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 Préambule 
 

Aurora A est une protéine retrouvée surexprimée dans certains cancers épithéliaux tels que le 

cancer du sein, colorectal, des ovaires, de l’utérus ou gastro-intestinal. C’est pourquoi elle est 

une cible thérapeutique dans la lutte contre le cancer. Au sein de mon équipe, un biosenseur 

FRET de l’activité kinase d’Aurora A a été développé ainsi qu’un microscope appelé fastFLIM 

capable de mesurer la durée de vie de fluorescence, propriété liée au FRET. Le but de ma thèse 

a été de mettre en place une méthodologie pour être en mesure de cribler des potentiels 

inhibiteurs de la kinase Aurora A en utilisant la microscopie dite FLIM et un biosenseur FRET.  

Mon introduction commence avec un bref historique des découvertes de propriétés de la lumière 

qui ouvre la voie à une première partie expliquant le fonctionnement général d’un microscope 

à fluorescence. La seconde partie concerne la microscopie de fluorescence quantitative et plus 

précisément comment le phénomène physique de FRET est utilisé en microscopie, notamment 

avec l’usage de biosenseurs FRET. J’ai d’ailleurs intégré un chapitre de livre dans Intech pour 

lequel je suis auteur principal et décrivant les biosenseurs FRET d’activité kinase. Enfin une 

dernière partie concerne Aurora A et permet de comprendre les modes d’activation de cette 

kinase ainsi que son rôle dans le cycle cellulaire. 

J’ai ensuite décidé de présenter mes résultats sous la forme de trois grandes parties. La première 

partie correspond au développement du biosenseur FRET de l’activité kinase d’Aurora A. Cet 

outil a été développé au sein de l’équipe et ma contribution à ce travail a été de vérifier par des 

tests kinase que ce biosenseur est fonctionnel. Ce travail mené par Giulia Bertolin a fait l’objet 

d’une publication dans Nature Communication en 2016 dans laquelle je suis deuxième auteur 

et dont le manuscrit est inséré à la fin de cette partie. 

La deuxième partie concerne le développement de la méthodologie permettant de faire du 

criblage d’une plaque 96-puits sur le fastFLIM. Jusqu’à présent ce microscope ne pouvait être 

utilisé qu’« à la main » et le but  été de pouvoir automatiser son mode d’acquisition. Ce travail 

a pu être effectué à l’aide d’un assistant ingénieur, Gilles Le Marchand, puis en collaboration 

avec la start-up Inscoper (créée par un ancien membre de l’équipe). Ces résultats ont fait l’objet 

d’un article dont je suis premier auteur (en soumission dans Methods and Applications in 

Fluoresecnce) visant à valider la méthodologie et dont le manuscrit est inséré en fin de partie. 
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La troisième et dernière partie porte sur un projet d’optimisation de la mesure de FRET du 

biosenseur Aurora A. Au sein de ce projet, j’ai pu tester l’utilisation de la mesure d’anisotropie 

ou bien l’utilisation de la technique de FCCS-2C pour mesurer le FRET au sein du biosenseur. 

Ces résultats s’inscrivent dans un travail de Giulia Bertolin et tout juste accepté en juillet 2019 

dans ACS Sensors pour lequel je suis deuxième auteur, et dont le manuscrit est inséré en fin de 

partie. 
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Introduction 
 

I) Les bases de la microscopie de fluorescence 

 

1) Principes optiques de la microscopie photonique 

 

a) Les propriétés historiques de la lumière 

 

 La microscopie photonique repose sur l’utilisation des propriétés de la lumière. Il est 

donc important de comprendre les propriétés générales de ce phénomène physique. La lumière 

est un phénomène physique observé et décrit depuis des siècles. De nombreuses théories ont 

émergé afin de décrire ses différents comportements. En 1678, Christiaan Huygens publie le 

Traité de la Lumière qui pose les bases d’une théorie ondulatoire de la lumière, c’est-à-dire 

qu’il était possible de décrire la lumière comme une onde (Huygens, 1690). Il décrit que chaque 

point atteint par une source de lumière agit comme une source secondaire et réémet une  onde 

sphérique de lumière. C’est cependant la théorie corpusculaire d’Isaac Newton qui sera plus 

populaire et considérée comme le bon modèle. Celui-ci avait d’ailleurs décrit que la lumière 

était composée d’un spectre de couleurs, ce qui peut s’observer lorsqu’une lumière blanche 

traverse un prisme (Newton, 1704). En 1801, Thomas Young met en place l’expérience célèbre 

des fentes de Young, qui consiste à faire diffracter la lumière provenant d’une même source par 

deux fentes ce qui entraîne des interférences lumineuses (Young, 1801) (fig 1).  
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Celles-ci consistent en des bandes alternativement lumineuses ou sombres qui sont finalement 

la résultante des deux sources secondaires. Cette observation ne peut s’expliquer qu’en prenant 

un modèle ondulatoire pour la lumière. De façon indépendante et à partir de 1815, Augustin 

Fresnel travaille lui aussi sur les principes de diffraction et d’interférence (Fresnel, 1815). En 

utilisant les travaux de Huygens, il développera le principe de Huygens-Fresnel qui permet de 

calculer l’intensité en un point après diffraction d’une source lumineuse. Ces travaux permettent 

de généraliser l’expérience de Young mais aussi d’apporter des descriptions mathématiques au 

phénomène ondulatoire de la lumière. En 1864, James Clerck Maxwell unifie électricité, 

magnétisme et optique en fondant les quatre équations fondamentales de l’électromagnétisme 

qui intègrent les théorèmes de Carl Friedrich Gauss, Michael Faraday, André-Marie Ampère et 

William Thomson (Maxwell, 1864). La lumière se comporte comme une onde 

électromagnétique dont la vitesse est finie et constante (c≈299 792 458 m/s). Il est intéressant 

de noter que l’idée d’onde suggère la propagation dans un milieu. A cette époque, pour 

expliquer la propagation des ondes électromagnétiques, il était théorisé l’existence de 

l’éther comme une substance invisible qui recouvrait l’espace et dans lequel la propagation des 

ondes était possible. En 1900, Max Planck établit de façon empirique la loi de Planck qui 

Fig 1. Expérience des fentes de Young 
Une source lumineuse S monochromatique est émise en direction d’un plan contenant deux fentes. 
Au passage de ces fentes, le phénomène de diffraction de la lumière a lieu. On observe deux sources 
lumineuses secondaires S1 et S2 qui émettent en direction d’un plan contenant un écran 
permettant de projeter les interférences. On observe sur l’écran une succession de franges claires 
(en blanc) correspondantes aux interférences constructives et de franges sombres correspondantes 
à des interférences destructives.  
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formule la luminance énergétique d’un corps noir (objet virtuel qui  absorbe toute l’énergie 

électromagnétique qu’il reçoit) en fonction de sa température et qui introduit la constante de 

Planck (Planck, 1901). Ces travaux ouvrent la voie à la mécanique quantique et donc à 

l’hypothèse que les échanges entre la matière et la lumière se font par des « quantas » (sortes 

de paquets d’énergie). Enfin, les travaux d’Albert Einstein publiés en 1905 viendront confirmer 

cette hypothèse. Il va d’abord établir que l’échange d’énergie entre lumière et matière ne peut 

se faire que par ces paquets d’énergie et de façon discrète (Einstein, 1905a). Il utilise pour cela 

l’effet photoélectrique, principalement décrit par  Heinrich Rudolf Hertz en 1887 et plus 

précisément l’effet de seuil de ce phénomène décrit par Philipp Lenard en 1902 (Hertz, 1887; 

Lenard, 1902). L’effet photoélectrique, au sein d’un métal par exemple, ne dépend pas de 

l’intensité de l’onde électromagnétique émise mais de sa fréquence. Ainsi la lumière est 

composée de ces quantas et peut être considérée comme un phénomène corpusculaire, ces 

quantas seront par la suite nommés photons. On peut aussi citer son article sur 

l’électrodynamique des corps en mouvement qui établit la théorie de la relativité restreinte et 

qui permet de s’affranchir de l’éther (Einstein, 1905b). La lumière est une onde 

électromagnétique qui se propage dans le vide. On parle ainsi de dualité onde-corpuscule de la 

lumière. Cette notion est extrêmement importante, notamment en microscopie, puisque 

certaines propriétés de la lumière ne peuvent être expliquées que par l’un ou l’autre de ces 

modèles. 

 

b) Principe de fonctionnement d’un microscope 

 

 On peut se demander pourquoi a-t-on besoin d’un microscope pour observer le vivant ? 

L’unité du vivant est la cellule, et bien que la taille varie selon le type cellulaire, l’ordre de 

grandeur est autour du µm. Il faut donc être capable de distinguer entre eux des objets de cette 

ordre de grandeur et même inférieur si on veut étudier les évènements intra-cellulaires. Dans le 

cas de l’œil humain, l’angle qui définit le pouvoir de résolution vaut environ une minute d’arc 

ce qui correspond à environ 0,017° (Fig 2). Du fait de la vision binoculaire, la distance 

minimum et idéale d’observation, appelée punctum proximum D est de 25cm. On peut donc 

calculer 𝑑 = 2𝐷𝑡𝑎𝑛 (
𝜃

2
) ≃74µm 
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Il est donc impossible pour un œil humain (avec une acuité visuelle quasi parfaite) de distinguer 

des objets plus petits que cette distance. C’est pourquoi l’utilisation d’outils comme la loupe ou 

le microscope sont nécessaires. 

En optique géométrique, on peut représenter schématiquement le comportement de la lumière 

en utilisant des rayons à la propagation rectiligne. On utilise très souvent la loi de Snell-

Descartes qui permet de décrire le comportement d’un rayon lorsque celui-ci est réfléchi ou 

bien réfracté (Fig 3). 

 

 

 

Fig 2. Schéma représentant le pouvoir de résolution de l’œil humain. 
Un observateur regarde un objet de taille d à une distance D. θ est l’angle qui caractérise le pouvoir 
de résolution. 

Fig 3. Schéma illustrant la loi de Snell-Descartes 
Lorsqu’un rayon incident qui se propage dans un milieu n1 arrive sur une surface réfléchissante 
avec un angle θ1 par rapport à la normale, il est réfléchi avec un angle identique à θ1. 
Lorsqu’un rayon incident qui se propage dans un milieu n1 arrive au point d’incidence avec un angle 
θ1 par rapport à la normale, il est réfracté dans un milieu n2 avec un angle θ2 et la loi indique que 
n1*sinθ1= n2*sinθ2 
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De façon simplifié, un microscope est composé d’un objectif et d’un oculaire (fig 4).  

 

 

 

Ces deux objets peuvent être schématisés chacun par une lentille convergente. Ces lentilles se 

comportent comme un milieu différent de l’air et vont entraîner une réfraction des rayons 

incidents qui les traversent. Une lentille est caractérisée par sa distance focale, f, qui est la 

distance séparant le centre de la lentille et le foyer image (sur le schéma O1F1 ou O2F2), c’est-

à-dire le plan dans lequel l’image est créée. Tout rayon perpendiculaire au plan d’une lentille 

est réfracté en direction du foyer et tout rayon passant par le centre de la lentille ressort avec 

une direction inchangée. Cela permet ainsi de créer l’image finale d’un objet après que sa 

lumière émise soit passée par l’objectif puis l’oculaire. On obtient ainsi une image à l’infini vu 

sous un angle θ’. Par définition le grossissement G d’un microscope est le rapport de l’angle θ, 

angle sous lequel l’objet est vu sans aucun instrument, sur l’angle θ’. En utilisant le schéma on 

peut finalement obtenir que 𝐺 =
𝛥∗𝐷

𝑓1∗𝑓2
 avec Δ l’intervalle optique, c’est-à-dire la distance 

entre le foyer image de l’objectif et le foyer objet de l’oculaire (sur le schéma F1’F2), D est la 

valeur de punctum proximum. On voit ainsi que le grossissement d’un microscope dépend des 

caractéristiques de la lentille et de l’oculaire. Les objectifs permettent des grossissements allant 

de 10x à 100x, tandis que les oculaires vont de 5x à 20x. Il est possible d’obtenir jusqu’à un 

grossissement de 2000x. 

Fig 4. Schéma illustrant le principe de fonctionnement du microscope 
Le but principal d’un microscope est de créer une image à l’infini visible avec un angle inférieure à 

celui d’observation sans microscope permettant un grossisement de l’image objet. 
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Une autre caractéristique importante d’un microscope concerne sa résolution. Il est important 

de connaitre la capacité, et donc la limite, d’un microscope à pouvoir résoudre deux points 

proches. Cette limitation se base sur la diffraction de la lumière qui a lieu lors du passage au 

travers des lentilles. La diffraction de Fraunhofer permet de décrire la géométrie de cette 

diffraction lorsque la lumière passe à travers une ouverture de forme quelconque. En appliquant 

la formule mathématique au cas d’une ouverture circulaire, ce qui est le cas avec les 

microscopes, il est possible de montrer que l’image d’un objet ponctuel n’est pas un unique 

point mais est composée d’un disque lumineux entouré de cercles concentriques dont l’intensité 

décroit en s‘éloignant du centre (fig 5).  

 

 

 
 

Cela implique que deux points ponctuels proches peuvent voir leur tâche se chevaucher. En 

microscopie, on applique le critère de Rayleigh. Celui-ci indique que la limite de séparation de 

deux tâches se situe lorsque le maximum du disque intérieur d’une tâche coïncide avec le 

minimum du disque de la seconde. En microscopie, cela se traduit la fonction d’étalement du 

point (PSF) qui décrit en 3D (sur les axes z,y et z) l’image d’un point-objet au travers d’un 

Fig 5. Tâche d’Airy et principe de résolution. 
Si deux points sont très proches, il sera impossible de les distinguer, leur tâche d’Airy se chevauchant. 
Le critère de Rayleigh indique la valeur à partir de laquelle les points peuvent être résolus. 

https://www.sciencesetavenir.fr  
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microscope (Pankajakshan et al., 2009). Si la fonction est connu, il est possible par 

déconvolution de restaurer en partie l’image réelle (Shaw and Rawlins, 1991).  Numériquement, 

cela se traduit par 𝑑𝑚𝑖𝑛 =
0.61𝜆

𝑂.𝑁
 avec dmin la distance minimum pouvant être résolue entre 

deux points, λ la longueur d’onde utilisée et O.N, l’ouverture numérique de l’objectif. 

L’ouverture numérique est le produit de la valeur du milieu de réfraction utilisé et du sinus de 

l’angle entre l’axe optique et le dernier rayon qui entre dans l’objectif (fig 6).  

 

 

 
 

Souvent la valeur de l’ouverture numérique est entre 1 et 1.4. Si on prend une longueur d’onde 

moyenne d’environ 500nm, on obtient une résolution possible autour de 200nm (sur l’axe x,y). 

Ainsi avec ce type d’instrument, il est possible de distinguer des unités aussi petites que des 

cellules. 

Toutefois, l’utilisation d’un microscope « simple » à fond clair ou à contraste de phase pose 

deux limitations. La première est le peu de contraste qu’il propose surtout lorsqu’il s’agit 

d’observer des cellules dont l’indice de réfraction est proche de celui du milieu de culture. La 

deuxième limitation est la spécificité puisqu’en observant ainsi une cellule, « on va tout voir » 

et donc être peu capable de distinguer les objets intra-cellulaires qui nous intéressent. Pour 

remédier à cette limitation, on utilise de façon courante le phénomène de fluorescence qui a 

joué un rôle clé dans l’étude et l’observation du vivant par microscopie. 

 

Fig 6. Schéma illustrant le principe de l’ouverture numérique d’un objectif 
L’ouverture numérique est caractéristique d’un objectif et se calcule parle produit n*sin(µ) avec  
l’angle entre l’axe optique et le dernier rayon entrant dans l’objectif. 

https://micro.magnet.fsu.edu/ 
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2) La fluorescence au service de la microscopie 

 

a) Propriétés de la fluorescence 

 

Le terme de fluorescence a été introduit par Georges Stokes qui publie en 1852 ses travaux 

décrivant ce phénomène (Stokes George Gabriel, 1853). Le terme provient de la fluorine 

(CaF2), qui est le minéral utilisé dans ses expériences. Il a ainsi montré que lorsque ce minéral 

était exposé à de la lumière dans l’ultra-violet, il émettait une lumière bleue. La fluorescence 

est un phénomène physique radiatif, c’est-à-dire impliquant l’émission de photons. On parle de 

fluorophore, un objet qui a la capacité d’émettre de la fluorescence. Le principe de fluorescence 

s’explique au niveau atomique. Lorsqu’un atome reçoit une certaine quantité d’énergie E=hν 

(h constante de Planck et ν la fréquence de l’onde), il peut passer d’un état basal ou fondamental 

S0 à un état excité. Un de ses électrons « saute » sur une orbite à plus forte énergie potentielle. 

Cet état n’est pas stable et pour que l’électron se retrouve à nouveau sur son orbite de départ, il 

va y avoir émission d’un photon, c’est la fluorescence. Cette émission se fait dans l’ordre de la 

nanoseconde. Ce principe peut se décrire par le diagramme de Jablonski, qui l’a établi en 1933 

(Jablonski, 1933) (Fig 7).  

 

 

 
 

Fig 7. Diagramme de Jablonski 
Le diagramme représente les états électroniques d’une molécule à l’état fondamental S0 excitée par 
une source d’énergie hν. Le retour à l’état fondamental se fait par émission d’un photon. 
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A l’état excité S1, ou parfois S2, il peut y avoir des phénomènes de perte d’énergie interne par 

la relaxation vibrationnelle et rotationnelle des liaisons covalentes. Cette conversion interne se 

produit rapidement de l’ordre de la picoseconde et explique pourquoi l’énergie libérée sous 

forme de photon est de moins haute énergie que celle absorbée. Cela peut s’illustrer avec le 

décalage de Stokes qui est le décalage entre le spectre d’excitation d’un fluorophore et son 

spectre d’émission, puisque la longueur d’onde est inversement proportionnelle à l’énergie (Fig 

8).  

 

 

 

L’existence d’un spectre (et non pas de valeurs uniques) s’expliquent par l’existence de 

plusieurs sous-couches électroniques. En microscopie de fluorescence, on va pouvoir exploiter 

le décalage de Stokes puisqu’il est alors possible d’exciter un fluorophore avec une certaines 

bande spectrale, puis de ne sélectionner que le spectre correspondant à l’émission de 

fluorescence. 

 

b) Développement des fluorophores 

 

Le tournant majeur dans l’utilisation de la microscopie en biologie cellulaire a eu lieu avec la 

Green Fluorescent Protein (GFP) qui a donné lieu à un prix Nobel en 2008 pour Martin Chalfie, 

Osamu Shimomura et Roger Tsien. En 1962, les chercheurs de l’équipe d’Osamu Shimomura 

étudient la méduse bioluminescente Aequorea victoria. Ils découvrent et purifient d’abord 

Fig 8. Schéma des longueurs d’onde de la GFP illustrant le décalage de Stokes 
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l’aequorine qui émet dans le bleu puis identifient la GFP, qui émettait dans le vert après 

excitation dans l’ultra-violet (Shimomura et al., 1962). La séquence génétique de la protéine 

sera isolée et clonée en 1992, la GFP contenant 238 acides aminés (Prasher et al., 1992). Grâce 

à cela il est possible d’utiliser l’expression génétique pour exprimer la GFP dans des modèles 

vivants (cellules ou organismes). La première utilisation de cette GFP a lieu en 1994 par 

l’équipe de Martin Chalfie (Chalfie et al., 1994). Les chercheurs ont fait exprimer la GFP dans 

C.elegans sous le contrôle d’un promoteur d’un gène codant pour une beta-tubuline. Ils ont ainsi 

pu relier les différentes intensités de fluorescences selon les cellules avec le niveau d’expression 

du gène. La structure cristallographique de la GFP est établie en 1996 par l’équipe de Roger 

Tsien (Ormö et al., 1996). La GFP est composée de feuillets beta et alpha. Les 11 feuillets beta 

entourent une hélice centrale qui contient le chromophore responsable de ses propriétés 

fluorescentes (fig 9). 

 

 

 

Ils ont aussi pu montrer que des mutations au sein de ce chromophore pouvaient entraîner un 

décalage dans le rouge ou dans le bleu du spectre d’émission de la GFP. Cela ouvrira la voie au 

développement de nombreux dérivés de la GFP afin de couvrir le spectre de la lumière. Le 

chromophore de la GFP est constitué des acides aminés 65, 66 et 67 (Serine-Thréonine-Glycine) 

(Cody et al., 1993). Roger Tsien commencera l’amélioration de la GFP, en enlevant son double 

Fig 9. Schéma de la structure de la GFP 
Les 11 feuillets betas forment une structure 3D qui permet de protéger à l’intérieur le chromophore 
responsable de la fluorescence. 

Ormö et al, 1996 
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pic d’excitation par exemple. En 1998, il émettait déjà l’hypothèse que la GFP avait un potentiel 

d’utilisation avec le FRET (Tsien, 1998). Des versions améliorées de la GFP parfois appelées 

Enhanced GFP (eGFP) ont été développées pouvant être jusqu’à 35 fois plus brillante que la 

GFP sauvage (Heim and Tsien, 1996; Zhang et al., 1996). D’autres dérivés de la GFP ont été 

générés comme la CFP (Cyan Protein Fluorescent) (Heim and Tsien, 1996) ou CyPet (Nguyen 

and Daugherty, 2005), qui émettent plus vers le bleu ou comme la mCitrine (Griesbeck et al., 

2001), Venus (Nagai et al., 2002) et Ypet (Nguyen and Daugherty, 2005) qui sont des YFPs 

(Yellow Fluorescent Protein) qui émettent plus dans le jaune. A chaque fois, seule la mutation 

d’un ou quelques acides aminés suffisent pour changer les propriétés d’excitation et d’émission.  

De la même façon que la GFP a été découverte existante dans le vivant, la DsRed est une 

protéine fluorescente qui a été découverte dans l’anémone de mer Discosoma et dont le spectre 

d’émission se situe dans le rouge. Son spectre qui est significativement séparée de la GFP 

permet ainsi de développer des approches à deux couleurs dans un même système. Cependant 

la DsRed est une protéine tétramérique (Wall et al., 2000) et sa vitesse de maturation est lente. 

