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Résumé

De nombreux processus cellulaires élémentaires (migration, différentiation, mort) sont
controlés par des ensembles d’acteurs reliés entre eux par des réactions en cascade. Cer-
tains de ces réseaux de signalisation convertissent des signaux mécaniques extérieurs a la
cellule en signaux biochimiques internes, processus appelé mécanotransduction. Nous cher-
chons & étudier ces réseaux dans une approche de traitement du signal, pour déterminer
expérimentalement un analogue de la fonction de transfert en espace et temps pour la
mécanotransduction. Plus précisément, nous nous concentrons sur les réseaux de signali-
sation impliquant les Rho GTPases, acteurs majeurs dans la mécanotransduction. Dans
le but de mesurer 'activité de certaines Rho GTPases en cellules vivantes, nous utilisons
des biosenseurs FRET. Le FRET est un transfert d’énergie entre deux fluorophores, pos-
sible uniquement lorsqu’ils sont trés proches I'un de l'autre (quelques nanomeétres). Pour
mesurer le FRET, nous imageons des cellules vivantes exprimant le biosenseur grace a un
microscope de fluorescence en champ large. Dans cette thése, nous avons développé une
méthode de mesure et d’analyse quantitative du FRET, dans la continuité d’un travail
précédent. Ici, la calibration est faite directement sur les échantillons d’intérét et non plus
a l'aide d’étalons de FRET. Cette méthode d’autocalibration fait I’hypothése que la stoe-
chiométrie de la paire de fluorophores FRET est connue, et rend 'accés & cette méthode
de FRET quantitatif plus aisé. Des facteurs quantitatifs et qualitatifs de controles de la
qualité de la calibration permettent d’évaluer sa justesse. L’efficacité de FRET donne ac-
cés a lactivité en espace et en temps de certaines molécules des réseaux de signalisation.
Enfin, des observations préliminaires sont réalisées, mettant en lumiére certains compor-
tements reliés entre morphologie des cellules et activité des Rho GTPases, ainsi que des
limitations expérimentales dues au photoblanchiment des fluorophores. Pour finir, une mé-
thode d’analyse trés prometteuse est présentée, la décomposition en valeurs singuliéres,
qui permet d’envisager des analyses poussées décorrélant espace et temps dans les films de
biosenseurs, et permettant de supprimer les biais liés au photoblanchiment. Cette méthode
ouvre la voie & une analyse quantitative non biaisée du fonctionnement spatio-temporel
des réseaux de signalisation des Rho GTPases.



Abstract

Many elementary cellular processes (migration, differentiation, death) are controled by
a set of agents linked together by cascade reactions. Some of these signaling networks
convert mechanical signals external to the cell into internal biochemical signals, a process
called mechanotransduction. We seek to study these networks through a signal processing
approach, in order to experimentally determine an analogous of the transfer function in
time and space for mechanotransduction. More precisely, we focus on signalling networks
in which Rho GTPases play a major role, main agents of mechanotransduction. In order
to measure the activity of some Rho GTPases in live cells, we use FRET biosensors.
FRET is an energy transfer between two fluorophores, occuring only when they are very
close from each other (few nanometers). In ordrer to measure FRET, we image live cells
with the biosensor through a widefiled fluorescence microscope. In this work, we set up a
quantitative analysing and measuring method of the FRET, pursuing a precedent work.
Here, calibration is directly done on samples of interest, nor with FRET standards. This
autocalibration method is based on the hypothesis that the stoechiometry of the FRET
fluorophores pair is known, and makes the access to this quantitative FRET method easier.
Quantitative and qualitative controlling factors of the calibration quality make give an
estimation of its precision. The FRET efficiency gives access to the activity in space and
time of some molecules of the signalling networks. Finally, preliminary observations on
FRET films highlight some linked behaviours between cells morphology and Rho GTPases
activity, and experimental limitations due to fluorophores photo-bleaching. Finally, an
analysis method very promising is presented, the singular values decomposition, which
allows considering advanced analysis decorrelating space from time in FRET films, and
suppressing biases from the photobleaching. This method opens the path to a quantitative
unbiased analysis of the spatio-temporal behaviour of Rho GTPases signalling networks.
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Introduction

L’ensemble des protéines & l'origine des décisions prises par les cellules forme un réseau
d’une immense complexité, et dont la complexité de mieux en mieux connue rend désor-
mais impossible une compréhension simple des différents paramétres. Des efforts croissants
ont été consacrés a la recherche de nouveaux acteurs de ce réseau et leurs interactions,
sans comprendre et simplifier les comportements globaux du réseau. La conscience de ce
probléme émerge dans de nombreux domaines. Par exemple, en biologie des bactéries, en
combinant des méthodes expérimentales analytiques type spectrométrie de masse & des
méthodes "coarse grain" du réseau protéomique métabolique, il a été possible de mettre
en évidence des comportements simplifiés de ce réseau malgré sa grande complexité de
structure [Hui et al., 2015].

Cette démarche est inspirée de celle qui a vu émerger la thermodynamique aprés le para-
digme de Newton. Un systéme gazeux est constitué de trop d’acteurs pour pouvoir décrire
& l’échelle de chaque molécule leurs positions et vitesses. La thermodynamique exécute
une réduction de l'espace des paramétres (positions, vitesses) en construisant un ensemble
restreint de grandeurs macroscopiques mesurables (pression, volume, énergies, entropie).
Cet ensemble, de dimension considérablement plus réduite, permet de décrire globalement
le comportement & 1’échelle macroscopique, mais permet d’étre prédictif et quantitatif 1a
ol la description microscopique était impuissante.

L’objectif global de I’équipe rejoint cet effort pour simplifier notre vision du traitement du
signal cellulaire en utilisant des approches développées en physique et sciences de 'ingé-
nieur. Nous nous intéressons donc a des signauzr plutdt qu’a des protéines et cherchons les
lois fondamentales de la transduction des signaux par les cellules sous la forme d’analogues
des fonctions de transfert.

Notre objet d’étude est la mécanotransduction, un ensemble de mécanismes de signalisation
cellulaire par lesquels les cellules eukaryotes ressentent des signaux mécaniques de leur
environnement, les "interprétent" et y réagissent. Cela passe par la transduction d’un signal
mécanique en un signal biochimique. Ces signaux sont spatio-temporels (a minima 3D :
Ty, et t), ce qui représente une difficulté supplémentaire qui ne doit pas étre contournée
car elle est essentielle & ce processus biologique.

Pour aborder expérimentalement cette question, I’équipe a développé ces derniéres années
des substrats magnéto-actifs pour appliquer une contrainte mécanique contrdlée & des
cellules adhérentes. Lors des premiers mois de ma thése, j’ai produit les résultats indis-
pensables demandés par les rapporteurs, pour valider la preuve de principe et donner un
apercu des réponses cellulaires [Bidan et al., 2018]. Nous disposons donc d’une méthode
pour imposer un signal mécanique en entrée de notre fonction de transfert. Ces substrats et
I’analyse d’image développée permettent également de quantifier la réponse mécanique de
la cellule comme les forces qu’elle exerce sur le substrat ou ses changements morphologiques.
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Pour mesurer de maniére résolue dans le temps et I'espace la réponse biochimique, nous
utiliserons des biosenseurs fluorescents. Ce sont des protéines inventées pour rapporter
lactivité d’une protéine de signalisation, en général par le phénoméne de FRET (Forster
Resonance Energy Transfer). Les séquences sont introduites dans les cellules, qui les
produisent donc elles-mémes. Lors de sa thése, Alexis Coullomb a développé dans I'équipe
une méthode, QuanTI-FRET, pour mesurer efficacité de FRET de maniére quantitative
dans des cellules vivantes |Coullomb et al., 2020], ouvrant donc la voie & la mesure de ces
biosenseurs.

Le but initial de mon travail de thése était de combiner ces deux développements mé-
thodologiques : substrats actifs et FRET quantitatif. Mais, j’ai di faire face a beaucoup
d’imprévus : le microscope est tombé en panne, dont la réparation en deux temps a fina-
lement duré 6 mois, suivis d’'une panne du laser principal. Au total, pendant 9 mois en
deuxiéme année de theése, je n’ai pas pu acquérir, ou j’ai di jeter, des données expérimen-
tales. A cela se sont ajoutées des difficultés d’ordre biologique, avec I'impossibilité (dans le
temps imparti) de réaliser des étalons de calibration nécessaires pour utiliser la méthode
QuanTI-FRET avec les biosenseurs choisis. Durant le temps sans microscope, j’ai repris
la méthode QuanTI-FRET et notamment les aspects numériques (détails techniques mais
chronophages). J’en ai profité pour reprendre la partie optique du montage. J’ai ainsi tenté
I'ajout d’'une option de TIRF (réflexion totale interne frustrée) qui n’a pas abouti a des
résultats significatifs. J’ai également repris toute la chaine d’excitation laser et de collection
du signal de fluorescence, pour tenter d’améliorer le rapport signal & bruit en sortie. J’en ai
également profité pour réfléchir aux analyses qu’il faudrait mettre en place pour extraire de
I'information des expériences envisagées (corrélations diverses). Ces idées d’analyses n’ont
pu étre testées que sur quelques exemples en toute fin de thése, deux exemples en seront
donnés a titre de perspectives en fin de manuscrit.

Mon travail de thése, a l'origine trés ambitieux, s’est recentré sur ’adaptation de la méthode
QuanTI-FRET en l'absence d’étalons de calibrations pour permettre une autocalibration
directement avec les images de biosenseurs.

Le manuscrit se décompose en trois grandes parties. Une premiére partie introductive qui
rassemble les éléments bibliographiques nécessaires & la compréhension des différents as-
pects de ma thése, comprenant des éléments de fluorescence, sur les réseaux de signalisation,
d’analyse d’image. Elle se termine par la description de la méthode QuanTI-FRET telle que
développée par Alexis Coullomb. La deuxiéme partie détaille la méthode d’autocalibration
qui simplifie le protocole de QuanTI-FRET en n’utilisant pas d’étalons, cela fait 1’objet
d’une publication en préparation. Enfin, la troisiéme partie présente les résultats prélimi-
naires obtenus avec cette nouvelle méthode de calibration sur ’étude de biosenseurs FRET
de RhoA, notamment & 'aide d’une méthode de décomposition en valeurs singuliéres.
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Chapitre 1

Etat de I’art

1.1 Meécanotransduction

Bien qu’adoptant une démarche physicienne qui tait les détails des processus biochimiques
élémentaires, il est nécessaire de connaitre les processus moléculaires & 'oeuvre dans la
mécanotransduction ainsi que ses enjeux. Dans une premiére partie de ce chapitre, nous
présenterons les éléments essentiels de biologie & la compréhension du projet global sur le
traitement du signal dans la mécanotransduction.

1.1.1 Role et éléments fondamentaux

La cellule doit constamment répondre et s’adapter aux stimuli de son environnement.
La croissance, la division, I'apoptose ou la différentiation cellulaire sont autant de
programmes que la cellule adapte aux signaux physiques et chimiques de son environ-
nement. Un exemple frappant est celui de la migration. La plupart des cellules peuvent
se diriger suivant une réponse spécifique aux composants chimiques qui ’entourent,
trés souvent suivant des gradients de concentration |[Yang et al., 2016], on parle de
chemotaxis (chimiotaxie). La cellule convertit le gradient extérieur d’attractant chimique
en réponse mécanique (orientation de la migration) via le codage du gradient dans les
réseaux de signalisation associés. Un autre exemple classique et surprenant est celui de
la différenciation cellulaire en fonction de la rigidité du substrat sur lequel elles sont
cultivées. [Engler et al., 2006] ont montré que des cellules souches peuvent se différencier
en cellules nerveuses, musculaires ou d’os sur des substrats du plus mou au plus rigide.

Lorsque c’est un signal mécanique (force, cisaillement, rigidité), la maniére dont la cellule
s’adapte et répond est appelée mécanotransduction. Les cellules présentent alors un ana-
logue du "sens du toucher". La mécanotransduction fait intervenir de nombreux réseaux de
signalisation moléculaire dont nous allons étudier certains mécanismes. Les récepteurs sont
nombreux, on retiendra parmi eux les adhésions focales qui créent le lien avec la matrice
extra-cellulaire (MEC, ou substrat) et les jonctions entre cellules par ailleurs (figure 1.1).
La migration est un exemple majeur de la maniére dont se coordonnent spatialement et
temporellement les signaux mécaniques et biochimiques. Les cellules migrent par exemple
préférentiellement vers les zones de plus hautes rigidité [Lo et al., 2000]. En particulier,
la migration 2D fonctionne de maniére simplifiée comme un "tapis roulant" : la cellule
crée des liaisons avec le substrat a l'extrémité avant vers ou elle veut se déplacer, des
forces de traction s’y établissent et croissent (recrutement et renforcement des complexes
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FIGURE 1.1 — Schéma de principe de la mécanotransduction. Les cellules adhérent sur le
substrat (matrice extra-cellulaire) via les adhésions focales qui sont reliées au cytosquelette
d’actine, responsable de la dynamique mécanique de la cellule. D’autres signaux provenant
des canaux ioniques ou des jonctions cellules sont représentés. Certains de ces signaux, une
fois intégrés peuvent provoquer une modulation de I'expression génique.

d’adhésion). Conjointement, les liaisons a l'arriére de la cellule se renforcent également
(RhoA y est donc également actif), jusqu’a que des valeurs seuil de différences de forces
avant /arriére soient atteintes et que l'arriére se détache, faisant avancer la cellule par un
mouvement analogue au "stick-slip" [Hennig et al., 2020]. Ce processus met en lumiére
la nécessité de coordonner 'avant et l'arriére de la cellule, tant pour le transport des
"matériaux" que pour I'information pour le renforcement ou l'affaiblissement des liaisons
[Lawson and Ridley, 2018].

Le cytosquelette d’actine Une cellule voit son architecture, ses propriétés mécaniques
de déformation et de réponse a la contrainte, ainsi que sa mobilité, assurées par un ensemble
d’acteurs et de structures appelé le cytosquelette. C’est un ensemble a la fois statique, qui
assure des fonctions de structure physique capable de supporter des efforts, mais aussi
hautement dynamique pour pouvoir se réarranger et modeler la forme de la cellule et les
forces qu’elle exerce sur son environnement.

Un composant élémentaire et principal de la structure du cytosquelette, particuliérement
important pour notre sujet, est I’actine. C’est un filament linéaire composé de sous-unités
qui s’assemblent et se désassemblent & ses deux extrémités de maniére dynamique. Le
controdle de cette dynamique, ainsi que les super-structures formées par des assemblages
de filaments d’actine, est assuré par différentes protéines associées a l'actine et donnent
lieu a différentes formes d’actine [Blanchoin et al., 2014]. Tous ces réseaux d’actine sont
impliqués dans les mécanismes qui nous intéressent, mais I’actine branchée, pour son role
dans la mobilité, et les faisceaux paralléles, indispensables dans les filopodes observés dans
les protrusions membranaires, sont les acteurs principaux des phénomeénes que nous allons
étudier.

