition, des méthodes de trai-
tement d'images et des techniques de calcul des facteurs ont été examinées en détail. En�n, pour réaliser
des mesures réellement quantitatives, nous avons besoin des facteurs γM qui corrige la di�érence de signal
mesuré lorsque une même quantité d'énergie est absorbée par un �uorophore donneur ou accepteur, et γX

qui corrige la di�érence d'absorption d'énergie de chaque espèce. Une nouvelle méthode de détermination
des ces facteurs a été développée, elle nécessite au moins 2 acquisitions qui di�èrent dans les valeurs
d'e�cacité de FRET et, similairement à d'autre méthodes, la st÷chiométrie des échantillons est connue
ou supposée. Cette méthode a été comparée expérimentalement à la méthode développée par Lee et

al. [147] en utilisant les mêmes images de cellules produisant les standards FRET C5V, C17V et C32V.
Les 2 méthodes produisent des résultats similaires, bien que la nôtre soit plus robuste aux di�érences de
traitement des images 1. Nous avons observé une légère augmentation de E avec le niveau d'expression des
cellules pour les 3 standards FRET. Les mesures de γBT et γDE ne semblent pas en être la cause, et si au
sein de chaque cellule E n'augmente pas avec l'intensité de �uorescence, notre méthode d'acquisition ne
nous permet pas de nous baser sur ces observations pour rejeter l'hypothèse du FRET intermoléculaire.
Cette hypothèse reste donc la plus probable pour expliquer la légère augmentation de E avec l'intensité
de �uorescence moyenne des cellules, et il est possible de prendre en compte ce phénomène au moyen
de calibrations pour déterminer la part de FRET intra et intermoléculaire. Notre technique de FRET
permet donc de mesurer quantitativement des e�cacités de FRET, notamment de biosenseurs d'activité,
avec une résolution spatiale identique à celle d'une technique classique de microscopie de �uorescence
(inférieure à 1 µm) et une résolution temporelle de l'ordre de la seconde.

Perspectives

Concernant les substrats actifs, d'autres méthodes de fabrication des piliers sont à l'étude pour ac-
croître leur rendement magnétique pour pouvoir éloigner les électroaimants du milieu d'observation. Une
voie envisagée est la fabrication de piliers entièrement constitués de fer au lieu de piliers en silicium
recouverts d'une couche de fer. L'organisation spatiale des piliers pourrait s'en trouver aussi améliorée,
puisque elle est limitée par la force qu'exerce le gradient de champ magnétique généré par l'aimant per-
manent et mis en forme par le patron magnétique lors de la cuisson du PDMS. Un patron d'îlots avait
été essayé, mais la force du gradient était trop faible par rapport aux forces de frottement visqueux du
PDMS sur les piliers, cantonnant l'organisation spatiale des piliers à des lignes puisque le gradient gé-
néré était alors plus important. L'utilisation de polyacrylamide est aussi envisagée, elle nous permettrait
d'atteindre des rigidités 5 fois plus faibles, et l'organisation spatiale des piliers en serait encore facilitée.
En e�et la viscosité de la solution de PAA non polymérisé est beaucoup plus faible que celle du PDMS
non cuit, cependant si les problèmes d'oxydation des piliers ont été résolus, la très faible viscosité de la
solution de PAA pose de nouveaux obstacles pratiques à franchir. En�n, une avancée cruciale serait la
capacité de contrôler le dépôt de protéines d'adhérence selon des motifs et à des positions contrôlées. Ce
dernier point nous permettrait de contrôler la forme des cellules et leurs positions relatives aux piliers. Il
est possible créer des motifs de protéines à la volée sans contact avec le substrat en illuminant la surface

1. À la demande des rapporteurs des analyses supplémentaires sur les incertitudes de mesure ont été e�ectuées. Il s'avère
que notre méthode présente de plus faibles incertitudes de mesure. Plus de détails en Annexe B.3
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avec un faisceau structuré spatialement grâce à une matrice de micro-miroirs (digital micromirror device
DMD). Selon les technologies, cette illumination induit la gre�e de protéines à la surface, ou détruit une
brosse de polymère qui empêche les protéines d'intérêt de s'adsorber à la surface. Nous pourrions nous
inspirer de ces solutions pour réaliser un programme chargé de détecter la position des micropiliers, et
d'illuminer avec un faisceau structuré la surface au voisinage de ces piliers pour y gre�er les protéines
d'adhérence cellulaire par exemple.

Le développement des ondes acoustiques pour la stimulation mécanique de cellules a été abandonné
en grande partie pour des raisons de gestion de projet limité dans le temps. Cette voie reste toutefois
intéressante, et de nombreuses pistes restent à explorer pour mettre au point un montage expérimental
opérationnel. Le montage de PAA en chambre fermée renversée devrait être testé de nouveau avec une
technique de �xation du transducteur à la lamelle moins destructive que le collage à la colle cyanolite
suivi du décollage à l'acétone. D'autres con�gurations reposant sur le principe d'un transducteur qui
génère une onde mécanique qui se propage sur la lamelle de verre sont aussi envisageables, mais nous
pouvons aussi utiliser des substrats eux-mêmes piézoélectriques. Nous pourrions alors générer des ondes
stationnaires dont la longueur d'onde serait largement inférieure à la taille des cellules.

