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Résumé

Le but de notre travail est de développer une imagerie des déclins de fluorescence et d’ en
démontrer les potentialités pour I’ é&ude de la dynamique macromol éculaire et des interactions entre
macromolécules en cellules vivantes. Notre approche repose sur la mesure de la corrélation
temporelle de photons uniques de fluorescence (TCSPC) simultanément a la détermination de la
localisation spatiale (e long d’ une ligne) de larégion d’ émission. Des images monodirectionnelles
de déclins de fluorescence ont ainsi été obtenues représentant la cinétique de fluorescence en
différentes régions subcellulaires. Nous avons égadement mis au point la mesure de déclins
d’ anisotropie de fluorescence provenant d’ un petit volume subcellulaire (1 um®) sous microscope
en mode confocal.

Les résultats présentés dans ce mémoire démontrent I'intérét de cette approche
technol ogique pour des problématiques de biologie cellulaire. Le marquage fluorescent endogéne de
protéines a été réalisé en les fusionant ala GFP ou un de ses variants spectraux. L es interactions
proténe-protéine ont été étudiées soit par hétéroFRET en mesurant la diminution de la durée de vie
de fluorescence du chromophore donneur, soit par homoFRET en mesurant la cinétique de
dépolarisation de la fluorescence. Nous avons mis en évidence (i) laformation d’ hétérodimeres de
p45 du facteur de transcription NF-E2 avec deux partenaires dans différents compartiments
subcellulaires par hétéroFRET, et (ii) I’homodimérisation de la thymidine kinase du virus de
I” herpes simplex type 1 de fagon plus concluante par homoFRET que par hétéroFRET. Par ailleurs,
la mesure des déclins d’ anisotropie de fluorescence de I’ éhidium comme sonde de la dynamique
torsionnelle de I’ ADN arévélé |’ existence d’ une trés forte restriction de cette dynamique dans la
chromatine non perturbée. Les développements supplémentaires de notre systéme pour une imagerie

bi-dimensionnelle puis tri-dimensionnelle sont prometteurs.
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Abstract

The aim of our work was to devel op fluorescence decay imaging and to demonstrate its
utility in the study of macromolecular dynamics and the interactions between macromoleculesin live
cells. Our approach consisted of simultaneous time-correlated single photon counting (TCSPC) and
characterisation of spatial localisation of emission area along aline. Monodirectional fluorescence
decay imaging was obtained that was characteristic of fluorescence kineticsin different subcellular
regions. Fluorescence anisotropy decays from a small subcellular volume (1 pm®) were also
measured under a microscope in confocal mode.

The results show that this technological approach is useful for investigating the biology of
living cells. Endogenous fluorescent labelling of proteins was carried out by GFP or spectral
mutants fusion. Protein-protein interactions were studied by measuring donor fluorescence lifetime
diminution (heteroFRET) or fluorescence depolarisation kinetics (homoFRET). We demonstrated
the formation of (i) heterodimers of the p45 protein of NF-E2 transcription factor with two partners
in different subcellular compartments by heteroFRET, and (ii) herpes simplex type 1 thymidine
kinase dimer. In the latter case, homoFRET was more efficient at demonstrating dimerisation than
heteroFRET. Moreover, measurement of ethidium fluorescence anisotropy decay demonstrated that
DNA torsional dynamics, are restricted inside non-perturbed chromatin. Further developmentsin bi-

dimensional and tri-dimensional imaging are promising.
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Abréviations

ADN : acide désoxiribonucl éique

ARN : acide ribonucléique

ARNM : acide ribonucl éique messagé
ARNL : acide ribonucléique de transfert
ARN{t"™: acide ribonucléique de transfert
phénylalanine

BFP : blue fluorescent protein

CCD : Charge Coupled Device

CFP : cyan fluorescent protein

DL : détecteur Delay-Line

DMEM : milieu de Eagle modifié par Dubelco
DsRed : Discocoma red fluorescent protein
FCS : spectroscopie de corrélation de
fluorescence

FLIM : microscopie des durées de vie de
fluorescence en mode image

FRAP : réapparition de fluorescence apres
photoblanchiment

FRET : transfert de fluorescence de type
FOrster

FWHM : largeur a mi-hauteur

GFP : green fluorescent protein

GFPwt : GFP wild type, sauvage
hétéroFRET : FRET entre chromophores
différents

homoFRET : FRET entre chromophores

identiques
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HBSS : solution saline équilibrée de Hanks
HSV : virus de I’ herpes simplex

IRF : fonction de réponse instrumentale
MafG : petite protéine G de lafamille des Maf
NADH : nicotinamide adénine dinucléotide
réduit

NF-E2 : facteur nucléaire Erythroide 2

ON : Ouverture Numérique

p45 : protéine de poids moléculaire 45 kDa de
NF-E2

PC : protéine partenaire cytoplasmique de p45
pX : plasmide codant pour la protéine X

QA : détecteur Quadrant-Anode

R, : distance de Forster

r,: anisotropieinitiale

Rd6G : rhodamine 6G

SD : déviation standard

SHG : génération de second harmonique
SLN : signal de localisation nucléaire

TAC : convertiseur temps-amplitude

TCSPC : comptage de photons uniques
corrélés en temps

Ti:Sa : Titane:Saphir

TK : protéine thymidine kinase

TSCSPC : comptage de photons uniques
corrélés en temps et en espace

XFP : GFP et variants spectraux

YFP : yellow fluorescent protein



Chapitrel : Introduction générale

L’ étude des mécanismes moléculaires mis en jeu dans le fonctionnement du vivant est un
domaine ou de multiples approches expérimental es ne cessent de se développer. En particulier, des
études sont menées pour comprendre et analyser le rdle de structures macromol éculaires impliquées
dans différents mécanismes cellulaires et leur régulation.

De nombreuses méthodes ont pour objectif la caractérisation de la dynamique
macromoléculaire et des interactions entre macromolécules. Différentes techniques servant a
mesurer les interactions protéine-protéine sont présentées de maniere détaillée et exhaustive par
Phizicky et Fields (Phizicky & Fields, 1995). Il se dégage de cette revue une classification entre (i)
les méthodes de biologie cdlulaire classique utilisant des extraits cellulaires (chromatographie
d affinité, co-immunoprécipitation, réticulation...), (ii) les méhodes d’ estimation et de détermination
de constantes d’ affinité a partir de protéines purifiées, et (iii) les méthodes génétiques ou utilisant
des hibliotheques de génes afin de cribler les différents partenaires potentiels d’une proténe.
Cependant, les techniques de fluorescence n'y sont pas abordées.

Les méthodes utilisant la fluorescence s averent étre des outils tout afait adaptés alacellule
vivante. Elles permettent, de plus, un suivi spatio-temporel des interactions entre macromolécules et

de la dynamique macromoléculaire.

I. 1. Méthodes de fluor escence pour caractériser les complexes macr omoléculaires
Laluminescence est |e phénomene d’ émission de photons a partir d’ une molécule dans un
état éectronique excité. En retournant a son état fondamental a partir de I’ état excité, I'énergie
perdue par la molécule se transforme en un photon, le phénomeéne est dit radiatif. On peut distinguer
différents types de luminescence suivant la nature de I’ état excité. Lorsgue la molécule excitée est
dans un état singulet, I’ émission de photons est appel ée fluorescence. Les propriétés cinétiques de la
fluorescence varient en fonction du microenvironnement du chromophore. C’ est donc un moyen
d évaluer les parametres physiques et structuraux locaux liés au milieu et/ou ala sonde fluorescente.