La maturation est une étape post-traductionnelle pendant laquelle le réarrangement du 

chromophore permet à la protéine d’acquérir sa propriété de fluorescence. Ce temps est très 

variable parmi les différentes protéines fluorescentes (Balleza et al., 2018). Ainsi la DsRed a 

aussi subi des séries de développement par mutagénèse afin d’en améliorer les propriétés. Dans 

un premier temps, son monomère mRFP1 a pu être isolé. Celui-ci a une meilleure maturation 

mais un rendement quantique inférieur et une moins bonne photostabilité (Campbell et al., 

2002). A partir de ce monomère, d’autres protéines ont été obtenues comme la mCherry (Shaner 

et al., 2004). Celle-ci s’avère avoir un temps de maturation correcte (bien qu’inférieur à la GFP) 

et une meilleure photostabilité. La Figure 10 illustre la couverture du spectre du visible par un 

ensemble de fluorophores dérivés de la GFP ou bien du monomère de la DsRed. (Rino et al., 

2009). 
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Ces protéines seront la base d’outils très puissants que l’on appelle biosenseurs. En théorie il 

est possible de faire exprimer ces protéines en fusion avec une ou plusieurs protéines d’intérêt 

dans des modèles vivant et ainsi d’avoir accès à la localisation, à la diffusion, à la concentration 

ou encore à la répartition dans des organismes vivants. Leur utilisation présente souvent un 

avantage de spécificité en comparaison à d’autres techniques de marquage comme 

l’immunofluorescence et est plus adaptée au vivant (Toseland, 2013). 

Le développement de nouvelles protéines fluorescentes est toujours d’actualité. Les enjeux sont 

de développer des protéines dont le temps de maturation sera la plus court possible, dont la 

brillance sera la plus haute possible, dont la stabilité face au photoblanchiement ou au pH par 

exemple sera la plus haute possible (Campbell, 2001) et avec le meilleur rendement quantique 

possible. Le développement de ces protéines est aussi un enjeu  lorsqu’elles sont à la base de 

l’utilisation de FRET comme on le verra prochainement. Dans ce cadre, l’aquamarine, obtenue 

par mutation de deux acides aminés de l’ECFP s’est révélé être un fluorophore idéal en tant que 

donneur pour le FRET (Mérola et al., 2014). 

 

3) Les principaux types de microscope à fluorescence 

 

a) Microscope champ large 

 

Le microscope champ large est le microscope le plus simple pour capter et imager la 

fluorescence d’un système (fig 11) (Bunzli, 2013). 

 

Fig 10. Image des spectres d’émission de différentes protéines fluorescentes.  

Rino et al, 2009 
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On parle de microscopie champs large car l’ensemble de l’échantillon est soumis à la source 

lumineuse et toute la fluorescence est collectée. L’utilisation d’un dichroïque permet d’envoyer 

la source lumineuse sur l’échantillon et de ne récupérer que la fluorescence émise. Un filtre 

d’émission permet de sélectionner la bande de longueur d’onde du fluorophore que l’on étudie 

évitant ainsi une fuite spectrale (pouvant provenir d’un autre fluorophore ou bien de 

l’autofluorescence de l’échantillon). La source d’illumination est le plus souvent une lampe à 

mercure ou à xénon couplée à des filtres d’excitation permet de d’exciter l’échantillon dans la 

gamme de longueur d’onde souhaitée. Elle a comme désavantage de beaucoup chauffer et 

d’avoir un temps de vie assez réduit. Plus récemment, des LEDs sont utilisées avec un meilleur 

temps de vie et un coût moins important mais aussi une meilleure sélectivité de la longueur 

d’onde (Young et al., 2004). Pour la détection de la fluorescence, c’est le plus souvent des 

caméras de type CCD qui utilisent la photo-électricité pour convertir les photons de la 

fluorescence en électrons (Boyle and Smith, 1970). Ceux-ci sont ensuite collectés dans des puits 

de potentiel, les photosites répartis en grilles ou matrice. On obtient ainsi un signal qui est 

Fig 11. Principe de fonctionnement d’un microscope champs large  

 

Bunzli, 2013 
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amplifié et peut être lu numériquement pour former une image en noir et blanc composée de 

pixels. Récemment les caméras CMOS sont de plus en plus utilisées, leur fonctionnement 

diffère par la méthode de lecture qui ne se fait plus ligne par ligne mais directement au sein du 

photosite.  

Ainsi l’avantage de ce type de  microscope est le coût et la simplicité. Cependant l’inconvénient 

est qu’il éclaire l’ensemble de l’échantillon  en épaisseur et collecte l’ensemble de la 

fluorescence dans et hors du plan focal ce qui le rend peu sélectif. 

 

b) Microscope confocal 

 

Le principe du microscope confocal est d’utiliser pour l’illumination un système de lasers 

capables de scanner l’échantillon, c’est-à-dire de « balayer » l’échantillon point par point 

(Claxton et al., 2006) (Fig 12).  

 

 

Le terme confocal réfère au principe de pouvoir concentrer (focus) le laser en un point et de 

sélectionner le volume focal par un pinhole. Un système de miroirs avec moteurs motorisés  

forme la tête de scan qui est capable ainsi de scanner l’échantillon. Pour la détection de la 

fluorescence, ce sont des détecteurs qui sont utilisés, différents des caméras en champs large. 

Les photons sont collectés par une photocathode et le signal électronique est amplifié par un 

Fig 12. Principe de fonctionnement d’un microscope confocal. 
https://www.microscopyu.com/ 
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système de dynodes pour arriver sur une anode. Le signal peut être lu et l’image formée. Le 

pinhole est basé en amont de ces détecteurs ce qui permet de ne pas récupérer la fluorescence 

en dehors du plan focal. Le microscope confocal offre une meilleure résolution que celle d’un 

microscope champs large grâce à la sélection du volume focal ainsi qu’à une légère optimisation 

de la PSF en xy. Il permet aussi de faire des images par plan focaux en balayant l’échantillon 

dans l’axe z. Certains confocaux ont aussi l’avantage de disposer d’un système de détection 

spectrale permettant de suivre plusieurs fluorophores simultanément. Cependant, il a pour 

inconvénient de rendre les échantillons sensible aux photo-dommages, le laser étant concentré 

et devant être relativement puissant car on collecte moins de fluorescence à l’émission, mais 

aussi d’être lent car il faut balayer l’ensemble de l’échantillon. 

Un autre type de microscope confocal existe et est appelé spinning disk (Fig 13). 

 

Le terme fait référence à l‘utilisation d’une tête de spinning qui contient deux types de disque 

qui tournent à grande vitesse (Jonkman and Brown, 2015). Le système d’illumination est un 

système laser qui passe à travers le premier disque composés de micro-lentilles qui vont 

permettre de concenter le rayon laser et de le séparer en des centaines de faisceaux lasers. 

Chaque microlentilles est alignée avec un pinhole du second disque appelé disque Nipkow. De 

par leur rotation, le balayage de l’ensemble de l’échantillon se fait plus rapidement car tout se 

Fig 13. Principe de fonctionnement d’un microscope de type spinning disk. 

https://micro.magnet.fsu.edu/ 
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passe comme si il y avait des centaines de faisceaux laser au lieu d’un seul. L’émission de 

fluorescence passe par le disque de pinhole permettant de sélectionner la fluorescence 

provenant du plan focal. Le système de détection est une caméra. Le spinning disk permet un 

balayage plus rapide que le microscope confocal mais est inférieur en termes de résolution 

spatiale. Cette perte en résolution spatiale s’explique par une taille de pinhole fixe et par la 

diaphonie  qui correspond au passage de la fluorescence hors du plan focale dans les pinholes 

voisins (Shimozawa et al., 2013). 

Le choix entre les différents microscopes se fera en fonction du contexte biologique, c’est-à-

dire du type d’échantillon ainsi que des évènements que l’on souhaite observer.  
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II) La microscopie de fluorescence quantitative pour mesurer le FRET 
 

Les progrès dans l’instrumentation des microscopes permettant un meilleur rapport signal/bruit 

et le développement d’outils basés sur les fluorophores ont permis l’essor de la microscopie de 

fluorescence quantitative (Waters, 2009) . Ainsi il ne s’agit pas seulement d’obtenir des images 

qui représentent qualitativement l’objet observé mais bien de pouvoir être en mesure de 

quantifier des objets ou des évènements dans le temps et dans l’espace. La quantification la plus 

simple pourrait être celle de l’intensité de fluorescence proportionnelle à la quantité de 

fluorophore. Mais d’autres techniques existent, comme l’utilisation du photoblanchiement pour 

mesurer la diffusion, on parle de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) (Reits 

and Neefjes, 2001) ou bien comme l’utilisation du phénomène de FRET qui sera utilisé au cours 

de ces travaux de thèse. 

 

1) Le principe de FRET 

 

a) Description du phénomène physique 

 

Le Förster Resonance Energy Transfer, FRET, est un phénomène de transfert d’énergie de 

dipôle à dipôle non-radiatif, c’est-à-dire qui n’implique pas le transfert d’un photon (Forster, 

1946). Les dipôles sont dans ce cas des molécules fluorescentes qui vont interagir. Le transfert 

se fait à partir d’un donneur qui se trouve à l’état excité vers un accepteur proche. L’efficacité 

de FRET dépend de trois paramètres  i) la proximité entre les deux fluorophores, ii) le 

recouvrement du spectre d’émission du donneur avec le spectre d’excitation de l’accepteur, iii) 

l’orientation des fluorophores (Lakowicz, 2006). 

 

i) Distance entre les dipôles 

 

Le taux de transfert d’énergie kT(r) d’un donneur vers un accepteur est défini par  

𝑘𝑇(r) =   
1

𝜏𝐷
 (

𝑅0

𝑟
)6 

 τD correspond à la durée de vie de fluorescence du donneur en absence de l’accepteur 

 R0 correspond à la distance de Förster 
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 r correspond à la distance entre les deux fluorophores 

On constate grâce à cette formule le taux de transfert d’énergie est inversement proportionnel à 

la distance à la puissance 6. Ainsi plus la distance augmente plus le FRET diminue d’autant 

plus fortement.  

L’efficacité de transfert d’énergie E se définit comme le rendement quantique du phénomène 

de FRET, c’est-à-dire le nombre de donneur transférant à l’accepteur sur le nombre de donneur 

excité. Elle peut s’écrire aussi   

E =  
𝑅0

6

𝑅0
6 + 𝑟6

   

On voit ici que si la distance r entre le donneur et l’accepteur vaut R0 alors l’efficacité de 

transfert est de 50%.  Il est admis que l’efficacité de FRET devient significative pour des 

distances entre dipôles inférieures à 10nm ce qui correspond à un voisinage proche et à des 

interactions protéine-protéine (Fig 14). Dans le cas du couple GFP et mCherry, la distance 

Förster a pu être calculée et vaut environ 5,24nm (Akrap et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

Fig 14 Efficacité de transfert d’énergie en fonction de la distance entre GFP et mCherry  
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ii) Recouvrement des spectres 

 

Le recouvrement du spectre d’émission du donneur avec le spectre d’excitation de l’accepteur 

est un paramètre important dans l’efficacité de FRET. La distance Förster se définit sous la 

forme suivante  

 

𝑅0
6 = 𝐶 𝜅2𝑄𝐷𝐽(𝜆) 

C est une constante qui dépend de l’indice du milieu et du nombre d’Avogadro  

κ est un facteur qui décrit l’orientation des dipôles 

QD est le rendement quantique du donneur en absence d’accepteur 

λ correspond à la longueur d’onde en nm 

J(λ) est une intégrale qui exprime le degré de recouvrement des spectres d’émission du donneur 

et d’excitation de l’accepteur. 𝐽(𝜆) =
∫ 𝐹𝐷(𝜆)𝜀𝐴(𝜆)𝜆4𝑑𝜆

∫ 𝐹𝐷(𝜆)𝑑𝜆
 

Où FD(λ) correspond au spectre d’émission du donneur, et εA(λ) correspond au coefficient 

d’extinction molaire de l’accepteur. 

 

Le recouvrement des spectres de la GFP et de la mCherry (Fig 15) permet le transfert d’énergie 

entre la GFP (donneur) et la mCherry (accepteur). 
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iii) Orientation des fluorophores 

 

On a vu précédemment que la distance Förster dépendait de κ qui est un facteur décrivant 

l’orientation des fluorophores (Fig 16). 

 

 

 

Fig 15. Chevauchement des spectres de la GFP et de la Mcherry 

Fig 16. Schéma de l’orientation de deux dipôles 

https://chem.libretexts.org/ 
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Il se définit par  

𝜅2 = (𝑐𝑜𝑠𝜃𝑇 − 3𝑐𝑜𝑠𝜃𝐷𝑐𝑜𝑠𝜃𝐴)2 

 

θT est l’angle entre l’émission du donneur et l’absorption de l’accepteur 

θD et θA sont les angles entre le dipôle du donneur D ou de l’accepteur A et le vecteur reliant 

ces dipôles 

La valeur de κ2 va de 0 à 4 et plus particulièrement, lorsque les dipôles sont orientés de façon 

parallèle, κ2 vaut 1 et lorsque les dipôles sont orientés de façon perpendiculaire κ2 vaut 0. Dans 

ce dernier cas, l’efficacité de FRET serait alors nulle. C’est pourquoi l’orientation joue un rôle 

important dans le transfert d’énergie mais paradoxalement c’est le paramètre le plus difficile à 

mesurer (Loura, 2012).  

Il est ainsi possible d’utiliser une paire de fluorophore qui vérifie les conditions pour un FRET 

efficace, et en mesurant les variations de FRET, on obtient les variations de distance et 

d’orientation entre ces deux fluorophores. C’est pourquoi ce phénomène est très répandu pour 

l’étude des interactions protéines-protéine.  

 

b) Utilisation du FRET dans les interactions protéine-protéine 

 

Il existe plusieurs techniques d’étude d’interaction protéine-protéine comme in vitro la co-

immunoprécipitation (Phizicky and Fields, 1995)  et in cellulo, la colocalisation (Cui et al., 

2019). Les limitations de la première méthode sont qu’elle nécessite de disposer des bons 

anticorps et une faible résolution spatio-temporelle puisqu’on n’observe pas l’interaction dans 

les cellules. La technique de colocalisation en utilisant des marqueurs fluorescents est largement 

utilisée in cellulo, elle requiert cependant une certaines analyse et est très sensible à la résolution 

optique du système. Il pourra être difficile de déterminer si les protéines sont bien en 

interactions ou si elles sont au sein d’un complexe ou d’un compartiment. Comme on l’a vu 

précédemment, la limite de résolution optique des microscopes est d’environ 200nm, insuffisant 

pour établir une véritable interaction. Le FRET apparait comme une approche complémentaire 

puisque s’il est possible de mesurer ses variations alors celles-ci seront dues aux variations de 

l’ordre du nanomètre entre les fluorophores étudiés ce qui correspond à une interaction 

protéine-protéine (Fig 17). 



30 
 

 

 

 

En théorie, il est possible d’encoder la séquence du donneur et de l’accepteur à n’importe quel 

couple de protéine dont on veut étudier l’interaction. La paire ECFP/EYFP est souvent la plus 

utilisée, les CFPs présentant souvent de bons rendements quantiques (Bajar et al., 2016). 

 

2) Emergence et développement des biosenseurs FRET 

 

a) Quelques exemples de biosenseurs FRET 

 

Les biosenseurs sont des outils analytiques intégrés avec un motif récepteur qui reconnait un 

domaine élément entraînant une transduction physico-chimique (Morris, 2009) . Les 

biosenseurs FRET utilisent le phénomène de FRET entre des protéines fluorescentes comme 

signal. On parle aussi de biosenseur génétiquement encodé puisque dans la plupart des cas, il 

est possible de faire exprimer le biosenseur comme une protéine au sein du système vivant que 

l’on veut étudier. Le biosenseur FRET historique développé dans l’équipe de Roger Tsien était 

appelé Cameleon et était un senseur du signal Ca2+  (Miyawaki et al., 1997). Ce biosenseur est 

constitué de la calmoduline (CaM) fusionnée au peptide M13 qui est un peptide synthétique qui 

correspond au domaine de liaison à la calmoduline de la kinase MLCK. Le biosenseur est 

flanquée d’une paire de fluorophore donneur/accepteur FRET, soit BFP/GFP soit CFP/YFP. 

Dans les cellules musculaires, lorsque les ions Ca2+ sont libérés, ils se lient à la calmoduline ce 

qui change sa conformation et fait ainsi augmenter son affinité pour des kinases telles que la 

MLCK (Ikura et al., 1992). Ainsi lorsque le Ca2+ se lient à la calmoduline du biosenseur, celle-

ci entre en interaction avec le peptide M13 ce qui entraîne de part et d’autre les fluorophores 

(Fig 18).  

Fig 17. Principe d’utilisation du FRET dans l’étude d’interaction protéine-protéine.  

Yanning Cui et al, 2019 
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Ces derniers sont alors rapprochés ce qui augmente l’efficacité de FRET. La quantité de Ca2+ 

est bien responsable des variations de FRET ce qui fait que ce biosenseur est capable de mesurer 

les variations de concentration de Ca2+. Ils ont aussi pu modifier l’affinité de la calmoduline du 

biosenseur pour le Ca2+ par mutation permettant ainsi d’utiliser le biosenseur avec différentes 

gammes de concentration de Ca2+. Cet outil est particulièrement efficace car les variations de 

concentration de Ca2+ se déroulent à des temps très rapides et sont responsables de nombreux 

signaux dans les cellules. Avec ce type de biosenseur, il est possible de mesurer dans le temps, 

de l’ordre de la seconde, les variations de concentration en Ca2+ dans des cellules vivantes 

(McCombs and Palmer, 2008). 

Un autre type de biosenseur a été généré et permet de rendre comptes des forces de tension au 

sein de cellules (Grashoff et al., 2010) (fig 19).  

 

 

 

Fig 18. Principe de fonctionnement du biosenseur Ca2+   
La liaison du Ca2+ à la calmoduline entraîne une interaction avec le peptide M13 ce qui modifie la 
conformation du biosenseur augmentant l’efficacité de FRET au sein de la paire de fluorophores. 

Miyawaki et al, 1997 
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Ce biosenseur est basé sur la vinculine qui est une protéine intracellulaire faisant partie des 

adhésions cellulaires (Focal Adhesion). Elle est globalement constituée d’un domaine de tête 

qui peut se fixer à la protéine taline ce qui entraine son recrutement au  niveau des adhésions et 

une interaction entre son domaine de queue avec la F-actine. Un liant peptidique à la 

caractéristique élastique relie ces deux domaines. La vinculine subit des forces de tension qui 

sont liées à son recrutement aux adhésions cellulaires et cela joue un rôle sur la capacité de 

migration de la cellule (Alenghat et al., 2000; Galbraith et al., 2002). Le biosenseur de la 

vinculine est constitué dans l’ordre du domaine tête, du donneur FRET mTFP1, du liant 

élastique, de l’accepteur FRET Venus et du domaine queue. Ainsi lorsque le biosenseur n’est 

soumis à aucune force de tension, la paire de fluorophores est  à proximité permettant le FRET, 

tandis que plus le biosenseur sera soumis à des tensions plus la paire de fluorophores aura 

tendance à s’éloigner diminuant le FRET. Il est ainsi possible de mesurer les forces de tension 

de l’ordre du pico Newton  au cours de la migration cellulaire. De la même façon un biosenseur 

de tension de la E-cadhérine a été généré (Borghi et al., 2012). Il a permis d’étudier les forces 

de tensions au niveau des jonctions cellulaires au cours de la mitose dans des embryons de 

Xénope (Herbomel et al., 2017). 

Une approche à partir d’un biosenseur FRET a permis l’étude de protéases, enzymes capable 

de cliver des peptides (Horton et al., 2007). Dans ce cas le biosenseur est constitué dans l’ordre 

du donneur FRET terbium, d’une ubiquitine et de l’accepteur FRET YFP (Fig 20).  

 

 

 

Fig 19. Schéma du biosenseur de tension VinTS 
Vh : vinculin head, Vt : vinculin tail 

Grashoff et al, 2010 
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L’ubiquitine est le substrat des protéases de type DUB (deubiquitinating enzymes). Ainsi le 

biosenseur montre du FRET entre le terbium et YFP. Si l’ubiquitine est clivée par les protéases, 

le terbium est libéré ce qui abolit le FRET. Une diminution de la mesure de FRET est donc un 

indicateur de l’activité protéase des enzymes. 

Plus récemment, des biosenseurs sont développés afin d’être utilisés en multiplex, qui est la 

possibilité de suivre simultanément ou quasi simultanément plusieurs biosenseurs dans un 

même système vivant (Demeautis et al., 2017). Pour cela, un biosenseur ERK a été généré à 

partir du biosenseur EKAR (Fritz et al., 2013; Vandame et al., 2014), en utilisant la paire de 

fluorphores mTFP1/shadowG. ShadowG est un bon accepteur FRET mais considéré « dark » 

car il n’émet quasiment pas de fluorescence (Murakoshi et al., 2015). De même, à partir d’un 

biosenseur de PKA, AKAR (Depry et al., 2011),  un nouveau biosenseur a été généré avec la 

paire LSSmOrange/ mKate2. Les deux donneurs mTFP1 et LSSmOrange peuvent être excité à 

une même longueur d’onde à 440nm, et leur spectre d’émission est assez séparé pour pouvoir 

être observé simultanément. Il est ainsi possible de suivre l’activité de ERK et de PKA 

simultanément et dans des cellules vivantes.  

Ces exemples de biosenseurs montrent la variété possible d’évènements biologiques qui 

peuvent être suivi au sein des cellules.  

 

 

 

Fig 20. Principe du fonctionnement du biosenseur protéase 
Lorsque l’ubiquitine est clivée, cela libère le donneur terbium ce qui abolit le FRET 

Horton et al., 2007 
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b) Les biosenseurs FRET d’activité kinase 

 

Cette section se présente sous la forme d’une review que j’ai eu l’occasion d’écrire et de publier 

dans IntechOpen  en 2017 : Sizaire, F., and Tramier, M. (2017). FRET-Based Biosensors: 

Genetically Encoded Tools to Track Kinase Activity in Living Cells. IntechOpen Protein 

Phosphorylation. (Sizaire and Tramier, 2017) 

Le but de cette review était de présenter les différents types de biosenseur FRET d’activité 

kinase et les nouvelles méthodologies pour mesurer des biosenseur FRET dans un cadre de 

multiplex (plusieurs biosenseurs suivis dans le même système). Plus particulièrement, j’ai pu 

discuter des biosenseurs FRET basés sur le substrat de l’enzyme étudié ou basé sur la kinase 

elle-même. Ce dernier type de biosenseur consiste en une protéine kinase flanquée d’une paire 

de fluorophores donneur/accepteur FRET et dont le changement d’activation s’accompagne 

d’un changement de conformation qui va faire varier la distance entre les fluorophores. C’est 

ce type de biosenseur, plus particulièrement le biosenseur d’activité kinase d’Aurora A 

(Bertolin et al., 2016) qui a été développé au sein de l’équipe et sur lequel vont porter mes 

travaux de thèse.  
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3) Mesure de FRET ratiométrique 

 

Il existe différentes méthodologies pour mesurer les variations de FRET dans un système. La 

mesure de FRET par ratiométrie est la plus répandue. Elle se base sur le principe de mesurer 

l’intensité de l’émission du donneur après l’avoir excité puis de mesurer l’intensité de 

l’émission de l’accepteur après avoir excité le donneur (Spiering et al., 2013). En effet, s’il y a 

du FRET entre le donneur et l’accepteur, on devrait observer une émission de fluorescence de 

l’accepteur après excitation par transfert d’énergie du donneur.  Le principe est résumé en figure 

21 (Jiang et al., 2019).  