En�n, en ce qui concerne l'analyse quantitative de FRET, si de nombreuses questions que je me posais
ont trouvé une réponse, une étude des conditions physico-chimiques incluant l'e�et du pH, de la salinité et
des espèces oxydantes réactives (ROS) sur les biosenseurs mériterait d'être menée. Ces informations nous
permettrait de nous prémunir d'artefacts de variation d'e�cacité de FRET lors de processus cellulaires
connus pour présenter des changements notables en terme de pH ou de ROS tels que la migration ou
la phagocytose. Sur notre montage expérimental, lors du suivi temporel de l'e�cacité de FRET d'un
biosenseur exprimé par une cellule, nous avions remarqué un saut dans les valeurs de E qui correspondait
à l'instant suivant la réajustation de la mise au point après une perte progressive de cette dernière. Il me
semble important de déterminer dans quelle mesures les valeurs de E varient lorsque la mise au point
change, et quel est l'e�et du halo produit par des zones extrêmement �uorescentes sur les valeurs de E des
zones voisines. Ces 2 dernières questions auront toutefois une importance bien moindre lorsque le système
de TIRF et de suivi de mise au point automatique seront fonctionnels sur notre microscope. Le système
de TIRF répondrait aussi à 2 points plus critiques encore : un meilleur ratio signal / bruit qui nous
permettrait d'observer des cellules avec un niveau d'expression plus faible, et un volume d'excitation
constant par expérience, qui nous permettrait de comparer plus précisément l'évolution de E avec le
niveau d'expression des cellules pour étudier la présence de FRET intermoléculaire. Pour conclure, la
méthode est prête à être utilisée pour analyser l'état d'activité des kinases et des GTPases dont nous
disposons des biosenseurs. Nous disposons des outils pour étudier l'activité des protéines en fonction de
la morphodynamique des cellules, et de nombreuses collaborations sont en vue pour exploiter ce fabuleux
outil.
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Annexe A

Protocoles expérimentaux

A.1 Protocoles de transfection

Pour obtenir des cellules exprimant un plasmide qui code pour un �uorophore simple ou un biosenseur,
nous décongelons les bactéries contenant ce plasmide et nous en faisons une culture. Puis nous puri�ons
l'ADN plasmidique selon les étapes du protocole "Xtra Midi � Finalizers �, high copy" :

1. Centrifuger dans un falcon de 50mL à 5000 rpm pendant 15min à 4 ◦C. Jeter le surnageant à la
poubelle biologique.

2. Resuspendre avec le milieu RES 8ml. Aspirer refouler pour bien diluer le culot.

3. Ajouter le milieu LYS 8ml, remuer en fermant 5 fois. Incuber pendant 5min à température ambiante.

4. Ajouter le milieu NEU 8ml, agiter doucement en renversant le tube jusqu'à ce que le milieu devienne
blanc.

5. Centrifuger à 6500 g pendant 10min.

6. Placer la colonne avec son �ltre dans falcon de 50ml et les laver avec le milieu EQU 12ml en le
versant sur les bords du �ltre.

7. Verser le lysat contenant l'ADN dans le �ltre.

8. Laver le �ltre de la colonne et la colonne avec le milieu EQU 5ml.

9. Enlever le �ltre, verser le milieu WASH 8ml dans la colonne.

10. Mettre la colonne sur un tube NEUF (ADN récupéré ici)

11. Verser le milieu ELU 8ml.

12. Passer au chapitre 7.3 sur Finalizer :

13. Enlever la colonne et ajouter l'isopropanol 3,5ml, inverser 3 fois.

14. Passer la solution à travers les �ltres à seringue

15. Passer 2 fois 2ml d'éthanol à travers le �ltre

16. Passer 3 fois de l'air à travers le �ltre et attendre 5min

17. Compléter la solution avec du TRIS pour obtenir par exemple 500 µl d'ADN à donne 1µgµL=1.

18. Quanti�er l'ADN.

Nous pouvons ensuite réaliser la transfection à proprement parler :
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� Le soir, resuspendre les cellules et les ensemencer sur une lamelle de verre de 35mm de diamètre
de façon à obtenir une con�uence d'environ 70% le lendemain matin.