L’actine est controlée en particulier par des protéines particuliéres appelées GTPases que
nous présenterons plus tard. Sa présence aux adhésions focales permet a la fois de mettre
la cellule sous tension et d’exercer les forces de traction sur la MEC.
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Adhésions focales I’adhésion cellulaire passe par les éléments du cytosquelette associés
aux adhésions focales (AFs). Ces ensembles protéiques complexes jouent un premier role
mécanique en permettant a la cellule de s’accrocher & la MEC et de tirer sur celle-ci.
Le lien trans-membranaire est assuré par les intégrines (figure 1.2(a)). Concernant le
cytosquelette associé aux AFs, il est composé de I'actine, notamment sous forme de fibres
de stress, qui est mise en tension par la myosine II (moteur moléculaire). Cela lui permet
d’établir sa structure 3D (qui est tous tension), et d’exercer les forces de traction sur le
substrat qui lui permettent de migrer .

Le second role des AFs est d’acquérir, traiter et transmettre les signaux & l'origine de la
mécanotransduction. Les signaux mécaniques (forces de traction, compression, rigidité des
substrats, et leurs équivalents en dynamique) sont pergus a ce niveau, et codés de maniére
complexe par la chaine de traitement récepteurs mécaniques-adaptateurs-cytosquelette en
une information bio-chimique exploitable par la cellule. Par exemple, Taline et Vinculine
ont des changements de conformation 3D qui modifient le comportement du cytosquelette
[Rothenberg et al., 2018]. La taline en position ouverte se lie aux intégrines et a ’actine
pour supporter de fortes charges ("Force transduction layer" de la figure 1.2). La vinculine
en position ouverte se lie a la taline pour supporter également des fortes charges, mais éga-
lement pour déclencher une voie de signalisation spécifique et déclencher un renforcement
des AFs [Rothenberg et al., 2018|, [del Rio et al., 2009]. D’autre part, le taux de charge-
ment des myosines sur I’'actine permet de différencier les substrats rigides ou peu rigides
[Elosegui-Artola et al., 2016], [Gauthier and Roca-Cusachs, 2018], c’est-a-dire que c’est en
tirant sur le substrat que la cellule "mesure" sa rigidité.

(a) B-140
120 Cell edge
-

Actin stress fibre

Actin regulatory layer

Force transduction layer

Integrin signalling layer
Plasma membrane
Integrin extracellular domain

ECM

I @ ¢ == ¢ @€ ¢ \ o

Integrin o, FAK Paxillin Talin  Vinculin  Zyxin VASP  a-Actinin Actin

FI1GURE 1.2 — Fonctionnement des AFs. Représentation 3D d’une FA. I’accent est mis sur
I’organisation en couches selon ’axe z, dont chacune a un réle dans la transduction du
signal mécanique [Kanchanawong et al., 2010].

Réseau de signalisation : kinases et phosphorylation

Une fois que I'étape de traduction d’un signal mécanique en un signal biochimique a eu
lieu (principalement au niveau des AFs mais pas uniquement), le signal biochimique doit
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étre propagé et intégré a d’autres signaux pour provoquer une réponse coordonnée. Ceci
est assuré par le réseau de signalisation, c’est-a-dire par une chaine de réactions, passant
par des processus élémentaires de codage de l'information comme la phosphorylation.

Le processus de phosphorylation consiste & transférer un phosphate (POi_) sur un acide
aminé (4 types seulement) particulier d’une protéine contenant une séquence spécifique. La
source des phosphates est I’ATP (Adenosine TriPhosphate), plus principalement connue
comme source d’énergie de 'organisme. Certaines protéines appelées kinases peuvent trans-
férer un phosphate de I’ATP sur un acide aminé contenu dans une séquence spécifique d’une
protéine cible. L’ajout de ce phosphate permet & un ensemble d’autres protéines d’interagir
avec la protéine modifiée, mettant en action un ensemble d’interactants par réaction en
chaine : ce phosphate code pour une information, 'activité de cette voie de signalisation.
Une autre fagon de transmettre de 'information au sein de la cellule via des réactions
chimiques est d’utiliser des molécules capables de basculer d’un état ON & OFF et récipro-
quement, ce sont par exemple les petites GTPases.

1.1.2 Zoom sur les petites GTPases

Les petites GTPases sont des interrupteurs moléculaires, entre un état ON et OFF.
Cette transition passe par un cycle complexe entre les formes GDP- (Di-Phosphate)
et GTP-liées (Tri-Phosphate). I existe quatre grandes familles de petites GTPases
|Lawson and Ridley, 2018] :

— Ras : responsable des réactions de transduction du signal en général : croissance,

différentiation et apoptose.

— Rab : en charge du transport vésiculaire.

— Ran : en charge du transport nucléaire (analogue nucléaire de Ras).

— Rho : responsable de la régulation du cytosquelette d’actine donc mécanotransduc-

tion. C’est a cette sous-famille que nous allons nous intéresser plus particuliérement.

Les Rho GTPases sont les régulateurs en chefs de la réorganisation du cytosquelette, ayant
des conséquences sur la migration cellulaire, I'initialisation de la polarisation de fibroblastes
en migration, la polarisation de tissus sous flux hydrodynamique [Hall, 1998] [Hall, 2005],
le développement neuronal [Hedrick et al., 2016] entre autres. Ces protéines sont étudiées a
de nombreuses échelles : de la cellule unique in vitro au tissu entier in vivo, dans tous types
d’organismes (de la bactérie a la cellule humaine eukaryote), et pour tout type cellulaire
(de la cellule musculaire aux cellules neuronales [Hedrick et al., 2016]).
Les Rho GEFs (guanine nucleotide exchange factor) catalysent la libération du GDP d’une
GTPase remplacé par un GTP, la faisant passer de I'état GDP (inactif) a GTP (actif) (voir
figure 1.3). La vitesse de réaction pour passer de I’état GDP a GTP est trés faible en soi,
il y a absolument besoin de ce GEF pour passer d'un état a l'autre [Saraste et al., 1990].
La présence du phosphate additionnel altére la conformation 3D de la GTPase, la faisant
passer d’un état inactif a actif. La réaction d’inactivation de la GTPase n’est pas l'inverse
de l'activation et passe par un processus différent. Elle passe par ’hydrolyse de la GTP,
libérant un phosphate inorganique, conduisant & la forme GDP de la GTPase. De méme,
cette réaction bien trop lente requiert une GAP (GTPase-activating protein). Comme dans
le cas de ’ADN, le processus de retirer un phosphate est toujours cinétiquement trés lent,
ce qui assure par ailleurs la grande stabilité de ’ADN en solution [Saraste et al., 1990].
Le role de ces "activateurs de GTPases" est donc fondamental pour la régulation des
processus physiologiques de la cellule. C’est le rapport entre 'activité des GEF sur celle
des GAP (affinité, concentration) qui détermine la proportion de formes GTP sur GDP
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4 A

FIGURE 1.3 — Schéma de principe du cycle des petites GTPases, avec RhoA prise en
exemple de GTPase. Role des GEF et GAP pour changer I’'état de RhoA liée au GTP ou
GDP.

de la GTPase, et donc le pourcentage d’activité ou d’inactivité de la voie de signalisation
associée.

Une fois activée, la GTPase agit sur une ou un ensemble de protéines appelés effecteurs,
qui agissent sur le cytosquelette via des réactions en cascade. Un effecteur est donc une
protéine avec une affinité considérablement plus grande pour la forme GTP que GDP de
la GTPase [Goedhart and van Unen, 2019].

Au sein du cytoplasme, des protéines appelés GDI (Guanosine nucleotide dissociation in-
hibitors) se lient aux Rho-GTPases, les rendant inactives. C’est pour cela que l'activité
des Rho-GTPases se révele principalement a la membrane des cellules ot elles se lient avec
des complexes qui les activent. Le GDI maintient les Rho-GTPases inactives dans le cy-
toplasme, et le détachement du GDI permet leur activation, conférant ainsi le caractére
spatial de I'action des Rho-GTPases.

Dysfonctionnements et maladies Les petites GTPases sont impliquées dans de nom-
breuses maladies. Ras est lui-méme un oncogéne, I'une des origines fréquentes de cancer.
A ce titre, de nombreuses recherches contre le cancer portent sur I'inhibition directe de
Ras ou du réseau de signalisation associé¢ [Saraste et al., 1990]. Lorsque Ras est oncogéne,
sa forme mutée est telle que la transition de I’état GTP vers GDP est bloquée, Ras reste
dans la forme GTP et est toujours actif.

Trés souvent ce ne sont pas les petites GTPases elles-mémes mais les GEFs et GAPs qui,
suite & des mutations, deviennent inactives ou défectueuses et engendrent des défauts de
signalisation. Trés souvent, la GAP est dysfonctionnelle, et la GTPase est plus souvent dans
sa forme active. Dans le cadre de la neurofibromatosis qui crée des structures anormales
sur la peau (de type cancers), la neurofibromine, qui est une GAP de Ras, est altérée par
une mutation de son géne qui empéche I'hydrolyse du GTP [Saraste et al., 1990].
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On peut citer d’autres maladies, qui ne sont pas des cancers, associées a des défauts dans
le cycle ON/OFF de ces petites GTPases : scléroses, retinis pigmentosa.

Action de RhoA RhoA fait partie des Rho GTPases qui nous intéressent tout particu-
lierement, et sera la cible du biosenseur utilisé dans ce travail. Son activité est elle aussi
trés régulée en espace et en temps. Par exemple, p63RhoGEF, une GEF localisée a la
membrane plasmique, active RhoA trés rapidement aprés ’action des récepteurs couplés
a un protéine G (GPCRs). Cette action localisée de RhoA au pourtour de la cellule est
directement corrélée avec la polymérisation de l'actine [Van Unen et al., 2015|. Cette acti-
vité est particuliérement présente dans la formation des blebs (excroissances de membrane
de forme sphérique, plutot signe de mauvais état des cellules dans notre cas), mais aussi
pour les AFs avec des intégrines |Lawson and Ridley, 2018]. Une fois encore, l'activité de
la voie de signalisation est le résultat complexe de 'action spatio-temporelle des GEFs et
GAPs, combinée avec la position précise des petites GTPases.

Action de Racl et Cdc42 Dans le cadre de tissus composés de plusieurs cellules, la
protéine cadhérine-E inhibe la mobilité des cellules uniques au sein de la MEC. Néanmoins,
certaines situations conduisent & une migration cellulaire coordonnée (cancer, réparation
de blessure). Racl (resp. Cdc42) est classiquement vu comme un initiateur des lamellipodes
(resp. filopodes) en régulant positivement ou négativement le complexe Arp2/3 qui crée de
I’actine branchée dans les lamellipodes, alors que Cdc42 crée des faisceaux d’actine dans les
filopodes. Racl joue un réle important dans I'initiation de la migration de ces cellules, en
stabilisant les protrusions vers ’avant de la cellule pour créer un mouvement directionnel
et polariser les cellules [Lawson and Ridley, 2018|.

1.1.3 Coordination spatio-temporelle de ’activité des Rho GTPases

La cellule se comporte en adéquation avec les informations qu’elle prend dans son environ-
nement extérieur. En ce qui concerne la migration, pour qu’une décision soit prise, il faut
qu'une inhomogénéité apparaisse dans ces signaux et soit reflétée dans la signalisation
interne. Les premiers générateurs de gradients internes sont les diverses membranes : mem-
brane plasmique et vésicules. Les protéines sont rendues actives a leur proximité seulement
puis progressivement inactivées, conduisant & un gradient abrupt (voir figure 1.4B). Une
fois accroché a la membrane, la Rho GTPase est activée et peut se lier & son effecteur pour
induire la chaine de cascade de signalisation [Goedhart and van Unen, 2019]. Par ailleurs,
GEFs et GAPs forment des complexes qui controlent la régionalisation de ’activation des
GTPases |[Lawson and Ridley, 2018]. Il est important d’étudier le réseau de signalisation
des Rho GTPases a leurs échelles caractéristiques. Ainsi, il faut des outils d’étude et de
perturbation a I’échelle de la seconde et micrométrique au vu des travaux réalisés sur
les GTPases |Goedhart and van Unen, 2019] (et voir la séquence d’images 1.1C).

La conception traditionnelle de l'activité spatio-temporelle des trois principales Rho GT-
Pases - Racl, Cdc42 et RhoA - est fondée sur des expériences minimales reposant sur la
sur-expression d'une Rho GTPase. Elle stipule (en se restreignant aux fibroblastes) que
Racl est a lorigine des lamellipodes et des froissements ("ruffles") de membrane, RhoA
a l'origine des fibres de stress d’actine et des complexes d’adhésion focale et Cdc42 des
filopodes a l'extrémité directrice [Hall, 1998]. Ce paradigme est progressivement remis en
cause, ou tout du moins affiné [Goedhart and van Unen, 2019].
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FIGURE 14 — A La premiére version du biosenseur de RhoA publiée en 2006
[Pertz et al., 2006]. B Images ratiométriques du FRET des biosenseurs de Racl, Cdc42
et RhoA dans des fibroblastes de souris (MEF) en migration [Machacek et al., 2009]. On
observe un gradient de l'activité de ces 3 Rho GTPases, plus intense & la périphérie des
cellules. C Séquence d’images du ratio de FRET du biosenseur de RhoA dans les mémes
cellules. On voit que le pattern d’activation est trés dynamique. Echelle 20pum. D Réca-
pitulatif de la coordination spatio-temporelle de RhoA, Racl et Cdc42 a la périphérie de
ces cellules MEF en migration sans stimulation chimique. Une coordination différente a pu
étre observée par la suite aprés stimulation chimique [Martin et al., 2016].

Concernant le motif spatial d’expression lors de la migration cellulaire, Racl est actif
principalement & l'extrémité directrice, menant a la polymérisation de 'actine et le ren-
forcement des complexes d’adhésion focale, a 'origine des protrusions de membrane et de
la migration cellulaire [Small et al., 2002]. RhoA serait impliqué dans la rétraction a ’ar-
riére de la cellule, en favorisant la contraction du complexe actine-myosine en activant son
effecteur ROCK [Hall, 2005]. L’activité de CdC42 est gouvernée par les motifs spatiaux
de ses GEFs, qui créent un fort gradient de CdC42 qui optimise le choix de la direction
lors de la migration. Racl nécessite 'action d’'une GAP qui est localisée & une extrémité
de la cellule, qui crée un gradient étendu de Racl qui détermine la vitesse de migration
[de Beco et al., 2018|.