 

 

Cette technique présente l’avantage d’être simple et de pouvoir être utilisable sur de nombreux 

types de microscopes puisque seule l’intensité « steady-state » est mesurée. Toutefois elle 

requiert un système dans lequel il est possible de séparer spectralement les fluorophores à 

l’émission. Un des inconvénients concerne la fuite spectrale. Selon le recouvrement des spectres 

Fig 21. Principe de mesure de FRET ratiométrique 
La protéine SUMO1 est fusionnée au donneur cyan CyPet et la protéine Ybc9 est fusionnée à l’accepteur 
jaune YpET. Sur la courbe on voit que lorsqu’il y a du FRET dû à l’interaction protéine-protéine, alors 
l’intensité de fluorescence du donneur diminue tandis que celle de l’accepteur augmente. En mesurant 
le ratio, on peut déterminer l’efficacité de FRET. 

Jiang et al, 2019 
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il est possible de collecter une partie de l’émission du donneur lorsque l’on mesure l’intensité 

de fluorescence de l’accepteur. Sa contribution peut ainsi fausser la mesure d’efficacité de 

FRET. Il se peut aussi que l’illumination excite directement l’accepteur venant encore une fois 

fausser la mesure ratiométrique. C’est pourquoi, il est nécessaire d’utiliser des corrections lors 

de l’analyse ratiométrique (Gordon et al., 1998). Une autre limitation concerne les interactions 

protéines-protéines. Puisque l’on mesure un ratio d’intensité, il est primordial de s’assurer être 

dans un système où les concentrations en fluorophores soient proches ou bien connues. 

 

4) Mesure de FRET par mesure de durée de vie de fluorescence (FLIM) 

 

a) Durée de vie de fluorescence et FRET 

 

Le FLIM, Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy est une technique de microscopie qui 

permet de mesurer et d’imager la durée de vie de fluorescence. La durée de vie de fluorescence 

d’un fluorophore est une caractéristique qui lui est intrinsèque (Berezin and Achilefu, 2010). 

Cette durée peut varier selon l’environnement du fluorophore, elle peut être par exemple 

sensible au pH (Nakabayashi et al., 2012). Elle correspond au temps moyen durant lequel un 

fluorophore reste à l’état excité avant de retourner à son état fondamental. Si une population 

homogène de fluorophore se retrouve dans un état excité, le temps de chaque molécule pour 

retourner à l’état fondamental ne sera pas le même (Fig 22). 
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On peut reprendre le diagramme de Jablonski en y ajoutant la désexcitation par FRET (Fig 23). 

 

 

 

Si on considère une population de N(t) molécules excitées au temps t qui se désexcitent avec 

une vitesse k, alors pendant un temps dt on peut écrire que le nombre de molécules 

désexcitées est 

d𝑁(𝑡) = −𝑘𝑁(𝑡)𝑑𝑡 

Fig 22. Schéma d’illustration de la durée de vie de fluorescence. 
Si on excite une population d’un même fluorophore, on observe un déclin de fluorescence 
correspondant à une courbe mono-exponentielle. 

Fig 23. Diagramme de Jablonski en situation de FRET 
kr, knr, kFRET représentent respectivement les constante de vitesse de la fluorescence, de la 
désexcitation non radiative et du phénomène de FRET. 
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En intégrant cette équation, on obtient  

𝑁(𝑡) = 𝑁0𝑒−𝑘𝑡 

Si on mesure l’intensité de fluorescence au cours du temps d’une population de fluorophores, 

on obtient une décroissance exponentielle :  

𝐼(𝑡) = 𝐼0𝑒
−𝑡
𝜏  

avec I0 l’intensité au temps t=0 et τ la durée de vie de fluorescence avec 𝜏 =  1
𝑘

 

On peut aussi écrire 𝜏 =  1
𝑘𝑟+𝑘𝑛𝑟

  avec kr est la constante de vitesse des phénomènes radiatifs 

principalement la fluorescence et knr la constante de vitesse des phénomènes non radiatifs 

comme la conversion interne. 

Si cette population de fluorphores est en présence d’un accepteur FRET et que le transfert 

d’énergie est possible, alors il y a une nouvelle voie de désexcitation. Dans ce cas le déclin 

devient bi-exponentiel et on a alors 𝜏 =  1
𝑘𝑟+𝑘𝑛𝑟+𝑘𝐹𝑅𝐸𝑇

 avec kFRET la constante de vitesse 

associée au phénomène de FRET. 

On voit ainsi mathématiquement que lorsqu’il y a du FRET entre un donneur et un accepteur, 

la durée de vie de fluorescence du donneur diminue. 

L’efficacité de FRET E devient alors 𝐸 = 1 − 
𝜏𝐷

𝜏𝐷/𝐴
 avec τD la durée de vie de fluorescence 

du donneur seul et τDA la durée de vie de fluorescence du donneur en présence de l’accepteur. 

On peut faire le constat que la durée de vie de fluorescence ne dépend pas de la concentration 

du fluorphore dans son milieu. C’est pourquoi sa mesure est une approche pertinente dans un 

système d’étude d’interaction protéine-protéine  par FRET. De plus, il est possible de mesurer 

les variations de FRET en utilisant uniquement la fluorescence du donneur. Il existe plusieurs 

méthodes de mesure de durée de vie de fluorescence. 
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b) Comptage de photon unique corrélé dans le temps (TCSPC) 

 

La technique de TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting) est une technique de 

microscopie qui cherche à mesurer le déclin de fluorescence afin de pouvoir en extraire le 

paramètre de durée de vie de fluorescence (Fig 24) (Becker and Bergmann, 2006). 

 

 

 

 
Pour utiliser cette technique, il faut disposer d’un microscope équipé d’un laser pulsé et de 

détecteurs capable de mesurer des évènements de l’ordre du photon unique. Ces détecteurs 

peuvent être de type APD (Wahl, 2014) ou de type hybride (Patting et al., 2018). Ces détecteurs 

ont une très grande sensibilité, suffisante pour mesurer l’arrivée d’un photon. Plus 

particulièrement c’est le temps d’arrivée du photon sur le détecteur après chaque pulse 

d’excitation qui est mesuré. Comme décrit précédemment, les photons ne sont pas tous émis au 

même moment après l’excitation du fluorophore. Avec cette technique, on est en mesure 

d’établir la distribution des pixels selon leur temps d’arrivée et ainsi de recréer le déclin de 

fluorescence. Afin d’extraire l’information de la durée de vie de fluorescence, il faut établir un 

«fitting » de la courbe de déclin obtenue. Au cours de cette analyse post-acquisition, il est 

primordial d’utiliser le bon modèle de « fitting » pour ne pas fausser les résultats. L’enjeu avec 

cette technique est de pouvoir collecter le plus grand nombre de photons afin de disposer d’un 

histogramme sans bruit et ainsi d’avoir le fit le plus correct, tout en exposant le moins 

l’échantillon pour éviter les photo-dommages. Les avantages de cette technique est qu’étant 

utilisée sur des microscopes confocaux, elle fournit une bonne résolution spatiale et un bon 

Fig 24. Principe de fonctionnement du TCSPC 
En TCSPC, le détecteur mesure le temps d’arrivée de chaque photon émis après une impulsion laser. 
Les temps d’arrivées sont ensuite regroupés dans un graphique de distribution. 

Becker and Bergmann, 2006 
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rapport signal sur bruit. Cependant, sa principale limitation est la vitesse puisqu’il faut acquérir 

à des temps de l’ordre de plusieurs secondes (voire de la minute) afin de disposer d’un nombre 

suffisant de photons (Peronio et al., 2015). 

 

c) Mesure du déclin de fluorescence par porte temporelle (time-gated FLIM) 

 

Le principe du FLIM en utilisant des portes temporelles consiste à échantillonner le déclin de 

fluorescence en acquérant plusieurs images successives à différents temps après l’excitation 

(Cole et al., 2001; Webb et al., 2002). Ces acquisitions à différents temps sont permises grâce 

à la génération de portes temporelles (Fig 25). 

 

 

 
 

 De même que pour le TCSPC, il faut donc disposer d’un laser pulsé (fig X). Ce type de 

microscopie peut utiliser du champs large mais aussi du spinning disk (Buranachai et al., 2008). 

La génération des portes temporelles est permise par l’utilisation d’un intensificateur de lumière 

en amont de la caméra qui détecte la fluorescence, plus particulièrement un High Rate 

Intensifier (HRI) dont le principe est présenté figure 26 (Sparks et al., 2017).  

 

 

Fig 25. Principe de fonctionnement des portes temporelles. 
Les acquisitions sont faites à différents temps après l’excitation, permettant d’obtenir des images 
avec la valeur d’intensité pour chaque pixel. 

Cole et al, 2001 
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 Le HRI est composé d’une photocathode sur laquelle arrivent les photons émis par fluorescence 

et le signal est converti en électrons. Ces électrons vont être amplifiés par une galette de 

microcanaux et vont arriver sur un écran phosphore qui va pouvoir créer l’image captée par la 

caméra. La génération des portes temporelles se fait en appliquant un certain voltage à la 

photocathode. La variation de potentiel permet de créer des portes temporelles rectangulaires 

d’une taille pouvant aller de la centaine de picosecondes à quelques nanosecondes pendant 

lesquelles les électrons peuvent circuler et être amplifiés. Avec cette technique, la génération 

d’image est plus rapide car les tous les pixels sont imagés en même temps, la résolution 

temporelle d’acquisition est meilleure qu’un système TCSPC. Cependant, il y a une perte en 

résolution spatiale due à l’intensificateur dont la taille de pixel est de 30µm. 

 

Au sein de l’équipe, un microscope de ce type a été développé, appelé fastFLIM (Leray et al., 

2013; Sizaire et al., unpublished). Le principe est présenté en figure 27. 

 

Fig 26. Principe de fonctionnement d’un intensificateur HRI 

Sparks et al, 2017 
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Le microscope dispose d’un laser blanc pulsé de typer supercontinuum, qui a un spectre très 

large. Ce laser est couplé à un sélecteur d’onde qui permet de sélectionner la gamme de longueur 

d’onde voulu pour l’excitation. Grâce à ce système il est possible de couvrir l’ensemble du 

visible environ 420nm à 800nm) Le microscope dispose d’un spinning disk permettant de faire 

des sections optiques, et d’un système HRI en amont de la caméra qui génère les portes 

temporelles. Le HRI est relié à un générateur de délai qui permet de décaler les portes 

temporelles. Ainsi durant un certain temps d’acquisition (de l’ordre de dizaines ou centaines de 

ms), après chaque impulsion laser, les photons émis par fluorescence sont collectés et 

sélectionnées grâce à la porte temporelle pour former une image. L’avantage de ce système est 

qu’il a été montré que l’on pouvait s’affranchir du fitting en calculant la moyenne de durée de 

vie de fluorescence (Padilla-Parra et al., 2011a). En effet la définition exacte de la durée de vie 

de fluorescence est < 𝜏 > =  
∫ 𝑡∗𝑖(𝑡)𝑑𝑡

∫ 𝑖(𝑡)𝑑𝑡
  avec i(t) l’intensité au temps t. On peut approximer 

de façon discrète cette formule nettement avec l’utilisation des portes temporelles et on obtient 

alors < 𝜏 > =  
∑ ∆𝑡𝑖∗𝐼𝑖𝑖

∑ 𝐼𝑖𝑖
 avec Δti correspondant au temps de la porte temporelle i. 

Pour un fluorophore comme la GFP dont le temps de vie de fluorescence est d’environ 2,5ns 

(soit environ 10ns de déclin de fluorescence), cinq portes temporelles avec une taille de 2,2ns 

sont suffisantes pour mesurer la durée de vie de fluorescence. Il n’y a pas de décalage entre 

chacune de ses portes comme on peut le voir en figure 28. 

 

Fig 27. Fonctionnement général du fastFLIM 
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Ainsi, grâce à ce système, il est possible d’imager et de calculer la durée de vie de fluorescence 

et donc de mesurer le FRET avec une bonne résolution spatio-temporelle (Padilla-Parra et al., 

2008). C’est ce système qui sera majoritairement utilisé dans mes travaux de thèse et sur lequel 

j’ai pu développer une méthodologie de criblage de l’activité kinase d’Aurora A. 

 

 

  

Fig 28. Fonctionnement des portes temporelles du fast-FLIM 
5 portes temporelles de 2.2ns sont utilisées. Ainsi 5 images successives sont acquises, à partir desquelles la 
durée de vie de fluorescence est calculée pixel par pixel. 
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III) La protéine kinase Aurora A 
 

1) Structure et rôles d’Aurora A 

 

a) Le gène d’Aurora A et structure de la protéine 

  

Aurora A est une protéine kinase de type sérine/thréonine qui fait partie de la famille des 

protéines Aurora  avec Aurora B et Aurora C (Nikonova et al., 2013). Le transcrit du gène 

Aurora A a été découvert pour la première fois dans des œufs de Xénope (Paris and Philippe, 

1990). Des mutations du gène Aurora dans le modèle Drosophile ont été associées à des défauts 

de ségrégation des centrosomes pendant la mitose et à la formation de fuseaux monopolaires 

(Glover et al., 1995). Le centrosome est une structure macromoléculaire composé deux 

centrioles constitués de microtubules. (Wang et al., 2014). En amont de la mitose, le centrosome 

est dupliqué et c’est à partir de ces pôles que vont s’allonger les microtubules qui vont former 

le fuseau mitotique. Le fuseau mitotique est une structure bipolaire située de part et d’autre des 

chromosomes alignés sur le plan équatorial. (Petry, 2016; Walczak and Heald, 2007) (Fig 29).  

 

 

 
 

Fig 29. Schéma du fuseau mitotique 
Le fuseau mitotique est une structure bipolaire dont les microtubules s’élongent depuis les pôles 
centrosomiques de part et d’autre de la plaque équatoriale formée par les chromosomes. 

Walczak et and Heald, 2007 



60 
 

Les microtubules vont se fixer au niveau des centromères des chromosomes via les kinétochores 

et vont permettre d’exercer une force pour séparer les chromosomes. La correcte mise en place 

de cette structure est essentielle pour assurer la ségrégation des chromosomes pendant la mitose. 

Des défauts dans cette structure sont associés à l’aneuploïdie, lorsqu’une cellule présente un 

nombre incorrect de chromosomes, et aux cellules cancéreuses (Potapova and Gorbsky, 2017). 

Le gène codant pour la protéine Aurora A se situe dans la région 20q13 (Sen et al., 1997). Il 

code pour une protéine de 403 acides aminés (Baldini et al., 2014) (Fig 30). 

 

 

 
 

Le domaine catalytique est la partie la plus conservée dans la famille Aurora A, tandis que la 

partie N-terminale présente les plus grandes différences. En partie C-terminale se trouve une 

D-Box qui permet la dégradation protéolytique de la kinase par le complexe de promotion de 

l’anaphase (APC/C) (Castro et al., 2002). En N-terminal se trouve un motif KEN, et une A-Box 

qui jouent aussi un rôle dans la dégradation d’Aurora A via la protéine Cdh1 (Littlepage and 

Ruderman, 2002; Pfleger and Kirschner, 2000).  

Aurora A est une kinase dont l’activation est nécessaire pour qu’elle puisse assurer ses 

fonctions. Le principal mécanisme d’activation d’Aurora A passe par l’auto-phosphorylation 

du résidu thréonine 288, situé dans la boucle d’activation de la protéine (Walter et al., 2000; 

Zorba et al., 2014). Cette activation est médiée par le co-activateur TPX2 (Targeting Protein 

for Xenopus kinesin-like protein 2) aussi identifiée chez le Xénope (Eyers et al., 2003; Tsai et 

Fig 30. Structure des protéines de la famille Aurora A. 

Baldini et al, 2014 



61 
 

al., 2003). TPX2 interagit avec Aurora A, permettant son recrutement au niveau des 

microtubules et protège la déphosphorylation d’Aurora A par la phosphatase PP1 (Bayliss et 

al., 2003). La protéine Cep 192 (Centrosomal Protein of 192kDa) joue aussi un rôle important 

dans l'activation d'Aurora A en permettant son recrutement aux centrosomes en amont de 

l'entrée en mitose ainsi que son activation (Joukov et al., 2010, 2014). Il existe d’autres co-

activateurs d’Aurora A comme Ajuba, NEDD9 ou encore la nucleophosmine dont l’interaction 

avec Aurora A est associée à la voie d’activation par phosphorylation de la sérine 89 (Hirota et 

al., 2003; Pugacheva and Golemis, 2005; Reboutier et al., 2012). Le cycle d’Aurora A associé 

au cycle mitotique est résumé en figure 31, Aurora est produite et s’accumule en phase G2/M 

au niveau des centrosomes où elle activée.  

 

 

 
 

Une partie de la population d’Aurora A se retrouve au niveau des microtubules de la plaque 

métaphasique, ainsi qu’au niveau du fuseau central (Uzbekova et al., 2008) et Aurora A est en 

grande partie dégradée en fin de mitose, bien qu’une partie restante soit localisée au niveau des 

centrosomes en G1. 

 

Fig 31. Aurora dans le cycle cellulaire 
Aurora A s’accumule en fin de phase S et en phase G2 au niveau des centrosomes. Pendant la 
mitose, une partie de la population d’Aurora A se retrouve sur le fuseau mitotique ainsi que sur le 
fuseau central. Aurora A est en grande partie dégradée en fin de mitose mais une population reste 
au niveau des centrosomes. 

Nikonova et al, 2013 
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b) Rôles mitotiques d’Aurora A 

 

L’abondance d’Aurora A pendant la mitose a poussé les chercheurs à découvrir les différents 

rôles durant cette phase du cycle. Aurora A fait partie du réseau de l’entrée en mitose qui est 

composée de nombreuses protéines régulant l’entrée en mitose  (Lindqvist et al., 2009). 

L’activation d’Aurora A par Bora lui permet de phosphoryler et d’activer Plk1 sur le résidu 

thréonine 210 dont l’activité est nécessaire dans un des points de contrôle de la mitose (Macůrek 

et al., 2008; van Vugt et al., 2004). Aurora A peut aussi phosphoryler et activer CDC25B qui a 

une activité phosphatase activatrice du complexe CDk1-cyclin B1 impliqué  dans l’entrée en 

mitose (Dutertre et al., 2004).  

Dès la fin de phase S, et pendant la phase G2, Aurora A s’accumule au niveau des centrosomes 

où elle est recrutée par Cep 192 (Joukov et al., 2010) . En amont de la mitose, les deux 

centrosomes subissent une étape de maturation pendant laquelle le matériel péricentriolaire 

augmente de volume et où plusieurs protéines sont recrutées (Mennella et al., 2014). Cette étape 

est nécessaire pour que les centrosomes puissent agir comme une plate-forme à la nucléation 

des microtubules qui formeront le fuseau mitotique. La présence d’Aurora A aux centrosomes 

est nécessaire pour une maturation correcte (Barretta et al., 2016; Hannak et al., 2001). Aurora 

A permet le recrutement de la γ-tubuline, un élément essentiel du matériel péricentriolaire 

formant des complexes en anneaux qui servent de site nucléation aux microtubules. Aurora A 

phosphoryle NDEL1, permettant son recrutement aux centrosomes où elle favorise leur 

maturation (Mori et al., 2007). NDEL1 peut se fixer à TACC3 qui est aussi un substrat d’Aurora 

A jouant un rôle dans la nucléation des microtubules (Kinoshita et al., 2005). 

Un des rôles majeurs d’Aurora concerne la formation du fuseau mitotique (Marumoto et al., 

2003). Ce rôle est favorisé par TPX2 qui permet de recruter Aurora A au niveau des 

microtubules et de l’activer ce qui est nécessaire pour que le fuseau atteigne une taille normale 

(Bird and Hyman, 2008). Aurora A peut aussi phosphoryler HURP sur son domaine C-ter ce 

qui lève l’auto-inhibition sur le domaine C-ter permettant à HURP de se fixer  sur les 

microtubules et favorisant l’assemblage du fuseau dépendant du gradient Ran GTPase-TPX2 

(Katayama et al., 2008; Wong et al., 2008)  et cette nucléation se fait à la jonction 

kinetochore/chromatine. Aurora phosphoryle CENP-E sur son résidu threonine 422 ce qui est 

une étape important dans la mise en place de la plaque métaphasique et de l’alignement correct 

des chromosomes (Kim et al., 2010; Putkey et al., 2002). La présence d’Aurora A permet la 

localisation d’Aurora B aux centromères essentielle à la phosphorylation de l’histone H3 et 
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impliquée dans la mise en place du Spindle Assembly Checkpoint (SAC) (Yu et al., 2017) et 

son activité est requise pour maintenir l’activité du SAC (Courtheoux et al., 2018). Aurora A 

peut lever l’inhibition médiée par RASSF1A du complexe APC/Cdc20 qui permet la 

progression de la mitose en anaphase (Song et al., 2009). 

Plus tard dans la mitose, en anaphase, on retrouve une population d’Aurora au niveau du fuseau 

central qui se met en place entre les deux jeux de chromosomes en séparation. L’activité 

d’Aurora A est requise dans la formation de ce fuseau via APC/Cdh1 (Floyd et al., 2008) ou 

via la phosphorylation de P150Glued (Reboutier et al., 2013). 

 

c) Rôles non mitotiques d’Aurora  

 

 Si Aurora A est une protéine au rôle majeur dans le bon déroulement de la mitose, certains  

travaux ont montré qu’elle pouvait avoir un rôle à d’autres moments du cycle. Des chercheurs 

ont pu montrer qu’Aurora pouvait être localisée au noyau et favoriser le phénotype oncogénique 

de cellules souche du cancer du sein, et que cet effet était indépendant de son activité kinase 

(Zheng et al., 2016). Aurora A agirait ici comme un facteur de transcription du gène MYC. De 

façon similaire il a été montré qu’Aurora A pouvait stabiliser N-Myc indépendamment de son 

activité dans un contexte de neuroblastome (Otto et al., 2009). 

Au sein de mon équipe, l’utilisation du biosenseur FRET d’activité kinase d’Aurora A a permis 

de mettre en évidence un rôle de la protéine en phase G1, jusque-là jamais établi (Bertolin et 

al., 2016). Bien qu’Aurora A soit dégradée en fin de mitose, une population d’Aurora A est 

toujours active au niveau des centrosomes en G1 et son activité, médiée par TPX2 et Cep192, 

est essentielle dans la stabilisation du réseau de microtubules. Il a aussi été montré qu’Aurora 

A pouvait être importée dans les mitochondries de cellules de cancer du sein (Bertolin et al., 

2018). Une sur-abondance d’Aurora A favoriserait la fusion des mitochondries et augmenterait 

ainsi la capacité de la cellule  à produire de l’énergie.  