� Le lendemain matin, réaliser la transfection sur la lamelle :

(a) Préparer un tube avec 50mL d'OptiMEM� et 1 µg d'ADN circulaire d'intérêt

(b) Préparer un tube avec 50mL d'OptiMEM� et 2,5 µL de Lipofectamine 2000� (L2K)

(c) Incuber pendant 5min à température ambiante

(d) Verser goutte à goutte le mélange (OptiMEM + L2K) dans le tube (OptiMEM + ADN)

(e) Incuber 15min

(f) Verser goutte à goutte la solution sur la lamelle et les cellules et homogénéiser

(g) Incuber 4 à 6h

(h) Rincer avec le milieu de culture ou du Fluorobrite� (qui n'est pas �uorescent) et replacer
l'échantillon dans l'incubateur

� Observer les cellules le lendemain, dans un milieu d'imagerie non �uorescent comme du PBS ou du
milieu L-15 sans rouge de phénol.

Une variante plus rapide donne aussi de très bons résultats :

� Le matin, ensemencer les cellules sur une lamelle de verre en visant une con�uence de 70-80%.

� En �n d'après-midi, lorsqu'elles ont bien adhéré, faire la transfection comme dans le paragraphe
précédent.

� Incuber les cellules avec la L2K pendant la nuit au lieu des 4 à 6h indiquées précédemment.

� Le matin, rincer le milieu des cellules, on peut les observer dans la foulée.

A.2 Protocole de micro-impression de protéines sur PDMS

Pour l'impression de protéines par micro-contact, il faut réaliser un patron en résine photodurcissable
sur une galette de silicium, puis un tampon en PDMS dur à partir de ce patron, et en�n imprimer sur
un substrat les protéines adsorbées sur ce tampon : Fabrication du wafer :

1. Chau�er la galette de silicium pendant 20min

2. Verser la résine SU-8 et spin-coater à 2750 rpm pendant 40 s (pour une épaisseur �nale de 40µm)

3. Laisser relaxer la résine pendant 1 h

4. Pré-cuire la résine à 65 ◦C pendant 15min, puis à 95 ◦C pendant 2 h

5. Exposer aux UV à travers le masque à 800mJ cm=2

6. Attendre 10min

7. Post-cuire la résine à 65 ◦C pendant 15min, puis à 95 ◦C pendant 40min

8. Développer dans le PGMEA pendant 4min, nettoyer à l'isopropanol

9. Finaliser avec une cuisson à 135 ◦C pendant 2 h

Fabrication du tampon :

1. Mélanger le PDMS avec son réticulant dans des proportions en poids Réticulant : PDMS valant
1 : 10
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2. Dégazer 30min sous cloche à vide

3. Nettoyer la galette en silicium avec de l'isopropanol et de l'air propre

4. Verser le mélange de PDMS sur le wafer dans une boîte de pétri

5. Cuire au four pendant 1h à 70 ◦C

6. Décoller le PDMS cuit du wafer et le découper avec un cutter

Impression des protéines d'adhérence :

1. Préparer une solution de 97µl PBS + 2µl Fibronectine + 1µl Fibrinogène

2. Déposer cette solution sur le tampon et incuber 5min

3. Aspirer la solution et bien sécher le tampon à l'argon propre

4. Poser le tampon sur le PDMS mou, appuyer légèrement

5. Décoller le tampon
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Annexe B

Suppléments mathématiques sur le FRET

B.1 Équation d'e�cacité de FRET d'après l'énergie absorbée

Une autre façon d'obtenir la formule permettant de calculer E est de considérer l'énergie absorbée
par les �uorophores donneurs ε = nDLDexσ

D
Dex, dont une partie εf va être transmise aux �uorophores

accepteurs tandis que l'autre partie εnf "reste chez les donneurs". Nous pouvons alors choisir de dé�nir
l'e�cacité de FRET comme le ratio entre l'énergie absorbée puis transmise par l'énergie absorbée totale :

E =
εf

εf + εnf
=

nDLDexσ
D
DexE

nDLDexσDDexE + nDLDexσDDex(1− E)
(B.1)

or (4.3a)⇔ nDLDexσ
D
Dex(1− E) =

IDD
φDηDemDdet

(B.2)

et (4.3b)⇔ nDLDexσ
D
DexE =

1

φAηAemAdet

(IDA − nDLDexσDDex(1− E)φDη
Dem
Adet − nALAexσAAexφAηAemAdet)

(B.3)

⇔ nDLDexσ
D
DexE =

1

φAηAemAdet

(IDA − γBT IDD − γDEIAA) (B.4)

E =

1

φAηAemAdet

(IDA − γBT IDD − γDEIAA)

1

φAηAemAdet

(IDA − γBT IDD − γDEIAA) +
IDD

φDηDemDdet

(B.5)

E =
IcorrDA

IcorrDA + IDD
φAη

Aem
Adet

φDηDemDdet

=
IcorrDA

IcorrDA + γMIDD

Nous obtenons donc bien avec les 2 méthodes une formule identique pour le calcul de l'e�cacité de
FRET à celle de Zal et Gascoigne [139] et de Lee et al. [147].