On sait désormais que la coordination spatio-temporelle de ces trois protéines est plus
complexe lorsqu’on ne sur-exprime (ou active constitutivement) pas l'une d’entre elles
[Pertz, 2010]. Dans des cellules en migration, [Machacek et al., 2009] ont étudié la coor-
dination spatio-temporelle des trois petites GTPases principales, RhoA, Cdc42 et Racl
(Figure 1.1). Ils ont montré¢, dans leurs conditions expérimentales (fibroblastes de souris
en migration sans stimulation chimique), que RhoA est activée au bord de la cellule de
maniére synchrone avec ’'activité des protrusions. Cdc42 et Racl au contraire sont actifs
2um derriére le bord avec un retard de 40s avec la membrane (Figure 1.4D). Ceci penche
pour une action antagoniste de Racl et RhoA qui agissent en des zones et temps diffé-
renciés. RhoA serait plus impliqué dans l'initiation de la protrusion, tandis que Racl et
Cdc42 dans le renforcement et la stabilisation des AFs en formation.

Une autre étude des corrélations entre morphologie et activité des petites GTPases a été
publiée par [Yamao et al., 2015]. Ils montrent une corrélation entre Pactivité de Racl et
Cdc42 et les protrusions, a savoir que la protrusion précéde 'activation de Racl et Cdc42,
ce qui surprend a premiére vue, mais est en accord avec [Machacek et al., 2009]. A partir de
Iactivité de Racl et Cdc42 en périphérie, 'activité protrusive peut étre prédite, a I’échelle
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micrométrique, mais aussi a 1’échelle de toute la cellule et de populations de cellules par
simple intégration des signaux locaux des Rho GTPases. Au niveau macroscopique, les ac-
tivités comparées de Racl et Cdc42 permettent de classer et prédire le comportement des
cellules en deux classes, au mouvement aléatoire ou dirigé. Les activités de Racl et Cdc42
permettent notamment de prédire l'orientation des cellules polarisées [Yamao et al., 2015].
Enfin, lactivité locale des Rho GTPases semble avoir aussi un impact local sur la mor-
phologie de la cellule, suivant un modéle de "tug of war" (une convolution de l'activité des
Rho GTPases et de la fonction de réponse donne I’activité membranaire locale). A noter,
que Yamao et al. utilisent des cellules HT-1080 fibrosarcoma qui possédent la particularité
d’une activité protrusive trés intense, bien plus forte que celle des fibroblastes. Les résultats
trés forts et plutdét univoques semblent assez soumis & 1'usage de cette lignée cellulaire.
Dans une autre étude utilisant des pseudo-neutrophiles (cellules PLB-985) attirés par des
attractants chimiques, Cdc42 est montré comme initiateur des changements de direction,
alors que Racl, RhoA ou Ras n’en sont pas acteurs. Les signaux d’activité de Cdc42 pré-
cédent les changements de direction et déterminent la direction de polarisation des cellules.
Spatialement, RhoA et Cdc42 ont des gradients d’activité trés marqués et opposés durant
la migration, alors que Ras et Rac présentent des gradients faibles [Yang et al., 2016]. En-
fin, Cdc42 et RhoA semblent avoir des temps caractéristiques de réponse aux sollicitations
chimiques plus faibles que Racl et Ras, créant une réponse étalée dans le temps entre les
GTPases. Une fois encore, il faut tempérer ce résultat car les neutrophiles sont des cellules
immunitaires trés particuliéres, & la migration extrémement rapide, dotés de capacités de
suivre des attractants chimiques considérables.

Au dela de la fonction de transfert, de nombreuses études [Yang et al., 2016],
[Martin et al., 2016] montrent la limite d’une étude en simple corrélation entre l'activité
moléculaire & un temps t et morphologique a t’. Il est nécessaire d’introduire la notion de
mémoire des événements d’activité moléculaire, en s’inspirant de la solution des potentiels
retardés. Dans le cadre biologique, il est souhaitable de déterminer la réponse morpho-
logique spatio-temporelle en intégrant un ensemble de variations locales et brutales des
signaux moléculaires sur une certaine durée temporelle [Yamao et al., 2015].

1.1.4 Biosenseurs FRET

Il est courant en microscopie de fluorescence de mesurer la concentration ou la localisation
d’une protéine et ses dynamiques spatio-temporelles. Ces informations sont trés impor-
tantes, mais dans le cas des réseaux de signalisation, il est bien plus important de savoir
si la protéine étudiée est active ou inactive. C’est I'état d’activation de la GTPase qui
renseigne sur le signal biochimique. Une GTPase activée entraine I'action de ses effecteurs
en aval qui mettent en oeuvre la réponse morphologique de la cellule. Alternativement,
on pourrait imager la présence des activateurs (GAPs) ou inactivateurs (GEFs, GDI) des
GTPases pour mesurer 'activité du réseau [Miiller et al., 2020].

Nous avons vu qu’il est crucial de conserver I'information spatio-temporelle et en temps
réel de 'activité d’une protéine de signalisation, en particulier des petites GTPases. Une
approche classique de biologie cellulaire consiste & lyser les cellules, puis & quantifier le ou les
composants d’intérét. On perd alors toute sensibilité sur la spatialisation de 'activité, et il
faut répéter cette opération a diverses temps dans des conditions rigoureusement identiques
pour reconstruire un profil temporel. L’usage des biosenseurs permet d’aller bien au-dela
de ces limitations. Il est possible de réaliser les images 2D et au cours du temps de 'activité
des biosenseurs (voir figure 1.4C par exemple). Les études précédemment citées recourent
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a des biosenseurs dits "d’activité" dont la fluorescence donne une information sur 'activité
d’une protéine et non sur sa localisation. A partir de leur signal de fluorescence, nous
devons étre capables de distinguer lorsque la protéine est dans un état actif et lorsqu’elle
est dans un état inactif. Il n’existe pas que des biosenseurs FRET. Chaque sujet d’étude
posséde les biosenseurs adaptés au systéme.

Les premiers biosenseurs fluorescents ont eu pour cible la concentration locale en ions Cal-
cium. Le tout premier biosenseur génétiquement modifié serait un biosenseur luminescent,
reposant sur la luminescence naturelle de la luciferase, et a permis de mesurer directement
les variations de Calcium dans les mitochondries en 1992 [Rizzuto et al., 1992]. Par la suite,
I’équipe de R.Y. Tsien, qui regut le prix Nobel pour la découverte et le développement de la
GFP, a développé le premier biosenseur FRET |[Miyawaki et al., 1997|. Celui-ci, dénommé
Cameleon, permettait de mesurer les signaux calciques intra-cellulaires en temps réel.
Enfin, il n’y a pas que des biosenseurs FRET d’activité, mais également des biosenseurs
FRET de mesure de force [Grashoff et al., 2010|. Le biosenseur de force posséde un lien
équivalent & un ressort qui relie le fluorophore Donneur et le fluorophore Accepteur. Des ex-
périences de calibration trés précises et des constructions de controle du biosenseur (sans
lien, avec lien double, en changeant la position des fluorophores, ...), permettent de dé-
terminer la raideur du ressort équivalent reliant les fluorophores. Une calibration permet
d’obtenir la courbe théorique reliant la variation de FRET et la force exercée sur le biosen-
seur. La mesure du FRET donne ensuite une mesure de force [Gayrard and Borghi, 2016].
En ce qui concerne les biosenseurs d’activité des petites GTPases, prenons l’exemple
du biosenseur de Racl nommé "Dora" (utilisé durant cette thése par ailleurs)
[Timmerman et al., 2015]. La figure 1.5 montre la construction de ce biosenseur. Le don-
neur est ici Cerulean ("Cer") et 'accepteur Venus, ou plus précisément des permutations
circulaires de ces deux fluorophores. La séquence du biosenseur contient la GTPase, Racl,
et un effecteur, PAK1. Lorsque Racl est lice au GTP, son affinité pour PAK1 devient
plus forte et le biosenseur passe en conformation "fermée", ce qui a pour conséquence de
rapprocher les deux fluorophores et donc d’augmenter efficacité de FRET.

(pak1(  (Raca( 0 (paa (Raca(

—
e

rié;}izé;L)E;§§€>
Excitation Excitation

Low FRET High FRET

Emission

FiGUuRE 1.5 — Construction du biosenseur de Racl "DORA". Le changement d’affi-
nité de Racl pour son effecteur PAK1 provoque un changement de conformation du
biosenseur qui rapproche les deux fluorophores, augmentant ainsi l'efficacité de FRET
[Timmerman et al., 2015]
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Design d’un biosenseur FRET

On a vu sur 'exemple du biosenseur "Dora" le principe général d’un biosenseur FRET : le
changement d’activité de la protéine cible doit provoquer un changement de conformation
qui rapproche les deux fluorophores. La construction du biosenseur est primordiale. C’est un
travail minutieux et d’une grande complexité, réalisé par des spécialistes. Les enjeux sont de
parvenir a la plus grande gamme dynamique de FRET : entre une activité nulle et maximale
de la protéine cible, il faut que le FRET varie le plus possible [Palmer and Tsien, 2006].
Tout commence bien siir par le design général du biosenseur : en général pour les
GTPases la séquence de la GTPase est inclue dans le biosenseur alors que pour les kinases
on peut mettre la séquence cible de la phosphorylation et une séquence qui reconnait
cette phosphorylation. Dans ce dernier cas, on va sonder la réaction de phosphorylation
de la kinase. D’autres approches permettent de sonder directement le changement de
conformation de la kinase elle-méme [Bertolin et al., 2016]. Les fluorophores peuvent étre
placés de part et d’autre des éléments provoquant le changement de conformation pour
amplifier le changement de distance. Cela dit, ce n’est pas toujours le schéma le plus
intuitif qui a D'effet le plus important. En pratique il est quasiment impossible de prédire
quel design sera le plus efficace et le développement d’un biosenseur passe par des étapes
d’optimisation.

En anticipant sur le paragraphe suivant décrivant le phénoméne du FRET en détails,
nous pouvons déja noter que le FRET entre protéines fluorescentes permet de mesurer des
distances comprises entre 3 et 8nm. C’est ce changement de distance qu’il faut viser avec
le changement conformationnel que 'on veut détecter. Une limitation existe cependant,
les protéines fluorescentes type GFP ont une structure en tonneau de 3nm de diamétre
avec le chromophore en son centre. Le FRET entre protéines fluorescentes ne pourra donc
pas sonder des distances inférieures & 3nm entre chromophores dans le cas idéal des deux
protéines fluorescentes collées 'une a l'autre; en pratique certainement davantage que
3nm. On le verra également dans la suite, les propriétés photophysiques des fluorophores
utilisés influent fortement sur lefficacité de FRET, notamment le recouvrement de leurs
spectres. Ainsi, le choix de la paire de fluorophores est cruciale. L’optimisation va jusqu’a
tester des permutations circulaires de la séquence d’acides aminés de chaque fluorophore
comme c’est le cas pour le biosenseur présenté en figure 1.5. Finalement, la structure du
biosenseur joue sur la facon dont il sera maturé et exprimé dans la cellule, et notamment
transmis au cours des divisions cellulaires. Comme la majorité des fluorophores est issue
de variations de la Green Fluorescent Protein (GFP), ils possédent des homologies de
séquences trés fortes. Cela crée des recombinaisons lors des divisions cellulaires, et rend
complexe souvent la réalisation de lignées stables exprimant le biosenseur. L’otimisation
d’un biosenseur est propre & une lignée cellulaire.

En deux mots, nous venons de voir que le développement des biosenseurs en est encore a
ses débuts. Il faut aussi garder en téte que leur utilisation est elle aussi critique, car de
nombreux artefacts peuvent brouiller le bon fonctionnement des réseaux de signalisation
associés.

De nombreux mécanismes de compensation se mettent place pour contrer les modifications
qui peuvent étre apportées au réseau de signalisation. Lors d’une sur-expression d’'une Rho
GTPase, les quantités de Rho GTPase ajoutées perturbent les quantités endogénes suite a
une compétition entre ces deux protéines et au réservoir limité de GDI qui leur est commun
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[Boulter et al., 2010]. De méme dans le cas de techniques de Knock-out trés largement
utilisées en biologie cellulaire, un phénoméne d’adaptation se met en place qui rend les
résultats plus difficiles & interpréter.

D’autre part, le biosenseur utilisé doit étre d’une sensibilité similaire & la protéine qu’il
cherche & représenter. Pour ne pas modifier les équilibres chimiques entre les substrats et
les produits de la protéine cible, le biosenseur doit présenter la méme spécificité aux mémes
substrats. La cinétique de réaction du biosenseur (entre le changement de conformation
de la protéine cible et la variation de FRET associée) doit étre négligeable devant celle
des phénomeénes biochimiques étudiés. Enfin, le biosenseur peut comporter une partie qui
le localise & certains endroits (ancrage a la membrane pour limiter le bruit de fond du
cytosol) ou certaines organelles, pour améliorer le SNR ou se rapprocher de la localisation
de la protéine endogéne [Palmer et al., 2011].

1.2 Fluorescence et FRET

Le Transfert d’Energie par Résonance ou FRET (Forster Resonance Energy Tranfer) est
un phénoméne particulier de la fluorescence que nous avons évoqué pour présenter les
biosenseurs. En biophysique, ce phénoméne a d’abord été beaucoup utilisé dans des expé-
riences de molécule unique ou ses performances ont été poussées a I’extréme. Nous verrons
ensuite ce qu’il en est dans des expériences en cellules ou en tissu.

1.2.1 Motivation

Le FRET en molécule unique L’utilisation du FRET quantitatif en biophysique vient
surtout des expériences in vitro avec des protéines purifiées et en particulier des méthodes
de "molécule unique". Dans ce cas, puisque ’'on observe une seule paire de fluorophores
a la fois, il est possible de compter les photons et effectivement de mesurer des distances
nanométriques [Lerner et al., 2018]|. La mesure se fait en solution en ayant en général
immobilisé la protéine marquée sur une surface. Cela permet donc de mesurer des éléments
de structure impossible & visualiser en RMN (mesure d’ensemble) ou cristallographie. Par
exemple, Muschielok et al. ont adapté le principe du GPS (Global Positioning System) &
I’échelle d’une protéine [Muschielok et al., 2008] pour déterminer la position d’une partie
flexible de ’ARN au cours de la transcription par la ARN polymérase. Ils ont combiné des
expériences ou les "fluorophores satellites" étaient positionnés en différents points connus
de la structure et mesuré le FRET avec le "fluorophore antenne" situé sur la partie dont
la position était inconnue, une triangulation comparable au GPS donnait la région la plus
probable en 3D.