 

 

 

2) Implication d’Aurora A dans le cancer 
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a) Aurora A est un oncogène 

 

Peu de temps après sa découverte, le gène d’Aurora A a été considéré comme oncogène et a été 

retrouvé amplifié dans de nombreux types de cancer tels que le cancer du sein (Sen et al., 1997), 

le cancer colorectal (Bischoff et al., 1998), le cancer de l’estomac (Sakakura et al., 2001), le 

cancer de la prostate (Zhou et al., 1998) ou encore le cancer des ovaires  (Gritsko et al., 2003). 

La phosphorylation constitutive de la kinase a été retrouvée dans des cellules cancéreuses de 

cancer des voies aérodigestives supérieures et associée à la transformation en cellules 

cancéreuses (Kitajima et al., 2007). Des travaux ont aussi pu mettre en évidence qu’une 

surexpression prolongée d’Aurora A dans l’épithélium de souris pouvait induire des 

adénocarcinomes (Treekitkarnmongkol et al., 2016). La surexpression d’Aurora A est liée à 

une augmentation de  la prolifération cellulaire (Guo et al., 2018; Wang-Bishop et al., 2019; 

Zhong et al., 2016). Des co-activateurs comme TPX2 sont parfois retrouvées surexprimés dans 

des cellules cancéreuses (Zou et al., 2018) augmentant la stabilité et les effets oncogéniques 

d’Aurora A (Giubettini et al., 2011). Des cas de polymorphisme impliquant les substitutions  

Phe-31-Ile et Val-57-Il ont été reportés dans des patients atteints de cancer du sein 

(Golmohammadi et al., 2017). 

C’est pour cela qu’Aurora A est devenue une cible thérapeutique dans la lutte contre le cancer.  

 

b) Rôle suppresseur de tumeur d’Aurora A 

 

Bien que le rôle oncogénique d’Aurora A soit largement étudié, il est intéressant de noter que 

des fonctions de suppresseur de tumeur lui ont été trouvées chez la drosophile. Des travaux sur 

le cerveau de la drosophile ont montré qu’Aurora A pouvait inhiber l’auto-renouvèlement par 

division asymétrique des neuroblastes (Lee et al., 2006). Des mutations de l’activité kinase ont 

été reliées à des anomalies des centrosomes et à une augmentation de la tumorigenèse dans des 

tissus de cerveau de larves de drosophile (Castellanos et al., 2008). Des mutations de l’activité 

kinase ont aussi été reliées à une augmentation du nombre de cellules positives pour Deadpan, 

un marqueur des neuroblastes, dans des larves de drosophile (Vaufrey, 2017). Bien que ces 

résultats n’aient pas été mis en évidence dans des modèles autres que celui de la drosophile, on 

peut noter que des travaux montrant que le knock-out d’Aurora A dans le modèle souris induit 

des défauts de mitose, tandis que des souris hétérozygotes présentaient une incidence 

d’apparition de tumeur plus élevée (Lu et al., 2008). Ces résultats indiquent qu’Aurora A 
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pourrait être une kinase pivot ayant à la fois un rôle oncogénique mais aussi suppresseur de 

tumeur, ce qui est à prendre en compte dans le cadre de thérapies anti-cancéreuses visant son 

activité. 

 

3) Aurora A et les thérapies anti-cancéreuses 

 

Une stratégie des thérapies anti-cancéreuses est de cibler et d’inhiber l’activité des kinases qui 

sont surexprimés ou suractivées dans les cellules cancéreuses. Les enjeux sont de trouver des 

molécules efficaces, sélectives, et avec un rapport bénéfice sur risque le plus acceptable 

possible. Ces inhibiteurs sont le plus souvent de petites molécules capable de traverser la 

membrane des cellules afin d’agir sur leurs cibles (Hoelder et al., 2012). Il existe actuellement 

48 petites molécules inhibitrices qui ciblent l’activité kinase et qui sont approuvées par la FDA 

(Food and Drug Administration) (Roskoski, 2019). Dans la plupart des cas, ces molécules sont 

développées pour cibler la poche ATP des kinases et ainsi bloquer leur activité. Toutefois cette 

région est souvent la plus conservée parmi les kinases ce qui rend difficile de développer des 

inhibiteurs spécifiques.  

 

a) Les principaux inhibiteurs d’Aurora A 

 

Cette notion d’inhibiteur spécifique est importante dans la famille des kinases Aurora A car la 

séquence correspondant au domaine catalytique est dans une région conservée.  

Un des premiers inhibiteurs d’Aurora A est le MLN8054 développé par l’entreprise Millenium 

Pharmaceuticals (Manfredi et al., 2007). Les effets des inhibiteurs sont souvent mesurés grâce 

à l’IC50, qui correspond à la concentration d’inhibiteur nécessaire pour inhiber l’activité 

biologique de 50%.  Dans des expériences in vitro, cet inhibiteur présente un IC50 de 0.004µM 

et est 40 fois plus sélectif qu’Aurora B. Dans des cellules tumorales du colon, il présente un 

IC50, calculé par immunofluorescence, d’environ 0.034µM alors que celui-ci est de 5,5µM 

pour Aurora B. Le MLN8054 est capable de bloquer les cellules en mitose, d’inhiber la 

prolifération cellulaire et d’induire l’apoptose des cellules. L’effet inhibiteur du ML N8054 a 

aussi pu être montré dans des xénogreffes  de cellules humaines tumorales dans des souris 

nudes.  

Un dérivé du MLN8054 appelé MLN8237 a été développé et utilisé dans des tests cliniques 

(Sells et al., 2008).  Aussi appelé Alisertib, cet inhibiteur présente un meilleur IC50 d’environ 
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1,2nM in vitro et de 6,7,nM dans des cellules (Manfredi et al., 2011). L’alisertib est 200 fois 

plus sélectif pour Aurora A que pour Aurora B. Il permet aussi d’inhiber la prolifération 

cellulaire dans des tests in cellulo et dans des expériences de xénogreffes de cellules tumorales 

dans des souris nudes (Fig 32).  

 

 

 

 
 

L’alisertib présente un très bonne efficacité dans les test pré-cliniques et est considéré comme 

un traitement prometteur pour les futurs tests cliniques (Damodaran et al., 2017; Durlacher et 

al., 2016). 

Un autre inhibiteur, le MK-5108 a été développé par l’entreprise Merck (Shimomura et al., 

2010). Il présente un IC50 de 0.064 nM in vitro pour Aurora A, plus de 200 fois plus sélectif 

qu’Aurora B, et un IC50 de l’ordre du µM dans plusieurs lignées cellulaires. Il a été montré que 

la combinaison de MK-5108 avec le Docetaxel, un anti-cancéreux qui agit en induisant un arrêt 

du cycle cellulaire (Montero et al., 2005), présente un effet synergétique anti-tumoral dans des 

expériences de xénogreffes dans des souris nudes. Cette synergie s’avère intéressante car des 

cas de patients atteints de cancer du sein et présentant une faible sensibilité au Docetaxel 

présentent une sur-expression d’ARNm d’Aurora A (Tanaka et al., 2007). 

Fig 32. Effet de l’alisertib sur des xénogreffes de tumeurs humaines dans des souris nudes 
(A gauche) Graphique représentant l’évolution dans le temps du volume tumoral de xénogreffes 
de cellules HCT-116 dans des souris nudes traitées oralement avec le MLN8237. (A droite) 
graphique représentant l’évolution de la charge tumorale, mesurée en flux de photons, de souris 
nudes traitées oralement avec le MLN8237. 

Manfredi et al, 2011 
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Il existe d’autres inhibiteurs d’Aurora A tels que le Danusertib, le Barasertib ou AT9283 mais 

présentant une sélectivité inférieur pour Aurora A (Bavetsias and Linardopoulos, 2015). 

Récemment de nouvelles stratégies d’inhibition sont apparues. Plutôt que de cibler la poche 

ATP, des petites molécules pourraient cibler l’interaction des kinases avec leur co-activateur. 

Des travaux ont mis en évidence un inhibiteur capable de cibler l’interaction TPX2-Aurora A 

et ainsi d’empêcher Aurora A d’être recruté au fuseau mitotique et diminuant son activité 

(Janeček et al., 2016). D’autres travaux ont consisté en un crible virtuel de peittes molécules 

capables d’inhiber cette interaction en se basant sur la cristallographie des domaines d’Aurora 

A et TPX2 en interaction (Asteriti et al., 2017; Bayliss et al., 2003). 

 

b) Aurora A, une cible dans les essais cliniques 

 

Les effets antitumoraux des inhibiteurs d’Aurora A dans les tests précliniques se sont révélés 

efficaces et plusieurs molécules sont entrées dans les tests cliniques. Un test clinique est 

composé de quatre phases, la première permettant d’évaluer la toxicité de la molécule, la 

deuxième permettant de déterminer la dose optimale d’effet de la molécule, la troisième 

permettant de comparer l’effet avec une molécule de référence ou un placebo et enfin la dernière 

phase consiste en un suivi sur le long terme des effets de la molécule (Umscheid et al., 2011). 

La phase IV commence au moment où la molécule est mise sur le marché après avoir été 

approuvée par les agences sanitaires, FDA aux Etats-Unis, ANSM (Agence Nationale de 

Sécurité du Médicament et des produits de santé) en France. Actuellement, il n’existe aucun 

inhibiteur spécifique d’Aurora A commercialisé. 

Le plus prometteur des inhibiteurs, l’Alisertib, est utilisé en phase I dans des thérapies contre 

plusieurs types de cancer parfois en combinaison avec d’autres anti-cancéreux (Graff et al., 

2016; Kelly et al., 2018). Certaines études en phase II se sont montrées prometteuses dans la 

cadre de leucémie aiguë myéloblastique (Brunner et al., 2018) tandis que d’autres, comme dans 

le cas de cancer neuroendocrine de la prostate, ont dû s’arrêter en cours, n’ayant pas atteint 

l”endpoint” défini au préalable (Beltran et al., 2019). Jusqu’à présent, l’Alisertib n’a atteint une 

phase III qu’une seule fois dans le cadre de lymphome T périphérique (réfractaire ou en rechute) 

(O’Connor et al., 2015) (Fig 33). 
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L’Alisertib n’a pas montré d’effet significativement différent sur la survie de patients en 

comparaison avec un autre traitement, ce qui explique l’arrêt prématuré de l’essai. 

Les autres inhibiteurs font partie de phase I et II mais aucune phase II n’a pour le moment été 

terminée. 

Ainsi, malgré une efficacité anti-tumorale en phases précliniques, le plus prometteur des 

inhibiteurs d’Aurora A, n’a pas encore montré de résultats convaincants dans les traitements de 

patients atteints de cancer.  

  

Fig 33. Comparaison de la courbe de survie de patients atteints de lymphome T périphérique traités 
avec l’Alisertib ou un comparateur 
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Résultats 
 

I) Validation du biosenseur FRET de l’activité d’Aurora A 
 

1) Présentation du biosenseur 

 

Les biosenseurs FRET d’activité kinases sont des outils puissants afin de suivre et de mesurer 

des évènements intra-cellulaires. Historiquement, les constructions de ces biosenseurs étaient 

basées sur un peptide substrat  relié par un linker peptidique à un domaine de liaison de 

phosphorylation ainsi qu’à deux fluorophores (Sizaire and Tramier, 2017). Lorsque le substrat 

est phosphorylé par la kinase étudiée, il est reconnu par le domaine de liaison de 

phosphorylation ce qui entraine un changement de conformation du biosenseur et un 

rapprochement des fluorophores. Ainsi l’efficacité de FRET augmente, et sa quantification dans 

les cellules est un indicateur de l’état d’activité de la kinase. Toutefois, ces biosenseurs souffrent 

de certaines limitations comme la nécessité de connaître les sites de phosphorylation du peptide 

substrat spécifiques de la kinase étudiée, ou bien que la kinase étudiée doit se trouver en 

concentrations importantes ou hautement active pour pouvoir observer les variation de FRET 

du biosenseur. Afin de passer au-delà de ces limitations, de nouveaux biosenseurs FRET 

d’activité kinase ont été développés, les biosenseurs de changement de conformation. Ceux-ci 

sont construits sur la base de la séquence peptidique de la kinase flanquée respectivement en 

C-terminus et N-terminus d’un fluorophore donneur et accepteur pour le FRET. L’activation 

de nombreuses kinases s’accompagne de l’ouverture de la poche enzymatique et donc d’un 

changement de conformation. L’équipe a développé un biosenseur FRET d’activité kinase pour 

étudier la kinase Aurora A. Ce biosenseur est basé sur la séquence peptidique complète de la 

kinase Aurora A flanquée de deux fluorophores pour le FRET, une GFP et une mCherry. Ce 

couple de fluorophores présente un bon recouvrement des spectres d’émission du donneur GFP 

et de l’accepteur mCherry (Fig 34). 
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Le principe de fonctionnement de ce biosenseur est résumé dans la figure 35. L’activation 

d’Aurora A par la phosphorylation du résidu T288 s’accompagne d’un changement de 

conformation (Zorba et al., 2014). Ainsi lorsque la kinase est inactive, en conformation 

« ouverte », la GFP est éloignée de la mCherry empêchant le transfert d’énergie à la mCherry. 

L’activation de la kinase par phosphorylation entraîne un changement en conformation 

« fermée » rapprochant la GFP et la mCherry et ainsi augmentant l’efficacité de FRET. 

 

 

 

Fig 34. Recouvrement spectral des spectres d’émission de la GFP et d’excitation de la mCherry 

Fig 35. Principe de fonctionnement du biosenseur FRET d’activité kinase d’Aurora A.  
Lorsque le biosenseur passe d’un état inactif (gauche) à un état actif (droite), le changement de 
conformation de la kinase rapproche la GFP et la mCherry ce qui augmente l’efficacité de FRET. 
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La mesure de FRET est donc un indicateur de l’état d’activation de la kinase. 

En utilisant le fastFLIM, il est possible de mesurer la durée de vie de fluorescence de la GFP. 

L’augmentation d’efficacité de FRET induit par le changement de conformation d’Aurora A 

activée entraîne une diminution de la durée de vie de fluorescence de la GFP. La stratégie de 

l’équipe était donc de valider ce biosenseur en tant qu’outil pour suivre les variations 

d’activation d’Aurora A en mesurant la durée de vie de fluorescence du donneur GFP. Ce projet 

a été dirigé par Giulia Bertolin et ma participation a été d’effectuer des tests kinases sur le 

biosenseur FRET et ses dérivés (mutant ou avec le donneur GFP seul) afin de vérifier la 

corrélation entre les variations de durée de vie de fluorescence et l’activation ou activité 

d’Aurora A (Bertolin et al., 2016). 

 

2) Validation du biosenseur 

 

Il est possible de produire le biosenseur Aurora A in vitro. Pour cela nous pouvons transformer 

des bactéries BL21 avec le plasmide codant pour le biosenseur. Ce plasmide contient un opéron 

lactose en amont de la séquence du biosenseur. Cela permet d’induire la transcription du gène 

du biosenseur en incubant les bactéries avec de l’Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG) qui se fixe sur le répresseur de l’opéron. Les bactéries sont ensuite lysées et la forme 

protéique du biosenseur peut être purifiée. La purification se fait grâce à l’ajout d’une séquence 

codant pour l’étiquette poly-histidine (six histidines) en aval de la séquence du biosenseur. Le 

protocole de purification comprend une étape d’incubation du lysat avec des billes de nickel, 

pendant laquelle les noyaux imidazole de l’histidine se lient au nickel. Une étape d’élution 

permet enfin de récupérer la forme protéique du biosenseur purifiée. Nous disposons de deux 

formes du biosenseur, GFP-Aurora A qui est le témoin négatif sans FRET possible car il n’y a 

pas d’accepteur et GFP-Aurora A-mCherry où le FRET est possible entre la GFP et la mCherry. 

On peut mesurer la durée de vie de fluorescence de ces deux biosenseurs au fastFLIM après les 

avoir dilués dans un tampon kinase (Fig 36). 
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On mesure une durée de vie de fluorescence d’environ 2500 ps pour le biosenseur GFP-Aurora 

A ce qui correspond à la durée de vie de fluorescence de la GFP seule (Schleifenbaum et al., 

2010), et on mesure environ 2350 ps pour le biosenseur GFP-Aurora A-mCherry. La différence 

d’environ 150ps correspond  ainsi au FRET entre la GFP et la mCherry.  Des tests kinases ont 

été effectués afin de vérifier la capacité du biosenseur à se phosphoryler ou à se déphosphoryler 

sur le résidu T288, et ainsi corréler ces changements d’état aux variations de mesure de durée 

de vie de fluorescence. On peut traiter le biosenseur avec de la phosphatase puis ensuite avec 

de l’ATP (fig 37). On constate qu’après quelques minutes, la durée de vie de fluorescence du 

biosenseur GFP-Aurora A-mCherry augmente pour atteindre les valeurs du biosenseur GFP-

Aurora A. Après quelques minutes de traitement à l’ATP (consécutif au traitement à la 

phosphatase), la durée de vie de fluorescence diminue pour atteindre la valeur initiale.  

 

Fig 36. Mesure de FRET du biosenseur Aurora A in vitro par durée de vie de fluorescence 
(A gauche) La durée de vie de fluorescence de la GFP est mesurée au fastFLIM au cours du temps 
pour le biosenseur GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-mCherry in vitro. (A droite) L’image en noir et 
blanc correspond à l’image d’intensité de la première porte temporelle et l’image en fausses 
couleurs représente les mesures de durée de vie de fluorescence. 

Bertolin et al, 2016 
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On peut vérifier par Western Blot, que le traitement à la phosphatase déphosphoryle le 

biosenseur au niveau du résidu T288 et que le traitement à l’ATP permet au biosenseur d’être 

à nouveau phosphoryler (Fig 38). Ainsi en mesurant la durée de vie de fluorescence du 

biosenseur in vitro, il est possible d’accéder à son état de conformation spatiale qui reflète son 

état de phosphorylation et donc à son état d’activation.   

 

 

 

Fig 37.  Suivi de l’activité du biosenseur Aurora A in vitro 
Le graphique montre les valeurs de durée de vie de fluorescence au cours du temps du biosenseur 
GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-mCherry, après incubation avec la phosphatase puis avec de l’ATP. 

Fig 38. Test kinase du biosenseur Aurora A 
Western Blot révélant l’auto-phosphorylatin du biosenseur GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-mCherry 
in vitro après traitement à la phosphatase puis traitement à l’ATP. 

 

Bertolin et al, 2016 

Bertolin et al, 2016 
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Afin de vérifier si le biosenseur est bien fonctionnel, il est possible de vérifier sa capacité à 

phosphoryler un substrat. L’histone H3 est un substrat de la kinase Aurora A et sa 

phosphorylation en amont de la mitose entraîne une condensation des chromosomes (Wike et 

al., 2016). En incubant Aurora A et l’histone H3 en présence d’ATP, on peut constater la 

phosphorylation de l’histone montrant ainsi que le biosenseur est fonctionnel in vitro (Fig 39). 

 

 
 

Afin de confirmer la corrélation entre durée de vie de fluorescence et activité kinase, un mutant 

du biosenseur a été généré. Par mutation ciblé, il est possible de changer la lysine en méthionine 

en position 162. Ce mutant est considéré comme « kinase-dead » et n’a donc pas d’activité 

kinase (Katayama et al., 2004). Par mesure au fast-FLIM, on voit que la durée de vie de 

fluorescence du biosenseur GFP-Aurora A K162M –mCherry est la même que celle du 

biosenseur GFP-Aurora A (Fig 39). 

 

Fig 39. Test d’activité kinase du biosenseur Aurora A 
Western Blot révélant l’autophosphorylation du biosenseur GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-
mCherry, et l’abondance de phosphorylation du substrat H3 

Bertolin et al, 2016 
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La révélation des tests kinases par Western Blot montre que ce biosenseur n’est jamais 

phosphorylé et donc toujours inactif contrairement au biosenseur avec Aurora A sauvage (Fig 

40). L’état d’inactivation du biosenseur correspond bien à une durée de vie de fluorescence plus 

importante.  

 

 

 

 

Une dernière vérification a pu être faite par utilisation d’inhibiteurs de l’activité kinase 

d’Aurora A. Le MLN8237 (Alisertib) et le MLN8054 sont deux inhibiteurs connus d’Aurora A 

(Hoar et al., 2007; Manfredi et al., 2007). On peut mesurer la durée de vie de fluorescence du 

Fig 39. FLIM du biosenseur mutant K162M après test kinase 
(En bas) Les images montrent les valeurs de durée de vie de fluorescence du biosenseur GFP-Aurora 
A K162M-mCherry après traitement à la phosphatase et ATP. (En haut) Les images montrent les 
intensités de fluorescence correspondantes. 

 

Fig 40. Test kinase du biosenseur muté K162M 
Western Blot révélant la capacité d’autophoshorylation du biosenseur GFP-Aurora A- K162M 
mCherry en comparaison avec le biosenseur sauvage. 

Bertolin et al, 2016 

Bertolin et al, 2016 
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biosenseur après traitement par phosphatase puis ATP et en présence ou non d’inhibiteur (Fig 

50). On constate qu’en présence d’inhibiteur, MLN8237 ou MLN8054, la durée de vie de 

fluorescence ne diminue pas après incubation avec ATP. Il est donc possible de mesurer 

l’inhibition de la kinase Aurora A par mesure de durée de vie de fluorescence. 

 

 

 

On peut vérifier par Western Blot les effets des inhibiteurs sur l’activité de la kinase Aurora A 

(Fig 51). Les deux inhibiteurs entrainent bien une diminution de la phosphorylation du 

biosenseur. La phosphorylation de l’histone H3 diminue aussi lorsque le biosenseur est incubé 

avec les inhibiteurs. 

 

 

 

 

Fig 50. Effet d’inhibiteurs de l’activité kinase d’Aurora A sur le FRET 
Les grahiques montrent les mesures de durée de vie de fluorescence dans le temps du biosenseur 
GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-mCherry  après traitement par phosphatase puis ATP et avec 
traitement ou non avec le MLN8237 et le MLN8054. 

Bertolin et al, 2016 
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L’ensemble de ces résultats montre qu’il est possible de suivre l’état d’activation ou 

d’inactivation du biosenseur Aurora A in vitro par mesure de durée de vie de fluorescence. De 

plus ce biosenseur est fonctionnel puisqu’il est capable de phosphoryler un substrat d’Aurora 

A. Cette méthode présente le premier avantage d’être plus rapide dans le temps si on compare 

le temps d’acquisition d’une image au fastFLIM de l’ordre de la seconde avec le temps de mise 

en place d’un Western Blot. De plus, elle permet le suivi dans le temps de l’activité kinase d’un 

même échantillon. 