B.2 Équivalence mathématiques des méthode de détermination

de γM et γX

Pour comparer mathématiquement les deux méthodes de détermination de γM et γX , celle de Coul-
lomb et celle de Lee, nous considérons 2 points de mesure P 1 et P 2 de valeurs d'e�cacité de FRET
di�érentes E1 et E2. Chaque point de mesure est un triplet de valeurs {IDD ;IDA ;IAA }, nous avons donc
les points de coordonnées {I1

DD ;I1
DA ;I

1
AA} et {I

2
DD ;I2

DA ;I
2
AA}. La méthode Coullomb consiste à calcu-

ler γM et γX en déterminant les coe�cients du plan qui passe par l'origine d'un repère à 3 dimensions et
par les points P 1 et P 2. L'équation de plan est de la forme ax+ by = cz où x, y et z sont respectivement
IDD, IDA et IAA, et les coe�cients a, b et c correspondent à γMγX , γX et S

1−S . Nous considérons S = 0.5,
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donc c = 1. D'après l'équation cartésienne d'un plan passant par l'origine, les coe�cients valent

a = (I1
DAI

2
AA − I1

AAI
2
DA) (B.6)

b = (I1
AAI

2
DD − I1

DDI
2
AA) (B.7)

c = (I1
DDI

2
DA − I1

DAI
2
DD) (B.8)

donc :

γX =
b

c
=
I1
DDI

2
AA − I2

DDI
1
AA

I2
DAI

1
DD − I1

DAI
2
DD

(B.9)

et

γM =
a/c

b/c
=
I1
DAI

2
AA − I1

AAI
2
DA

I1
AAI

2
DD − I1

DDI
2
AA

(B.10)

Ce sont ces 2 expressions que nous cherchons à comparer avec celles obtenues avec la méthode Lee, qui
se base sur la relation 1/S = 1 + γMγX + γX(1− γM )E. Dans cette méthode, en déterminant l'ordonnée
à l'origine Ω = 1+γMγX et le coe�cient directeur Σ = γX(1−γM ) de 1/S en fonction de E, les facteurs
de corrections recherchés valent :

γX = Σ + Ω− 1 (B.11)

et
γM =

Ω− 1

Σ + Ω− 1
(B.12)

Avec 2 points de mesure de cordonnées {x1 ;y1} et {x2 ;y2}, les coe�cients d'une droite d'équation y =

a× x+ b sont donnés par

a =
y2 − y1

x2 − x1
(B.13)

et
b = y1 −

y2 − y1

x2 − x1
× x1 (B.14)

donc
Σ =

1/S2 − 1/S1

E2 − E1
(B.15)

et
Ω = 1/S1 −

1/S2 − 1/S1

E2 − E1
× E1 (B.16)

donc

γX = Σ + Ω− 1 (B.17)

= 1/S1 −
1/S2 − 1/S1

E2 − E1
E1 +

1/S2 − 1/S1

E2 − E1
− 1 (B.18)

=
1

S1
+
S2 − S1

E2 − E1

E1 − 1

S2S1
− 1 (B.19)

=
S2(E2 − E1) + (E1 − 1)(S2 − S1)− S2S1(E2 − E1)

S2S1(E2 − E1)
(B.20)

=
S2(E2 − 1)− S1(E1 − 1)− S2S1(E2 − E1)

S2S1(E2 − E1)
(B.21)
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En remplaçant E1, E2, S1 et S2 par leur expression selon les valeurs d'intensité dans chaque canal
{I1
DD ;I1

DA ;I
1
AA} et {I2

DD ;I2
DA ;I

2
AA} :

γX =

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

(
I2
DA

I2
DD + I2

DA

− 1

)
− I1

DD + I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

(
I1
DA

I1
DD + I1

DA

− 1

)
− I2

DD + I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

I2
DA

I2
DD + I2

DA

+
I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

I1
DA

I1
DD + I1

DA

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

(
I2
DA

I2
DD + I2

DA

− I1
DA

I1
DD + I1

DA

) (B.22)

=

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

−I2
DD

I2
DD + I2

DA

− I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

−I1
DD

I1
DD + I1

DA

I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− 1 (B.23)

=

(I2
DD + I2

DA + I2
AA)(I2

DD + I2
DA)(I1

DD + I1
DA)I1

DD − (I1
DD + I1

DA + I1
AA)(I1

DD + I1
DA)(I2

DD + I2
DA)I2

DD

(I2
DD + I2

DA + I2
AA)(I2

DD + I2
DA)(I1

DD + I1
DA + I1

AA)(I1
DD + I1

DA)

I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− 1

(B.24)

=
(I2
DD + I2

DA + I2
AA)I1

DD − (I1
DD + I1

DA + I1
AA)I2

DD

(I1
DD + I1

DA)I2
DA − (I2

DD + I2
DA)I1

DA

− 1 (B.25)

γX =
I1
DDI

2
AA − I2

DDI
1
AA

I2
DAI

1
DD − I1

DAI
2
DD

(B.26)

De même, pour γM :

γM =
Ω− 1

Σ + Ω− 1
(B.27)

=
1/S1 −

1/S2 − 1/S1

E2 − E1
E1 − 1

1/S1 −
1/S2 − 1/S1

E2 − E1
E1 +

1/S2 − 1/S1

E2 − E1
− 1

(B.28)