Il est possible de mesurer des paramétres tel que la polarité, la microviscosité, la mobilité
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moléculaire, des distances al’ échelle supramoléculaire (pour revue, voir (Valeur, 1993)). Quatre
méthodes principales sont plus particulierement utilisées pour éudier la dynamique

macromoléculaire et les interacti ons entre macromol écules.

I.1.1. LeFRET

Le principe de transfert d' énergie de fluorescence de type Forster (FRET pour Forster ou
Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Forster, 1948) est détaillé chapitre 1. 2. Briévement,
lorsque deux fluorophores, un donneur et un accepteur dont les spectres d’ émission du donneur et
d’ absorption de I’ accepteur se recouvrent, se trouvent a une distance inférieure 2100 A et que leurs
dipdles de transition électronique ont une orientation respective appropriée, il existe un transfert
d énergie de fluorescence. Les méthodes consistant a mesurer ce transfert sont parfaitement
adaptées a |’ étude des interactions macromoléculaires. Elles permettent de mesurer des distances
intra ou intermoléculaires de quelques nanométres. Le FRET est considéré comme une regle

spectroscopique pour caractériser la structure de complexes macromoléculaires (Stryer, 1978).

I. 1. 2. L’anisotropie de fluorescence

Le principe des déclins d’ anisotropie et leur modélisation est présenté en détail chapitre 1.
3. Brievement, aprés excitation d’un échantillon par une lumiere polarisée, I'émission de
fluorescence possede des propriétés de polarisation. A I’ état excité, tout phénomeéne susceptible de
faire varier I’ orientation du dip6le d’ émission du fluorophore aura un effet sur ces propriétés. Le
travail de Gregorio Weber sur |’ anisotropie de fluorescence comme outil pour I’ étude de protéines
et macromol écules a été déterminant (Weber, 1953, Weber, 1954).

Les principaux événements influant sur I’ anisotropie sont les mouvements rotationnels du
chromophore. Pour une macromolécule marquée, tous les mouvements, locaux ou globaux, sont
susceptibles de modifier I’ orientation du dipble d’émission. L’anisotropie est alors directement

reliée ala dynamique des macromolécules. |1 est par exemple possible d étudier des interactions
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protéine-protéine par polarisation de fluorescence en étudiant la vitesse de diffusion rotationnelle
d une protéine liée ou non a son partenaire (Jameson & Seifried, 1999).

Letransfert d’ énergie de fluorescence est aussi susceptible d’influer sur I’ anisotropie. Le
FRET peut avoir lieu entre deux chromophores identiques (homoFRET). Dans ce cas, ladurée de
vieet les propriétés spectrales de la fluorescence ne varient pas, seule la dépolarisation de la
fluorescence permet de caractériser le phénomene (Weber, 1954). L’ homoFRET par anisotropie a
récemment &té utilisé in vitro pour éudier la structure (Bastiaens et a., 1992) et |’ oligomérisation de
protéines (Blackman et al., 1998, Runnels & Scarlata, 1995). De plus, la cinétique des déclins
d anisotropie permet de déterminer la vitesse de transfert et de calculer, sous certaines conditions, la
distance moyenne entre les chromophores (Bastiaens et al., 1992, Bergstrom et d., 1999) et la

détermination structurale de complexes protéine-ligand en solution (Wylczynska et a., 1997).

I.1.3.LeFRAP
La réapparition de fluorescence aprés photoblanchiment (FRAP pour Fluorescence
Recovery After Photobleaching) permet de mesurer la diffusion trandationnelle des molécules

(Axerod et d., 1976) (Fig. I. 1).
Avant Photoblanchiment ~ Réapparition

Intensité
de
fluorescence

>
Temps

Figurel. 1: LeFRAP.
Laméthode consiste a suivre la cinétique de réapparition de I intensité de fluorescence provenant d’ un volume dont les
fluorophores ont été détruits par photoblanchiment.
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En FRAP, les mol écules fluorescentes présentes dans e volume d’ observation sont détruites en
utilisant la pleine puissance d’un laser. On mesure alors la réapparition de la fluorescence dans ce

volume qui provient de la diffusion des molécules fluorescentes voisines qui n’ont pas été détruites.

I.1.4.LaFCS

La spectroscopie de corrélation de fluorescence (FCS pour Fluorescence Correlation
Spectroscopy) a été formalisée en 1974 par Elson et Magde (Elson & Magde, 1974). Rigler autilisé
et développé ce formalisme pour proposer une méthode expérimentale de FCS (Rigler et al., 1993).
En 1997, un montage commercial est mis sur le marché par Zeiss : le Confocor. Le principe de la
FCS consiste a observer I’ amplitude et la fréquence des fluctuations de I’ intensité de fluorescence

dans un volume (Fig. I. 2).

Faisceau laser

U

Diffusion

Molécule fluorescente #
Volume d 'observation

Figurel. 2 : LaFCS.
Le principe consiste a mesurer les fluctuations de fluorescence dans un volume confocal. Ces fluctuations sont
principaement dépendantes de la diffusion de molécules fluorescentes entrant et sortant du volume d’ observation.

Ces fluctuations sont corrél ées avec les mouvements browniens de diffusion des particul es entrant
dans le volume d'observation et en sortant, mais aussi de tout processus réactif a I'échelle
moléculaire qui jouerait sur I'intensité de fluorescence. Des développements récents de cette
technique permettent de mesurer |es fluctuations de fluorescence pour deux couleurs (Dual-color
fluorescence cross-correlation spectroscopy) (Schwille et al., 1997). Il est alors envisageable de
mesurer non seulement la diffusion de chague couleur mais aussi les éventuelles interactions entre

les deux especes moléculaires marquées par chagque couleur. On peut aussi imaginer d’ effectuer des
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mesures de FCS en polarisation en utilisant une source excitatrice polarisée et en recueillant les
fluctuations atravers un polariseur. La fenétre de temps accessible permettrait de mesurer des

vitesses de diffusion rotationnelle trés lentes impossibles a mesurer par déclin d’ anisotropie.

I. 2. Marquage endogéne de protéines: la GFP

Lagreen fluorescent protein (GFP) de laméduse Aequorea victoria possede des propriétés
de fluorescence remarquables (pour revue voir (Tsien, 1998)) qui en font un marqueur d'expression
idéal en cellule vivante (Chalfie et al., 1994). La séquence de I’ ADN codant pour la protéine a été
modifiée pour obtenir une séquence plus proche de celle des protéines de mammiféres (Zolotukhin
et al., 1996).

Son chromophore se forme spontanément, dans les cellules et |es organismes, par cyclisation
et oxydation de trois acides aminés Ser®, Tyr® et Gly*” (Cody et a., 1993, Cubitt et al., 1995). Sous
forme sauvage, |e spectre d’ absorption de la GFP (GFPwt) est constitué de deux bandes, I’ une a
390 nm, I"autre 2480 nm (Fig. I. 3. A). Ces deux bandes d’ absorption correspondent alaforme
protonée et déprotonée du chromophore, respectivement (Tsien, 1998). Une transition rapide, al’ état
excité, de laforme protonée vers laforme déprotonée résulte en une unique bande d’ émission a 505
nm (Fig. I. 3. A).