Un autre intérét majeur du FRET est qu’il permet de mesurer des distances nanométriques
avec une résolution temporelle venant de l'optique, c’est-a-dire de 'ordre de la centaine
de millisecondes. On a ainsi accés & la dynamique conformationnelle d’enzymes et on
peut visualiser véritablement le mécanisme moléculaire. Par exemple, Kapanidis et al.
ont démontré le mécanisme moléculaire de l'initiation de la transcription par 'ARN
polymérase |Kapanidis et al., 2006]. En allant décortiquer les dynamiques observées a
I’échelle de chaque molécule, certains groupes arrivent méme & obtenir non seulement les
différentes conformations adoptées par une enzyme mais aussi les constantes de vitesse
entre chaque conformation [Kim et al., 2014].
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Le FRET en cellules ou dans le vivant En configuration in vivo dans des cellules
vivantes, le FRET est le plus souvent utilisé pour des échantillons dont la concentration
en couples donneur/accepteur est bien trop importante pour étre dans une configuration
de molécule unique / FCS. Dans chaque pixel imagé, il y a en moyenne bien plus qu'un
couple, ainsi le FRET est une mesure statistique de l'efficacité de FRET d’une population
de fluorophores. L’extension du FRET au domaine in vivo a longtemps été jugée difficile,
et nous montrons dans ce travail que c’est réalisable dans des cellules vivantes avec des
méthodes d’analyse et de calcul du FRET semblables & celles développées en molécule
unique.

Les biosenseurs FRET permettent de mesurer des forces & I’échelle du pN in wvivo
|Gayrard and Borghi, 2016]. Un biosenseur FRET est utilis¢é pour mesurer la force
exercée a l’échelle moléculaire au niveau des adhésions focales [del Rio et al., 2009] et
[Grashoff et al., 2010]. Il révele le mécanisme de mécanotransduction au niveau des AFs
mettant en jeu la taline et la vinculine. Dans ce cas, les fluorophores donneur et accepteur
sont reliés entre eux par un lien élastique, au niveau de la partie qui s’étire de la vinculine
|Grashoff et al., 2010].

A T’échelle d’un tissu entier, le FRET a été mesuré dans des souris. Des souris exprimant
nativement un biosenseur de RhoA sont directement imagées pour déterminer le comporte-
ment spatio-temporel de RhoA in vivo [Nobis et al., 2018]. Des contraintes en compression
sont utilisées pour étudier la réponse de RhoA lors de la formation des ostéocytes. Les bio-
senseurs FRET sont encore relativement peu utilisés & 1’échelle de la cellule voire du tissu
ou de 'animal, comparé a la fluorescence simple. Cela est probablement di a la difficulté
A mettre en place les expériences, les biosenseurs et a avoir des résultats fiables.

1.2.2 Principes physiques

Avant de décrire la méthode de FRET quantitative développée dans 1’équipe, revenons
d’abord aux principes physiques.

La fluorescence Toute molécule posséde des états électroniques, états quantiques dans
lesquels peut se trouver le nuage électronique de la cellule. La représentation usuelle de ces
états en fluorescence est appelée diagramme de Jablonski et est présentée figure 1.6.
Chaque état électronique est représenté par une barre épaisse (niveau fondamental) et un
ensemble de barres fines (levée de dégénérescence liée aux états vibrationnels).

Lorsque la molécule fluorophore recoit le rayonnement laser, I’énergie acquise fait passer
le systéme de I'état fondamental Sy a ’état excité S7 ou un de ses sous-niveaux (absorp-
tion, temps de vie femtoseconde). Une partie de cette énergie est perdue (ou convertie) en
énergie mécanique (chocs) par relaxation vibrationnelle qui raméne le systéme au niveau
fondamental de I’état S; (temps caractéristique picoseconde). Ce processus est extréme-
ment rapide. Ensuite le systéme a deux voies de désexcitation radiative pour revenir au
fondamental. Soit il passe par des états triplets dits "noirs", sans émission de lumiére, puis
se désexcite par phosphorescence (processus lent, temps de vie 1073s & plusieurs heures
en tant que transitions "interdites"). Soit il émet un photon et relaxe vers un sous-niveau
de I'é¢tat fondamental (fluorescence, durée de vie typique nanoseconde 10~%s). Il revient
finalement & Sy & nouveau par relaxation vibrationnelle non radiative. Une relaxation non-
radiative de Sy & 57 est également possible mais les fluorophores sont optimisés pour utiliser
principalement la voie de fluorescence. Suite aux transitions non radiatives ou aux chocs
avec d’autres molécules, le fluorophore peut étre définitivement modifié, ¢’est le phénoméne
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FIGURE 1.6 — Diagramme de Jablonski, d’aprés [Coullomb, 2018|. Aprés I'absorption de
photons d’énergie suffisante, la fluorescence est une voie de relaxation radiative d’un fluo-
rophore.

de désactivation (quenching).
Cette présentation succinte permet d’appréhender quelques propriétés de la fluorescence :

— Un fluorophore ne peut pas étre excité par un rayonnement d’énergie trop faible.
Autrement dit, pour un fluorophore excitable dans le bleu, il ne peut pas étre excité
par un rayonnement dans le rouge.

— Loi de Kasha : la relaxation vibrationnelle est si rapide que le spectre d’émission ne
dépend pas de la longueur d’onde d’excitation.

— Comme les niveaux fondamentaux et excités ont plusieurs sous-niveaux (un quasi
continuum), on parle de spectres d’excitation et d’émission : le fluorophore peut
étre excité a différentes longueurs d’ondes et émettre a plusieurs, selon une courbe
appelée spectre qui traduit efficacité de ces processus.

— Décalage de Stokes : le photon émis est d’énergie inférieure au rayonnement incident.
Le spectre d’émission est décalé vers les longueurs d’ondes plus élevées.

— Principe de Franck-Condon : le noyau est considéré immobile durant le processus de
fluorescence. Les niveaux vibrationnels des états excités sont semblables a ceux de
I’état fondamental. Comme ils définissent la forme du spectre, spectre d’excitation
et d’émission sont quasi-identiques, images en miroir.

Chaque fluorophore est caractérisé par :

— son coefficient d’extinction molaire e

— son rendement quantique ¢

— son temps de vie T

Forster Resonance Energy Transfer (FRET) Si l'on approche suffisamment deux
fluorophores 'un de 'autre, il peut y avoir une troisiéme voie de désexcitation depuis ’état
excité. Un transfert d’énergie a lieu entre ces deux fluorophores, appelé Forster Resonance
Energy Transfer (FRET).
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Si un de ces fluorophores, appelé donneur (D), a son spectre d’émission qui recouvre en
partie le spectre d’excitation de l'autre, accepteur (A), alors on peut considérer qu’il y
a interaction entre dipoéles electro-magnétiques. La théorie générale de cette interaction
donne le taux de transfert d’énergie comme :

Qpk?  9000In(10)

k = X
r(r) Tpro 12875 N 4n4

X /oo Fp(N)ea(M)AdA (1.2.1)
0

avec :

— 1 la distance D-A

— @ p rendement quantique du fluorophore donneur en absence de ’accepteur

— k? orientation relative des deux dipoles

— 7p temps de vie du donneur en 'absence de ’accepteur

— N4 nombre d’Avogadro

— 1 indice de réfraction du milieu (environ 1.4 dans le cytoplasme)

— Fp densité spectrale d’émission normalisée de D

— ¢4 coefficient d’extinction molaire de A
On retiendra de cette formule qu’elle dépend de r la distance séparant les deux fluoro-
phores. Cette dépendance est trés forte comme pour toute interaction dipole-dipole (1/79).
On définit Ry le rayon de Forster tel que kr(Rp) vaut la moitié du taux maximal (voir
figurel.7). Ry vaut entre 5 et 6nm pour des paires de protéines fluorescentes. On peut alors

réécrire : 6
1 (R
kr(r) = — (—0> (1.2.2)
D T

On définit efficacité de FRET notée E comme le rapport entre le nombre de photons
transférés a A sur le nombre de photons absorbés :

_ k‘T(T) _ 1
o'+ kr(r) 1+ (r/Ro)°

E peut étre mesurée avec des ratios d’intensité ou avec les temps de vie des fluorophores
Donneur.

(1.2.3)

r=05 Ro
E=0.985

0.5F------

E=0.015

1
I
|
I
I
|
1
7/ Ro

FiGuRrE 1.7 — Efficacité de FRET en fonction de la distance, rayon de Forster. D’aprés
[Lakowicz, 2013]

La figure 1.7 illustre la radicalité du phénoméne de FRET. E varie de 1 a presque 0 en
a peine deux fois le rayon de Forster. Le FRET est extrémement sensible a la distance
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r, et la pente de E(r) trés forte illustre cette sensibilité extréme qui permet la mesure de
distance infimes. La contrepartie est que la construction des paires FRET est extrémement
complexe, r devant se trouver entre 3 et 8nm, alors que les fluorophores sont composés
d’un chromophore entouré d’une structure 3D en tonneau de la protéine fluorescente, de
diameétre ~ 3nm.

Concrétement, les fluorophores et I'assemblage d’un donneur et d’'un accepteur adéquat
requiérent des compétences bio-chimiques trés importantes. Nous nous contenterons de
choisir des biosenseurs déja développés et publiés.

1.2.3 Les différentes méthodes de mesure du FRET en cellules

Depuis les années 2000, le FRET s’est imposé comme une méthode extrémement précise
pour mesurer des distances aux échelles nanométriques. De nombreuses méthodes per-
mettent une mesure plus ou moins quantitative de l'efficacité de transfert, E.

FRET ratiométrique sans corrections La méthode la plus simple & mettre en oeuvre
consiste & manipuler des jeux de filtres et mesurer des ratio d’intensité de fluorescence. On
utilise deux jeux de filtres : le premier permet d’illuminer le couple FRET & la longueur
d’onde d’excitation optimale du donneur et de collecter l'intensité de fluorescence émise
par le donneur dans son canal usuel de détection Ipp. Le deuxiéme jeu de filtres permet
d’exciter toujours le donneur, mais cette fois le filtre d’émission est changé pour collecter
la fluorescence émise par 'accepteur dans son canal usuel de détection Ip4.

Il existe une grande diversité de méthodes et de facteurs de correction pour calculer en-
suite 'efficacité de FRET), faisant en général intervenir le ratio % ou I/:);Dﬁ' Ce rapport
veut déterminer la proportion d’énergie transmise & ’accepteur par le donneur sur 1’éner-
gie lumineuse totale transmise. Néanmoins, elle souffre de différents biais qui rendent cette
interprétation inexacte |Berney and Danuser, 2003]. Ces biais sont explicités dans la par-
tie 1.3.1, mais on peut briévement citer les débordements de spectres et les excitations
directes des accepteurs par le donneur, ainsi que les différences de rendement quantique
et d’efficacité de détection de fluorescence entre les deux fluorophores. On ne peut donc
pas interpréter ce ratio simplement comme une efficacité de FRET, mais il faut le cor-
riger, c’est ce que propose la méthode QuantTI-FRET développée précedemment dans
I'équipe[Coullomb et al., 2020].

Les avantages de cette méthode, outre sa simplicité de mise en oeuvre sur un microscope
conventionnel d’épifluorescence, sont sa robustesse (calibration avec une seule équation),
sa justesse (méthode quantitative, valeurs de E indépendantes de 'instrument), son relati-
vement faible cofit, et la rapidité d’exécution pour observer des phénomeénes dynamiques.

FLIM C’est la méthode réputée étre la plus exacte et qui souffre le moins de biais
d’interprétations car elle ne dépend que du fluorophore donneur. Mais c’est également la
plus complexe et coliteuse a mettre en oeuvre, car elle requiert une maitrise extréme de
la synchronisation des instruments d’acquisition. Pour cela, elle fait appel & des outils
électroniques pointus.

Comme le FRET est une autre voie de désexcitation qui s’offre au fluorophore donneur, il
affecte le temps de vie des donneurs. Ainsi la loi d’évolution temporelle (simplifiée) de la
population des fluorophores dans 1’état excité devient :

S1(t) = S1(t =0)e ¥7 (1.2.4)
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ou 7 est le temps de vie du donneur en présence de 'accepteur. En ’absence d’accepteur, le
temps de vie du donneur est 7p = Wlkm Tp est composé du taux d’émission k, habituel
("radiatif" pour la fluorescence), ainsi que ky,, taux de transitions non radiatives (chocs).
En présence d’accepteur, dans le cas du FRET donc, on ajoute le terme kp dii & ce transfert
("T") non radiatif : = % + k7.

Ainsi Defficacité de FRET peut s’écrire comme le rapport E = kr

Ltkr”

L’efficacité de FRET peut alors étre mesurée en comparant le 7 gles donneurs en présence
et absence des accepteurs. La difficulté et le besoin de matériel trés précis dans le temps
se comprend ici : il faut mesurer des temps de l'ordre de 10™%s avec des astuces sur la
maniére de découper la décroissance des fluorophores (soit en temporel, soit en fréquentiel)
[Padilla-Parra et al., 2009].

La grande force de cette méthode, contrairement aux autres, est son indépendance vis a
vis de l'intensité de fluorescence absolue, la puissance du laser, la concentration en fluo-
rophores, les différences entre chemins optiques du ratiométrique. En revanche, le 7 peut
étre influencé par différents facteurs de 'environnement (pH, réactions d’oxydo-réduction)
et créer du photo-blanchiment. L’autofluorescence peut aussi biaiser le résultat du FRET.
En revanche, le principal défaut de cette méthode, et qui entre autres ne nous l'a pas
faite choisir, est sa lenteur d’exécution. La résolution temporelle ne descend pas sous la
minute dans le cas conventionnel avec ajustement de courbe pour calculer 7. Plusieurs
méthodes récentes permettent de s’affranchir de I'ajustement de courbe, en particulier le
fastFLIM développé par ’équipe de M. Tramier peut en principe imager & 1s par image
[Leray et al., 2013].

Microscopie de polarisation Le FRET se manifeste également par ’anisotropie de la
fluorescence émise par le donneur. En tant qu’interaction dipole-dipole, le facteur x? dans
la formule du taux de transfert d’énergie (équation 1.2.1) prend en compte l'orientation
relative entre donneur et accepteur. De méme, le dipdle Donneur est en interaction avec
le laser d’excitation et son orientation joue. Si le laser d’excitation est polarisé, seuls les
fluorophores donneurs alignés avec la direction de polarisation seront excités. Ils exciteront
alors des fluorophores accepteurs avec un angle différent prenant en compte le temps de
diffusion angulaire des donneurs, qui créeront alors une fluorescence émise dont la pola-
risation est différente de celle de 'excitation. En filtrant les rayonnements émis de méme
polarisation que celle de I'excitation, on conserve la fluorescence émise par FRET. En
quantifiant la perte de polarisation de la fluorescence, on a accés a lefficacité de FRET.
L’avantage principal de cette méthode est sa capacité a quantifier 'homo-FRET, e le
FRET entre fluorophores identiques. En revanche, cette méthode a besoin de beaucoup de
photons, et de bons rapports signal-a-bruits sont difficiles & obtenir avec des biosenseurs
dans des cellules vivantes.

Photo-blanchiment des fluorophores Le FRET peut également étre vu comme la di-
minution de la fluorescence des donneurs en présence des accepteurs. Le photo-blanchiment
des accepteurs rétablit la fluorescence des donneurs et ce gain de fluorescence est lié au
FRET. Le jeu sur le photo-blanchiment de la population d’accepteurs permet la mesure
du FRET sous certaines hypothéses.