=

1

S1
+
S2 − S1

E2 − E1

E1

S2S1
− 1

1

S1
+
S2 − S1

E2 − E1

E1 − 1

S2S1
− 1

(B.29)

=
S2E2 − S1E1 − S1S2(E2 − E2)

S2(E2 − 1)− S1(E1 − 1)− S2S1(E2 − E1)
(B.30)
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En remplaçant de nouveau E1, E2, S1 et S2 par leur expression selon les valeurs d'intensité dans chaque
canal {I1

DD ;I1
DA ;I

1
AA} et {I2

DD ;I2
DA ;I

2
AA} :

γM =

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I2
DA

I2
DD + I2

DA

− I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

I1
DA

I1
DD + I1

DA

− I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

(
I2
DA

I2
DD + I2

DA

− I1
DA

I1
DD + I1

DA

)
I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

(
I2
DA

I2
DD + I2

DA

− 1

)
− I1

DD + I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

(
I1
DA

I1
DD + I1

DA

− 1

)
− I2

DD + I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

(
I2
DA

I2
DD + I2

DA

− I1
DA

I1
DD + I1

DA

)
(B.31)

=

I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

− I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

+
I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

−I2
DD

I2
DD + I2

DA + I2
AA

+
I1
DD

I1
DD + I1

DA + I1
AA

− I2
DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

I1
DD + I1

DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

+
I1
DA

I1
DD + I1

DA + I1
AA

I2
DD + I2

DA

I2
DD + I2

DA + I2
AA

(B.32)

=
I2
DA(I1

DD + I1
DA + I1

AA)− I1
DA(I2

DD + I2
DA + I2

AA)− I2
DA(I1

DD + I1
DA) + I1

DA(I2
DD + I2

DA)

−I2
DD(I1

DD + I1
DA + I1

AA) + I1
DD(I2

DD + I2
DA + I2

AA)− I2
DA(I1

DD + I1
DA) + I1

DA(I2
DD + I2

DA)

(B.33)

γM =
I1
DAI

2
AA − I1

AAI
2
DA

I1
AAI

2
DD − I1

DDI
2
AA

(B.34)

Nous obtenons donc pour les 2 méthodes des expressions identiques de γM et γX en fonction des points
de mesure.

Chen et al. [153] proposent de calculer γM (noté G dans la publication) en utilisant 2 constructions
de paire donneur/accepteur d'e�cacités de fret très di�érentes (dans leur publication : C5V et CTV).
Alors γM est calculé selon :

γM =
I1
DA/I

1
AA − I2

DA/I
2
AA

I2
DD/I

2
AA − I1

DD/I
1
AA

(B.35)

L'équivalence avec l'expression (B.9) est directement observable. Dans le cas de γX , il faut prêter attention
au facteur k de la publication. Dans cette dernière, la st÷chiométrie est dé�nie comme :

[D]/[A] =
IDD + IDA/G

IAAk
(B.36)

C'est-à-dire que k ↔ 1/(γMγX) avec nos notations. Une fois le facteur G connu, le signal de cellules
produisant une construction portant un donneur et un accepteur permet de déterminer leur facteur k
selon :

k =
IDD + IDA/G

IAA
(B.37)
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Si on traduit cette expression en fonction des coordonnées du point de mesure P1 :

k =

I1
DD + I1

DA

/
I1
DAI

2
AA − I2

DAI
1
AA

I1
AAI

2
DD − I2

AAI
1
DD

I1
AA

(B.38)

=
I1
DDI

1
DAI

2
AA − I1

DDI
1
AAI

2
DA + I1

DAI
1
AAI

2
DD − I1

DAI
2
AAI

1
DD

I1
AAI

1
DAI

2
AA − I1

AAI
1
AAI

2
DA

(B.39)

=
I1
DAI

2
DD − I2

DAI
1
DD

I1
DAI

2
AA − I2

DAI
1
AA

(B.40)

De notre côté, en utilisant les expressions (B.9) et (B.10) de nos γM et γX :

1

γMγX
=

1

I1
DDI

2
AA − I2

DDI
1
AA

I1
DDI

2
DA − I2

DDI
1
DA

I1
DAI

2
AA − I2

DAI
1
AA

I1
AAI

2
DD − I2

AAI
1
DD

(B.41)

=
(I1
DDI

2
DA − I2

DDI
1
DA)(I1

AAI
2
DD − I2

AAI
1
DD)

(I1
DDI

2
AA − I2

DDI
1
AA)(I1

DAI
2
AA − I2

DAI
1
AA)

(B.42)

1

γMγX
=
I1
DAI

2
DD − I2

DAI
1
DD

I1
DAI

2
AA − I2

DAI
1
AA

= k (B.43)

Ls 3 méthodes, de Chen , Lee et Coullomb sont donc équivalentes mathématiquement. Seule leur
implémentation pratique, et les conséquences en terme de calculs (robustesse, sensibilité aux valeurs
extrêmes, . . . ) di�èrent.