En mutant certains acides aminés de la GFPwt, il a été obtenu différentes protéines
fluorescentes ayant des propriétés d' absorption et d’ émission différentes (Heim & Tsien, 1996,
Miyawaki et d., 1997) (pour revue, (Tsien, 1998)). Ces mutations se présentent suivant deux
groupes :

(i) les mutations des acides aminés participant directement au chromophore ou éant impliqués dans
I” environnement é ectronique du chromophore. La mutation S65T stabilise |e chromophore sous
forme déprotonée absorbant & 480 nm. La bande d’ absorption 2 390 nm aainsi disparu (Fig. I. 3.
B). Associée a cette premiere mutation, lamutation Y66H change radicalement la nature chimique du
chromophore et induit un déplacement de la fluorescence du vert versle bleu. En effet, ce mutant

(BFP) présente un maximum d’ absorption a 380 nm et un maximum d’ émission a440 nm (Fig. |.
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3. C). Toujours combinées a la premiére mutation S65T, les mutations Y66W (participant
directement au chromophore) et N1461 (impliqué dans I’ environnement éectronique du
chromophore) induisent laformation d’un chromophore présentant deux bandes d’ absorption qui
se recouvrent, de maximum 433 nm et 453 nm, et deux bandes d’ émission qui se recouvrent aussi,
de maximum 475 nm et 501 nm (Fig. I. 3. D, mutant CFP). La mutation T203Y, qui perturbe
I’ environnement électronique du chromophore, associée ala mutation S65G ou S65T induit la
formation d’un chromophore dont les spectres d’ absorption et d’ émission sont déplacés dans le

rouge par rapport au mutant S65T (de 480 a 514 nm et de 505 a 527 nm) (Fig. I. 3. E, mutant Y FP).
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Figure I. 3 : Spectresde fluorescence des différents variants spectraux de la GFP.

Sont présentés les spectres d’ absorption (continu) et d’ émission (pointillé) et les chromophores associés aux différents
mutants (voir texte). A : GFPwt ; B : GFP(S65T) ; C: BFP; D : CFP; E: YFP. D'aprés Tsien, Annu Rev
Biochem, 1998.
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(i) les mutations qui aident et stabilisent le repliement de la protéine (F64L, V68L, S72A, Y 145F,
M153T, V163A). A titre d exemple, la mutation F64L qui, associée ala mutation S65T, donne
naissance a une protéine fluorescente présentant une meilleure photostabilité et un rendement
quantique plus élevé (Heim et al., 1995).
De nombreuses propriétés photophysiques et photochimiques de ces protéines fluorescentes
semblent encore largement incomprises. Une étude récente présente la possibilité de
photoconversion du chromophore (Creemers et al., 2000) compliquant sensiblement les hypothéses
pouvant expliquer les différentes propriétés de fluorescence associ ées a cette famille de protéine.

Detous les divers mutants de la GFPwt, aucun n’a présenté jusqu’alors de propriétés
spectrales de fluorescence significativement déplacées dans le rouge. Aussi, une nouvelle protéine
fluorescente, la DsRed, a-t-€lle été récemment clonée a partir du corail Discocoma (Fradkov et a.,
2000, Matz et al., 1999). Cette protéine possede des propriétés d’ émission de fluorescence dans le
rouge (maximum a 580 nm).

Lastructure tertiaire de la GFP a été résolue par cristallographie (Ormo et a., 1996). Elle
consiste en un tonneau cylindrique de 24 A de diamétre et 42 A de long constitué de 11 feuillets b

entourant une hélicea (Fig. 1. 4).

D’aprés Ormd et al. Science 1996

Figure |. 5 : Représentation de la structure tertiaire de la GFP.
La GFP a une structure tertiaire (en vert) en forme de tonneau. Les extrémités C- et N-terminales sont notées en
rouge. La structure du chromophore est matérialisée par les acides aminés qui se cyclisent al’intérieur de la protéine.
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Le chromophore de la GFP est porté par | hélice centrale. Les propriétés de fluorescence de la GFP
sont trés sensibles au repliement (Chattorgj et al., 1996) ou a des modifications de structure tertiaire
(Volkmer et a., 2000). Latopologie de la structure cristalline de laDsRed est smilaire acelledela
GFP (Wall et a., 2000). Dans ce cas aussi, le chromophore est porté par |’ hélice centrale (Gross et
al., 2000).

La stratégie pour marquer les protéines avec les GFP et variants consiste ales fusionner par
génie génétique ala GFP ou al’ un de ces variants spectraux puis ales exprimer transitoirement par
transfection. || arécement éé montré que le repliement du domaine GFP fusionné en C-termina a
une protéine est directement relié au bon repliement de la partie N-terminale de cette protéine fusion
(Waldo et al., 1999). Le chromophore seul ainsi que la protéine dénaturée ne fluorescent pas (Tsien,
1998). La fluorescence de la GFP congtituerait donc un contréle du repliement de la proténe
d’intérét qui lui est fusionnée. Méme s'il s'agit de rester prudent concernant les perturbations
éventuelles sur I’ activité des protéines apres fusion a la GFP, cette approche, de plus en plus
répandue en biologie cellulaire, permet non seulement de localiser en cellule vivante des protéines
mais aussi, comme nous allons le voir, de mesurer a I'échelle moléculaire la dynamique et les

intéractions de ces protéines.

I. 3. Fluorescence et cellule vivante

Compte tenu des propriétés non invasives de |a fluorescence, toutes les méthodes I’ utilisant
présentent un avantage certain. La fluorescence peut se mesurer facilement dans différents contextes
expérimentaux, que ce soit en solution ou en cellule vivante. Avec e développement du marquage
endogeéne spécifique de macromol écules par des sondes fluorescentes, dont le meilleur exemple est
la GFP, I’ enjeu est de développer les méthodes de fluorescence présentées précédemment pour
I’ é&ude de la dynamique et desinteractions de macromolécules en cellules vivantes.

L’ utilisation de la FCS en cellules vivantes n’ a pas encore connu un développement trés
important. Plus e nombre moyen de fluorophores dans le volume d' observation est faible et plusla

détection de fluctuations d’intensité est facile. La difficulté de distinguer les molécules d'intérét
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fluorescentes en faible quantité des molécules autofluorescentes endogenes rend |’ utilisation de
cette technique délicate. Néanmoins, quelques travaux rendent compte de |’ application de la FCS
pour sonder la diffusion intra-cellulaire de molécules fluorescentes (Berland et al., 1995, Gennerich
& Schild, 2000, Goedhart et al., 2000) démontrant |a faisabilité de cette approche et présageant dans
les années a venir un développement conséquent de cette méthode en biologie cellulaire.

Le FRAP permet de caractériser la diffusion translationnelle de molécules marquées. Au
départ, le FRAP en cdlule vivante consistait principaement a mesurer la mobilité latérde de
mol écules membranaires (Jacobson et al., 1976). Verkman et son équipe ont utilisé cette méthode
avec la GFP pour caractériser lamicroviscosité dans le cytoplasme (Swaminathan et ., 1997), dans
le reticulum endoplasmique (Dayel et al., 1999) et dans la matrice mitochondriale (Partikian et al.,
1998). Avec le développement commercia des microscopes confocaux permettant de faire du
FRAP, de tres nombreuses études de biologie cellulaire utilisent aujourd’ hui cette approche (pour
revue, voir (White & Stelzer, 1999)).