L’utilisation du biosenseur a aussi pu être validée in cellulo. Il est possible de générer des 

lignées stables de cellules U2OS exprimant le plasmide codant pour les différentes formes du 

biosenseur (donneur seul, donneur et accepteur, mutant K162M). Le plasmide contient une 

séquence génétique permettant une résistance à l’antibiotique G418 (généticine). En 

transfectant les cellules avec ce plasmide, puis en les traitant avec de la généticine, il est possible 

de sélectionner majoritairement les cellules qui ont intégré et exprimé le plasmide. Une dernière 

étape de tri par cytométrie en flux permet de s’assurer de disposer d’une lignée stable et 

homogène dans les niveaux d’expression du biosenseur. Ces cellules peuvent ensuite être 

cultivées et expriment le plasmide à des niveaux plus faibles que lors d’une transfection 

transitoire et donc plus proches des niveaux endogènes. Le plasmide contient aussi la séquence 

codant pour le promoteur du gène Aurora A ce qui permet aussi aux cellules d’exprimer le 

biosenseur à des niveaux endogènes. Avant chaque mesure de durée de vie de fluorescence, les 

cellules sont synchronisées en phase G2/M par traitement au nocodazole (Blajeski et al., 2002). 

Fig 51. Effet des inhibiteurs de l’activité kinase d’Aurora A sur l’activation et l’activité du 
biosenseur 
Western Blot révélant l’autophosphorylation du biosenseur GFP-Aurora A et GFP-Aurora A-
mCherry, ainsi que la phosphorylation du substrat H3 après traitement par ML8237 ou MLN8054 

Bertolin et al, 2016 
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Aurora A est synthétisée en phase G2 pour atteindre un pic juste avant la mitose, et est active 

tout au long de la mitose. Elle est ensuite dégradée en grande partie et c’est pourquoi elle est 

largement étudiée au cours de la mitose (Nikonova et al., 2013). On peut observer la localisation 

d’Aurora A au niveau des centrosomes et des microtubules de la plaque métaphasique. On peut 

ainsi mesurer une différence d’environ 100 ps entre les cellules exprimant GFP-Aurora A et 

GFP-Aurora A-mCherry (Fig 52) 

 

 

 

Il est possible de montrer que le biosenseur est fonctionnel au sein de la cellule. Le plasmide 

contient une séquence génétique permettant d’être résistant à un siARN généré pour empêcher 

l’expression d’Aurora A sauvage. Une diminution de l’expression d’Aurora A sauvage entraine 

des défauts au niveau de la plaque métaphasique (Asteriti et al., 2011). Ce phénotype peut être 

corrigé (rescue) lorsque le biosenseur est exprimé au sein d’une cellule dont la kinase endogène 

a été ciblée par un siRNA. 

Enfin, un traitement des cellules avec le MLN8237 entraine une augmentation de la durée de 

vie de fluorescence du biosenseur GFP-Aurora A-mCherry pour atteindre la même valeur que 

le biosenseur GFP-Aurora A (Fig 53). Cela montre qu’un traitement avec un inhibiteur 

Fig 52. Mesure de FRET avec le biosenseur Aurora A exprimé dans des cellules 
(Gauche) L’image en noir et blanc correspond à l’image d’intensité de la première porte temporelle 
et l’image en fausses couleurs représente les mesures de durée de vie de fluorescence. (Droite) 
Graphique représentant les résultats correspondant. *** p-value<0.001 
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d’Aurora A entraîne un changement de conformation du biosenseur qui abolit le FRET. Il est 

donc possible de mesurer l’activité d’Aurora A dans des cellules vivantes. Ce biosenseur est 

donc un outil puissant pour mesurer rapidement l’activation ou l’inactivation de la kinase 

Aurora A dans des cellules vivantes. 

 

 

 

 

L’ensemble de ces résultats a fait l’objet d’une publication dans Nature Communications en 

2016 :  Bertolin, G., Sizaire, F., Herbomel, G., Reboutier, D., Prigent, C., and Tramier, M. 

(2016). A FRET biosensor reveals spatiotemporal activation and functions of aurora 

kinase A in living cells. Nature Communications 7, 12674. 

Fig 53. Effet de l’inhibiteur MLN8237 sur les cellules exprimant le biosenseur d’Aurora A. 
Graphique représentant les données de duré de vie de fluorescence du biosenseur GFP-Aurora A ou 
GFP-Aurora A-mCherry après traitement au MLN8237 

Bertolin et al, 2016 
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II) Mise en place d’un système de criblage du biosenseur d’activité 

kinase  d’Aurora A  
 

La combinaison du biosenseur d’activité kinase d’Aurora A ainsi que du microscope fastFLIM 

permet de mesurer l’activité de la kinase in cellulo. Toutefois, cette méthodologie n’était 

adaptée qu’à une prise d’acquisitions « à la main » où l’utilisateur devait rechercher ses cellules 

et faire lui-même l’acquisition. Le développement d’une méthodologie automatisée est 

nécessaire en vue de pouvoir faire du criblage de l’activité kinase du biosenseur d’Aurora. Le 

but de ce projet est de pouvoir effectuer un criblage automatisé du biosenseur dans un format  

d’une plaque 96 puits. 

 

1) Adaptation du protocole d’acquisition pour du criblage 

 

Une première étape a consisté à ne plus utiliser de cellules vivantes au moment de l’acquisition. 

Chaque acquisition requiert la prise de cinq images, chacune correspondant à une porte 

temporelle, afin de calculer la durée de vie de fluorescence. En moyenne, la durée d’exposition 

d’une seule image est entre 700ms et 900ms, temps qu’il faut donc multiplier par cinq pour 

obtenir le temps d’une image de FLIM. A raison de plusieurs dizaines d’acquisitions par puit, 

et de 96 puits, on peut estimer la durée d’un criblage complet à un minimum de plusieurs heures. 

Cela pose une limitation à l’utilisation de cellules vivantes car l’étude de l’activité d’Aurora A 

se fait au cours de la mitose et sa durée dans les cellules U2OS est inférieure à 1h (Brito and 

Rieder, 2009). L’utilisation des cellules vivantes entrainerait une perte de l’efficacité de 

synchronisation en mitose ainsi que de la perte de l’homogénéité  de cycle des cellules entre les 

puits. Pour remédier à cela, le recours à la fixation avec de la paraformaldhéyde (PFA) des 

cellules a été utilisé. La PFA permet de créer des liaisons covalentes entre les protéines et ainsi 

de maintenir la structure de l’ensemble des éléments. Une fois fixées, les cellules sont donc 

figées et ne sont plus vivantes. Il était important de vérifier que la fixation des cellules avec de 

la PFA n’empêchait pas la mesure de FRET du biosenseur Aurora A. Pour cela, la mesure de 

durée de vie de fluorescence de la GFP a été mesurée au sein du biosenseur GFP-Aurora A et 

GFP-Aurora A-mCherry exprimé dans des cellules vivantes synchronisées en mitoses ou dans 

des cellules fixées après synchronisation en mitose (Fig 54).  
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On peut constater que la fixation au PFA entraîne une augmentation d’environ 100ps de la durée 

de vie de fluorescence. Toutefois cette augmentation est la même pour GFP-Aurora A et GFP-

Aurora A-mCherry, et il est toujours possible de mesurer l’écart de 100 ps entre GFP-Aurora 

et GFP-Aurora A-mCherry. La fixation par PFA n’empêche pas de mesurer le FRET du 

biosenseur et peut être utilisée après la synchronisation en mitose ou bien après traitements par 

les molécules du crible. 

Jusqu’à maintenant, les acquisitions étaient faites à l’aide d’un objectif 63x à immersion à huile. 

Comme le système dispose aussi d’une bague de grossissement 2x, le champ de vision d’une 

acquisition est relativement réduit, et dans la plupart des cas une seule cellule peut être visible 

pour une image de FLIM. Cette configuration convient pour l’acquisition de quelques cellules 

« à la main » mais devient une limitation dans le cadre d’un criblage automatisé car elle fait 

drastiquement augmenter le nombre d’images à acquérir afin d’obtenir un nombre suffisant de 

cellules. L’utilisation d’un objectif 20x multi-immersions a été préférée et il a fallu une nouvelle 

fois vérifier que la mesure de FRET était toujours possible dans ces conditions (Fig 55). 

 

Fig 54. Effet de la fixation par PFA sur la mesure de FRET du biosenseur Aurora A 
Le graphique montre les valeurs de durée de vie de fluorescence de lignées U2OS stables exprimant 
GFP-Aurora A ou GFP-Aurora A-mCherry après synchronisation en mitose et avec ou sans traitement 
par PFA 4%.  Test statistique Mann-Whitney  *** p-value<0.001 
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On peut voir que l’utilisation d’un objectif 20x permet d’acquérir plusieurs cellules, jusqu’à 

plus d’une dizaine, pour un seul champ de vision. De plus, malgré une perte en résolution, les 

mesures de durée de vie de fluorescence montrent qu’il est toujours possible de mesurer du 

FRET dans ces conditions. L’avantage de cet objectif est de pouvoir utiliser l’immersion à eau 

plutôt qu’à huile. Dans le cadre d’un criblage, de nombreux mouvements de la platine 

supportant la plaque 96 puits vont se produire. Ces déplacements entraînent le mouvement de 

l’huile située entre l’objectif et la plaque ce qui crée un front de changement d’indice. À cause 

de la viscosité de l’huile, ce front met plus de temps à disparaître que le temps pris par le 

déplacement de la platine entre deux acquisitions. Cela empêche une acquisition correcte car le 

front crée une aberration dans l’image. L’usage d’un objectif à immersion à eau résout ce 

problème mais requiert un apport d’eau continue sur l’objectif pour contrebalancer 

l’évaporation qui n’est pas négligeable sur plusieurs heures. Pour cela, il est possible d’utiliser 

un dispositif d’approvisionnement automatique d’eau (Fig 56). Celui-ci est constitué d’un 

couvercle qui se place au-dessus de l’objectif et relié par un tuyau au réservoir d’eau. Le 

réservoir est relié à un système de pompe qui permet de régler les paramètres de volume et de 

fréquence de distribution d’eau.  

 

Fig 55. Mesure du FRET du biosenseur Aurora A avec un objectif 20x  
(A gauche) Images montrant les mesures de durée de vie de fluorescence de cellules U2OS exprimant 
GFP-Aurora A ou GFP-Aurora A-mCherry avec un objectif 20x. (A droite) Graphique représentant les 
valeurs de durée de fluorescence correspondantes. Test statistique Mann-Whitney *** p<0.001 n=20-
30 cellules 
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2) Intégration de nouveaux modules pour une acquisition en 96 puits 

 

La mise en place du criblage nécessite de pouvoir automatiser la prise d’acquisitions par le fast-

FLIM. Celui-ci doit être capable 1) de se déplacer de positions en positions au sein d’un même 

puit sans en sortir, 2) de se déplacer dans le puit suivant et d’y effectuer à nouveaux plusieurs 

acquisitions à différentes positions. La première version du fastFLIM fonctionnait grâce au 

logiciel Flimager qui était codé sous Metamorph. Ce travail a été effectué en collaboration avec 

Gilles Le Marchand, assistant ingénieur dans l’équipe qui s’occupait de l’aspect programmation 

sous Metamorph en se basant sur le cahier des charges que j’avais établi. 

Par la suite, l’ensemble de ces fonctionnalités a pu être intégré dans la nouvelle version 

développée par Inscoper (Fig 57). 

Fig 56. Image représentant le système d’approvisionnement automatique en eau. 

objectif 

réservoir 

couvercle 

Système de contrôle de la 
micropompe 
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Dans un premier temps, il a fallu déterminer les caractéristiques d’une plaque 96 puits telles 

que longueur, largeur, taille des puits et la distance entre le milieu de chaque puit. Au niveau 

du logiciel, chaque utilisateur peut choisir l’ensemble des puits ou bien définir le nombre et la 

position des puits qu’il souhaite parcourir. Au sein de chaque puit, il est possible de choisir un 

nombre d’acquisition. Les positions de ces acquisitions sont calculées de façon aléatoire à 

chaque puit. Chaque position est espacée de plus de 250µm afin d’éviter un chevauchement des 

champs de vision.  

Dans un second temps, il a fallu implémenter un module d’autofocus. Cet outil est nécessaire 

dans la plupart des systèmes de criblage utilisant un microscope. Avec le modèle biologique de 

la kinase Aurora A, le focus souhaité pour les acquisitions est au niveau de la plaque 

métaphasique. La fenêtre spatiale de ce focus n’est que de quelques µm et en dehors de cette 

fenêtre, les images ne sont plus analysables. Les plaques 96 puits ne sont jamais parfaitement 

plates et un léger décalage peut aussi provenir du système de platine. En prenant en compte 

l’ensemble des mouvements au cours d’un criblage, il est peu probable que le focus soit toujours 

maintenu. Sur ce système, le simple déplacement de la platine d’un puit au puit suivant peut 

suffire à perdre le focus. L’autofocus est un système qui permet de rechercher le focus idéal 

Fig 57. Schema représentant le principe de fonctionnement des modules d’acquisition multi-puit 
et d’autofocus du fastFLIM 
Image du logiciel Inscoper permettant de choisir les paramètres de multi-puits et d’autofocus. 
L’utilisateur peut choisir les puits qu’il souhaite cribler et le nombre d’acquisitions dans chaque puit.  
Les positions de chaque puit seront ensuite aléatoirement générées. L’utilisateur peut aussi choisir 
les paramètres d’autofocus comme l’excitation, le temps d’exposition, le nombre de stacks et le pas 
entre chaque stack. Un score de netteté est attribué à chaque stack afin de trouver le meilleur focus 
pour faire l’acquisition d’image de FLIM. 
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avant l’acquisition. Deux stratégies principales existent pour l’autofocus (Bathe-Peters et al., 

2018). La première consiste à utiliser la réflexion du laser sur le fond de la lame ou de la plaque 

afin d’en déterminer la position en z. Il suffit ensuite d’ajouter une distance fixe entre cette 

position et celle du focus des échantillons observées. Toutefois, il faut être certain que cette 

distance soit toujours la même. La deuxième stratégie consiste à se positionner sur un z standard 

puis de prendre un certain nombre d’images au-dessus et en dessous de ce plan. L’étude de la 

variation d’intensité selon les plans permet de déterminer le focus idéal. Pour cela  il existe 

plusieurs algorithmes de calcul qui changeront selon les échantillons observés (Qiu et al., 2013). 

Cette stratégie est plus lente car elle requiert de pendre plusieurs images mais elle sera plus 

robuste. L’autofocus du fastFLIM utilise la deuxième stratégie. Pour chaque image d’intensité 

prise en dessous et au-dessus du z de référence, un filtre médian est appliqué par 3x3 pixels afin 

de réduire le bruit de fond. Un score de netteté est ensuite calculé pour chaque image, l’image 

ayant le score le plus grand correspondra au focus recherché.  

Le module d’autofocus donne la possibilité de choisir un laser d’excitation, un temps 

d’exposition et une DO différents de ce qui est utilisé pour l’acquisition. Dans un premier 

temps, l’idée était d’utiliser l’autofocus dans une longueur d’onde éloignée de la GFP et de la 

mCherry afin de ne pas perturber leurs propriétés et d’altérer la mesure de FRET. Des plasmides 

codant pour H2B-IRFP 670 ou centrin-IRFP 670 étaient disponibles. H2D est une histone située 

au niveau des chromosomes et la centrine est un composant des centrosomes. L’IRFP 670 est 

un fluorophore dont le spectre d’excitation pouvait être assez éloigné de celui de la GFP et de 

la mcherry (Fig 58). 
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Cependant, la transfection des lignées stables U2OS avec l’un de ces plasmides s’est avérée 

peu concluante. Le taux de transfection de ces lignées stables est très faible ce qui rend difficile 

leur utilisation pour l’autofocus. De plus la transfection transitoire de cellules U2OS sauvages 

fait parfois apparaître des artefacts visibles dans le canal vert qui est celui utilisé pour mesurer 

la durée de vie de fluorescence de la GFP (fig 59). 

 

 

 
 

Pour ces raisons, l’autofocus utilisera le canal de la GFP. Pour cela, il faut vérifier que cette 

utilisation n’interfère pas avec la mesure de FRET. Le principal risque est celui de 

photoblanchiment qui consiste en la perte irréversible d’un fluorophore à être excité à nouveau, 

ce qui peut arriver si les niveaux d’excitation reçus sont trop élevés. Il est possible de déterminer 

Fig 58. Schéma représentant le spectre d’émission de la GFP et les spectres d’excitation de la 
mCherry et de l’IRFP 670 

Fig 59. Image de cellules U2OS transfectées avec H2B-IRFP670 
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ce photoblanchiment en faisant un nombre élevé d’acquisitions à des temps d’exposition élevés, 

environ 3s pour une image de FLIM (fig 60). 

 

 

 
 

On voit ici que le photoblanchiement est de l’ordre de 10% avec une excitation élevée de la 

GFP ce qui est assez faible. De plus, les mesures de durée de vie de fluorescence ne varient pas 

significativement. Comme il est possible de choisir le temps d’exposition pour l’autofocus, une 

durée de 100ms par image est suffisante pour déterminer le bon focus dans la plupart des cas. 

Cette durée permet de penser raisonnablement que le photoblanchiement peut être négligé. Une 

dernière vérification peut être effectuée en comparant les valeurs de durée de vie de 

fluorescence avec ou sans utilisation de l’autofocus avec ces mêmes paramètres (Fig 61). 

 

Fig 60. Estimation du photoblanchiement de la GFP au sein du biosenseur Aurora A 
(A gauche) Graphique représentant l’intensité moyenne de l’image d’une cellule U2OS exprimant le 
biosenseur GFP-Aurora A au cours de plusieurs acquisitions à 700ms par porte temporelle. (A droite) 
Graphique représentant la durée de vie de fluorescence correspondante.  
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On peut constater que l’utilisation de l’autofocus en utilisant la GFP n’altère pas sa durée de 

vie de fluorescence. C’est avec ces paramètres que l’autofocus sera utilisé pour le criblage 

automatisé. 

 

3) Mise en place d’un pipe-line d’analyse des données 

 

Lors d’acquisitions d’image de FLIM classique, c’est-à-dire l’acquisition d’une dizaine de 

cellule par condition, chaque image comprend les valeurs de durée de vie de fluorescence d’une 

seule cellule. Il est donc rapide d’extraire la moyenne de l’ensemble des valeurs pour chaque 

cellule. Toutefois, un criblage basé sur la microscopie génère des centaines voire des milliers 

d’images. Il est nécessaire de développer une stratégie d’analyse de ces images puisqu’il devient 

impossible de le faire « à la main ». Cette stratégie doit ainsi permettre l’automatisation de 

l’analyse de l’ensemble des images, ainsi que la possibilité de récupérer la moyenne de durée 

de vie de fluorescence pour chaque cellule. L’analyse des images se fait en utilisant le logiciel 

ImageJ/Fiji. Des macros peuvent être codées sous ce logiciel permettant d’accomplir 

automatiquement les tâches demandées. Une macro a été développée afin de répondre à ce 

besoin, son fonctionnement est expliqué en figure 62 et le code est consultable en Annexe. Sa 

première tâche est de calculer l’image de FLIM à partir du stack de cinq images correspondant 

Fig 61. Effet de l’utilisation de l’autofocus avec la longueur d’onde d’excitation de la GFP. 
Graphique représentant les mesures de durée de vie de fluorescence de cellules U2OS exprimant le 
biosenseur GFP-Aurora A-mCherry après utilisation de l’autofocus dans le vert à faible exposition 
ou sans autofocus. Test statistique Mann-Whitney  NS : non significant. 
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aux cinq portes temporelles qui a été acquis par le microscope. Cette tâche qui est un traitement 

post-acquisition peut être effectuée par le fastFLIM directement. Dans le cadre d’un criblage, 

il semblait intéressant de déporter cette fonctionnalité pour deux raisons. La première est que 

la possibilité de ne pas calculer le FLIM directement sur le microscope doit permettre au 

criblage de se faire plus rapidement. La deuxième raison est qu’elle permet de recalculer les 

images de FLIM en faisant varier des paramètres tels que le threshold, ou bien la taille des 

portes temporelles utilisées ou l’écart de temps entre chaque porte. La deuxième tâche consiste 

à pouvoir déterminer la valeur moyenne de durée de vie de fluorescence pour chaque cellule,  

avec des images qui peuvent contenir plusieurs cellules. Pour cela, la macro doit être en mesure 

de pouvoir segmenter les cellules. La segmentation se fait après un lissage de l’image 

d’intensité de fluorescence de la première porte temporelle en effectuant un flou gaussien puis 

en appliquant un treshold parmi plusieurs prédéfinis dans imageJ. Avec les cellules exprimant 

le biosenseur Aurora A et synchronisées en mitose, un flou gaussien comprenant une valeur de 

σ=1 et l’utilisation du threshold « Default » permettent une bonne segmentation des cellules. 

La segmentation crée des régions d’intérêts pour chaque cellule qui peuvent ensuite être 

appliqués sur les images de FLIM correspondantes. Cela permet ainsi pour chaque cellule de 

récupérer la moyenne de durée de vie de fluorescence de tous les pixels, ainsi que la déviation 

standard ou bien le nombre de pixels pris en compte. 
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Lors du lancement de la macro, il est demandé à l’utilisateur d’indiquer le dossier contenant les 

images d’intensité de fluorescence, le dossier qui va contenir toutes les images de FLIM 

calculées et un dossier qui contiendra les images des cellules segmentées pour vérification ainsi 

Fig 62. Mode de fonctionnement du pipe-line d’analyse automatisé des images du criblage. 
L’utilisateur choisit le dossier contenant les images d’intensité de fluorescence puis le dossier où 
seront sauvegardées les images de FLIM et le dossier contenant les résultats de l’analyse. L’utilisateur 
choisit ensuite les paramètres pour la segmentation des cellules ainsi que les paramètres pour le 
calcul de l’image de FLIM. Pour chaque image d’intensité de fluorescence, une image de FLIM est 
calculée et les cellules sont segmentées. Les régions d’intérêts créées seront appliquées sur l’image 
de FLIM et ainsi pour chaque cellule il est possible de récupérer les informations telles que la 
moyenne de durée de vie de fluorescence, l’écart-type etc. 
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qu’un fichier de données utilisable sous Excel et contenant l’ensemble des données par cellule. 

Il est encore nécessaire de développer des macros sous Excel afin de pouvoir annoter chaque 

ligne correspondant à une cellule avec les puits mais aussi de pouvoir annoter selon les 

traitements ou molécules utilisés. A la fin, le fichier contient un nombre de lignes correspondant 

au nombre de cellules analysées avec pour chacune les valeurs des paramètres telles que 

moyenne de durée de vie de fluorescence, écart-type, nombre de pixels et les conditions telles 

que nature du biosenseur, numéro de puit, traitement. 

 

4) Validation de la méthodologie de criblage 

 

La présentation de l’ensemble de cette méthodologie ainsi que de sa validation fait l’objet de 

l’article intitulé : Automated screening of AURKA activity based on a genetically encoded 

FRET biosensor using Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy  (Sizaire et al) soumis 

dans le journal Methods and Applications in Fluorescence. 