B.3 Incertitudes de mesure sur E et méthodes alternatives de

calcul de E

Calcul des incertitudes sur E

Nous souhaitons calculer l'incertitude σ2
E de E pour les méthodes Coullomb et Lee. Pour ces deux

méthodes E est calculé selon :

E =
IDA − γBT IDD − γDEIAA

IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD
(B.44)

L'incertitude σ2
E de E vaut elle :

σ2
E =

(
∂E

∂IDD

)2

σ2
IDD

+

(
∂E

∂IDA

)2

σ2
IDA

+

(
∂E

∂IAA

)2

σ2
IAA

+(
∂E

∂γBT

)2

σ2
γBT +

(
∂E

∂γDE

)2

σ2
γDE +

(
∂E

∂γM

)2

σ2
γM

(B.45)
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avec

∂E

∂IDD
=

γM (γDEIAA − IDA)

(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2
(B.46)

∂E

∂IDA
=

γMIDD
(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2

(B.47)

∂E

∂IAA
=

γMγDEIDD
(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2

(B.48)

∂E

∂γBT
=

γMI2
DD

(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2
(B.49)

∂E

∂γDE
=

γMIDDIAA
(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2

(B.50)

∂E

∂γM
=

(IDA − γBT IDD − γDEIAA)IDD
(IDA − γBT IDD − γDEIAA + γMIDD)2

(B.51)

Les valeurs {IDD,IDA,IAA } sont directement mesurées, les valeurs {γBT ,γDE ,γM ,γX } sont elles
calculées selon les procédures décrites p.77 et p.82, reste à déterminer {σ2

IDD
, σ2

IDA
, σ2

IAA
, σ2

γBT , σ2
γDE ,

σ2
γM , σ2

γX} :

L'incertitude sur les mesures d'intensité de �uorescence est plus délicate à déterminer. Idéalement nous
la calculerions selon les caractéristiques de mesure d'un signal lumineux par la caméra (biais, variance
dûe aux bruit électronique . . . ), mais cette méthode est di�cile à mettre en place et la plus grande partie
de l'incertitude sur l'intensité réelle de �uorescence vient du processus de soustraction du fond. En e�et
nous décidons d'enlever une même valeur à toutes les images pour un canal donné, alors que même en
absence de �uorophore les valeurs des intensités mesurées sont distribuée autour d'une valeur spéci�que
à chaque canal (�gure B.1).

(a) (b)

(c)

Figure B.1 � Histogramme des intensités dans une zone de fond (en dehors d'une cellule) pour les
canaux IDD (a), IDA (b) et IAA (c)

Nous utilisons donc l'écart-type de chaque distribution pour estimer l'incertitude de mesure d'intensité
dans le canal correspondant :
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∆σIDD
= 2.58σIDD

≈ 10.37 (B.52)

∆σIDA
= 2.58σIDA

≈ 25.67 (B.53)

∆σIAA
= 2.58σIAA

≈ 9.77 (B.54)

En ce qui concerne les incertitudes sur γBT et γDE , nous utilisons l'erreur type de la moyenne sx̄ des
γBT et γDE obtenus pour les di�érentes cellules p.77 et p.78. L'écart type des facteurs est alors calculé
selon

σγBT =
√
nsx̄ = 0.002 (B.55)

σγDE =
√
nsx̄ = 0.002 (B.56)

et les incertitudes valent

∆σγBT = 2.58σγBT ≈ 0.005 (B.57)

∆σγDE = 2.58σγDE ≈ 0.005 (B.58)

En�n, l'incertitude sur γM et γX est calculée à partir des incertitudes des coe�cients de la régression
linéaire simple pour la méthode Lee et de la régression linéaire multiple pour la méthode Coullomb.
Pour obtenir l'incertitude sur les coe�cients de régression nous utilisons la librairie python statsmodels.

Dans la méthode Coullomb, nous réalisons la régression aIDD+bIDA = , puis nous obtenons γX = b

et γM = a/b. L'incertitude sur γX nous est donc directement donnée suite à la régression :

σγX = σb ≈ 0 (B.59)

∆γX = 2.58 σγX ≈ 0 (B.60)

et l'incertitude sur γM est calculée selon

σγM =

√
σ2
a

b2
+
a2

b2
σ2
b ≈ 8.10−4 (B.61)

∆γM = 2.58 σγM ≈ 2.10−3 (B.62)

Dans la méthode Lee, nous réalisons la régression 1/S = Ω + ΣE, puis nous obtenons γX et γM

selon :
γX = Σ + Ω− 1 (B.63)

γM =
Ω− 1

Σ + Ω− 1
(B.64)

σγX =
√
σ2

Σ + σ2
Ω ≈ 4.10−3 (B.65)

∆γX = 2.58 σγX ≈ 1.10−2 (B.66)

σγM =
1

(Σ + Ω− 1)2

√
(Ω− 1)2 σ2

Σ + (Σ + 2Ω− 2)2 σ2
Ω ≈ 8.10−3 (B.67)

∆γM = 2.58 σγM ≈ 2.10−2 (B.68)
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En examinant attentivement l'ajustement de courbe �gure B.2b, on observe que la droite ajustée
modélise pauvrement les données car 1/S semble ne pas dépendre tout à fait linéairement de E. Cela
se traduit par un coe�cient de détermination plus faible que celui de l'ajustement dans la méthode
Coullomb (tableau B.1), ainsi que par une incertitude plus élevée pour γM et γX .