De nombreuses études, effectuées d’ abord sur des vésicules lipidiques en solution, puis en
celule vivante, ont utiliseé |'anisotropie stationnaire pour caracté&riser les membranes. La
détermination de I’ orientation de chromophores dans la bicouche lipidique donne des informations
sur |’ organisation de cette bicouche. Plus récemment, I’homoFRET mesuré par anisotropie de
fluorescence a permis de caractériser |’ organisation de protéines membranaires en micro-domaines
a la surface de la cdlule (Vama & Mayor, 1998). L’anisotropie est un outil de choix pour
caractériser plus finement les lipid rafts (Jacobson, 1999). L’éude des déclins d’anisotropie a
également permis al’ équipe de Verkman d' éudier la diffusion rotationnelle de la GFP exprimée en
cellule vivante paraléllement aux études de FRAP dans |e cytoplasme (Swaminathan et al., 1997),
dans le réticulum endoplasmique (Dayel et a., 1999) et dans la matrice mitochondriale (Partikian et
al., 1998).

Le FRET est aujourd’ hui une approche tres utilisée en cellules vivantes. Différents couples
de protéines mutantes GFP sont susceptibles d'étre utilisés pour des expériences de transfert

d énergie (Heim, 1999). On peut distinguer deux types d’ applications utilisant cette méthode :
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(i) soit I’ étude des interactions protéine-protéine en construisant des protéines fusionnées aux GFP
et variants spectraux (Li et al., 2001, Llopiset a., 2000, Mahgjan et a., 1998, Sorkin et a., 2000, Xia
et al., 2001) ou en microinjectant des protéines préal ablement marquées (Wouters et al., 1998) ;

(i) soit la mesure des propriétés biologiques telles que I’ activité calcium intra-cellulaire (Miyawaki
et a., 1997), I’ activation de la caspase 3 impliquée dans I’ apoptose (Harpur et d., 2001, Tyaset d.,
2000, Xu et al., 1998), I activation de la protéine kinase C a (Ng et al., 1999a, Ng et al., 1999b),
I activité de phosphorylation de |a protéine kinase A (Nagai et al., 2000), la phosphorylation du
récepteur de facteur de croissance épidermal (Verveer et a., 2000, Wouters & Bastiaens, 1999),
I activité phospholipase C (van Der Wal et al., 2001) ou la dynamique spatio-temporelle de laGMP
cyclique (Honda et d., 2001). Dans toutes ces applications, le principe consiste a détecter la
variation de FRET soit sur une méme protéine doublement marquée aprés clivage ou
transconformation, soit entre une protéine smplement marquée et un anticorps marqué
reconnaissant un site particulier.

Une approche similaire, appel ée Bioluminescence Resonance Energy Transfer (BRET) s’ est
développée réecemment (Xu et d., 1999). Contrairement au FRET, le donneur n'est pas un
fluorophore mais une mol écule bioluminescente, comme par exemple laluciférase transferant son
energie ala GFP. Il n’est pas nécessaire d’ exciter le systeme par une source lumineuse, ce qui est
un avantage. Mais le principal inconvénient réside dans lafaible intensité de la bioluminescence

pour effectuer des mesures en imagerie cellulaire.

Aing, les outils nécessaires a ces études en cdlule vivante font aujourd hui |’ objet
d’intenses efforts de développement. Pour obtenir une meilleure sensibilité au FRET ou pour
obtenir des déclins d’ anisotropie en cellules vivantes, une imagerie des durées de vie de fluorescence
sous microscope (FLIM pour Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) avu le jour en phase et
modulation (Bastiaens & Squire, 1999, Lakowicz et al., 1992, So et al., 1995, Squire et al., 2000,
Verkman et al., 1991), et avec des caméras CCD (Charge Coupled Device) a obturateur trés rapide

(Dowling et al., 1998, Straub & Hell, 1998). Une imagerie de déclins de fluorescence par comptage
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de photons uniques corrélés en temps (TCSPC pour Time Correlated Single Photon Counting) se
développe également (Jakobs et d., 2000, Kemnitz et d., 1997). Le point crucid consiste a
démontrer leur potentialité pour suivre les interactions dans le temps de la physiologie cellulaire.
Leur utilisation dans tous |es champs thématiques de la biologie cellulaire ouvre des perspectives
nouvelles aux études post-génomiques et présente un éclairage nouveau pour la compréhension des

mécanismes du vivant.

Mon travail de thése porte sur le développement d'un systeme d'imagerie utilisant laméthode
de TCSPC. A |'aide des technigues de biologie moléculaire permettant I'expression de protéines
fusionnées ala GFP (et ses variants spectraux) en cellules et des méthodes utilisant les déclins de
fluorescence pour mesurer le FRET et les déclins d'anisotropie, nous avons pu mettre en évidence,
dans |e cadre de différentes problématiques biologiques, (i) des interactions entre deux proténes par
FRET, (ii) ladimérisation d'une protéine par FRET et anisotropie (dépolarisation de la fluorescence
par homoFRET), et (iii) les mouvements de dynamique torsionnelle de I'ADN nucléare par
anisotropie d'un intercaant fluorescent. Au vu de ces réaultats, cette approche savere trés
prometteuse pour la caractérisation al'échelle moléculaire de la dynamique et des interactions de

macromolécules en cdlules vivantes.
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Chapitrell : Théorie et modeles

L’objet de cette étude est d'utiliser comme outil expé&imental la fluorescence dans un
contexte de problématiques biologiques. Aux questions essentielles de I’ é&ude de la dynamique et
des interactions macromoléculaires en cellule vivante, la fluorescence, par ses propriétés transitoires
et non-invasives, permet d' apporter un certain nombre de réponses. Pour ce faire, lacompréhension
analytigue des phénomeénes physigues et chimiques mis en jeu dans I’ expérience est un prérequis
essentiel a I'exploitation des résultats. Si I'on appréhende la complexité des phénomeénes
photophysiques au niveau moléculaire, les informations expérimental es deviennent exploitables au
niveau biologigue. |1 est présenté dans ce chapitre théorique les aspects cinétiques de la fluorescence
(Lakowicz, 1983) ainsi que les modeles concernant le transfert d’ énergie de type Forster et ceux
concernant la dépolarisation de la fluorescence ultérieurement utilisés pour exploiter les résultats

expérimentaux.