Cette méthode est trés limitée, notamment car elle détruit les fluorophores accepteurs, et
empéche ainsi toute étude au cours du temps.
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1.3 Mesure de FRET quantitatif en cellules vivantes
QuanTI-FRET

La méthode développée dans 'équipe, QuanTI-FRET, est une variation du FRET ratio-
métrique, c’est-a-dire qu’elle est basée sur la mesure des intensités de fluorescence relatives
du fluorophore donneur et du fluorophore accepteur. Un travail théorique a été fait afin de
calibrer chaque situation expérimentale et de corriger les intensités de fluorescence pour
obtenir un rapport de FRET quantitatif, c¢’est-a-dire reproductible sur un autre instru-
ment ou dans une autre équipe. Elle est inspirée des travaux réalisés en molécule unique
[Kapanidis et al., 2006] et rejoint une approche développée en paralléle par la communauté
de microscopistes travaillant a ’échelle de la cellule [Gordon et al., 1998]. Cette partie re-
prend les travaux d’Alexis Coullomb relatés dans sa thése [Coullomb, 2018| et dans son
article [Coullomb et al., 2020].

1.3.1 Théorie

Pour obtenir le plus d’informations possible de I’échantillon, nous suivons un schéma
d’excitation multiple notamment introduit par Kapanidis et al. en molécule unique
|[Kapanidis et al., 2006]. En deux mots, en alternant rapidement la longueur d’onde d’ex-
citation et en divisant ’émission en deux canaux sur la caméra, nous obtenons en deux
clichés successifs quatre images (voir figure 1.8) :

1. Ipp intensité mesurée dans le canal "donneur" aprés excitation & la longueur d’onde
du donneur,

2. Ipa intensité mesurée dans le canal "accepteur" aprés excitation & la longueur
d’onde du donneur,

3. Ix intensité mesurée dans le canal "accepteur" aprés excitation a la longueur
d’onde de I'accepteur,

4. I4p intensité mesurée dans le canal "donneur" aprés excitation & la longueur d’onde
de 'accepteur.

En pratique, ’excitation est composée de deux lasers d’intensité Lp et L4 dont les lon-
gueurs d’ondes sont choisies pour exciter au mieux les fluorophores Donneur et respective-
ment les fluorophores Accepteur(voir figure 1.9). Les deux canaux d’émission obtenus sur
la caméra correspondent a l'intensité de fluorescence qui a été divisée spectralement de
sorte que dans le canal "donneur" on collecte principalement la fluorescence émise par les
fluorophores Donneur et respectivement, dans le canal "accepteur" on collecte principale-
ment la fluorescence émise par les fluorophores Accepteur (voir figure 1.9 et en matériel et
méthodes, partie 5.2.1).

La quatriéme image I4p ne contient aucune information : le rayonnement fluorescent émis
ne peut étre qu’a une longueur d’onde supérieure a celle de I'excitation, il n’est donc pas
possible que l'accepteur émette un signal dans le canal donneur lorsqu’il est excité par
L 4. Elle est donc rejetée. En principe, seuls Ipp et Ip4 seraient suffisant pour calculer
lefficacité de FRET. Ce serait le cas si les photons provenant du donneur et de ’accepteur
étaient détectés avec la méme efficacité et uniquement dans leur canal respectif. En pra-
tique, ce n’est pas réalisable et plusieurs corrections doivent étre envisagées pour obtenir
des valeurs de FRET reproductibles et indépendantes de I'instrument. La troisiéme image,
Ia4 , est indépendante de 'efficacité de FRET mais est nécessaire pour calculer toutes les
corrections nécessaires.
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Temps d’excitation t2
Excitation accepteur

Temps d’excitation t1
Excitation donneur

LD$

I(DD)}‘ f I(DA)
$

I(DA)=0 @ (AA)

Partie supérieure I DA
de la caméra

e caméra. I(DD)

FIGURE 1.8 — Représentation schématisée de la séquence d’acquisition d’images. Dans un
premier temps, on excite le donneur avec le laser Lp et on collecte simultanément dans
les canaux d’émission donneur (Ipp) et accepteur (Ip4). Dans un deuxiéme temps, on
excite directement l’accepteur avec le laser L4 et 'on collecte & nouveau dans les deux
canaux d’émission, mais seule I'image [44 est informative. L’acquisition simultanée des
deux canaux d’émission est obtenue en les séparant chromatiquement et les repositionnant
cote a cote sur la caméra (figurée en bleu).
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FIGURE 1.9 — llustration des recouvrements de spectres. Les spectres d’absorption (lignes
pointillées) et d’émission (lignes pleines) pour le fluorophore donneur mTFP1 (mauve) et
pour le fluorophore accepteur Venus (vert) sont tracés en fonction de la longueur d’onde.
Figurent également les longueurs des lasers d’excitation Lp et L4 et les filtres d’émission
des deux canaux d’imagerie. On a explicité la zone responsable de I'excitation directe (DE)
et celle responsable de la fuite spectrale du donneur dans le canal de 'accepteur (BT).

Du fait de la caméra qui acquiert les images, notre unité de raisonnement minimal est
le pixel. Celui-ci est plus petit que la résolution optique. I1 fait 0.125 x 0.125um?, et
contient donc une grande quantité de fluorophores. D’autre part, ’échelle de temps de
la fluorescence est la nanoseconde alors que nous acquérons les images a ’échelle de la
seconde. Nous aurons donc un raisonnement probabiliste et sur des populations. Détaillons
maintenant les contributions & 'origine des trois images :

* Taa Llintensité collectée sur la caméra provient des n? fluorophores contenus dans le
volume d’observation conjugué avec le pixel de la caméra, qui émettent un signal de fluores-
cence L g4 X Uﬁqﬁ 4 selon l'intensité qu’ils re¢oivent du laser (L 4) et leur rendement quantique
conjugué a leur section efﬁcace(oﬁqﬁA) en tant que dipodles soumis & un rayonnement, et
ceci est pondéré par efficacité de détection (14).

Tqq = nALA X Uﬁqunﬁ (1.3.1)
* Ipp De meéme :
_.D D, . D B
IDD =n LD X 0D¢D77D X (1 E) (1.3.2)

a la différence pres qu’il faut prendre en compte la probabilité de transférer I’énergie par
FRET FE. Les photons émis a la suite de FRET sont détectés dans I'image Ip4 et non dans

Ipp
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* Ipa  Clest dans cette image que 'on s’attend a mesurer le FRET puisqu’elle correspond
a la fluorescence collectée dans le canal accepteur aprés excitation a la longueur d’onde du
donneur. Cette image est plus complexe que les deux précédentes car trois contributions
se somment, le signal venant du phénoméne de FRET mais aussi de deux termes de fuites

spectrales :
— D’émission des accepteurs excités par le transfert d’énergie FRET avec la probabilité

E

nPLp x oBpans x E (1.3.3)

— P’émission des donneurs, qui n’ont pas transféré d’énergie par FRET mais dont une
partie de la fluorescence est collectée dans le canal accepteur

nPLp x eBépnk x (1 — E) (1.3.4)

(terme de Bleed Through "BT")
— D’émissions des accepteurs qui ont une certaine probabilité d’étre directement excités

par le laser donneur (Lp)
nALp X opdani (1.3.5)

(terme de Direct Excitation "DE")
Ainsi on écrit :

Ipa = nDLDUquAnﬁE + nDLDUBq[)DnE(l —FE)+ nALDUéquAnﬁ (1.3.6)

avec les notations suivantes :
— n' la quantité de fluorophores d’espéce i (A pour accepteur ou D pour donneur)
— L; intensité du laser d’excitation pour I'espéce i
— o7 section efficace d’absorption du fluorophore j a la longueur d’excitation i

— ¢; rendement quantique du fluorophore i
— 1! efficacité de détection d’un photon émis par le fluorophore j dans le canal d’ac-
quisition i

— E efficacité ou probabilité de FRET
La connaissance du triplet d’images (Ipp, Ipa, Iaa) et de lexcitation est insuffisante
pour déterminer E (il y a trop d’inconnues dans les combinaisons de n, o, ¢ et n). La déter-
mination théorique de certains paramétres photo-physiques est possible, avec des moyens
de physique quantique, mais ces paramétres dépendent tellement de ’environnement du
fluorophore que ce ne serait pas plus précis de les calculer ab initio. Nous utilisons donc
une approche pragmatique pour éviter la détermination systématique des 12 inconnues.

Tout d’abord, nous pouvons simplifier les expressions en définissant deux facteurs de cor-
rection pour les fuites spectrales a®7 (pour le "bleedthrough" du donneur) et 6°% pour
I’excitation directe de ’accepteur. De plus, nous introduisons un facteur pour corriger les
différences d’efficacités de détection dans les deux canaux 4™ ainsi qu'un autre pour pour
corriger les différences d’efficacité d’excitation par les deux lasers fX :

D A A A
oBT 1A sDE _ Lpop wm _ Pami et X = Laoy (1.3.7)
nB Lac4 opny Lpok
Ainsi, les notations sont simplifiées et en inversant les équations 1.3.1,1.3.2 et 1.3.6, nous

obtenons la probabilité de FRET pour chaque pixel :
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Ipa—aBTIpp — PFI44

l; =
Ipa—aPTIpp — 6PFI a0 +4MIpp

(1.3.8)

D’autre part, comme introduit par Lee et al. [Lee et al., 2005], nous pouvons définir la
stoechiométrie .S comme la fraction de fluorophores donneurs dans la population totale de
fluorophores pour chaque pixel :

nP

= —. 1.3.9

nP +nA (1.3.9)
A partir des équations 1.3.1 et 1.3.2, nous obtenons l’expression de n? et n? qui, réintro-
duites dans I’équation 1.3.9 permettent d’obtenir ’expression de la stoechiométrie comme
suit :

1
S= ] 1
1+ 744 (1-F)

Ipp BXAM

, (1.3.10)

ou l’on a simplifié I’expression grace aux facteurs de corrections définis par I’équation 1.3.7.
On peut découpler FE et S en remplacant E par son expression (équation 1.3.8), on obtient
alors :
Ipa—aPTIpp — 6PF 14 +~+MIpp
Ipa — aBTIpp — 0PFIga +yMIpp + Tan/BX
Nous écrivons une forme simplifiée et plus lisible de ces équations en incluant les corrections
corr

de fuites spectrales dans Iy} = Ipa — aBTIpp — 6PF T4 4. Ainsi, nous obtenons les deux
équations principales de QuanTI-FRET :

S =

(1.3.11)

corr
]i)/l

—___bA___ 1.3.12
IFy +yMIpp (13.12)
Igi +7"Ipp (1.3.13)

B I +~AMIpp + Taa/BX

E et S peuvent étre calculés & partir des trois images expérimentales Ipp, Ipa et Taa
et des quatre facteurs de corrections o7, 6P yM ot BX. Les expressions théoriques
des quatre facteurs de corrections ont été obtenues a partir des expressions détaillées des
intensités de fluorescence collectées dans les trois canaux d’acquisition.

1.3.2 Calibration des facteurs de correction
Fuites spectrales

La premiére correction a apporter pour calculer un FRET quantitatif consiste & corri-
ger les fuites spectrales issues des recouvrements des spectres des fluorophores donneurs
et accepteurs. Cette correction est couramment réalisée dans les expériences de FRET
ratiométrique appelées approches "3-cubes" [Youvan et al., 1997], [Gordon et al., 1998],
[Zal and Gascoigne, 2004].

La figure 1.9 présente les spectres superposés des deux fluorophores donneur (ici mTFP1,
zones mauves) et accepteur (ici Venus, zones vertes) en fonction de la longueur d’onde. Pour
chaque fluorophore, la courbe en pointillés est le spectre d’absorption et la courbe en trait
plein est le spectre d’émission. Les longueurs d’ondes des lasers d’excitation sont marquées
par un trait vertical, bleu pour Lp et vert pour L. On voit que les lasers d’excitations
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correspondent & peu prés au maximum du spectre d’absorption correspondant. Cependant,
on constate que la probabilité d’exciter le fluorophore accepteur a la longueur d’onde
d’excitation du donneur Lp n’est pas nulle, c’est ce que 'on appelle I'excitation directe,
notée DE sur la figure. La fluorescence collectée aprés excitation directe de ’accepteur
apparait dans le canal "FRET" Ip,. Elle sera soustraite grace au facteur de correction
sPE.

Sur cette figure sont également visibles les filtres correspondant a l’acquisition de la
fluorescence dans le canal donneur (ligne violette) et dans le canal accepteur (ligne
rouge). La zone hachurée en jaune correspond a la fluorescence émise par les fluorophores
donneur et collectée dans le canal Accepteur, c’est ce que l'on a appelé Bleedthrough
(BT). La fluorescence issue du Bleedthrough apparait dans le canal "FRET" Ip4. Elle
sera soustraite grace au facteur de correction BT,

La détermination des facteurs de calibration est obtenue en imageant des échantillons conte-
nant seulement les fluorophores donneur pour o7 et des échantillons contenant seulement
les fluorophores accepteur pour §°¥. En pratique, cela est obtenu en imageant des cellules
exprimant 'un ou 'autre des fluorophores par une transfection transitoire. Les facteurs de
correction sont obtenus en calculant les ratios suivant :
Idonneur—seulement
oBT — DA

- Id(mneurfseulement
DD

(1.3.14)

et

Iaccepteurfseulement
6DE = Ifc/c‘epteur—seulement (1315)

AA
Ces ratios sont calculés pour chaque pixel de toutes les images et la valeur médiane est
conservée. aPT dépend du spectre du donneur, et des différences de détection entre les
deux voies d’imagerie (filtres, miroirs, lentille, caméra). §”F dépend du spectre de I’accep-
teur et des ratio de puissance laser donneur/accepteur. Ces facteurs de calibration sont
donc sensibles aux conditions expérimentales. Il faut les recalculer pour chaque nouveau
couple de fluorophores, chaque jeu de filtres, chaque choix de puissance laser. Ainsi on
considérera aPT et 6PF constants pour chaque expérience. Etant données des conditions
expérimentales fixées (méme couple de fluorophores, méme assortiment de filtres et in-
tensités d’illumination), les corrections d’origine spectrales a apporter & Ip4 dépendent
seulement de la quantité des deux fluorophores. Celles-ci sont données par Ipp et g4
alors que a7 et §PF
En pratiques ces images de calibration sont réalisées dans les mémes conditions expéri-
mentales que pour les biosenseurs eux-mémes : méme milieu de culture, mémes paramétres
d’acquisition, mémes puissances laser, dans la mesure du possible mémes cellules d’obser-
vation.

restent constants.