(a) (b)

Figure B.2 � Histogramme de 1/S en fonction de E et ajustement de droite pour la méthode Lee. (a)
vue de toutes les données. (b) zoom sur l'ajustement de droite.

Lors de la régression linéaire il est possible de donner plus de poids aux pixels de plus haute intensité,
puisqu'une incertitude de mesure �xe sera moins importante relativement à leur valeur d'intensité que
pour les pixels de plus faible intensité. Les incertitudes avec la méthode Lee (tableau B.1) sont alors
réduite d'un facteur 2, mais restent un ordre de grandeur au dessus de celles de la méthode Coullomb.

Méthode Lee Coullomb Lee

pondéré
Coullomb

pondéré
R2
adj 0.154 0.998 0.301 0.999

∆γM 2.10−2 2.10−3 1.10−2 2.10−3

∆γX 1.10−2 ≈ 0 5.10−3 ≈ 0

Table B.1 � Incertitudes sur γM et γX pour les méthodes Lee et Coullomb

Comme l'incertitude dépend de l'intensité mesurée, il est possible de réaliser des cartes d'incertitude,
où l'incertitude est estimée selon le signal dans les 3 canaux de chaque pixel. Sur les cartes d'incertitudes
(�gures B.3(a,b)) nous remarquons que l'incertitude sur E décroît avec le niveau de signal mesuré qui est
plus important au centre des cellules qu'en bordure. Pour les 2 méthode les incertitudes sont faibles, de
l'ordre de 0.05% comparé à des e�cacité de FRET de l'ordre de 50%, et la di�érence entre les méthodes
est extrêmement faible. Sur la �gure B.3(c) est tracé l'histogramme des di�érences d'incertitudes entre
les 2 méthodes σcoullomb − σlee, multipliée par un facteur 1000. L'histogramme est asymétrique avec une
lourde queue à gauche, c'est-à-dire que les incertitudes calculées avec les facteurs γM et γX selon la
méthode Coullomb sont plus faible qu'avec la méthode Lee. Cependant la di�érence relative est très
faible, de l'ordre de 5�.
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(a) (b)

(c)

Figure B.3 � Cartes d'incertitudes sur E avec la méthode Coullomb (a) et Lee (b). (c) Histogramme
de la di�érence augmentée des incertitudes (σcoullomb − σlee) ∗ 1000

Il est aussi possible de mesurer E en se passant d'un des 3 canaux et en maintenant une hypothèse
sur la valeur de S :

E sans IDD

Équation de la st÷chiométrie :

γXγMIDD + γXIDA − γXγBT IDD − γDEγXIAA = IAA
S

1− S
(B.69)

(B.69)⇔ IDD =
1

γM − γBT

[
IAA

(
γDE +

1

γX
S

1− S

)
− IDA

]
(B.70)

en remplaçant dans (B.44) :

E�IDD
= γXγM

IDA
IAA

− γBT (B.71)

σ2
E�IDD

=

(
∂E

∂IDA

)2

σ2
IDA

+

(
∂E

∂IAA

)2

σ2
IAA

+

(
∂E

∂γBT

)2

σ2
γBT +(

∂E

∂γX

)2

σ2
γX +

(
∂E

∂γM

)2

σ2
γM +

(
∂E

∂S

)2

σ2
S

(B.72)
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∂E

∂IDA
=
γXγM

IAA

1− S
S

(B.73)

∂E

∂IAA
= −γXγM IDA

I2
AA

1− S
S

(B.74)

∂E

∂γBT
= −1 (B.75)

∂E

∂γX
= γM

IDA
IAA

1− S
S

(B.76)

∂E

∂γM
= γX

IDA
IAA

1− S
S

(B.77)

∂E

∂S
= −IDA

IAA

γXγM

S2
(B.78)

E sans IDA

(B.69)⇔ IDA = IAA

(
1

γX
S

1− S
+ γDE

)
+ IDD(γBT − γM ) (B.79)

en remplaçant dans (B.44) :

E�IDA
= 1− γXγM IDD

IAA

1− S
S

(B.80)

σ2
E�IDA

=

(
∂E

∂IDD

)2

σ2
IDD

+

(
∂E

∂IAA

)2

σ2
IAA

+

(
∂E

∂γX

)2

σ2
γX +

(
∂E

∂γM

)2

σ2
γM +

(
∂E

∂S

)2

σ2
S (B.81)