I1. 1. Fluorescence et duréedevie
I1. 1. 1. Diagramme de Perrin-Jablonski

L es molécules présentant des propriétés de fluorescence possedent au moins un électron
délocalisé. Lorsgue la molécule absorbe un photon, elle change de niveau d’ énergie éectronique
passant de |’ état fondamental a un état énergétique supérieur. Le phénomeéne de fluorescence se
caractérise par I’ émission d’ un photon lorsgue la molécule revient a son état fondamental. 11 est dit
radiatif. Perrin aétéle premier a caractériser les relations entre niveau d' énergie et fluorescence (voir
(Nickel, 1996)). Ultérieurement, Jablonski a proposé une représentation des différents niveaux
d énergie et des sauts entre ces niveaux associés au phénomeéne de fluorescence (Jablonski, 1935).
Le diagramme de Perrin-Jablonski est présenté en figure 11. 1. Les différents sauts sont quantiques,
mais entre chague état singulet, S, S, et S,, il existe différents niveaux vibrationnels et rotationnels.
L’ absorption s effectue du niveau fondamental vers les différents niveaux vibrationnels de chague
état singulet. Apres relaxation vibrationnelle et/ou conversion interne, phénomenes trés rapides, de

I’ordre de 10" a 10* s*, lorsgque la désexcitation s arréte au plus faible niveau vibrationnel
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Figure ll. 1 : Diagramme de Perrin-Jablonski.
Lesniveaux S,, S, et S, correspondent aux états singulets de lamolécule, le niveau T, est | état triplet.

del’état S,, il y aalorslapossibilité d’ une activité photoinduite telle que la fluorescence ou la
phosphorescence. La fluorescence correspond au saut énergétique entre le niveau S, et les différents
niveaux vibrationnes de |'état fondamental smultanément a I’émission d'un photon. La
phosphorescence provient du passage de I’ éat singulet S, vers|’ éat triplet T,. Cet état étant plus

stable, le phénomeéne de désexcitation par émission d’ un photon est plus lent.

I1. 1. 2. Spectre d’ absorption, d’émission et déplacement de Stokes

A chaque saut quantique, faisant passer la molécule de son éat fondamenta S, aux
différents niveaux vibrationnels des éats singulet S, et S,, correspond une longueur d’onde de la
lumiere d’excitation. L’efficacité d’absorption des photons dépend de leur énergie. Aing, le
coefficient d’ extinction molaire, e, varie en fonction de lalongueur d’ onde d’ excitation. |1 en résulte
la notion de spectre d absorption qui rend compte de la variation spectrae de | efficacité
d’ absorption.
Deux mesures spectroscopiques permettent d’ accéder a cette variation:

() - lamesure de I” absorbance qui obéit alaloi de Beer-Lambert,
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Logl,(1)/1(1)=¢(l)ClI (1. 1.2)
ou |, est I'intensité de lalumiére incidente, | I"intensité de lalumiére transmise, C la concentration
de |’ espece absorbante et | le chemin optique de lalumiere.
(i) - lamesure du spectre d excitation pour les especes fluorescentes en mesurant les variations de
I’intensité de fluorescence en fonction de la longueur d’ onde d’ excitation, sachant que pour une
population homogene de mol écul es fluorescentes (fluorophores), I’ intensité de fluorescence dépend
du nombre de molécules excitées. Le spectre d excitation et le spectre d absorption sont

généralement superposables. Le spectre d’ excitation de la GFP (S65T) est présentéfigurell. 2.
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Figure Il. 2 : Spectres d’ excitation et d’ émission de la GFP (S65T).

L es spectres ont été effectués au laboratoire puis normalisés. La courbe pointillée correspond au spectre d’ excitation
(I & =505 nm), la courbe continue au spectre d’ émission (I .. = 480 nm).

L es photons émis n’ ont pas tous la méme énergie. Celle-ci dépend du niveau vibrationnel de |’ état
fondamental dans lequel se trouve le fluorophore aprés sa désexcitation : le spectre d’ émission rend
compte des propriétés spectrales de lalumiére émise. Le spectre d’ émission de la GFP est présenté
figurell. 2. Le spectre d’ émission ne varie généralement pas en fonction de lalongueur d’ onde
d’ excitation. On observe un léger décalage vers le rouge du spectre lorsgue |’ on excite al’ extréme

bordure rouge du spectre d absorption. Cet effet rend compte des propriétés particulieres

d interaction du fluorophore al’ état excité avec le solvant (Lakowicz, 1983).
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L e spectre d’ émission semble étre I'image du spectre d absorption atravers un miroir (Fig.
I1. 2). Le déplacement vers |le rouge du spectre d’ émission par rapport au spectre d’ absorption
correspond a la perte d' énergie entre photon absorbé et photon émis. Cet effet est connu sous le
nom de déplacement de Stokes. Il s’ explique par les relaxations vibrationnelles qui s opérent au

sein du fluorophore durant e phénomeéne de fluorescence.

I1. 1. 3. Rendement quantique

L e rendement quantique de fluorescence correspond au rapport du nombre de photons émis
sur le nombre de photons absorbés par un fluorophore. En effet, lorsqu’ un photon est absorbé, la
molécule excitée peut revenir a son état fondamental par différents procédés non radiatifs comme la
conversion interne ou I’ extinction de fluorescence (voir Ch. 11. 1. 4.). Le rendement quantique rend
compte de la compétition entre le phénomene de désexcitation radiatif et les différents phénoménes
de désexcitation non radiatifs. En considérant un diagramme de Perrin-Jablonski simplifié (Fig. I1.

3), on peut associer deux vitesses de désexcitation, une radiative, k, et une non radiative, k

tARA] T Mare

S Yy |
I
I

ke ) K
I
_j I \b
Absorption I Emission

I

So + Y

Figure Il. 3 : Diagramme de désexcitation simplifié.
k, et k,, correspondent ala vitesse de désexcitation radiative et non radiative, respectivement.

Ces constantes de vitesse dépeuplent toutes deux I’ état excité. Le rendement quantique, Q, peut se
caractériser par :

Q=k,/(k+k,) (11.1.2)
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L’intensité de fluorescence d’ une solution est ainsi proportionnelle al’intensité d’ excitation, ala
concentration du fluorophore, a son coefficient d’extinction molaire, qui est une propriété
intrinséque de la molécule, et a son rendement quantique, qui, lui, varie en fonction du

microenvironnement du fluorophore.

[1. 1. 4. Extinction de fluorescence

L’ extinction de fluorescence comprend au sens large tout phénomene diminuant I’ intensité
de fluorescence. Mis a part les effets de propriétés optiques (réabsorption, turbidité de la solution...)
qui ne sont pas des phénomeénes a |’échelle moléculaire, cette diminution de I'intensité de
fluorescence peut avoir diverses signatures :
(i) — Le rendement quantique diminue, conséquence de I’ augmentation de la vitesse de désexcitation
non radiative. Par exemple:
- Le contact d’un fluorophore al’ état excité avec une molécule dite extinctrice (Ia plus connue est
I” oxygéne) désexcite le fluorophore sans émission de photons, k,, augmente. La diminution est
fonction de la probabilité de collision entre I’ extincteur et le fluorophore qui dépend de la diffusion
moléculaire de I’ extincteur dans la solution, et donc de la viscosité du milieu, et de la concentration
de |’ extincteur.
- Letransfert d’ énergie de fluorescence non radiatif (FRET) diminue le rendement quantique par
I"augmentation de |a constante de vitesse non radiative k,, (voir détails Ch. 11. 2).
(il) — Le rendement quantique est constant. Dans ce cas, la diminution de I'intensité est une
conséguence de la diminution du nombre de mol écules fluorescentes. Par exemple:
- Le photoblanchiment est un phénomene irréversible de photodestruction des molécules al’ état
excité qui diminue la concentration de fluorophores.
- Laformation d’ un complexe non fluorescent éteint également la fluorescence. La diminution de

I’intensité correspond ala diminution de la concentration de mol écul es fluorescentes.
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[1. 1. 5. Duréede vie de fluorescence

Pour une population hétérogene de molécules fluorescentes, considérons le temps moyen de
décroissance de la popul ation de molécules excitées simultanément:

<t>=0tN (t)dt/ ON (t) dt (11.1.3)
ou N(t) est le nombre de molécules encore excitées au tempst.
Dans le cas d’' une seule espéce moléculaire i.e. ayant |es mémes propriétés spectroscopiques, si
nous considérons une population initiale N, de ce fluorophore dans I’ état excité, la vitesse de
dépopulation de I’ état excité répond al’ éguation

dN(t) =- (k, + k) N(t) dt (1. 1. 4)
ou k, et k. sont les constantes de vitesse radiative et non radiative définies plus haut pour ce
fluorophore. L’ éguation 11. 1. 4 s'integre sous laforme

N(t) =N, exp (- (k. + k) t) (11.1.5)
Danscecas, I’équation I1. 1. 3 peut s écrire sous laforme

<t>=@Q“texp (- (k + k) t)dt/q* exp (- (k. +k,)1)dt (11. 1. 6)
En intégrant par partie,

<t>=(k +k )=t (I11.1.7)
ou t représente la durée de vie de fluorescence du fluorophore ayant un déclin monoexponentiel. La
durée de vie de fluorescence se définit comme le temps moyen pendant lequel une molécule
fluorescente demeure excitée. On peut noter que t ne correspond pas au temps ou la moitié des
molécules se sont désexcitées. Ce n’est pas le temps de demi-vie. Enfait, N(t) = N,/ e. Au temps
t, 67 % des molécules se seront désexcitées quand 33 % des mol écules se désexciteront at > t. |l
faut également souligner que cette notion de durée de vie est autant associée ala population qu’aun
fluorophore isolé. Autrement dit, regarder le comportement d une molécule unique ou d'une
population est identique.

Il n’est pas possible de mesurer directement le nombre de molécules al’ état excité. Par
contre, il est possible de mesurer le déclin de fluorescence aprés une bréve excitation laser. Le

rendement quantique, Q, correspond au rapport entre le nombre de photons émis et |le nombre de
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photons absorbés (voir Ch. I1. 1. 3.). Pour un intervalle de temps dt, dans le cas d’ une population
unigue, le rendement quantique peut s écrire sous laforme

Q=i(t) dt/ (-dN(t)) (11.1.8)
ou i(t) correspond au déclin de fluorescence (déclins d'intensité). En dérivant N(t) (Eq. 1. 1. 4), on
obtient

it)=Qt "N, exp(-t/t) (11.1.9)
En transformant I’ équation 11. 1. 2,onaQt* =k, et pour finir

i) =k Nyexp(-t/t)=1,exp(-t/t) (1. 1. 10)
ou |, est I'intensité mesurée au temps 0. Laforme du déclin de fluorescence est exponentielle (Fig.

I1. 4), le mesurer permet de calculer la durée de vie de fluorescence comme I’ inverse de la vitesse du

déclin monoexponentidl.

k=1/t

Intensité
de fluorescence
Log (intensité)

Temps Temps

Figure Il. 4 : Déclin defluorescence.
Le méme déclin est respectivement représenté selon un échelle linéaire ou logarithmique. La pente du déclin mono-
exponentiel al’ échelle logarithmique correspond & la somme de toutes les vitesses de désexcitation ou encore a

I'inverse deladurée devie.
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[1.2. Transfert d’ énergie detype Forster, le FRET
[1. 2. 1. Processus de désexcitation par FRET

Le FRET participe aladépopulation de I’ état excité du donneur au méme titre que les
processus radiatifs et non radiatifs caractérisés précédemment. La durée de vie du donneur est

directement liée au FRET.

I1.2.1. 1. Vitesse de transfert
Lafigurell. 5 représente |le diagramme des niveaux d’ énergie associés au donneur et a
I"accepteur lorsqu’il y a FRET. Quantitativement, le processus de transfert entre le donneur et

I’ accepteur peut se présenter sous laforme d une vitesse de transfert, k.

Al
Sp? i > |
| |
| FRET |
| |
| > |
Al 1
| f L1
Spr y Y —p Yy Sa1
hna Facultatif,
4 épend
hny o Fluorescence o |2 nature
Absorption Fluorescence de I"accepteur de I’accepteur
du donneur v | dudonneur v
Y Sao
\ 4 ACCEPTEUR
Spo
DONNEUR

Figure Il. 5 : Diagramme des niveaux d’ énergie du donneur et de |’ accepteur dans un mécanisme de FRET.
En méme temps que le donneur transfére son énergie al’ accepteur, il retourne a son état fondamenta S, sans
émission de photon.

C'est la caractéristique fondamental e décrivant le transfert d’ énergie. On peut aussi représenter le

FRET comme une réaction chimique entre donneur excité / accepteur a |’état fondamenta et
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donneur al’ état fondamental / accepteur excité, k, représentant la constante de vitesse de laréaction

(Fig. I1. 6).

10A<d<100 A
< >

4
|‘\_ O -FRET— QO _/‘_

AN

/

ke
D*.....A — D....A¥

Figurell. 6 : LeFRET vu comme réaction chimique.
C’est laréaction transformant les espéces donneur excité (D*) et accepteur (A) vers les espéces donneur (D) et
accepteur excité (A*) qui caractérise letransfert d énergie. A cette réaction correspond la constante cinétique k;, vitesse
de transfert.

Lavitesse de désexcitation du donneur dépend donc de sa constante radiative intrinségue, K,

de sa constante non radiative en absence d’ accepteur, Kk, et de k;. Le diagramme de Perrin-

Jablonski simplifié est présenté figure 11. 7. On peut écrire :
toa=(k + k., +k)* (11.2.1)

et sanstransfert d energie (en absence d accepteur, voir Chap. 1. 1. 5)
t,=(k +k,)* (11.2.2)

ou t,, et t, représentent les durées de vie du donneur en présence et en absence d accepteur,

respectivement.

ket
SO r | T T > Sat
I
j knr i kl’ \»
Absorption il Emission
SDO SAO
Donneur Accepteur

Figure Il. 7 : Diagramme simplifié du phénomene de FRET.
Sur ce diagramme sont représentées toutes les vitesse de désexcitation du donneur.
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[1. 2. 1. 2. Efficacité de transfert
L’ efficacité de transfert se définit comme |e rendement quantique du phénomene de transfert
d énergie. Par analogie avec |e rendement quantigue de fluorescence (nombre de photons émis sur
nombre de photons absorbés, voir Ch. 1. 1. 3), le rendement quantique de transfert correspond au
nombre de molécules qui se désexcite par transfert sur le nombre total de molécules excitées. Aing,
Q;=k;/(k+k,+k)°E (11.2.3)

ou Q; est le rendement quantique de FRET et E I’ efficacité de FRET.

[1.2.2. Théorie de Forster

Forster (Forster, 1948) a proposé un traitement quantique au phénomene d'interaction
longue portée entre le dipble de transition éectronique d émission du donneur et le dipble de
transition électronique d absorption de I’ accepteur. Le transfert d’ énergie a lieu lorsque les deux
dipdles rentrent en résonance. L’ énergie d’interaction dipdle-dipdle décroit en fonction du cube de
la distance entre les dipdles et dépend de leurs orientations relatives. La probabilité de transfert est
proportionnelle au carré de I’ énergie d’ interaction. Ainsi, k, décroit en 1/R® , R étant la distance
entre le donneur et I accepteur, et répond al’ équation suivante :

k;=(9(In10) k*Q, J) /(128 p> N n*t, R®) (1. 2. 4)
ou Q,, et t, sont le rendement quantique et la durée de vie de fluorescence du donneur; N représente
le nombre dAvogadro; n est I'indice de réfraction du milieu; J représente quantitativement le
recouvrement des spectres d'émission du donneur et d'absorption de I'accepteur (Fig. I1. 8); et k est

Emission

du donneur

Absorption

del’ accepteur
P

Figure Il1. 8 : Recouvrement des spectres d’ émission du donneur et d' absorption de |’ accepteur.