Facteurs de correction de I’excitation et de 1’émission

M a été désigné ainsi pour "EMission" par assonance. Il a été construit ainsi car il carac-
térise la différence relative de détection de ’émission des deux fluorophores. Il ne dépend
que des ratio des propriétés photo-physiques des fluorophores (leur rendement quantiques
respectifs) et des ratio de détection dans chaque canal. Pour un méme photon émis par le
laser donneur ou accepteur, il quantifie le ratio de signal mesuré sur la caméra entre les

deux canaux.
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X a été deésigné ainsi pour "EXcitation". Il quantifie le ratio entre les flux lumineux
excitant les fluorophores : l'intensité laser et la section efficace d’absorption de chaque
fluorophore y sont comparés. Si une voie posséde un laser bien plus intense ou un fluoro-
phore de bien plus grande section efficace, ce déséquilibre est quantifié par ce facteur de
correction.

Comme pour « , ces facteurs sont trés dépendants des conditions d’expérimen-
tation. Ils caractérisent un dispositif expérimental dont les puissances laser, les filtres, les
optiques sont fixées associés & un couple de fluorophores. Mais une fois ces paramétres dé-
termingés, ils sont constants et permettent de comparer quantitativement le FRET obtenu
lors d’expériences réalisées a différentes dates, ou en différents laboratoires (comparaison
d’expériences dans deux laboratoires avec QuanTI-FRET dans |Coullomb et al., 2020]).
Chaque laboratoire posséde alors ses quatre facteurs de calibration propres. Ils permettent
de calculer un FRET quantitatif & condition que les expériences soient réalisées avec des
réglages constants.

BT et 5DE

Calibration par ajustement du plan de FRET

Les facteurs de correction v et X ne peuvent pas étre déterminés a partir d’échantillons
contenant les espéces séparées donneur et accepteur car dans ce cas la probabilité de
FRET est nulle ou non définie. Une autre information est nécessaire et est fournie par
la stoechiométrie. L’équation 1.3.13 peut étre remaniée comme 1’équation d’un plan dans
I'espace 3D défini par {Ipp,Ipa,laa} :

S
AMBXIpp + XIS = —glaa (1.3.16)
Si la stoechiométrie est connue, la stratégie consiste & ajuster les données expérimentales
a un plan et ainsi déterminer v™ et 5X.

Pour cela, nous utilisons une représentation matricielle, les notation utilisées sont les sui-
vantes :

XB=Y (1.3.17)

est ’écriture matricielle de ’équation 1.3.16. X est la matrice des pixels d’intensité "ori-
gine", soit avec N points de mesure :

1 corr,l
I DD I DA 9
2 corr,

I DD I DA

X (on 137) =
N corr,IN
IDD IDA

et B est le vecteur des coefficients recherchés :

M X

]

B —
(5%
et Y le vecteur des pixels "cibles" :
i
I3
Y = _

I}
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La méthode retenue pour déterminer B est la résolution des équations normales qui consiste

A déterminer B selon :
B=(XTX)"'xTy (1.3.18)

(XTX)~!1XT la pseudo-inverse de Moore-Penrose de la matrice X, qui permet d’inverser la
matrice X lorsqu’elle n’est pas carrée. X7 est la transposée de X. En pratique, les valeurs
de tous les pixels de ’ensemble des données sont rassemblées pour former les vecteurs X
et Y. Puis B est déterminé par I'équation 1.3.18 dont les deux éléments sont v 3% et X .

A
E=0.2
- 3
] .0
— 0 Iop 0 IoA
lpp
B
2
0’.0.
4 0.'0.’0
0002050079,
& "::0::0:’0,
& 5% 'o,‘o,:o,o,’
g i soa
%,94%,45‘%&00.,'0}0

7

oo
’%-%g@go’

0 o0 lpA
Ing lop Ipp

FIGURE 1.10 — Représentation dans ’espace 3D défini par les trois canaux d’acquisition
Ipp,Ipa,laa. (A) Dans cet espace, les pixels ayant la méme valeur de FRET E forment
une droite. L’ensemble des droites balayant les valeurs de E est contenu dans un plan.
(B) L’objectif de la calibration est de déterminer le plan correspondant au jeu de para-
meétres expérimentaux. Cela nécessite de connaitre la stoechiométrie des échantillons de
calibration. La stoechiométrie fait varier 'inclinaison du plan de FRET par rapport au
plan I44 = 0.

Exploration de l’espace 3D Un échantillon est imagé dans les trois canaux et est
donc associé a un triplet d’images. Chaque point-pixel de I’échantillon posséde donc trois
valeurs d’intensité (Ipp,Ipa,laa) qui deviennent les trois coordonnées d’un point dans
V'espace 3D {Ipp,Ipa,laa} . La figure 1.10 montre quelques exemples numériques pour
bien comprendre cette représentation 3D qui fait l'originalité et la force de la méthode
QuanTI-FRET . Pour une stoechiométrie donnée, nous avons vu que les données doivent
en théorie se répartir sur un plan (A, plan gris). Bien sir, les données expérimentales seront
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bruitées et une certaine dispersion autour de ce plan est attendue. Si I’échantillon montre
une seule valeur de FRET E avec une variation d’intensité de fluorescence (c’est-a-dire de
concentration de fluorophore), alors tous les points de I’échantillon forment une droite ap-
partenant au plan. Sur la figure 1.10A, on montre par exemple les quatre lignes théoriques
correspondant aux valeurs de FRET 0.2, 0.4, 0.6 et 0.8. Ces quatre droites sont contenues
dans le plan gris et le balaient. En conséquence, pour déterminer I’équation du plan et donc
les facteurs de correction Y™ et 58X, il convient d’utiliser des échantillons présentant une
forte dispersion dans les valeurs de FRET ; une seule droite définissant une infinité de plans.

Pour déterminer v et %, nous devons connaitre la stoechiométrie S selon 1’équation
1.3.16. En pratique, nous faisons une hypothése sur S que nous discuterons plus loin. La
stoechiométrie est en général par construction de S = 0.5, ¢’est-a-dire d’un donneur pour un
accepteur. Le plan magenta sur la figure 1.10B montre ce plan (pour des valeurs arbitraires
de M et pX ). Il est intéressant de visualiser des plans de différentes stoechiométrie dans
cet espace 3D. On observe sur la figure, qu’une variation de la stoechiométrie entraine une
variation de l'inclinaison du plan de FRET par rapport au plan défini par 144 = 0.

Calibration avec des étalons de FRET

B
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FIGURE 1.11 — Résultats illustrés de la calibration avec les standards de FRET. A. Images
de cellules exprimant les standards dans les trois canaux {Ipp,Ipa, laa} et de 'image de
FRET pour les trois standards C5V (lien court), C17V (lien moyen) et C32V (lien long).
Les plus fortes valeurs de FRET sont mesurées avec les lien courts. Barre d’échelle : 20
um. Echelle de couleur : efficacité de FRET en %. B. Nuage de points dans I'espace 3D des
{Ipp,Ipa, a4} issu des pixels assemblés de toutes les cellules. En grisé le plan ajusté passe
bien par les trois nuages de points des standards, dont les coefficients directeurs sont /X et
vM . C. Diagramme & moustaches des valeurs de FRET mesurées sur les trois standards, au
sein de deux laboratoires différents dénommeés [A] et [B] lors d’expériences indépendantes.
Aprés la calibration par la méthode QuanTI-FRET, les mémes valeurs médianes de FRET
sont obtenues pour chaque standard.
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Il faut mesurer des échantillons présentant une grande variété de FRET pour décrire
correctement le plan théorique. La solution originelle d’Alexis Coullomb consiste & utiliser
des étalons de FRET développés par [Thaler et al., 2005] et [Koushik et al., 2006]. Les
étalons de FRET consistent en une paire de protéines fluorescentes séparées par une
séquence d’acides aminés de longueur variable qui controle la distance entre les deux
fluorophores. Comme vu plus haut, la paire de protéines fluorescentes doit étre la méme
que celle qui sera utilisée aprés calibration, dans le biosenseur par exemple. Dans le travail
d’A. Coullomb, les fluorophores sont Cerulean et Venus (voir figure 1.11). Trois étalons
ont été utilisés CHV, C17V et C32V correspondant & trois longueurs du lien entre les
deux fluorophores : 5, 17 et 32 acides aminés. Il est attendu que C5V montre le FRET le
plus élevé et C32V le plus faible. Les triplets d’image de trois exemples de cellules HelLa
transfectées transitoirement pour exprimer chacune un des trois étalons de FRET sont
montrés en figure 1.11A. L’ensemble des pixels des cellules exprimant C5V ou C17V ou
C32V sont rassemblés dans l'espace 3D {Ipp,Ipa,laa} figure 1.11B. Comme prédit par
la théorie et montré figure 1.10A, les pixels de chaque construction se regroupent autour
d’une droite définissant une valeur de FRET et les trois droites correspondant aux trois
constructions de FRET différents balaient un plan. Ce plan illustré en gris sur la 1.11B a
été obtenu comme décrit dans le paragraphe précédent & partir de ’ensemble des données
rassemblées des cellules exprimant chacun des trois étalons de FRET (25 cellules par
condition) pour ajuster I’équation 1.3.16. La stoechiométrie S est prise égale a 0.5, soit
un donneur pour un accepteur en moyenne vu que les étalons FRET qui comportent en
théorie un donneur et un accepteur sur la méme séquence protéique. C’est une hypothése
assez forte car cela suppose notamment que la maturation soit trés efficace pour les deux
fluorophores donnant lieu & une quantité négligeable de molécules n’ayant qu’un seul
fluorophore fonctionnel. En I'occurrence, I'ajustement a donné les facteurs de correction
X =1.167 4+ 0.008 et v = 2.10 + 0.02 avec un coefficient de détermination R? = 0.995.
Une fois tous les facteurs de correction déterminés, aPT et §PF ayant été obtenus
indépendamment & partir de cellules n’exprimant que I'un des fluorophores, l'efficacité
de FRET par pixel peut étre mesurée et calculée par I’équation 1.3.12. Elle peut étre
calculée & partir des mémes échantillons ayant permis de déterminer 3% et v car aucune
hypothése n’a été faite sur E. En revanche, la stoechiométrie ne pourra étre une mesure
que dans des échantillons n’ayant pas servi a la calibration étant donné qu'une hypothése
sur la stoechiométrie a été nécessaire. L’efficacité de FRET, E, a été calculée en chaque
pixel des cellules exprimant C5V, C17V et C32V, permettant de produire des cartes de
FRET (figure 1.11A, colonne de droite). Les valeurs moyennes obtenues pour ces trois
constructions sont Ecsy = 50.3 + 0.4, Eci7y = 41.7 £ 0.8 et Eg3oy = 35.1 £+ 0.8. Pour
vérifier que lefficacité de FRET est indépendante de l'intensité de fluorescence pour
chaque pixel, nous avons calculé le coefficient de corrélation de Spearman entre E et
Taa, 144 étant le seul canal non-affecté par le FRET et seulement lié & la concentration
en fluorophores. En rassemblant toutes les données, nous avons obtenu un coefficient de
corrélation p = 0.04 confirmant l'absence de corrélation entre 'intensité de fluorescence
et la probabilité de FRET ; un biais qui est souvent observé dans des analyses de FRET
ratiométrique. De la méme maniére, on peut s’interroger sur l’effet de la calibration en
regardant la correlation entre E et la fluorescence totale du donneur (If" + ')/M Ipp)
avec ou sans la correction par v™. On obtient p = 0.111 pour v = 1 (sans correction)
et p = 0.045 pour Y™ = 2.10. On voit que la correction pour la différence d’efficacité de
détection dans les deux canaux permet de baisser d’un facteur 2.5 la corrélation entre la
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fluorescence du donneur et la mesure de la probabilité de FRET.

Le développement de la méthode QuanTI-FRET avait pour but de permettre la compa-
raison d’expériences utilisant du FRET obtenues de maniére indépendante entre différents
laboratoires. Pour tester cela, nous avons fait faire les mémes expériences par une autre
équipe (D.C. Lamb, LMU Munich) sur un microscope différent par des personnes diffé-
rentes. Aucun matériel n’a transité entre nos deux laboratoires, seulement le protocole
expérimental et ’analyse ont suivi le méme processus. Aprés calibration, les efficacités de
FRET moyennes mesurées sont trés proches de celles mesurées précédemment (voir figure
1.11, données [B]), EC5V = 50:|:17, ECl?V =43+1.6 et EC32V =33+1.5. Malgré une va-
riabilité plus grande des données et un coefficient de détermination plus faible (R? = 0.82),
les résultats des deux campagnes de mesures indépendantes sont en accord. Nous avons
ainsi montré que la méthode QuanTI-FRET est quantitative, les valeurs absolues de FRET
ont du sens et peuvent étre comparées d'une étude & une autre.

1.3.3 Exploitation de la stoechiométrie

Une fois la calibration réalisée, l'efficacité de FRET peut étre mesurée pixel par pixel
par I’équation 1.3.12 mais également la stoechiométrie par ’équation 1.3.13. De fait, de
précieuses informations sont contenues dans S. Tout d’abord, la stoechiométrie mesurée
permet d’évaluer la qualité de la calibration et des données. Comme dans les études de
molécule unique, il est intéressant de tracer ’histogramme 2D combinant les histogrammes
de la stoechiométrie et de la probabilité de FRET (voir figure 1.12A-C). En théorie,
les étalons FRET ayant un donneur pour un accepteur devraient apparaitre comme un
nuage de points correspondant & une stoechiométrie S = 0.5 et & une efficacité de FRET
donnée, FEy (voir figure 1.12A). Si des donneurs libres sont présents également, alors
on peut décrire théoriquement la trajectoire jusqu’a un échantillon contenant seulement
des donneurs (S = 1 et E = 0). Si ce sont des accepteurs libres qui sont mélangés a la
construction D-A alors le FRET ne varie pas, seulement la stoechiométrie baisse jusqu’a
la valeur limite S = 0 pour une pure solution d’accepteurs. Par contre, si a la fois des
donneurs libres et des accepteurs libres sont mélangés a la construction D-A, la situation
est plus complexe et il n’est pas possible de trancher.