∂E

∂IDD
= −γ

XγM

IAA

1− S
S

(B.82)

∂E

∂IAA
= γXγM

IDD
I2
AA

1− S
S

(B.83)

∂E

∂γX
= −γM IDD

IAA

1− S
S

(B.84)

∂E

∂γM
= −γX IDD

IAA

1− S
S

(B.85)

∂E

∂S
=
IDD
IAA

γXγM

S2
(B.86)

E sans IAA

(B.69)⇔ IAA =
γXγMIDD + γXIDA − γXγBT IDD

S
1−S + γXγDE

(B.87)

en remplaçant dans (B.44) :

E�IAA
=

IDA − IDD
(
γBT + γMγXγDE

1− S
S

)
IDA − IDD (γBT − γM )

(B.88)

σ2
E�IAA

=

(
∂E

∂IDD

)2

σ2
IDD

+

(
∂E

∂IDA

)2

σ2
IDA

+

(
∂E

∂γBT

)2

σ2
γBT +

(
∂E

∂γDE

)2

σ2
γDE+(

∂E

∂γX

)2

σ2
γX +

(
∂E

∂γM

)2

σ2
γM +

(
∂E

∂S

)2

σ2
S

(B.89)
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∂E

∂IDA
=

γMIDD
(
1 + γXγM 1−S

S

)
(IDA − IDD(γBT − γM ))2

(B.90)

∂E

∂IDD
= −

γMIDA
(
1 + γXγDE 1−S

S

)
(IDA − IDD(γBT − γM ))2

(B.91)

∂E

∂γBT
= −

γMI2
DD

(
1 + γXγMγDE 1−S

S

)
(IDA − IDD(γBT − γM ))2

(B.92)

∂E

∂γDE
= −

IDDγ
XγM 1−S

S

IDA − IDD(γBT − γM )
(B.93)

∂E

∂γX
= −

IDDγ
DEγM 1−S

S

IDA − IDD(γBT − γM )
(B.94)

∂E

∂γM
=
IDD(γBT IDD − IDA)

(
1 + γXγDE 1−S

S

)
(IDA − IDD(γBT − γM ))2

(B.95)

∂E

∂S
= − 1

S2

γXγMγDE

IDA − IDD(γBT − γM )
(B.96)
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Annexe C

Propriétés des �uorophores et caractéristiques

du montage expérimental

C.1 Propriétés des �uorophores et spectres des �ltres

Protéine
Maximum
d'excitation

(nm)

Maximum
d'émission

(nm)

Coe�cient
d'extinction
molaire

Rendement
quantique

Structure
in vivo

Brillance
relative

(% d'EGFP)

Cerulean 433 475 43,000 0.62
Monomer
(Weak
Dimer)

79

Venus 515 528 92,200 0.57
Monomer
(Weak
Dimer)

156

Table C.1 � Propriétés photo-physiques de Cerulean et Venus, d'après [165].

Figure C.1 � Spectres des �uorophores Cerulean et Venus
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Figure C.2 � Spectres des �uorophores Cerulean et Venus ainsi que des plages e�ectives d'excitation et
d'émission. Vert : plage d'excitation dans le canal Donneur. Bleu : plage d'émission dans le canal
Donneur. Jane : plage d'excitation dans le canal Accepteur. Rouge : plage d'émission dans le canal

Accepteur.

Figure C.3 � Spectre des �ltres du cube de �uorescence :
F69-411 ; Triple Line Laser Clean-up ZET : 442/514/561

F68-442 ; BrightLine Triple Laser BS : 442/514/561
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Figure C.4 � Spectre des �ltres du séparateur chromatique 510 :
F39-477 ; 475/50 BrightLine HC Filter : 440-500BP
F48-510 ; Beamsplitter T510LPXRXT : 510LP
F37-529 ; 529/LP BrightLine HC Filter : 529LP

C.2 Caractéristiques de la caméra et du laser

Caractéristiques de la caméra

La caméra utilisée est une Orca Flash-4.0 v2. Les informations suivantes proviennent du manuel d'ins-
tructions "Digital Camera C11440-22CU/C11440-22CU01 Instruction manual Ver.1.3 February 2014" du
constructeur Hamamatsu.

Figure C.5 � Réponse spectrale de la caméra
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Figure C.6 � Spéci�cations électroniques de la caméra

Caractéristiques du laser

Le laser employé est un Fianium WhiteLase� SC450-8, l'AOTF provient du même constructeur. Les
mesures de puissance délivrée ont été e�ectuées au moyen d'un puissance mètre dont le capteur était
placé au niveau de l'objectif du microscope.
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(a) (b)

(c) (d)

(e)

Figure C.7 � Puissance du laser pour les longueurs d'onde d'excitation et d'émission selon le temps de
chau�e (a & b), selon la commande AOTF (c) et selon la commande Labview (d). Ratio des puissances

entre les deux canaux selon la commande Labview pour 2 niveaux de commande AOTF (e).
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