Ce recouvrement est essentiel ala possibilité de transfert entre le donneur et I'accepteur. Sa quantification, J,
intervient dans la quantification du FRET. Toutes choses égales par ailleurs, plus J est grand et plusle FRET est
important, et réciproguement.
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le facteur d'orientation qui rend compte de |'orientation mutuelle entre les dipdles éectroniques
d'émission du donneur et d'absorption de I'accepteur. On a:

J=0F,(1)e()!*d /oF,()dl (11.2.5)
ou | représente lalongueur d'onde, F,(I ) est le spectre d'émission du donneur et e () est le
coefficient d'extinction molaire de I'accepteur alalongueur d'ondel , et

k =cosq; - 3cosq, cosq, (1. 2. 6)
ou g, est I'angle entre |es dipdl es é ectroniques d'émission du donneur et d'absorption de I'accepteur,
O, €t g, les angles entre le vecteur normalisé reliant le donneur a I'accepteur et les dipdles

éectroniques d'émission du donneur et d'absorption de I'accepteur, respectivement (Fig. 11. 9). Il est

D > > > > > >
k=m.m -3(m.R)(M.R)
k = cosgr - 3 oS Qs COSOp
O<k*<4
—> —> :: ou<—_> L
k=4 k=1 k=0

Figure ll. 9 : Signification géométrique dek, le facteur d’ orientation.

aussi présenté figure 11. 9 quelques cas particuliers de lavaleur de ce facteur d'orientation qui sera
discuté au chapitrell. 2. 4.
Pour smplifier, k; sécrit souslaforme

k=t (R,/R)° (11.2.7)
ou R, correspond aladistance de Forster, i. e. distance ou il y a 50 % d'efficacité de transfert, soit k;
=k, +k,=1/t,.Onaalors:

R, =(8.7910°JQ, n*k?"® (enA) (11. 2.8)



En combinant les équations|1. 2. 3 et I1. 2. 7, on peut écrire

E=RS/ (R’ + R% (1. 2.9)
Cette équation est caractéristique du lien entre le traitement théorique du FRET et I'expérience. La
mesure expérimentale du FRET correspond a la détermination de I'efficacité de transfert. On
observe que cette efficacité de transfert se modélise a partir du traitement théorique de Forster qui
permet de déterminer la distance entre le donneur et I'accepteur.
L e traitement du phénomeéne de FRET par mécanique ondulatoire (Van Der Meer et d., 1994)

donne des résultats comparables.

I1.2.3. Mesuredu FRET

Dans la suite de ce chapitre, différentes méthodes pour mesurer le FRET expérimentalement
sont présentées. Les principes expérimentaux sont énonces pour un échantillon ou la situation
mol éculaire est homogene. Les problémes expérimentaux, la comparaison de ces mesures et la

discussion de leur interprétation seront présentés chapitrell. 2. 4.

1. 2. 3. 1. Intensité de fluorescence

A partir del’éguation 1. 2. 3, le rendement quantique de transfert, i. e. I'efficacité de
transfert, peut s écrire souslaforme:

E=k/(k+k, +k)=1—(k +k,)/(k+k +k)=1-Q,./Q,  (II.2. 10)
ou Q, et Q,, sont les rendements quantiques du donneur respectivement en absence et en présence
d’ accepteur. Une efficacité apparente de transfert peut étre obtenue en assimilant le rapport des
intensités de fluorescence stationnaire du donneur en présence et en absence de I’ accepteur a celui
des rendements quantiques :

Epp=1-Fou/Fo (1. 2. 11)
L’ équation Il. 2. 10 est toujours vraie. Par contre, pour que I’ équation 1. 2. 11 soit vrae, les

intensités mesurées doivent étre comparables (méme concentration de donneur, méme mode
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expérimental pour I’ excitation et I’émission, pas de contribution de fluorescence de I’ accepteur).

Par ailleurs, E,,, n"est pas forcément égal aE (voir Ch. 1. 2. 4. 2).

[1. 2. 3. 2. Durée de vie du donneur
L’équation I1. 2. 3 peut S écrire également :
E=1-t,,/t, (1. 2. 12)
out,, ett, sont définispar leséquations|l. 2. 1 et I1. 2. 2. Au contraire des intensités, lamesure de
la durée de vie est indépendante des concentrations de molécules ce qui facilite I’ interprétation des
résultats, plus particulierement en cellule. En combinant les équations|l. 2. 9 et 11. 2. 12,0na:
toa=t,/ 1+ (R,/R)® (1. 2. 13)
Cette équation correspond a la variation de la durée de vie du donneur en fonction de la distance

entre le donneur et I’ accepteur. Lafigure Il. 10 présente cette variation sous laforme d' une courbe.

1 —
0 | I | 1 | | 1
0 05 1 15 2 2.5 3
R/R,

Figure Il. 10 : Variation deladurée de vie du donneur en fonction de sa distance avec I’ accepteur.
t  correspond aladurée de vie du donneur seul, t ,, @ sadurée de vie en présence d accepteur, R aladistance entre les
deux chromophores et R, aladistance de Forster.

36



[1. 2. 3. 3. Cinétique de fluorescence de I’ accepteur

Dans le cas ou I’ accepteur est un fluorophore, il est possible de caractériser le transfert
d énergie par la cinétique de fluorescence de I'accepteur. En considérant le diagramme de
désexcitation figurell. 7, pour un intervalle de temps dt, on pose:

dA(t) = k; D(t) dt —k, A(t) dt (1. 2. 14)
ou A(t) et D(t) sont respectivement le nombre de molécul es acceptrices et donneuses excitées au
tempst, k; et k, les constantes de vitesse du FRET et de |a fluorescence de I” accepteur (somme des
désexcitations radiatives et non radiatives), respectivement. Avec D(t) = D, exp (- (kp + k;) t) (EQ.
[1. 15), ou D, est le nombre de donneurs excités au temps O et k, la constante de vitesse de
fluorescence du donneur en absence de transfert, I’ équation I1. 2. 14 s'integre sous laforme

AWM = [k Do/ (ky + ky—k,)] [Csteexp (- k, ) —exp (- (k; + k) D] (II. 2.15)
En posant A(0) = A, ou A, représente le nombre d’ accepteurs excités au temps 0, la constante
d'intégration se calcule et

AWM = [k Dy / (ko + ky = ko) {[1+ (Ko + Ky —ky) Ay / ky Dol €xp (- k, 1)

—exp (- (k, + ky) 1)} (1. 2. 16)

Comme présenté au chapitre 11. 1. 5, la cinétique de dépopulation est exactement proportionnelle au
déclin de fluorescence. Un exempl e théorique de cinétique de fluorescence de |’ accepteur dans une
expérience de FRET avec A, = 0 est présenté figure 11. 11. Lamontée est caractéristique du transfert

d énergie.