Les panneaux B et C de la figure 1.12 montrent ’histogramme 2D obtenu pour les trois
constructions citées précédemment (C5V, C17V et C32V) ainsi que pour des constructions
de stoechiométries différentes : CVC (2 donneurs pour 1 accepteur), VCV (2 accepteurs
pour 1 donneur) et les donneurs et accepteurs seuls. Le panneau B montre cet histogramme
avant calibration, les valeurs de FRET sont élevées (supérieures a 50%), les stoechiomé-
tries sont plus faibles qu’attendu et surtout, les nuages de points ne sont pas horizontaux
indiquant une corrélation entre E et S. Aprés calibration (panneau C), les nuages de points
sont bien horizontaux, la stoechiométrie est de 50% en moyenne pour les étalons de FRET
(par hypotheése lors de la calibration). Mais surtout, la stoechiométrie peut étre mesurée
pour les autres échantillons, nous obtenons S = 68.9 4+ 0.2 pour CVC (24 cellules) pour
valeur théorique de 66%, et S = 35.14+0.2 pour VCV (9 cellules) pour une valeur théorique
de 33%. A noter que ces histogrammes 2D E-S sont trés utiles pour juger de la "qualité"
de la calibration ou pour détecter le comportement anormal de certaines cellules.
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FI1GURE 1.12 — Influence de la proportion entre donneur ou accepteur libre dans la cellule.
A. Histogramme 2D E-S théorique : partant d’une population initiale caractérisée par (Ej,
So = 50%, point orange), le couple (E, S) évolue selon deux trajectoires selon que 'on
ajoute du donneur libre ou de l'accepteur libre. Ces trajectoires tendent vers le disque
bleu (accepteur seul) ou vert (donneur seul). B. Histogramme 2D E-S expérimental pour
des constructions avec des valeurs de FRET différentes (V32V et C5V) ou des valeurs de
stoechiométrie différentes (CVC et VCV) ou encore les donneurs seulement (Verulean) et
accepteurs seulement (Venus). La seule correction apportée est celles des o®T et 6PF. C.
Les mémes données expérimentales en corrigeant en plus par les facteurs vX et M. D.
Triplet d’une cellule exprimant C32V. Barre d’échelle 15 um. E. Les cartes correspondantes
de FRET et Stoechiométrie pures, puis la carte de FRET aprés filtrage par un filtre gaussien
pondéré. F. Histogramme associé de la stoechiométrie et des poids (W) représenté par une
ligne. G. Carte des poids W associés. H. Profils linéaires des trois cartes du E. Les fleches
indiquent un endosome.
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Indice de confiance Dans le domaine de la microscopie de fluorescence, la méthode
usuelle pour déterminer 'incertitude sur la valeur d’un pixel est de s’appuyer sur les sta-
tistiques de photons : plus le signal est fort, plus la valeur de ce pixel est fiable. C’est vrai
dans la plupart des cas d’imagerie de fluorescence mais, dans le cas du FRET), il est pos-
sible que la fluorescence soit élevée alors que le FRET est biaisé. De nombreuses raisons
peuvent rendre un fluorophore non fonctionnel : mauvaise expression génique, mauvaise
maturation 3D de la protéine, valeurs extrémes de pH localement qui altérent la structure
3D du fluorophore, photo-blanchiment du fluorophore. Dans ce cas, le calcul du FRET est
totalement faussé et ne représente plus du tout une efficacité de FRET. La stoechiométrie
S permet de connaitre en chaque pixel, statistiquement, la proportion entre fluorophores
donneur et accepteur. Un exemple est montré figure 1.12D avec une cellule présentant une
zone trés intense en intense en fluorescence mais avec une stoechiométrie aberrante (éloi-
gnée de la valeur attendue de 50%, panneau E) et une probabilité de FRET également
dénotant avec le reste de la cellule (panneau E). En théorie, il y a un donneur pour un
accepteur en moyenne par biosenseur et par pixel également, soit S=50%. Le principe ici
est de pondérer chaque pixel par un poids lié a I’écart entre S et la valeur attendue 0.5.
Pour cela, nous définissons un indice de confiance W :

_ (5-5p)?

W=e 25 | (1.3.19)

ol Sy est la valeur attendue de la stoechiométrie S et og est un paramétre pour ajuster
la sensibilité. W rend compte de la déviation a la stoechiométrie attendue avec un score
compris entre 0 et 1 (1 pour S = Sp) et une distribution gaussienne (figure 1.12F, courbe
jaune). Ce calcul est fait, comme le reste, pour chaque pixel. Ainsi, chaque pixel a main-
tenant une valeur de probabilité de FRET E, une valeur de stoechiométrie apparente S
et un indice de confiance W. On peut utiliser cet indice de confiance pour la visualisation
en utilisant un code couleur pour FE et la brillance pour coder W ("Value" dans le codage
HSV,Hue Saturation Value), ou tout simplement exclure des pixels.

Filtrage gaussien pondéré Les cartes de FRET ont souvent besoin d’étre moyennées
spatialement di au faible signal sur bruit dans le cas des biosenseurs; la résolution étant
de toutes maniéres limitée par la diffusion des espéces marquées et plus grande que la
taille d’'un pixel. En général, ce filtrage spatial est réalisé sans controle qualité et peut
créer un biais des pixels avec une stoechiométrie aberrante. Nous créons un filtre gaussien
pondéré par l'indice de confiance pour réaliser un filtrage spatial qui diminue le bruit en
tenant compte de la confiance dans les pixels voisins.

Pour cela, on crée un kernel gaussien (7x7 pixels), G, pour moyenner spatialement comme
pour un filtrage gaussien classique. Ce kernel gaussien est pondéré localement par les
valeurs de W et appliqué a la carte de FRET FE,4,. L’écriture matricielle est légérement
différente pour optimiser le temps de calcul, mais mathématiquement équivalente :

(W X Eraw) * G
W« G

Efiltered = (1320)
avec x pour le produit d’Hadamard (multiplication élément & élément sans somme) et *
la convolution. En pratique, on "coupe les pieds" de la distribution gaussienne en ajoutant
un seuil en-dessous duquel W = 0. On obtient la carte du FRET filtré E;;; en figure 1.12E
dans laquelle tout le bruit a l'extérieur de la cellule a été annulé, ainsi que la vésicule
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trés intense en fluorescence (fléche) et méme certaines zones de la cellule o le signal de
fluorescence était trop faible. Pour avoir une idée plus précise de 'effet du filtrage, on a
tracé le profil de Spaw, Eraw et Epy; le long de la ligne pointillée blanche qui passe sur
cette zone trés intense. Les zones de stoechiométrie aberrante voient leur probabilité de
FRET ramenée a zéro. On peut aussi constater I'impact du filtre sur le bruit en comparant
la courbe du FRET et du FRET filtré. en ce qui concerne la zone trés brillante qui a été
éliminée lors du filtrage, il s’agit probablement de vésicules dans lesquelles régne un pH
plus bas que celui du reste de la cellule. Cela affecte les fluorophores, en particulier Venus
(l’accepteur) a un pKa autour de 6 alors que Cerulean (le donneur) a un pKa autour de
4.7 (ressource communautaire https://www.fpbase.org/). Ainsi une baisse de pH affecte
principalement ’accepteur entrainant une baisse de fluorescence qui se traduit par une
baisse apparente de la probabilité de FRET.

1.3.4 Discussion

Role de ’hypothése sur la stoechiométrie Au fondement de tout ce développement
sur les équations du FRET repose une hypothése forte : la stoechiométrie du biosenseur de
FRET utilisé est connue. La stoechiométrie théorique du plasmide exprimé par les cellules
est connue, en pratique nous considérerons donc que ’on observe la méme valeur au sein
des cellules. Dans de nombreux cas, les constructions FRET comportent exactement un
donneur et un accepteur, en général sur la méme séquence peptidique. Dans ces cas, on pos-
tule alors que S=0.5. Cette hypothése est vraie si chaque biosenseur posséde effectivement
sa paire de fluorophores fonctionnels avec la définition S = nDnW‘

Il existe de nombreux cas de figure ot cette hypothése forte n’est pas vérifiée. La stoechio-
métrie peut varier & cause du pH, la maturation des protéines qui peut étre incompléte,
un des fluorophores qui subit du photo-blanchiment.

Il est donc nécessaire d’évaluer la stoechiométrie réelle dans les cellules et de corri-
ger ’éventuelle erreur avec la théorie. Comme les standards de FRET, il existe les
constructions particuliéres CVC et VCV qui réalisent cette tache. Dans le cas de 'ar-
ticle [Coullomb et al., 2020], 'écart n’est au plus que de 2% pour les deux constructions.
Ce résultat conforte dans la validité de cette hypothése, au moins dans une large mesure.
Si S est 1égérement différent de 0.5, est-ce réellement une grave limitation a la méthode ?
On ne pourra jamais maitriser parfaitement la stoechiométrie accepteur-donneur lorsque
les constructions sont exprimées par des cellules, mais il est réellement important que
les résultats de FRET soient indépendants du niveau d’expression du plasmide et de la
concentration locale en biosenseur. Ainsi, on aura une méthode de FRET quantitative. Ce
dernier point est assuré par les différents graphes de controles, dont I'histogramme 2D E-S.

Role/nécessité des étalons La méthode de détermination du FRET quantitatif déve-
loppée par A. Coullomb nécessite impérativement les standards de FRET. Ils permettent
de déterminer le plan ajusté dans l'espace 3D {Ipp,Ipa,laa} dont les coefficients direc-
teur donnent accés aux facteurs de calibration v~ et M qui permettent de calculer les
cartes de FRET quantitatif et de Stoechiométrie.

Néanmoins, la construction de ces standards de FRET (qui doit étre réalisée pour chaque
biosenseur utilisé) nécessite des capacités expérimentales importantes en bio-ingénierie.
Nous le verrons plus en détails au chapitre suivant, cette construction est réellement difficile
et constitue donc un frein important & I'utilisation de cette méthode par des laboratoires
sans les compétences poussées en bio-ingénierie. Pour les biosenseurs, et notamment ceux
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utilisés dans ce travail, la stoechiométrie théorique est parfaitement connue (de la méme
fagon que dans les standards de FRET). La partie suivante fait usage de cette donnée pour
adapter le protocole de calibration de maniére & le simplifier tout en conservant le caractére
quantitatif du FRET obtenu par ce calcul.

Notre méthode QuanTI-FRET (premiére version) permet de calculer les cartes 2D de
FRET de biosenseurs codant pour 'activité de GTPases. Ce FRET est quantitatif, in-
dépendant du dispositif expérimental ou de certains biais biologiques des cellules grace a
I'usage conjoint de la stoechiométrie. La grande force de cette approche en FRET est la
combinaison pour chaque pixel de 'information de FRET et de stoechiométrie. Elle néces-
site 'usage d’étalons de FRET dont la construction expérimentale est trés difficile. Nous
présentons désormais une adaptation de la méthode sans utiliser ces étalons.
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Chapitre 2

Simplification de la méthode
QuanTI-FRET : ’auto-calibration

2.1 Introduction

Nous avons présenté dans le chapitre précédent la méthode QuanTI-FRET, développée au
cours de la thése d’Alexis Coullomb. Il a démontré que cette méthode originale est robuste
et quantitative bien que basée sur les images de fluorescence et non pas sur le temps de vie
du fluorophore donneur. Cependant, cette méthode nécessite I'utilisation d’étalons FRET.
La fabrication biologique de ces molécules s’est révélée difficile. En effet, afin d’utiliser le
biosenseur de RhoA fourni par I’équipe d’Olivier Pertz (Bern University), nous devions
obtenir les étalons de FRET avec le couple TFP1 / mVenus en remplacement du couple
mCerulean / mVenus précédemment utilisé. Jean Revilloud, ingénieur biologiste du labo-
ratoire, a décidé de faire une premiére approche en remplacant par PCR, Cerulean par
TFP1 dans les constructions C5V, C17V et C32V. Pour cela, nous amplifions TFP1 avec
les amorces qui permettraient de l'insérer & la place de Cerulean. Malheureusement la trés
grande homologie de séquence entre tous ces fluorophores engendre de nombreuses hybri-
dations non spécifiques par PCR. Historiquement pour CzV, le deuxiéme fluorophore avait
été inséré grace a des enzymes de restriction. Malheureusement, ces sites ne sont pas pré-
sents autour de TFP1, c’est ce qui nous avait incité & partir sur une stratégie par PCR. Au
prix de nombreux essais, nous avons réussi & obtenir T17V (nom du standard avec mTFP1),
malheureusement pour THV et T32V nous avions systématiquement des insertions ou dé-
létions. Certes, on a pu contourner cette difficulté en commandant des génes synthétiques
et en optimisant les séquences, mais cette étape préliminaire de calibration avec les étalons
de FRET s’est révélée trés contraignante ; elle pourrait étre un frein au développement et
a lapplication de la méthode QuanTI-FRET 1.0. Ce serait rédhibitoire par exemple pour
les laboratoires non spécialisés dans la manipulation génétique des séquences de protéines
fluorescentes ou dont ’étude quantitative d’un biosenseur ne constitue pas le coeur de leur
activité scientifique. Or, la logique du développement de la méthode QuanTI-FRET est
d’amener le FRET quantitatif vers les non-spécialistes et le plus grand nombre.

L’objectif de cette thése est de simplifier la méthode en ne recourant pas aux étalons de
FRET. La calibration se fera directement sur I’échantillon d’intérét, comme une autocali-
bration. Ceci est permis par une propriété générale des biosenseurs intra-moléculaires : leur
stoechiométrie est connue théoriquement, et supposée stable expérimentalement. La grande
majorité des biosenseurs FRET intracellulaires utilisée est de type intra-moléculaire, c’est-
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a-dire que fluorophores donneur et accepteur sont exprimés & partir d’une seule séquence
génétique. Au-dela de notre problématique biosenseurs, cette méthode est applicable &
toute construction FRET dont la stoechiométrie est définie et constante. Les équations
de la théorie du QuanTI-FRET 1.0 ne sont pas modifiées, mais leur manipulation et leur
utilisation en est changée, & travers des détails expérimentaux et d’analyse des données.
Dans un premier temps, nous allons revenir sur la théorie et présenter la nouvelle stra-
tégie. Puis, nous montrerons 'application de QuanTI-FRET 2.0 au biosenseur de RhoA.
Nous verrons les avantages et les limites de cette autocalibration et également les quelques
éléments manquants avant la publication.

2.2 Theéorie - lien avec le QuanTI-FRET 1.0

Théorie et équations Dans la méthode QuanTI-FRET [Coullomb et al., 2020], les don-
nées expérimentales sont composées des trois images Ipp, Ipa et [ 44 acquises sur la caméra
suite a I'excitation alternée et & une détection dans deux canaux différents. On excite le
donneur avec le laser Lp et on collecte simultanément dans les canaux d’émission donneur
(Ipp) et accepteur (Ipa). Dans un deuxiéme temps, on excite directement l’accepteur
avec le laser L4 et I'on collecte & nouveau dans les deux canaux d’émission, mais seule
I'image I44 est informative. On réalise une premiére étape de calibration pour corriger les
fuites spectrales en déterminant les facteurs a7 et 6PF, étape de plus en plus réalisée par
la communauté scientifique du FRET. En revanche, en considérant la photo-physique du
phénoméne de FRET, la méthode QuanTI-FRET avance deux facteurs de calibration sup-
plémentaires 8% et v qui corrigent les différences d’efficacité d’excitation entre donneur
et accepteur, et d’efficacité de collection de la fluorescence qu’ils émettent. La détermi-
nation précise des facteurs de calibration 7™ et X permet de calibrer complétement le
systéme expérimental et de mesurer de fagon quantitative le FRET en cellules vivantes.
On peut écrire, en incluant les corrections de fuites spectrales dans I} = Ipa —aBTIpp—
0PET 44, les deux équations principales de QuanTI-FRET (voir les équations 1.3.12 et
1.3.13) :

corr

DA
7 + 47 Tpp (2.2.1)
B Iy +~+MIpp
IS +yMIpp + Taa /X
Dans l'espace 3D défini par {Ipp,Ipa,laa}, on représente les pixels avec comme coor-
données la valeur du pixel dans chaque canal d’acquisition. Pour un ensemble de paires
de FRET dont la stoechiométrie est fixée, le nuage de point appartient & un plan dans
cet espace 3D. Une unique valeur de FRET donne lieu & une droite (incluse dans le plan
théorique). Des variations de FRET induisent un déplacement du nuage de points dans ce
plan (voir figure 1.10).
On rappelle I’équation du plan dans l'espace 3D défini par {Ipp,Ipa,laa} (voir 1.3.16
pour les détails) qui permet la détermination des v et gX :

S
1-S
Cette équation de plan contient trois inconnues : S, ¥™ et X. Avec I'hypothése d'une

stoechiométrie connue de 1’échantillon imagé, on peut obtenir les valeurs de v™ et X en
ajustant les données expérimentales par un plan.