 

Cet article permet de présenter la méthodologie de criblage par FRET-FLIM en utilisant le 

biosenseur d’activité kinase d’Aurora A. Cette méthodologie s’appuie sur une collaboration 

avec la start-up Inscoper dont le boitier qu’ils ont développé permet de contrôler l’ensemble 

des appareils et d’améliorer la vitesse globale des acquisitions et ainsi du criblage. La figure 5 

de l’article donne un exemple de crible en utilisant des puits contenant des cellules exprimant 

le biosenseur GFP-Aurora A ou GFP-Aurora A-mCherry et montrant qu’il est possible de 

mesurer le FRET en utilisant un nombre important de données. 
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5) Criblage de molécules  

 

Cette méthodologie de criblage peut à présent être utilisée afin d’identifier de potentiels 

nouveaux inhibiteurs de l’activité kinase Aurora A. Pour cela, nous disposons d’une banque de 

47 molécules dont au moins un inhibiteur commercial d’Aurora A. Cette banque est issue de la 

collaboration avec Sandrine Ruchaud de la plateforme de criblage Kissf.  Ces molécules ont été 

précédemment testées sur l’activité kinase d’Aurora B. Pour ce crible, les cellules U2OS 

exprimant le biosenseur GFP-Aurora A-mCherry sont ensemencées en même quantité dans les 

puits et synchronisées en G2/M au nocodazole. Le changement de milieu permet ensuite aux 

cellules de rentrer en mitose. Les 47 molécules seront testées en aveugle, c’est-à-dire sans 

connaître leur nature au préalable. Pour chaque molécule, deux puits sont attribués, les deux 

derniers restants étant attribués au DMSO pour le contrôle négatif. L’incubation avec les 

molécules se fait grâce à une pipette de 8 canaux. Cela permet d’incuber les 12 colonnes de la 

plaque avec une différence de temps inférieure à 1 minute entre la première colonne et la 

dernière colonne. Les cellules sont incubées avec des molécules à une concentration de 1µM 

pendant 20 minutes et sont ensuite fixées à la PFA (Fig 63). 

 

 

 

Fig 63. Crible de l’effet de 47 molécules sur l’activité kinase du biosenseur Aurora A 
Graphique représentant les valeurs de durée de vie de fluorescence de cellules U2OS exprimant le 
biosenseur GFP-Aurora A-mcherry synchronysées en mitose puis traitées avec l’une des 47 
molécules à 1µM pendant 20 minutes. Les cellules sont ensuite fixées à la PFA 4% et la plaque 96-
puits est criblée au fastFLIM. Chaque point représente une cellule. 
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Ce crible permet de voir que plusieurs molécules ont pour effet d’augmenter significativement 

à la durée de vie de fluorescence du biosenseur comparé à la condition traitée au DMSO. Ces 

molécules sont A7, B6, D6, E6, G7, H5, H6 avec respectivement des remontées de durée de vie 

de 76ps, 100ps, 73ps, 72ps, 72ps, 81ps, 79ps. Cet écart de valeur de FLIM se rapproche de 

l’ordre de grandeur d’environ 100ps observé lorsque le FRET est aboli. Ces molécules sont 

ainsi des inhibiteurs potentiels de l’activité kinase d’Aurora A. 

Un crible de test kinase in vitro a été fait afin de comparer les effets des molécules sur l’activité 

kinase d’Aurora A avec le test in cellulo. Le principe de ces tests est d’utiliser de l’ATP 

radiomarqué, [γ-32P] ATP. Il est alors possible de suivre l’autophosphorylation d’Aurora A en 

mesurant la consommation d’ATP après un certain temps. En comparant avec la condition 

DMSO, on peut établir un % d’activité restant de la kinase après traitement avec les molécules 

(Fig 64). 

 

 
 

En regardant les effets des molécules à 1µM, on voit que les molécules A3, C7, G5 et H5 ont 

un effet inhibiteur significativement important avec un % d’activité restant d’Aurora A inférieur 

à 40%. En particulier la molécule H5 montre l’effet inhibiteur le plus important à 1µM. 

En comparant avec le crible in cellulo, on constate que seule la molécule H5 se retrouve dans 

les deux cribles. De plus la molécule H5 correspond à l’inhibiteur commercial de l’activité 

kinase d’Aurora A. Cela montre que la méthodologie de criblage basé sur le biosenseur Aurora 

Fig 64. Résultat du criblage de l’activité kinase d’Aurora A in vitro 
Test kinase par consommation d’ATP radiomarqué [γ-32P] de la protéine Aurora A. Les 47 
molécules ont été utilisées à 1µM ou 10µM et le % d’activité kinase restant a été calculé par 
rapport à la condition avec DMSO. 
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A et le FRET-FLIM automatisé permet de retrouver un inhibiteur connu et caractérisé d’Aurora 

A. Cela permet de valider ce criblage comme une nouvelle méthodologie pour trouver de 

potentiels inhibiteurs de l’activité kinase d’Aurora A. 

Toutefois il est important de discuter des molécules qui ont un effet important dans un seul des 

deux cribles. Les molécules A7, B6, D6, E6, G7, H6 semblent abolir le FRET du biosenseur in 

cellulo mais n’apparaissent pas comme des inhibiteurs de l’activité kinase d’Aurora A in vitro. 

Une hypothèse possible pourrait être que ces molécules n’ont pas d’effet direct sur l’activité 

kinase d’Aurora A mais pourraient cibler d’autres protéines (« off-target ») qui elles-mêmes 

pourraient être des activateurs d’Aurora A. Il existe d’autres protéines kinases comme PAK2 et 

PAK3 qui sont capable d’interagir et d’induire la phosphorylation d’Aurora A sur le résidu 

T288. Les molécules A3, C7, G5 ont un effet d’inhibition important sur l’activation d’Aurora 

A dans le crible in vitro mais ont un effet faible très faible sur la remontée de durée de vie de 

fluorescence dans le crible in cellulo, de 20 à 30ps ce qui est en dessous du bruit. Il convient de 

constater que la condition traitée avec la molécule C7 ne compte que 9 cellules comparées aux 

dizaines des autres conditions ce qui réduit la possibiité de voir un effet. Une des possibilités 

est qu’une molécule pour agir in cellulo doit pouvoir traverser la membrane plasmique, diffuser 

et atteindre sa cible potentielle. Ce sont des obstacles possibles et il faudrait alors vérifier les 

effets de ces molécules sur des temps d’incubation plus longs. 

Ainsi, cette méthodologie de crible cellulo a permis de retrouver un inhibiteur commercial 

d’Aurora A, le MLN 8237. Mais certains « hits » potentiels ne semblent pas être des inhibiteurs 

directs de l’activité kinase d’Aurora A. De plus, certaines molécules semblent être considérées 

comme de faux négatifs puisqu’elles apparaissent comme inhibitrices de l’activité kinase 

d’Aurora A in vitro. 
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III)  Nouvelles méthodologies pour suivre l’activité FRET du biosenseur 

Aurora A 

Dans cette troisième partie, le but a été d’optimiser l’utilisation du biosenseur FRET de 

l’activité kinase d’Aurora A. Dans un premier temps, j’ai participé au développement d’un 

biosenseur de type homoFRET ayant pour objectif d’être utilisé en multiplex. Dans un second, 

j’ai utilisé la technique de 2c-FCCS pour mesurer l’activité du biosenseur dans le cytosol de la 

cellule où Aurora A est faiblement exprimée. 

 

1) Homo-FRET par mesure d’anisotropie (FAIM) 

 

L’homo-FRET est le transfert d’énergie FRET entre deux fluorophores identiques. En théorie, 

le transfert d’énergie d’un fluorophore à un autre identique est possible si son spectre 

d’excitation et d’émission se recouvrent. C’est par exemple le cas de la GFP (Fig 65). 

 

 

 
 

Cependant, le fluorophore donneur est le même que le fluorophore accepteur ce qui rend 

impossible l’utilisation de FLIM ou de mesures ratiométriques pour quantifier le FRET. 

La mesure de FRET se fait en mesurant l’anisotropie. On parle d’anisotropie lorsqu’une 

propriété dépend de la direction. Dans le domaine de la fluorescence on parle aussi de 

polarisation de fluorescence. Le principe est d’utiliser une lumière d’excitation polarisée qui va 

Fig 65. Spectre d’excitation et d’émission de la GFP 
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uniquement exciter les fluorophores dont les dipôles se trouvent dans la même orientation, il 

s’agit de photosélection (Chan et al., 2011). Si des phénomènes physiques ont lieu entre 

l’excitation et l’émission tels que du FRET, ou la rotation du fluorophore, alors la lumière émise 

sera dépolarisée et l’anisotropie diminue. On peut mesurer l’intensité de fluorescence émise 

dans la direction parallèle et perpendiculaire à la lumière d’excitation. La mesure d’anisotropie 

r est donnée par la formule suivante 

 

𝑟 =
𝐼ǁ − 𝐼⊥

𝐼ǁ + 2𝐼⊥
 

𝐼ǁ est l’intensité d’émission parallèle et 𝐼⊥ l’intensité d’émission perpendiculaire 

 

Ces mesures peuvent se faire avec un microscope confocal qui a la capacité d’envoyer une 

lumière polarisée et qui dispose de filtres capable de sélectionner l’orientation de l’émission 

mesurée (Fig 66). 

 

 

La formule d’anisotropie permet de comprendre que si les deux fluorophores ne sont pas dans 

des directions parallèles, l’anisotropie va diminuer s’il y a homo-FRET. La rotation des 

fluorophores peut aussi intervenir dans la diminution d’anisotropie. Toutefois, dans le cas de la 

GFP qui est une molécule de taille importante, on peut considérer que le temps de rotation est 

Fig 66. Principe de fonctionnement de mesure d’anisotropie par un microscope confocal 

Chan et al, 2011 
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très long en comparaison au phénomène de FRET.  On peut ainsi mesurer l’homo-FRET en 

mesurant une diminution de l’anisotropie. 

Dans un premier temps, il a fallu vérifier qu’il était possible de mesurer l’homo-FRET entre 

deux molécules de GFP dans des cellules U2OS au microscope SP8.  Nous disposons du 

plasmide codant pour la GFP et du plasmide codant pour le tandem GFP-GFP qui doit 

correspondre au maximum de FRET observable. Les cellules U2OS sont transitoirement 

transfectées avec le plasmide codant pour la GFP ou le tandem GFP-GFP, puis on acquiert 

séquentiellement la fluorescence émise en orientation parallèle ou perpendiculaire à la lumière 

d’excitation afin de calculer l’anisotropie (Fig 67). 

 

 

 

On observe bien une diminution significative de l’anisotropie entre le tandem GFP-GFP et GFP 

seul, qui correspond à l’homo-FRET du tandem. 

Dans un second temps, un nouveau biosenseur homo-FRET d’Aurora A a été généré (Fig 68).  

 

 
 

Fig 67. Mesure d’homo-FRET par anisotropie du tandem GFP-GFP. 
(A gauche) Images de microscopie de cellules U2OS exprimant GFP ou le tandem GFP-GFP. En vert, 
les images d’intensité d’émission parallèle ou perpendiculaire et en fausses couleurs l’anisotropie 
calculée. (A droite) Graphique représentant les valeurs d’anisotropie correspondantes. Test 
statistique Mann-Withney. *** p<0.001 
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 Celui-ci a été obtenu par construction plasmidique en ajoutant la séquence de la GFP au 

plasmide contenant le biosenseur GFP-Aurora A pour obtenir GFP-Aurora A-GFP. De la même 

façon que pour les lignes exprimant le biosenseur hétéro-FRET, des lignées stables U2OS 

exprimant le biosenseur homo-FRET et ses dérivés à des niveaux endogènes grâce au 

promoteur Aurora A ont été générées. Les cellules sont synchronisées en mitose par traitement 

au nocodazole puis on acquiert séquentiellement la fluorescence émise en orientation parallèle 

ou perpendiculaire à la lumière d’excitation afin de calculer l’anisotropie (Fig 69). 

 

  

 

On constate que l’anisotropie ne varie pas entre les conditions GFP-Aurora A et GFP-Aurora 

A-GFP. Il n’est donc pas possible avec ce biosenseur de pouvoir mesurer l’homoFRET. On 

peut faire l’hypothèse que les deux GFP soient dans des conformations parallèles empechant 

toute mesure d’homo-FRET. Il peut y avoir du FRET entre les deux GFP sans avoir de variation 

Fig 68. Principe de fonctionnement du biosenseur homo-FRET d’Aurora A 

Fig 69. Mesure d’anisotropie du biosenseur homoFRET d’Aurora A  
(A gauche) Images de microscopie de l’émission parallèle et perpendiculaire des biosenseurs GFP-
Aurora A, GFP-Aurora A-GFP et l’image d’anisotropie calculée. (A droite) Graphique représentant les 
mesures d’anisotropie correspondantes. NS : non significant 
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d’anisotropie. Cela montre aussi que les mesures d’hétéroFRET ou d’homoFRET au sein de 

tandems de fluorophores ne permettent pas de prédire l’efficacité finale au sein des biosenseurs. 

 

2) Mesure d’hétéroFRET par 2c-FCCS 

 

L’utilisation du FLIM pour mesurer l’hétéro-FRET du biosenseur Aurora A permet de suivre 

son activité aux centrosomes et sur le fuseau mitotique où Aurora A est en abondance. 

Cependant cette technique connait une limitation puisqu’elle nécessite un certain nombre de 

photons afin d’avoir un bon rapport signal/bruit (Leray et al., 2013). Avec le fastFLIM, cela se 

traduit par l’utilisation d’un seuil, le plus souvent à 3000 niveau de gris, lorsque l’image de 

FLIM est calculée. Ce seuil exclut les mesures de durée de vie du biosenseur dans le cytosol où 

la protéine Aurora A est présente mais à de faibles niveaux. Une nouvelle méthodologie est 

nécessaire pour essayer de mesurer l’activité d’Aurora A à de bas niveaux de concentration. La 

2c-FCCS a été utilisée pour mesurer les variations de FRET du biosenseur. La FCS consiste à 

mesurer les fluctuations d’intensité dans un volume confocal (Fig 70).  

 

 

 

Ces fluctuations sont dues à l’entrée et la sortie du fluorophore qui diffuse dans le volume 

confocal. Cette technique permet de mesurer la diffusion d’une protéine. Elle est sensible au 

nombre de fluorophores qui diffusent dans le volume confocal. En effet, si trop de fluorphores 

diffusent, il sera difficile de mesurer les fluctuations. C’est pourquoi cette technique est adaptée 

à de faibles concentrations en fluorophore. En 2c-FCCS, les fluctuations sont mesurées dans un 

Fig 70. Principe de la spectroscopie à corrélation de fluorescence 
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même volume confocal avec deux canaux. Il est possible de mesurer l’auto-corrélation dans 

chaque canal, ainsi que la corrélation croisée. Cette technique est utilisée pour mesurer la co-

diffusion de deux fluorophores et permet d’avoir accès à l’information sur l’interaction 

protéine-protéine (Bacia and Schwille, 2007). Il a été montré que le FRET modifie l’amplitude 

des courbes d’auto-corélation et de corrélation croisée (Eggeling et al., 2005). C’est pourquoi 

cette technique semble adaptée pour mesurer le FRET dans des zones cellulaires où le 

biosenseur est en faible quantité.  

Cependant, la 2c-FCCS est très sensible à la fuite spectrale, notamment entre la GFP et la 

mCherry. Pour y remédier, il est possible d’utiliser la technique de comptage de photons 

(TCSPC) en parallèle, on parle de FLCS. Le principe de cette technique est de pouvoir 

distinguer la contribution de l’émission du fluorophore vert dans le canal rouge.. Pour la FLCS, 

deux lasers sont utilisés en simultanée, un laser pulsé à 470nm pour exciter la GFP, et un laser 

continu à 561nm pour exciter la mCherry. L’utilisation d’un laser pulsé permet de faire du 

comptage de photon corrélé en temps et de mesurer leur délai d’arrivée au détecteur. Ainsi, s’il 

n’y avait pas de fuite spectrale, on devrait observer dans le canal vert la décroissance de 

fluorescence de la GFP et dans le canal rouge uniquement les fluctuations de l’émission de 

mCherry après excitation au laser continu. S’il y a contribution de l’émission de GFP dans le 

canal rouge, alors celle-ci est observable avec une décroissance de fluorescence  (Fig 71) 

(Padilla-Parra et al., 2011b). 
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Il est ainsi possible d’utiliser des filtres statistiques afin d’éliminer la contribution de la GFP 

dans le canal rouge. Après cela, les fluctuations peuvent être analysées et l’auto-corrélation 

ainsi que la corrélation croisée sont calculées. Un exemple de comparaison entre diffusion 

séparée de GFP et mCherry et diffusion de tandem GFP-mCherry est représenté en figure 72. 

  

Fig 71. Principe de fonctionnement de FLCS  
(En haut) La GFP est excitée grâce à un laser pulsé à 470 permettant d’observer un déclin dans le 
canal vert et un déclin dans le canal rouge correspondant à la fuite spectrale. (Au milieu) La mCherry 
est excitée par un laser continu à 561 nm. (En bas) Combinaison de l’émission dans chaque canal 
avec les deux excitations. Par filtre, il est possible d’enlever la contribution de la GFP dans le canal 
rouge. 

Padilla-Parra et al., 2011b 
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Lorsqu’il y a co-diffusion entre les deux fluorophores, alors on observe une courbe de 

corrélation croisée. S’il y a du FRET entre les deux fluorophores qui co-diffusent, alors on 

observe une diminution de l’amplitude de la corrélation croisée ainsi qu’une augmentation de 

l’amplitude de l’auto-corrélation du donneur (Eggeling et al., 2005). Dans le cadre du 

biosenseur GFP-Aurora A-mCherry, on a bien une co-diffusion des fluorophores et du FRET 

lorsque la kinase Aurora A est activée. 

Pour suivre le FRET, on utlise le ratio 
𝐺0,𝑐𝑐

𝐺0,𝑣
 avec 𝐺0,𝑐𝑐 l’amplitude de la courbe de corrélation 

croisée et  𝐺0,𝑣 et 𝐺0,𝑟 respectivement l’amplitude de la courbe d’auto-corrélation dans le vert. 

Ainsi, si ce ratio augmente alors cela signifie que le FRET diminue, la co-diffusion étant 

inchangée au sein du biosenseur. 

Des premières expériences de 2c-FCCS avaient été effectuées in vitro par Claire Déméautis en 

en utilisant le biosenseur GFP-Aurora A-mCherry et le biosenseur muté « kinase-dead » GFP-

Aurora A K162M-mCherry (Fig 73). 

Fig 72. Principe de la 2C-FCCS pour mesurer la co-diffusion  
Graphique représentant les courbes d’auto-corrélation, en vert pour la GFP et en rouge pour la 
mCherry, et de la cross-corrélation en noir. Les courbes sont des « fit » des données expérimentales 
en utilisant un modèle de diffusion classique. L’amplitude des courbes d’auto-corrélation diminue 
et on observe une courbe d’auto-corrélation lorsqu’il y a  co-diffusion. 
 

Padilla-Parra et al., 2011b 
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Ces résultats montrent une augmentation significative du ratio de la corrélation croisée sur 

l’amplitude de l’auto-corrélation dans le vert avec le biosenseur « kinase –dead » en 

comparaison avec le biosenseur sauvage. Il est donc possible de suivre le FRET in vitro du 

biosenseur Aurora A par 2C-FCCS. 

Pour vérifier si ces résultats sont reproductibles in cellulo, les lignées stables U2OS exprimant 

le biosenseur sauvage et le biosenseur « kinase-dead » ont été utilisées. Ces cellules ont été 

synchronisées en mitose. Pour chaque cellule, trois acquisitions sont faîtes dans le cytosol 

pendant 30 secondes. Le choix des cellules est très important puisqu’il faut choisir des cellules 

qui expriment le biosenseur à de faibles concentrations. Les résultats sont résumés dans la figure 

74. 

 

 

Fig 73. 2c-FCCS du biosenseur Aurora A in vitro  
Graphique représentant le ratio de l’amplitude de la courbe de corrélation croisée sur l’amplitude 
de la courbe d’auto-corrélation de la GFP dans des cellules U2OS exprimant le biosenseur GFP-
Aurora A-mCherry ou GFP-Aurora A K162M-mCherry. Test statistique de Student. **** p<0.0001 
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On peut d’abord constater que l’amplitude de la courbe pour la mCherry est toujours au-dessus 

de celle de la GFP, ce qui selon le modèle indique qu’il y a moins de molécules de mCherry 

comparée à la GFP. Cela peut s’expliquer par le fait que la mCherry dispose d’une vitesse de 

maturation plus longue que la GFP. De plus on observe que le ratio de corrélation croisée sur 

l’auto-corrélation dans le vert n’est pas significativement différent entre le biosenseur sauvage 

et le biosenseur mutant. Il n’est donc pas possible de mesurer le FRET en 2c-FCCS avec ce 

biosenseur et ce couple de fluorphore. Une hypothèse est que la mCherry est moins brillante 

que la GFP  est que le temps caractéristique d’état noir, dû par exemple à l’état triplet, est aussi 

plus long comparé à la GFP (Dean et al., 2011). Il existe donc une proportion de biosenseur 

GFP-Aurora A-mCherry avec une GFP brillante mais une mCherry « dark ». Ainsi les 

variations d’amplitude de FRET ne seraient pas assez importantes pour être observées en 2c-

FCCS. Afin de remédier à ce problème, il a été décidé de changer la paire de fluorophore, 

particulièrement en changeant l’accepteur FRET mCherry en superYFP. Le donneur GFP est 

remplacé par un fluorophore cyan, la mTurquoise2. La superYFP est un dimère du fluorohpore 

dLanYFP développé par l’équipe de Fabienne Mérola. La superYFP dispose d’une brillance 

importante de 112.5. Un nouveau biosenseur Aurora et ses dérivés, donneur seul et mutant, ont 

été générés en utilisant le couple mTurquoise2/superYFp. Ce biosenseur s’est révélé efficace 

Fig 74. 2C-FCCS du biosenseur GFP-Aurora A-mcherry  
 Courbes d’auto-corrélation dans le vert et dans le rouge et courbe de corrélation croisée des cellules 
exprimant GFP-Aurora A-mCherry et GFP-Aurora A K162M-mCherry. Les valeurs expérimentales sont 
représentées par des points et les courbes sont modélisées avec un modèle classique de diffusion. 
Le rapport de la corrélation croisée sur l’auto-corrélation dans le vert est représenté dans le 
graphique à droite. Test statistique Mann-Withney. NS : non significant. 

 

Bertolin et al, 2019 
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pour mesurer le FRET par FLIM dans des cellules U2OS synchronisées en mitose avec une 

différence de durée de vie de fluorescence d’environ 100ps. Les cellules U2OS ont été 

transitoirement transfectées avec le biosenseur sauvage ou mutant et les cellules sont 

synchronisés en mitoses. Les acquisitions se font selon les mêmes paramètres que pour le 

biosenseur GFP-Aurora A-mCherry, en utilisant un laser pulsé à 440nm et un laser continu à 

514nm. (Fig 75). 

 

On constate le ratio de la corrélation croisée sur l’auto-corrélation dans le cyan diminue pour le 

biosenseur sauvage comparé au biosenseur mutant. Cela montre qu’il est possible de mesurer 

le FRET en 2c-FCCS en utilisant le biosenseur et la paire mTurquoise2/superYFP. On peut voir 

aussi que l’amplitude de la courbe d’auto-corrélation de la superYFP est toujours au-dessus de 

celle de la mTurquoise2. Afin de vérifier que cela n’était pas dû à des propriétés photophysiques 

de la superYFP, telle que l’état triplet, l’amplitude de la courbe d’auto-corrélation de la 

superYFP a été mesurée en faisant varier la puissance du laser (Fig 76). 

 

 

Fig 75. 2C-FCCS du biosenseur mTurquoise2-Aurora A-superYFP  
Courbes d’auto-corrélation dans le cyan et dans le jaune et courbe de corrélation croisée des cellules 
exprimant mTurquoise2-Aurora A-superYFP et mTurquoise2-Aurora A K162M-superYFP. Les valeurs 
expérimentales sont représentées par des points et les courbes sont modélisées avec un modèle 
classique de diffusion. Le rapport de la corrélation croisée sur l’auto-corrélation dans le cyan sur est 
représenté dans le graphique à droite. Test statistique Mann-Withney. ** p<0.01 

 

Bertolin et al, 2019 



140 
 

 

 

Cette expérience montre que l’amplitude de la courbe d’auto-corrélation de la superYFP varie 

peu, en moyenne de 20 à 30% ce qui n’explique pas la nette différence observable entre 

l’amplitude de l’auto-corrélation de la mTurquoise2 et de la superYFP. Une autre hypothèse 

pourrait être que la vitesse de maturation de la superYFP est plus lente en comparaison de la 

mTurquoise2. Des résultats préliminaires effectués par l’équipe de Fabienne Mérola iraient 

dans ce sens. 

L’ensemble de ces résultats montre que la mesure de FRET par d’autres méthodologies n’est 

pas toujours possible même si ce FRET est mesurable par FLIM. C’est le cas de l’anisotropie 

lorsqu’on utilise la paire GFP/mCherry, il pourrait être pertinent de refaire cette expérience en 

utilisant une autre paire telle que mTurquoise2/superYFP. La 2C-FCCS s’est montrée efficace 

pour mesurer l’activation du biosenseur Aurora A en utilisant la paire mTurquoise2/superYFP. 

Cette méthodologie est particulièrement adaptée pour mesurer l’activité du biosenseur dans des 

localisations où Aurora A est peu exprimée et où le FLIM est limitant.  

Ces résultats font partie de l’article : Optimised FRET pairs and quantification approaches 

to detect the activation of Aurora kinase A at mitosis (Giulia Bertolin, Florian Sizaire, Claire 

Demeautis, Catherine Chapuis, Fabienne Merola, Marie Erard,  Marc Tramier) publié dans le 

journal ACS Sensors (Bertolin et al., 2019). 

  

Fig 76. Effet de la puissance du laser sur l’amplitude de la courbe d’auto-corrélation de la 
superYFP  
Le graphique représente l’amplitude normalisée de la courbe d’auto-corrélation de la superYFP de 
cellules U2OS exprimant le biosenseur mTurquoise2-Aurora A-superYFP synchronisées en mitose, 
selon différentes puissances du laser à 514nm. 

Bertolin et al, 2019 
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Discussion et perspectives 
 

Le projet principal de ma thèse a été de mettre en place une méthodologie de criblage de 

l’activité kinase d’Aurora A. Pour cela, j’ai utilisé le microscope fastFLIM, un microscope qui 

permet de mesurer la durée de vie de fluorescence rapidement, et le biosenseur FRET, qui 

permet de suivre l’activité d’Aurora A dans des cellules. Ces deux outils ont été développés au 

sein de l’équipe. Une partie de mon travail a consisté à développer l’automatisation du 

fastFLIM qui n’était alors utilisable qu’en mode manuel. Il est maintenant possible de parcourir 

automatiquement une plaque 96 puits et d’acquérir plusieurs images au sein de chaque puit. 

Une étape importante, post-acquisition, a concerné l’analyse d’un grand nombre d’images 

composées parfois de plusieurs cellules exprimant le biosenseur. J’ai pu développer 

l’automatisation de cette analyse, notamment en utilisant de la segmentation, permettant ainsi 

d’apporter des données plus robustes à l’analyse statistique. L’ensemble de cette méthodologie 

a été validée en montrant qu’il était possible de mesurer correctement le FRET entre le 

biosenseur GFP-Aurora A-mCherry et GFP-Aurora A après criblage d’une plaque 96 puits. 

Suite à cela, j’ai commencé le criblage de l’activité kinase d’Aurora A en utilisant une petite 

banque de molécules fournis par nos collaborateurs Sandrine Ruchaud et Thomas Robert de la 

plate-forme Kissf (Roscoff) et j’ai pu comparer ces résultats avec un crible effectué in vitro. 

Cependant, il faut noter que ce crible s’est fait à concentration d’inhibiteur unique et avec le 

même temps d’incubation. La prochaine étape de ce projet est de dupliquer les criblages en 

utilisant différentes conditions ce qui permettrait une meilleure validation des hits. Il faudrait 

aussi pouvoir valider par Western Blot l’effet de ces hits sur la phosphorylation du résidu T288 

d’Aurora A dans des cellules. Une fois validés, ces hits pourraient être caractérisés par l’étude 

phénotypique des cellules. L’enjeu est de trouver des inhibiteurs, qui en inhibant l’activité 

kinase d’Aurora A, pourraient agir en tant qu’agent anti-tumoral. Une expérience classique dans 

le domaine de la découverte de molécules anti-tumorales est le test de prolifération cellulaire. 

Ce test est souvent effectué en se basant sur l’utilisation de methyl-[3H]-thymidine qui est un 

produit radiomarqué qui sera incorporé par les cellules au cours de la duplication du génome 

(phase S) qui précède la mitose (Griffiths and Sundaram, 2011). De la même façon, le 5-bromo-

2’-deoxyuridine (BrdU)  peut être utilisé et incorporé à la place de la thymidine puis révélé par 

immunohistochimie (Romar et al., 2016). On pourrait ainsi utiliser une des lignées cellulaires 

U2OS préalablement générée pour exprimer le biosenseur Aurora A sous un promoteur fort de 
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type CMV et étudier l’effet des hits sur la prolifération cellulaire. Plus particulièrement, cet 

effet est caractérisé en utilisant l’IC50. De façon générale, l’IC50 en test de prolifération 

cellulaire correspond à la concentration de molécule nécessaire pour diminuer de moitié 

l’incorporation de l’agent marquant l’ADN, donc de la prolifération cellulaire. Pour mesurer 

l’IC50, il faut donc mesurer l’incorporation de l’agent marquant après traitement à plusieurs 

concentrations d’inhibiteur et reporter les valeurs en fonction de la gamme de concentration. 

On pourrait ainsi comparer ces valeurs avec celles des inhibiteurs MLN8237 et MLN8054 qui 

ont un IC50 de l’ordre du nanomolaire dans des cellules (Hoar et al., 2007; Sells et al., 2008). 

Une autre caractérisation phénotypique pourrait être celle de l’effet des potentiels inhibiteurs 

sur le nombre de cellules présentant des défauts dans le fuseau mitotique. En effet, on sait 

qu’une diminution des niveaux d’Aurora A ou une diminution de son activité induit des défauts 

dans le fuseau mitotique et notamment une perte de la bipolarité du fuseau (Bertolin et al., 2018; 

Nikonova et al., 2013). 

La limitation actuelle majeure de la méthodologie de criblage par FLIM est probablement le 

temps d’acquisition total pour un criblage et est due à plusieurs paramètres : 

_ le premier concerne le nombre important d’acquisitions par puit. Le criblage des inhibiteurs 

d’Aurora A en cellules vivantes implique une synchronisation en mitose. Or le nombre de 

cellules par puit peut être très hétérogènes, certaines régions dans un puit contenant de 

nombreuses mitoses tandis que d’autres aucune. Il est donc nécessaire de faire de nombreuses 

acquisitions par puit afin d’être sûr d’imager un nombre suffisant de cellules. Un des moyens 

pour éviter cette hétérogénéité pourrait être d’utiliser des outils robotiques dès l’étape 

d’ensemencement et de synchronisation en mitose afin d’éliminer les biais humains. 

_le deuxième concerne l’utilisation des portes temporelles. Actuellement nous utilisons 5 portes 

temporelles de 2,2ns pour mesurer la durée de vie de fluorescence de la GFP. Cela signifie qu’il 

faut multiplier par 5 le temps d’exposition de la caméra pour faire une image de FLIM. De plus, 

les cellules expriment le biosenseur à des niveaux endogènes ce qui implique un signal 

relativement faible et donc un temps d’exposition plus important. Pour dépasser cette limitation, 

j’ai commencé à utiliser un système fastFLIM avec un intensificateur dont on peut augmenter 

la taille des portes temporelles. J’ai montré que l’utilisation de 3 images à 3ns était suffisante 

pour mesurer le FRET et cela permettrait de diminuer drastiquement le temps total pour acquérir 

une seule image de FLIM (Fig 77).  
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Dans ce même cadre, il serait intéressant d’étudier l’utilisation de différents temps d’exposition 

pour chaque porte temporelle et vérifier si le FRET est toujours mesurable. Actuellement, un 

temps d’exposition unique est utilisé pour chaque porte temporelle et donc pour acquérir les 

cinq images qui permettent le calcul de l’image de FLIM. Dû au déclin de fluorescence, la 

première image présente un rapport signal/bruit plus important que la dernière image. Il serait 

alors pertinent d’avoir la possibilité de répartir ce temps d’acquisition en le diminuant pour les 

premières portes temporelles, et en l’augmentant pour les dernières portes temporelles. On 

pourrait ainsi optimiser le temps d’acquisition global requis pour faire une image de FLIM. 

Le criblage automatisé est une méthodologie très puissante dans la recherche d’inhibiteurs. 

Outre le gain de temps, elle permet de gagner en robustesse et en reproductibilité en minimisant 

les biais humains. On parle de HCS (High Content Screening) lorsque le criblage apporte une 

ou plusieurs informations phénotypiques pour chaque cellule (Mattiazzi Usaj et al., 

Fig 77. Mesure de FRET en utilisant 3 portes temporelles de 3ns 
Le graphique montre les valeurs de durée de vie de fluorescence de lignées U2OS exprimant GFP-
Aurora A ou GFP-Aurora A-mCherry après synchronisation en mitose. La durée de vie de fluorescence 
a été mesurée en utilisant 3 portes temporelles d’une taille de 3 ns.Test statistique Mann-Whitney  
*** p-value<0.001 
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2016).Lorsque les banques d’inhibiteurs sont assez grandes, plusieurs centaines ou milliers de 

molécules, on peut aussi se référer à du HTS (High Throughput Screening) où on ne regarde 

qu’un seul aspect phénotypique souvent in vitro. Cela permet ainsi d’établir des criblages dits 

primaires mais requiert le plus souvent d’utiliser des robots pour cribler des dizaines ou 

centaines de plaques multi-puits. Dans le cadre de la recherche de nouveaux inhibiteurs, le 

paramètre appelé Z-factor est couramment utilisé afin de caractériser la qualité d’un criblage 

(Zhang et al., 1999). Il est définit par 𝑍 = 1 −
3(𝜎𝑝+𝜎𝑛)
|𝜇𝑝−𝜇𝑛|

  

avec σ la déviation standard du contrôle positif (p) ou négatif (n) et μ la moyenne du contrôle 

positif (p) ou négatif (n). 

Dans les plateformes de criblage, on considère qu’un criblage est de bonne qualité lorsque le 

Z>0.8 (il ne peut être supérieur à 1). Si on cherche à appliquer ce Z-factor au criblage par FLIM, 

on constate qu’il est impossible en théorie d’obtenir un score acceptable. En effet la gamme 

dynamique (la différence des moyennes) entre l’échantillon positif, par exemple le GFP-Aurora 

A-mCherry avec FRET, et l’échantillon négatif, GFP-Aurora A sans FRET, est de l’ordre de 

100 ps tandis que la déviation standard sera autour de 20 à 30 ps. Dans le meilleur des cas, le Z 

factor obtenu sera inférieur à 0, loin des standards de criblage en haut débit. On peut cependant 

noter que notre approche se fait dans un cadre fondamental et qu’aucun système de criblage par 

FLIM actuel n’utilise le Z-factor pour une validation du criblage. Ainsi, la méthodologie que 

l’on propose ici pourrait plutôt être utilisée dans un cadre de criblage secondaire. 

Actuellement, il existe d’autres systèmes qui ont été développés afin de faire du criblage par 

FLIM. L’équipe de Paul French dispose d’un système à portes temporelles assez proche du 

fastFLIM et capable de faire du crible automatisé (Görlitz et al., 2017). Toutefois, ils n’utilisent 

pas la moyenne de durée de vie de fluorescence et doivent donc faire un « fitting » de leurs 

données. Ils ont ainsi développé une solution FLIMfit sous MATHLAB permettant de faire le 

« fitting » de centaines d’images plus rapidement et de segmenter les cellules (Warren et al., 

2013). Grâce à ces développements, ils ont récemment utilisé cette méthodologie pour cribler 

des interactions protéine-protéines de différentes protéines du kinétochore dans des cellules de 

levure (Guo et al., 2019). Récemment, l’entreprise Leica a développé un nouveau module 

appelé FALCON qui vient compléter son microscope confocal SP8. Il consiste en une 

amélioration du temps d’acquisition par TCSPC, notamment grâce à un échantillonnage de 

l’ordre de 10GHz permettant ainsi de détecter le temps d’arrivée d’un photon après chaque 

pulse laser (plusieurs pulses étant nécessaires pour détecter un seul photon en TCSPC 
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classique). Cette technologie a été utilisée avec un biosenseur de la concentration en AMPc de 

type Epac, et a permis de mesurer les variation des niveaux d’AMPc dans des cellules à l’ordre 

de la seconde (Broertjes et al., 2019). 

Une autre partie de mon travail a été de participer à la validation du biosenseur FRET d’activité 

kinase d’Aurora A (Bertolin et al., 2016). Ce biosenseur est avant tout un biosenseur de 

changement de conformation de la kinase qui est corrélé à son état d’activation et à sa 

phosphorylation sur le résidu T288. Un aspect majeur dans son utilisation est qu’il est 

fonctionnel et exprimé à des niveaux endogènes dans des cellules vivantes. Ce biosenseur 

d’activité kinase est donc différent des biosenseur plus classiques qui existent et qui se basent 

sur le substrat (Sizaire and Tramier, 2017). Avec ces derniers, on a plutôt accès au statut 

d’activité de la kinase envers un substrat. Ils ont pour limitation d’avoir des variations de FRET 

qui vont dépendre des niveaux endogènes de la kinase étudiée et requièrent de bien connaitre 

la séquence du substrat phosphorylé. A ce jour, il existe encore peu de biosenseurs de 

conformation  FRET pour les kinases. Il existe un tel biosenseur pour l’activité kinase de PKCγ 

(Verbeek et al., 2008) Ce biosenseur contient toute la séquence de la PKCγ  ainsi qu’un sous-

domaine régulateur et la paire de fluorophore GFP/RFP. En mesurant le FRET, ils ont pu étudier 

des mutations qui touchent ce sous-domaine. De façon similaire, il existe un biosenseur de 

l’activité kinase de FAK (Focal Adhesion Kinase (Cai et al., 2008). Dans celui-ci, la kinase est 

fusionnée à un domaine FERM et à la paire de fluorophores CFP/YFP. Lorsque la kinase est 

activée, le domaine FERM inhibiteur n’interagit plus avec le domaine catalytique de la kinase 

ce qui change la conformation du biosenseur. Il existe aussi des biosenseurs FRET de 

conformation pour des protéines autres que des kinases. Un biosenseur FRET de la 

conformation de la protéine Tau a été développé (Di Primio et al., 2017). Il est constitué 

uniquement de la protéine flanquée de la paire CFP/YFP et a été utilisé pour étudier l’impact 

de mutations sur le repliement de la protéine Tau. Au sein de mon équipe, de nouveaux 

biosenseurs FRET de conformation sont en cours de développement comme un biosenseur de 

conformation de LC3, un marqueur de l’autophagie. Le changement de conformation des 

protéines est souvent associé à leur fonction ou bien à des interactions protéine-protéine. Les 

biosenseurs FRET pouvant être génétiquement encodés sont donc de puissants outils pour 

observer cette dynamique dans des modèles vivants. Il est à noter qu’à notre connaissance, le 

biosenseur d’activité kinase d’Aurora A est le seul biosenseur de conformation dont les 

variations de FRET ont été clairement reliées à une variation de son état d’activité en étudiant 

la phosphorylation du résidu T288. 
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L’optimisation des biosenseurs FRET se base en partie sur la recherche de la meilleure paire de 

fluorophores. Un critère majeur concerne le rendement quantique des fluorophores, puisque 

plus celui-ci sera important, plus la différence de FRET mesurée sera grande. Des dérivés de 

CFP ont été développés tels que la mTurquoise2 (Goedhart et al., 2012) ou l’aquamarine 

(Mérola et al., 2014) présentant des rendements quantique proche de 90% ce qui en fait de bons 

donneurs FRET. Une autre approche d’amélioration concerne le « linker », qui est constitué de 

plusieurs acides aminés séparant la partie du biosenseur contenant le donneur avec la partie 

contenant l’accepteur. En utilisant des « linkers » dits flexibles et de taille assez grande, il est 

possible de mesurer une différence de FRET plus importante, notamment en éliminant la 

contribution de l’orientation dans l’efficacité de FRET. Le biosenseur de l’activité ERK, appelé 

EKAR, a pu être amélioré selon cette stratégie permettant de porter jusqu’à 80% le gain en 

FRET (Komatsu et al., 2011). 

Au cours, de mes travaux, j’ai été amené à participer au développement de nouvelles 

méthodologies pour mesurer le FRET. La première est la mesure d’anisotropie pour mesurer 

l’homoFRET, pour un enjeu futur d’utilisation en muliplex. Nos résultats montrent qu’il est 

possible de mesurer l’homoFRET entre GFP seule et le tandem GFP-GFP mais pas au sein du 

biosenseur homoFRET d’Aurora A (Bertolin et al., 2019). L’homoFRET étant indétectable 

lorsque les fluorophores sont en conformation parallèle, cela montre qu’il est difficile de prévoir 

à l’avance si un biosenseur fonctionnant en heteroFRET fonctionnera tout autant en 

homoFRET. Pour essayer de répondre à cette problématique de fluorophores parallèles, on 

pourrait utiliser une GFP modifié appelé cpGFP pour circularly permuted GFP (Topell and 

Glockshuber, 2002). Cette GFP a été modifié en reliant par un linker la partie N-ter et C-ter qui 

sont proches dans sa structure tridimensionnelle et en clivant la séquence dans un autre 

domaine. Il a été montré que cette GFP conservait ses propriétés de fluorescence. On pourrait 

ainsi fusionner cette cpGFP en un autre site d’accroche avec Aurora A et obtenir une orientation 

différente par rapport à une GFP classique. Cette stratégie a été adoptée pour améliorer le 

biosenseur Epac, l’utilisation d’une version cicurlarly permuted de Venus,  cp173Venus étant un 

meilleur accepteur heteroFRET que la venus classique (Klarenbeek et al., 2015). La limitation 

de l’heteroFRET pour le multiplex est qu’elle utilise deux fluorophore différents couvrant ainsi 

une grande partie du spectre. L’homoFRET est une méthodologie qui pourrait répondre à cette 

limitation (Warren et al., 2015). On peut aussi évoquer l’utilisation de fluorophores accepteurs 

pour l’heteroFRET dits « dark » car émettant une fluorescence très faible. Le fluorophore 

sREACH et son dérivé ShadowG ont des rendements quantiques très faibles (respectivement 
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0.07 et 0.005) (Murakoshi et al., 2015) et ont par exemple été utilisés en multiplex dans notre 

équipe afin de faire du suivi simultané du biosenseur AKAR (pour la kinase PKA) et EKAR 

(pour la kinase ERK) (Demeautis et al., 2017). L’enjeu futur serait ainsi de combiner une 

méthodologie de criblage en combinaison avec un système multiplex.  

La deuxième méthodologie est la 2C-FCCS et mes résultats montrent que l’utilisation de la 

paire mTurquoise 2/superYFP permet de suivre l’activité du biosenseur Aurora A en 2c-FCCS 

(Bertolin et al., 2019). L’utilisation de la 2C-FCCS permet de mesurer le FRET dans des régions 

où le biosenseur est très faiblement exprimés, par exemple dans le cytosol pour le biosenseur 

Aurora A. Toutefois, l’utilisation de la 2C-FCCS n’est actuellement pas adaptée à un cadre de 

criblage. En effet, la méthode d’acquisition est longue, il faut quelques dizaines de secondes 

pour une seule mesure, et l’analyse est complexe car elle requiert d’utiliser des filtres FLCS et 

un « fitting » des courbes d’auto-corrélation et de corrélation croisée.  

Ainsi, l’ensemble de mes résultats s’inscrit dans un enjeu de criblage d’activité kinase en 

utilisant des biosenseurs FRET et dans un cadre futur de multiplex. On pourrait ainsi suivre et 

cribler plusieurs kinases simultanément, ou cribler une kinase en combinaison avec une 

interaction avec des substrats, des co-activateurs ou des inhibiteurs. Par exemple on pourrait 

faire des expériences de double FRET, en mesurant à la fois le FRET intramoléculaire du 

biosenseur Aurora, indicateur de son état d’activation, tout en mesurant dans le même système 

un FRET intermoléculaire avec un co-activateur ou un substrat. Dans ce but, j’ai commencé à 

générer un TPX2-IF670, TPX2 étant le co-activateur principal d’Aurora A et l’IRFP670 étant 

un fluorophore qui émet près de l’infra-rouge et qui est en théorie un bon accepteur FRET de 

la mCherry. En mesurant la durée de vie de fluorescence de la GFP puis de la mCherry, on 

pourrait mettre suivre presque directement la corrélation entre interaction kinase/co-activateur 

et activation de la kinase. Cette méthodologie de double FRET pourrait répondre à certaines 

questions encore posées sur le mode d’activation d’Aurora A. En effet, il a été proposé que la 

phosphorylation du résidu T288 et l’interaction TPX2 pourraient être deux mécanismes 

distincts dans l’activation d’Aurora A (Zorba et al., 2014). De même, le suivi du biosenseur 

d’Aurora A est un indicateur de son état d’activation mais pas de son activité envers un substrat. 

Par double FRET, on pourrait corréler l’activation de la kinase avec son interaction avec l’un 

de ses substrats.  