(2.2.2)

YMXIpp + BXIFY = Taa (2.2.3)
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Or, la stoechiométrie S des constructions de FRET intramoléculaire (comme des biosen-
seurs) est connue. Dans le cas des biosenseurs de RhoA (RhoA-2G) ou de Racl (Dora), elle
est de 1/2 (1 donneur : 1 accepteur), et stable en théorie. Cependant, plusieurs facteurs
peuvent la faire varier qui seront présentés en discussion : photo-blanchiment ou différence
d’efficacité de maturation entre les deux fluorophores. On peut donc directement utiliser
les images de biosenseurs en cellules pour décrire le plan en 3D et déterminer les v et
X en supposant que S = %
La procédure se fait en deux temps :

— Premier temps : Le jeu de données expérimentales est d’abord utilisé pour calibrer
le systéme. L’ajustement du nuage de points par le plan 3D décrit par 1’équation
2.2.3 permet de déterminer la valeur des facteurs de calibration M et 8X.

— Second temps : grace a ces facteurs de calibration, on peut désormais calculer les
valeurs de FRET quantitatif pour chaque triplet {Ipp,Ipa,laa} du méme jeu
de données expérimentales selon I'équation 1.3.12. On procéde de méme pour la
stoechiométrie selon I’équation 1.3.13.

Le méme jeu de données expérimentales permet donc de calculer & la fois les facteurs de
calibration, puis les cartes de FRET pour chaque cellule du jeu de données. On calcule
également une valeur de stoechiométrie apparente dont la déviation a la valeur théorique
est un indice de qualité du pixel.

Conditions pratiques de validité Pour décrire le mieux possible le plan théorique
illustré en figure 1.10, il faut que le nuage de points décrive le plus largement possible
ce plan. Cela revient & dire que les valeurs de FRET de I’échantillon doivent présenter
de larges variations, tout en restant a stoechiométrie constante. C’est en effet ce que 'on
attend dans le cas des biosenseurs qui présentent des valeurs variées de FRET en cellule.
De plus, les variations de FRET du biosenseur au sein de chaque cellule et parmi les
cellules sont continues car moyennées sur un grand nombre de biosenseurs dans chaque
pixel. Ce n’est pas automatiquement le cas pour tous les biosenseurs FRET, dont certains
ne présentent pas de variation notable au cours du temps ou & l’échelle de la cellule.
Des drogues chimiques peuvent étre utilisées pour forcer le biosenseur dans les positions
extrémes ol le FRET est maximal et minimal.

Dans le cas des étalons de FRET, chaque construction ne présente qu’une seule va-
leur de FRET, donc décrit seulement une droite incluse dans le plan dans l'espace 3D
{Ipp,Ipa,Iaa}. Ainsi, pour ajuster un plan de maniére convenable, il est nécessaire d’'uti-
liser (au moins) trois étalons de FRET pour calibrer I'expérience. Alors que les étalons de
FRET décrivent le plan d’ajustement de fagon discontinue, les biosenseurs décrivent le plan
de fagon quasi-continue dans ’espace 3D.

Une autre condition nécessaire est ’homogénéité des valeurs de S autour d’une valeur
constante parmi le jeu de données expérimentales. Si plusieurs valeurs de S co-existent,
plusieurs plans sont alors décrits (voir figure 1.10) et il n’est plus pertinent de déterminer les
facteurs de calibration. Il faut que la construction assure un ratio connu (1 :1 par exemple)
entre donneur et accepteur, d’'une maniére robuste peu sensible au lieu d’expression du
plasmide. Enfin, il faut que le plasmide ne soit pas toxique & la cellule, et que les cellules
I’exprimant présentent un phénotype semblable a celui des cellules contréles sans plasmide,
ce qui est une condition générale pour I'imagerie de cellules vivantes.
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2.3 Résultats

La théorie de la méthode par autocalibration du QuanTI-FRET ayant été présentée, voici
les résultats obtenus en appliquant la méthode avec notre dispositif expérimental. La pre-
miére étape consistant a déterminer les facteurs de correction a7 et 6PF est présentée
succinctement, tandis que la deuxiéme étape (plus complexe) consistant & déterminer les
M et BX est plus détaillée.

La seconde étape consiste a déterminer les v et X a partir de I’ajustement du plan
sur les données dans l’espace 3D, puis de reprendre le méme jeu de données pour calculer
les cartes de FRET quantitatif associées. Les données considérées sont des cellules REF52
exprimant de fagon stable le biosenseur RhoA-2G, sur des motifs de verre (pour un meilleur
rapport signal & bruit constaté). Cette condition sera dénotée "Rh2G".

La figure 5.2 (section 5.1.1 en annexe) présente la construction schématisée du biosenseur
RhoA-2G. En résumé, le donneur mTFP1 est lié au domaine de liaison & RhoA (RBD)
de son effecteur rhotekin. Puis un lien de 60 acides aminés relie a 'accepteur Venus, lui
méme relié & RhoA. Lorsque RhoA est sour forme GTP, elle a une forte affinité pour le
domaine RBD et cela entraine un changement de conformation important du biosenseur.
La présence d’un long lien entre les fluorophores crée un FRET bas dans I’état inactif du
biosenseur. Ainsi le changement en ratio d’émission atteint 147%, le meilleur changement
obtenu parmi leurs différentes constructions. On retiendra également, que les variations
importantes de FRET du biosenseur sont localisées sur les bords de la cellule, avec une
étendue spatiale faible, ce qui justifie I'usage de la réflexion totale interne (TIRF) lors de
I'étude de [Fritz et al., 2013].

2.3.1 Calibration des fuites spectrales

La premiére étape de calibration porte sur la détermination des a7 et ¢PF a partir des

transfections transitoires de fibroblastes NIH-3T3 par les fluorophores donneurs seulement
et accepteurs seulement pour calculer les fuites spectrales. Les images des trois canaux sont
acquises, et les triplets de pixels correspondants sont regroupés.

L’analyse statistique des populations de pixels révéle des comportements déviants aux
valeurs extrémes de l'intensité de fluorescence. Par conséquent, les pixels de toutes les
cellules confondues sont regroupés, ceux trop intenses ou trop faibles en intensité sont
éliminés par les percentiles, méthode la moins biaisée qui ne s’appuie que sur la statistique,
sans avoir a faire de choix arbitraire de sélection. Les cellules de calibration ont été choisies
pour avoir une intensité de fluorescence comparable & celle avec biosenseur.

Cette analyse a donné les résultat présentés dans le tableau suivant, en ne conservant pour
le calcul que les percentiles compris entre 70 et 95 pour ’ensemble concaténé de tous les
pixels de toutes les cellules. Les pixels de faible intensité sont supprimés car ils sont trop
sensibles au bruit qui devient dominant. Les pixels trop intenses correspondent souvent a
des organelles dans les cellules qui peuvent étre fortement autofluorescentes, sans lien avec
les fluorophores du biosenseur.
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BT | stdBT | SEM(BT) | 6PF | stdDE | SEM(DE)
0.643 | 0.065 | 1.8 x 1073 | 0.264 | 0.182 | 8.7 x 1073

TABLE 2.1 — Valeurs de 6PF et aPT retenues. std = erreur standard, SEM = erreur sur

la détermination de la moyenne, Neeypr = 15 et Neey.pr = 21, ce qui correspond a
Npizets,pr = 1.34 x 103 et Npizers pp = 0.44 x 103

La valeur trés élevée de o7 peut étre largement expliquée par le jeu de filtres que nous
utilisons, et qui sont plus adaptés au fluorophore donneur Cerulean qu’a mTFP1. Comme
montré en figure 5.14 en Annexe, le spectre d’émission de mTFP1 est plus décalé vers les
grandes longueurs d’ondes et ne présente qu’un seul pic contrairement & celui de Cerulean,
on collecte donc moins d’intensité dans le canal donneur venant de mTFP1.

2.3.2 Auto-calibration

En principe, I’ajustement est réalisé sur I’ensemble des données expérimentales (Neejpuzes =
15 "Rh2G", Npizers = 1350165), et donne la valeur des M et X issus du meilleur plan
passant par les pixels de toutes les cellules. Néanmoins, un traitement est appliqué aux
pixels de toutes les cellules pour éviter des artefacts. Les cellules sont tout d’abord par-
courues et celles dont 'intensité de fluorescence, ou I’état phénotypique est aberrant sont
éliminées. D’autre part, on exclut les valeurs extrémes des pixels en ne conservant que
les percentiles compris entre le 10¢ et le 98¢ percentile (dans chaque canaux). Les calculs
de percentiles sont réalisés cellules par cellules. Contrairement aux o7 et 6°F moins de
pixels sont éliminés du calcul. En effet, pour a7 et 6PF on cherche une valeur médiane
la plus pertinente dans le but de faire un ratio entre deux valeurs. Pour v et X, on
cherche & ajuster un plan, ce qui requiert la plus grande étendue en intensité pour balayer
correctement le plan.

On peut désormais représenter dans 'espace 3D {Ipp,Ipa,laa} les pixels de toutes les
cellules exprimant le biosenseur RhoA-2G. Cela donne les nuages de points en bleu et
magenta de la figure 2.1.

On superpose & ces nuages de points le plan ajusté par la méthode des moindres carrés,
dont les coefficients directeurs donnent accés aux v et 4% (plan en maillage grisé).

La comparaison visuelle des nuages de points et du plan calculé constitue la premiére
vérification du bon fonctionnement de 'ajustement. Il faut impérativement que le plan
calculé passe en moyenne par le centre des nuages de points des cellules. Si le nuage de
points d’une cellule dévie trés fortement des autres et n’est pas traversée par le plan calculé,
elle est aberrante. Comme vu en figure 1.10, différentes valeurs de stoechiométrie décrivent
des plans différents. Une cellule peut avoir une stoechiométrie aberrante et devrait étre
écartée de 'analyse car elle ne peut pas étre décrite par le méme jeu de paramétres.
En figure 2.1B., la cellule dont le nuage de points est coloré en magenta se détache trés
nettement du nuage de points principal et s’écarte du plan ajusté. Le biosenseur exprimé
présente une stoechiométrie inférieure (voir figure 1.10) a celle pour les autres cellules. Cette
cellule est donc écartée de 'analyse (voir la discussion en section 2.4 pour son impact).
De maniére plus systématique, on calcule les valeurs de FRET et de S pour chaque cellule
avec ce premier jeu de Y™ et AX. En tracant le diagramme & moustaches des valeurs de
S (voir figure 2.1C.), on peut voir apparaitre une cellule dont la stoechiométrie est trés
en-deca de la valeur moyenne des autres cellules. La cellule 12, correspondant au nuage de
points magenta, présente une stoechiométrie inférieure a 40%, hors des variations des autres
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FIGURE 2.1 — Résultats de 'autocalibration. A. Représentation 3D des nuages de points
associés aux cellules Rh2G (bleu, une cellule particuliére en magenta) dans l'espace
{Ipp,Ipa,I44}. Maillage gris : plan d’ajustement des données. B. Méme ensemble vu
de coté. C. Diagramme & moustaches des valeurs de stoechiométrie, cellule par cellule.

cellules. Tout comme I'étude visuelle du phénotype des cellules, I’étude de la distribution
des valeurs de stoechiométrie parmi les cellules est également un moyen d’écarter les cellules
"pathologiques". La stoechiométrie devient un critére quantitatif pour écarter les cellules
dont I’état physiologique est déviant, en général des cellules apoptotiques.

Une fois cette nouvelle sélection de cellules effectuée, on peut réitérer le processus et re-
calculer les Y™ et X par un nouvel ajustement des nuages de points restant, tout en
s’assurant que les étapes de vérification en terme de stoechiométrie sont désormais sans
artefacts.

On obtient au bout de ce processus le tableau suivant pour les facteurs de calibration :

BX ,YM RQ redx2
0.387 | 2.985 | 0.943 | 9.115

TABLE 2.2 — 8% et ¥M pour un percentile de 10-98 appliqué sur les pixels cellule par cellule,
en écartant une cellule a la stoechiométrie aberrante. R? et redy? précision de 'ajustement.

2.3.3 Estimation de la qualité de la calibration

Il est indispensable d’évaluer la qualité de la méthode d’autocalibration pour s’assurer que
les X et ¥M sont correctement déterminés, et que le résultat est comparable a celui qui
serait obtenu par la méthode originelle avec les étalons de FRET. Nous cherchons a valider
la justesse et la précision de la méthode d’autocalibration.

Incertitudes Les incertitudes pour X et M sont difficile & évaluer. Nous avons essayé
de différentes maniéres, et nous avons retenu simplement les deux valeurs issues de ’ajus-
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tement du nuage de points par un plan, présentés en tableau 2.3.2. On obtient le R? qui
est le coefficient de détermination. Il est calculé & partir du ratio entre la somme des carrés
des écarts au fit et la somme des carrés des écarts a la moyenne. Son écart & 1 quantifie
dans quelle mesure I'ajustement est imprécis. Le redy? ("reduced chi square") quantifie la
dispersion des nuages de points autour du plan déterminé par ajustement. C’est la somme
des carrés des écarts au fit divisés par la valeur expérimentale. Cette valeur n’est pas nor-
malisée, elle n’a pas de borne comme R2, et est uniquement comparable d'un ajustement
a un autre pour le méme jeu de données.

Convergence et Bootstrap Les incertitudes sur la détermination du plan R? et x? ne
donnent pas une valeur interprétable facilement comme une incertitude directement sur les
X et M.

Aurélie Dupont a développé une méthode d’analyse basée sur un sous-échantillonage aléa-
toire de taille variable des pixels. Cette analyse en "bootstrap" consiste a diviser ’ensemble
des pixels des cellules Rh2G en petits sous-ensembles de données de tailles variables. Le cal-
cul des X et M est réalisé sur chaque sous-ensemble avec la méme méthode des moindres
carrés (mais répétée N fois). Les différents 3% et v sont tracés en fonction de la taille du
sous-échantillon pour apprécier la convergence du processus (voir [Coullomb et al., 2020]
pour les détails, et figure 5.17 en annexe). L’ensemble de<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>