Au sein de l’équipe et en partenariat avec Inscoper, le projet Roboscope vise à développer une 

microscopie « intelligente » et automatisée. L’idée est d’utiliser l’intelligence artificielle ou le 

deep learning afin de permettre une automatisation encore plus importante des microscopes. 
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L’utilisation de deep learning doit permettre au microscope de pouvoir différencier des cellules 

en mitose par rapport à des cellules dans un autre cycle après une étape d’apprentissage. Ainsi, 

on disposerait d’un microscope capable en temps réel de parcourir les puits et de trouver les 

cellules correspondantes au cycle que l’on souhaite étudié. Le microscope ne ferait alors 

l’acquisition que de champs contenant ces cellules plutôt que de prendre un nombre fixe 

d’acquisitions aux positions aléatoires. Par exemple, la recherche de cellules en mitose serait 

alors une étape automatisée et permettrait un gain important dans la vitesse d’acquisition 

globale d’un criblage de molécules inhibitrices d’Aurora A. Cette méthodologie pourrait aussi 

être adapté en microscopie 2C-FCCS qui souffre actuellement de temps d’acquisition trop longs 

pour être compatible avec du criblage. 

Mes travaux ont permis de mettre en place une méthodologie de criblage par FLIM dans des 

cellules. Ils s’inscrivent dans la tendance à développer une microscopie quantitative et 

autonome avec comme enjeu d’apporter un grand nombre de données phénotypiques. Ces 

travaux devraient contribuer aux projets au sein de mon équipe de développement de criblage 

dans un contexte de multiplex. La possibilité de suivre et de cribler des biosenseurs d’activité 

en cellules vivantes en combinaison avec du HCS ouvre la voie à de nouvelles perspectives 

dans la recherche médicale contre le cancer.  



161 
 

Matériel et méthodes 
 

Plasmides  

La génération des plasmides GFP-Aurora et GFP-Aurora A-mCherry pour expression dans des 

bactéries ou cellules humaines a été décrite dans Bertolin et al, 2016. Le plasmide contenant le 

mutant « kinase dead » a été obtenu par mutagénèse dirigé en utilisant les amorces  

5’-CAAGTTTATTCTGGCTCTTATGGTGTTATTTAAAGCTCAGCT-3’ et  

5’-AGCTGAGCTTTAAATAACACCATAAGAGCCAGAATAAACTTG-3’ en utilisant la 

PFU II Ultra (Agilent) et en suivant le protocole du fournisseur. La génération des plasmides 

mTurquoise2-Aurora-superYFP et mTurquoise2-Aurora K162M-superYFPa été décrite dans 

Bertolin et al, 2019. Les plasmides contenant le monomère GFP ou le dimère GFP-GFP ont été 

précédemment décrits (Tramier and Coppey-Moisan, 2008). Le plasmide GFP-Aurora A-GFP 

a été obtenu en clonant GFP-Aurora A (contenant le promoteur d’Aurora A) dans un vecteur 

pCDNA6 (Thermo Fisher Scientific) entre les sites de restriction Eam1105I/NheI et la seconde 

GFP a été insérée entre les sites NheI/NotI. 

 

Purification de protéine 

Les protéines recombinantes GFP-AurorA, GFP-Aurora A-mCherry et GFP-Aurora A K162M-

mCherry utilisées pour les tests kinase ont été obtenues en transformant des bactéries E.coli 

BL21 (DE3) provenant de New England Biolabs. Les bactéries sont incubées en présence du 

plasmide pendant 30min à 4°C, puis un choc thermique de 30 secondes à 42°C est effectué et 

les bactéries sont replacées à 4°C pendant 5 minutes avant d’être ensemencées sur boite de 

Petri. L’induction de la production des protéines est obtenue en incubant les bactéries 

transformées avec 0.5mM d’isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside pendant 16h à 20°C. Les 

bactéries sont ensuite lysées dans un milieu à 1% Triton X-100, 500 µg/mL lysozyme, 1mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride et en inhibiteur de protease (Complete Cocktail, Roche) pendant 

1h sur glace. Une sonication est effectuée et le lysat est centrifugée  at 4°C pendant 45 min à 

13,000g. Le surnageant est récupéré et incubée avec une résine échangeuse d’ion en Nickel 

(ProBond, Thermo FisherScientifique) pendant 1 h à 4 ° C sous rotation. Les protéines fixées à 

la résine sont ensuite lavées en suivant le protocole du fabricant et éluées dans un milieu à 1.5 
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mol/L puis suspendues dans 50% de glycérol et stockées à -20°C. L’histone H3 a été purifiée 

par la plate-forme de purification et d'analyse des protéines de l'université de Rennes 1. 

 

 

Tests kinase 

Les tests kinases ont été effectués sur la protéine purifiée GFP-Aurora A, GFP-Aurora A-

mCherry et GFP-Aurora A K162M-mCherry en utilisant un tampon kinase 50mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 25mM NaCl, 10mM MgCl2, 1mM dithiothreitol et 0.01% Triton X-100. Pour la 

déphosphorylation, les protéines purifiées sont incubées avec 200 unités de Lambda Protein 

Phosphatase (New England Biolabs) pendant 1h à 37°C. Pour la rephosphorylation, les 

protéines sont incubées avec 100µM d’ATP (Euromedex) pendant 20min à 37°C. Le inhibiteurs 

MLN8237 et 8054 (Selleck Chemicals) sont utilisés à 50nM et 30nM pendant 30min à 37°C.  

 

Western Blot 

Les échantillons des tests kinases sont incubées dans du tampon Laemli pendant 5min à 95°C 

puis séparés par SDS-PAGE (gel 12%) et transférés sur une membrane de nitrocellulose (GE 

Healthcare). Pour la révélation, les anticorps suivants sont utilisés : monoclonal souris anti-

AURKA clone 35C1, 1:20 ou lapin anti-AURKA pThr288 1:2,000 (Thermo FisherScientific, 

MA5-14904), anti-Histone H3 pSer10, 1:10,000 (Merck Millipore, 06-570). Les membranes 

ont été incubées avec un substrat de chimiolumi nescence fait maison composé de tris 100 mM 

(pH 8,6), 13mg/ml d’acide coumarique (Sigma), 44 mg/ml 1 de luminol (Sigma) et 3% de 

peroxyde d'hydrogène (Sigma). Les signaux de chimiluminescence sont capturés sur des films 

(CP-BU new, Agfa Healthcare) avec un développeur CURIX 60 (Agfa Healthcare). 

 

Culture cellulaire, transfection et lignées stables 
Les cellules U2OS ont été achetées auprès de American Type Culture Collection (ATCC, HTB-

96) et sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-

Aldrich) supplémenté à 10%  en sérum de veau fœtal (Life Technologies, Thermo Fisher 

Scientific), à 1% en L-glutamine (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific) et 1% en 

pénicilline-streptomycine (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific). Les cellules sont 
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cultivées en incubateur à 37°C et à 5% en CO2. Les lignées stables U2OS GFP-Aurora A, GFP-

Aurora A-mCherry, GFP-Aurora A K162M-mCherry, GFP-Aurora A-GFP, GFP-Aurora 

AK162M-GFP ont été générées par transfection avec les plasmides correspondant en utilisant 

le réactif de transfection X-tremeGENE HP (Roche) et en suivant les indications de protocole 

fournies. Les clones stables sont sélectionnés dans un milieu DMEM, supplémenté à 10%  en 

sérum de veau fœtal, à 1% en L-glutamine ,1% en pénicilline-streptomycine et en généticine à 

500µg/mL Les cellules U2OS mTurquoise2-Aurora A-superYFP et U2OS mTurquoise2-

Aurora A K162M-superYFP ont été transfectées transitoirement en utilisant le réactif de 

transfection X-tremeGENE HP (Roche) et en suivant les indications de protocole fournies. 

 

Préparation pour la microscopie 

Les cellules U2OS sont ensemencées dans des chambres de culture sur lame de type Nunc Lab-

Tek II (Thermo Fisher Scientific) ou dans des plaques 96 puits à fond en verre (Zell-kontakt). 

Elles sont synchronisées en G2/M par incubation dans du milieu de culture à 100ng/mL de 

nocodazole pendant 16h à 37°C. Les cellules sont ensuite lavées deux fois au PBS et incubées 

avec du milieu de culture pendant 30 min pour entrer en mitose. Les expériences d’anisotropie 

et de 2c-FCSS sont effectuées juste après cette étape dans du milieu d’imagerie Leibovitz’s L-

15 (Thermo Fisher Scientific) supplémenté à 20% en sérum de veau fœtal, 1% L-glutamine et 

1% pénicilline–streptomycine. Pour les expériences en plaque 96 puits, les cellules sont traitées 

avec les molécules fournies par la plate-forme Kissf ou du DMSO pendant 20 minutes à 37°C. 

Les cellules sont lavées au PBS et fixées avec de la PFA 4% obtenue à partir de PFA 16% 

(Electron Microscopy Sciences) diluée dans du PBS pendant 15 min à température ambiante. 

Les cellules sont lavées trois fois au PBS et peuvent être conservées à 4°C dans du PBS. 

 

FLIM 
Les expériences de FLIM sont effectuées  avec le système à porte temporelle décrit dans l’article 

Automated screening of AURKA activity based on a genetically encoded FRET biosensor using 

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy  (Sizaire et al). Le système utilise un microscope 

Leica DMI6000 avec un module de spinning disk CSU-X1 –Yokogawa), un objectif 63x 

immersion à huile (O.N=1,4) ou un objectif 20x (O.N=0,7), un laser blanc supercontinu pulsé 

à une fréquence de 40MHz (Fianium) et un HRI à porte temporelle (Picostar LaVision) couplé 
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à une caméra CCD (Coolsnap HQ Photometrics). La sélection spectrale à l’excitation se fait 

grâce à un sélecteur d’onde fait maison et la fluorescence à l’émission est sélectionnée avec un 

filtre passe-bande (Semrock). L’ensemble du système est contrôlé par le boitier et la solution 

logicielle Inscoper. Les images de FLIM sont ensuite analysées avec le logiciel ImageJ. Les 

images de cribles sont analysées en utilisant une macro rédigée sous ImageJ dont le 

fonctionnement est décrit figure 62 et dont le code est consultable en Annexe. 

 

Microscopie de mesure d’anisotropie 

La mesure d’anisotropie est effectuée sur un microscope confocal SP8 (Leica) avec un objectif 

63x à immersion à huile (O.N=1,4) contrôlé par le logiciel Leica Acquisition Suite. La lumière 

d’excitation est polarisée et un analyseur situé en amont du pinhole et en rotation permet de 

sélectionner l’émission parallèle ou perpendiculaire à la  lumière d’excitation. Les images de 

polarisation sont prises séquentiellement avec un laser 488nm pour la GFP et l’émission est 

sélectionnée entre 500 et 550nm. La mesure d’anisotropie r est calculée sous ImageJ en utilisant 

la formule 𝑟 =
𝐼ǁ−𝐼⊥

𝐼ǁ+2𝐼⊥
 avec 𝐼ǁ  l’intensité d’émission parallèle et 𝐼⊥  l’intensité d’émission 

perpendiculaire. 

 

Microscopie 2c-FCCS 
 Les expériences de 2c-FCCS ont été faites au microscope SP8 (Leica) en utilisant un objectif 

immerison à eau (O.N=1.2). Le module de TCSPC de PicoQuant pour la FCCS a été utilisé. Un 

laser pulsé à 470nm et un laser continu à 561nm ont été utilisées pour le biosenseur Aurora A 

avec la paire GFP/mCherry. Un laser pulsé à 440nm et un laser continu à 514nm ont été utilisés 

pour la paire mTurquoise2/superYFP. L’émission de fluorescence a été collectée par des 

détecteurs Tau-Spad (PicoQuant) pour la GFP et la mTurquoise2 et APD (PicoQuant) pour la 

mCherry et la superYFP. Les filtres d’émission utilisés sont 500-550nm pour la GFP, 581-654 

nm pour la mCherry, 467-499 nm pour la mTurquoise2 et 525-565 nm pour la superYFP. Les 

acquisitions se font grâce au logiciel SymphoTime (PicoQuant) en combinaison avec le logiciel 

Leica Acquisition Suite. Pour chaque cellule, les fluctuations d’intensités sont mesurées dans 

un volume confocal dans le cytosol pendant 30 secondes (3 mesures par cellule). Les 

fluctuations sont ensuite analysées sous le logiciel SymphoTime en utilisant les filtres FLCS et 

les courbes d’auto-corrélation du donneur ainsi que la courbe de corrélation croisée sont 
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reconstruites. Pour le « fitting »  des courbes, on utilise un modèle de diffusion 3D. On récupère 

ensuite la valeur de l’amplitude de chacune des courbes et on calcule le ratio entre la corrélation 

croisée et l’auto-corrélation du donneur. 

 

Tests statistiques 

Les tests statistiques sont indiqués dans la légende des figures. Pour la comparaison de moyenne 

le test non paramétrique de Mann-Whitney ou le test paramétrique de Student est utilisé sous R 

ou directement sous Prism8 (GraphPad). 
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Annexe 
macro "Analyse criblage"{ 

 

var m_stepdelay; 

var m_gatewidth; 

var m_threshold; 

 run("Set Measurements...", "mean min integrated redirect=None decimal=0"); 

 Dialog.create("Analyse"); 

 Dialog.addString("Voulez-vous analyser ensuite?", "non") 

 Dialog.show(); 

 reponse=Dialog.getString() 

 if (reponse=="non") { 

  

 Dialog.create("Settings"); 

   Dialog.addNumber("stepdelay", 2200); 

   Dialog.addNumber("gatewidth", 2200); 

   Dialog.addNumber("threshold", 3000); 

   Dialog.show() 

 

 m_stepdelay = Dialog.getNumber(); 

 m_gatewidth = Dialog.getNumber(); 

 m_threshold = Dialog.getNumber(); 

  

 fluoDir = getDirectory("Choose the fluo directory"); 
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 outputDir = getDirectory("Choose the flim directory"); 

 outputTrie = getDirectory("Choose the fluo trie directory"); 

 

 fluoFilesInit = getFileList(fluoDir); 

 fluoFiles = Array.sort(fluoFilesInit) ; 

 

 

 // main loop to process images 

 for(f=0 ; f < fluoFiles.length ; f++){ 

  

  fluoFile = fluoDir + fluoFiles[f]; 

  outputfluo = outputTrie + fluoFiles[f] ; 

  outputImage = outputDir + replace(fluoFiles[f],".stk","") + ".tif"; 

  open(fluoFile); 

  run("Measure"); 

  max=getResult("Max",0) ; 

  close() ; 

  run("Clear Results");   

  if (max>=m_threshold) { 

  calculFlim(fluoFile, 

outputImage,outputfluo,m_stepdelay,m_gatewidth,m_threshold); 

 } 

 }  

 

} else if (reponse=="oui") { 
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 Dialog.create("Threshold"); 

 Dialog.addNumber("Nombre de threshold", 1); 

 Dialog.show() 

 t_thresh=Dialog.getNumber() ; 

 

 methods = getList("threshold.methods"); 

 

 Dialog.create("Settings"); 

   Dialog.addNumber("Sigma gaussian blur:", 1); 

   Dialog.addChoice("Threshold", methods, "Default"); 

 Dialog.show(); 

 

 m_sigma = Dialog.getNumber(); 

 c_threshold = Dialog.getChoice(); 

 

  

 Dialog.create("Settings"); 

   Dialog.addNumber("stepdelay", 2200); 

   Dialog.addNumber("gatewidth", 2200); 

   Dialog.addNumber("threshold", 3000); 

   Dialog.show() 

 

 m_stepdelay = Dialog.getNumber(); 
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 m_gatewidth = Dialog.getNumber(); 

 m_threshold = Dialog.getNumber(); 

  

    

 fluoDir = getDirectory("Choose the fluo directory"); 

 outputDir = getDirectory("Choose the flim directory"); 

 outputTrie = getDirectory("Choose the fluo trie directory"); 

 outputDir2 = getDirectory("Choose the output directory"); 

 

 

 fluoFilesInit = getFileList(fluoDir); 

 fluoFiles = Array.sort(fluoFilesInit) ; 

 

 

 // main loop to process images 

 for(f=0 ; f < fluoFiles.length ; f++){ 

  

  fluoFile = fluoDir + fluoFiles[f]; 

  outputfluo = outputTrie + fluoFiles[f] ; 

  outputImage = outputDir + replace(fluoFiles[f],".stk","") + ".tif"; 

   

   

  open(fluoFile); 

  run("Measure"); 
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  max=getResult("Max",0) ; 

  close() ; 

  run("Clear Results");   

  if (max>=m_threshold) { 

  calculFlim(fluoFile, 

outputImage,outputfluo,m_stepdelay,m_gatewidth,m_threshold); 

 } 

 } 

  

 fluoFilesInit = getFileList(outputTrie); 

 fluoFiles = Array.sort(fluoFilesInit) ; 

  

 flimDirInit = getFileList(outputDir); 

 flimFiles =  Array.sort(flimDirInit) ; 

  

 outputFile = outputDir2 + "measures.csv"; 

 File.append("image \t roi idx \t Mean flim", outputFile); 

 

 for(f=0 ; f < fluoFiles.length ; f++){ 

  

  fluoFile = outputTrie + fluoFiles[f]; 

  flimFile = outputDir + flimFiles[f]; 

  outputImage = outputDir2 + fluoFiles[f] + ".png"; 

   

  ProcessFile(fluoFile, flimFile, fluoFiles[f], outputFile, outputImage); 
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 } 

  

} 

} 

 

 

 

 

function calculFlim(fluoFile, 

outputImage,outputfluo,m_stepdelay,m_gatewidth,m_threshold){ 

  

 

 open(fluoFile); 

 saveAs("TIF", outputfluo); 

 run("Flim", "stepdelay="+m_stepdelay+" gatewidth="+m_gatewidth+" 

threshold="+m_threshold); 

 saveAs("TIF", outputImage); 

 run("Close All"); 

 run("Clear Results"); 

} 

 

function ProcessFile(fluoFile, flimFile, fluoImageName, outputFile, outputImage){ 
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 // init output file 

 File.append(fluoImageName + "\t  \t ", outputFile); 

  

 // Segment cells in original image 

 open(fluoFile); 

 run("Duplicate...", " "); 

 run("Gaussian Blur...", "sigma="+m_sigma); 

 setAutoThreshold(c_threshold + " dark"); 

 setOption("BlackBackground", true); 

 run("Convert to Mask"); 

 run("Watershed"); 

 run("Set Measurements...", "mean integrated redirect=None decimal=0"); 

 run("Analyze Particles...", "  show=Outlines display clear include add"); 

  

 // Measure Flim inside cells 

 open(flimFile); 

 flimImageTitle = getTitle(); 

 // set background to NaN 

 run("32-bit"); 

 setThreshold(500.0000, 4000.0000); 

 run("NaN Background"); 

  

 cellCount = roiManager("count"); 

 for(i=0;i<cellCount;i++){ 
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  run("Clear Results"); 

  roiManager("Select", i); 

  roiManager("Measure"); 

  val = getResult("Mean", 0); 

  if(val > 0){ 

   pos = i+1; 

   File.append(" \t" + pos + "\t" + val, outputFile); 

  } 

 } 

 // save overlay image 

 selectWindow(flimImageTitle); 

 roiManager("Show All"); 

 run("Flatten"); 

 saveAs("PNG", outputImage); 

 run("Close All"); 

 run("Clear Results"); 

} 
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Titre :  Développement d’un criblage automatisé de l’activité kinase d’un biosenseur Aurora A par FLIM 
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Résumé :  La surexpression d’Aurora A est un 
marquer majeur de certains cancers épithéliaux. 
Ce gène code pour la kinase multifonctionnelle 
Aurora A et son activation est requise pour 
l’entrée et la progression vers la mitose. Jusqu'à 
présent, aucun inhibiteur de cet oncogène n'a 
été approuvé par la FDA et il est donc 
primordial d'identifier de nouvelles molécules. 
Notre équipe a développé un biosenseur FRET 
(Forster Resonance Energy Transfer) pour 
l’activité kinase d’Aurora A, constitué de la 
kinase entière flanquée de deux fluorophores, 
une GFP et une mCherry. Le changement de 
conformation d’Aurora A lorsqu’elle est activée 
rapproche les fluorophores et augmente 
l’efficacité du FRET. Il est ainsi possible de 
suivre l’activation d’Aurora A dans les cellules 
vivantes exprimant le biosenseur à des niveaux 
endogènes.  

Nous pouvons mesurer le FRET en utilisant la 
technique de FLIM (Fluorescence Lifetime 
Imaging Microscopy) grâce à un microscope 
développé dans l’équipe et appelé fastFLIM. 
De plus, j’ai participé à l’élaboration de 
nouvelles techniques de microscopie pour 
suivre l’activité du biosenseur. Pour cela, j’ai 
utilisé un biosenseur de type homoFRET avec 
l’enjeu de pouvoir utiliser plusieurs biosenseurs 
dans un contexte multiplex. J’ai aussi utilisé la 
technique de 2c-FCCS (2-colors Fluorescence 
Cross Correlation Spectroscopy) sur le 
biosenseur Aurora A afin de pouvoir mesurer le 
FRET dans des régions où celui-ci est 
faiblement exprimant et dont la mesure de 
durée de vie de fluorescence n’est pas possible 
par le FLIM. 

 

Title :  Development of an automated screening of the kinase activity of an Aurora A biosensor by FLIM 

Keywords :  Aurora A, FRET, FLIM, biosensor, screening 

Abstract :  Overexpression of Aurora A is a 
major marker of some epithelial cancers. This 
gene encodes the multifunctional Aurora A 
kinase and its activation is required for entry and 
progression to mitosis. So far, no inhibitor of this 
oncogene has been approved by the FDA and it 
is therefore essential to identify new molecules. 
Our team developed a Forster Resonance 
Energy Transfer (FRET) biosensor for Aurora A 
kinase activity, consisting of the entire kinase 
flanked by two fluorophores, a GFP and a 
mCherry. The conformational change of Aurora 
A when it is activated brings the fluorophores 
closer and increases FRET efficiency. It is thus 
possible to follow the activation of Aurora A in 
living cells expressing the biosensor at 
endogenous levels.  We can measure FRET 
using FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging 
Microscopy) technique using a microscope 
developed in the team called fastFLIM. 

My thesis work consisted of developing a 
robust and automated screening strategy by 
combining the capabilities of fastFLIM and the 
Aurora A activity biosensor. This strategy 
based on automation of acquisitions and data 
analysis allowed to screen a library of 96-well 
plate molecules for potential inhibitors of 
Aurora A kinase activity.  Besides, I 
participated in the development of new 
microscopy techniques to monitor the activity 
of the biosensor. For that, I used a homoFRET 
biosensor with the challenge of being able to 
use several biosensors in a multiplex context. I 
also used the 2c-FCCS (2-color Fluorescence 
Cross Correlation Spectroscopy) technique on 
the Aurora A biosensor to measure FRET in 
regions where it is weakly expressing and 
whose lifetime measurement of Fluorescence 
is not possible by FLIM. 

 