Figure ll. 11 : Modélisation théorique de la cinétique de I’ accepteur dans une expérience de FRET.
Dans cet exemple théorique, A,, |e nombre de molécul es acceptrices excitées initialement est nul. Le phénoméne de
FRET asasignature dans la croissance de cette cinétique aux temps courts.
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[1. 2. 3. 4. Cinétique de photoblanchiment

L e photoblanchiment, phénomene irréversible, affecte les molécules fluorescentes a I état
excité. Cela correspond ala destruction du fluorophore, donc a une perte des propriétés d’ émission
de lumiére. Pour une population de fluorophore, la cinétique de photoblanchiment correspond ala
diminution de I’ intensité de fluorescence suite a cette photodestruction. Cette cinétique suit uneloi
de décroi ssance exponentielle avec une durée de vie de photoblanchiment t . Cette durée de vie est
directement affectée par la durée de vie de fluorescence, et donc, par tout processus influant sur ce
parametre comme le FRET. Plusla durée de vie de fluorescence diminue, plus la probabilité que le
fluorophore soit a I’ état excité, donc la probabilité qu’il soit dégradé diminue. La vitesse de
photoblanchiment diminue et t, augmente. L’ efficacité de transfert peut donc se caractériser par :

E=1-t,5/t,pn (1. 2.17)
ou t, et t,,, sont les durées de vie de photoblanchiment en absence et en présence d’ accepteur,
respectivement. Cette technique a été utilisée pour une éude menée en cellules (Bastiaens & Jovin,

1996).

I1. 2. 4. Mesure, orientation, distance et FRET : la complexité de |’ interprétation

L es différentes méthodes expérimentales pour mesurer le FRET ne sont pas équivalentes
lorsque les concentrations de donneurs et d’ accepteurs ne sont pas contrélées (par exemple en
cellules) ou lorsgu’il s'agit de modéliser le plus précisément les distances entre le donneur et
I’ accepteur. Dans ce chapitre, il est question de comparer et de présenter les limitations des

différentes méthodes pour la mesure de I’ efficacité de transfert.

I1. 2. 4. 1. Effet des variations de concentration sur les mesures

Nous avons vu au chapitre 1. 2. 3. 1 qu’ une efficacité de transfert pouvait étre mesurée par
les variations d’intensité de fluorescence stationnaire du donneur lorsgu’il transfére son énergie a
I” accepteur. Cette méthode requiert que (i) les concentrations du donneur et (ii) les conditions

expérimentales de mesure des fluorescences du donneur, soient les mémes en absence et en
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présence d’ accepteur. Si ces conditions peuvent étre facilement respectées pour des mesures en
cuvette, il nen est pas de méme pour des mesures en celule vivante. En effet, le volume
subcellulaire, le tragjet optique de lalumiére sont des parametres qui ne sont pas bien contrélés dans
les études sous microscope. De plus, pour des études d'interaction protéine-protéine le taux
d expression de protéine (en I’ occurrence la protéine étiquetée avec le fluorophore donneur) varie
d une cdlule al’autre, ce qui rend pratiquement impossible les mesures rel atives de fluorescence du
donneur en absence d’ accepteur (mono-transfection) et en présence d’ accepteur (co-transfection
dans une culture de cellules en paralléle). || existe cependant des situations ou il est possible de
mesurer des variations de fluorescence du donneur sur un méme échantillon cellulaire, variations
correspondant alavariation d’ efficacité de transfert. C' est ce qui a é&té entrepris dans les premieres
études de FRET utilisant des protéines fusionnées avec la GFP (Heim & Tsien, 1996, Miyawaki et
al., 1997).

Dans le cas d’ un accepteur fluorescent, une diminution de la fluorescence du donneur doit
s accompagner d’ une mise en évidence de lafluorescence de I’ accepteur. Lamesure du rapport des
intensités de fluorescence de I’ accepteur et du donneur lorsgue I’ on excite le donneur permet d’ étre
plus sdectif dans |la mesure de FRET. En épifluorescence sous microscope, |I'accepteur est
pratiquement toujours |égerement excité lorsque I’ on excite le donneur. De méme, lorsque |’on
sdlectionne la fluorescence de I’ accepteur, il est difficile de couper complétement la contribution du
donneur. Dans ce cas, ¢ est une augmentation de fluorescence de I’ accepteur de fagon concomitante
aladiminution de la fluorescence du donneur qui sera mesurée. Cette méthode requiert comme
précédemment d’ effectuer les mesures d'intensité de fluorescence dans les deux situations de
FRET et non FRET, ou les concentrations du donneur ainsi que celles de |’accepteur sont les
mémes. Une amélioration a consisté a photoblanchir I’ accepteur aprés une premiére mesure de
I’intensité du donneur, puis a mesurer une seconde fois I’ intensité du donneur (Llopis et al., 2000,
Wouters et al., 1998). Ainsi, cette méthode permet de mesurer |’ intensité du donneur en présence et
en absence d’ accepteur ala méme concentration. En cas de FRET, I’ intensité du donneur sera plus

élevée avant qu’ apres |e photoblanchiment de I’ accepteur. Eventuellement, la destruction partielle du
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donneur par ce photoblanchiment aura comme conséquence de diminuer |’ efficacité apparente du
FRET mais ne générera pas de "faux positifs'. Néanmoins, cette technique al’inconvénient de ne
pas convenir aun suivi en cellules.

Au contraire de ces mesures, la mesure du déclin de fluorescence du donneur est
indépendante de la concentration. En d'autres termes, détecter une augmentation globae de la
vitesse de désexcitation, ce qui revient a mesurer une durée de vie plus courte, est constitutif du
phénomeéne de FRET. Il est donc possible par la mesure des déclins de fluorescence du donneur de
comparer une situation avec et sans accepteur dans des échantillons cellulaires différents dont on ne

maltrise pas |es concentrations de donneur et d’ accepteur.

I1. 2. 4. 2. Effet des variations de pourcentage du donneur en interaction sur les mesures

En cellules, lamesure de I’ interaction entre deux protéines hétérologues par FRET requiert
la co-transfection de deux plasmides contenant chacun les génes codant pour les protéines d’ intérét
fusionnées a des proténes autofluorescentes différentes. Les niveaux d expression de chague
protéine ne sont pas contrdlables, comme nous I’ avons vu. Ceci a pour conséquence, outre que les
concentrations subcellulaires de ces protéines varient d’ une cellule al’ autre, que la protéine portant
le fluorophore donneur peut étre sur-exprimée par rapport a la protéine portant le fluorophore
accepteur. Dans ce cas, méme si I’interaction entre les deux protéines est forte, une fraction du
donneur (correspondant aux protéines en exces) ne transférera pas d énergie a |'accepteur. La
mesure des intensité de fluorescence stationnaire ne permet pas de distinguer les deux populations
du donneur, celle en interaction et celle qui nel’ est pas. Cette méthode permet seulement de mesurer
une efficacité apparente de FRET, qui ne seraégale al’ efficacité intrinseque de FRET que si 100%
des protéines donneuses sont en interaction avec |es proténes acceptrices.

Par contre, I’éude du déclin de fluorescence du donneur permet théoriqguement de
caractériser une distribution de durées de vie (Fig. 11. 12). Dans le cas simple d’ un donneur ayant
une unique durée de vie (déclin mono-exponentiel), s'il existe deux populations de donneurs, |’ une

présentant un transfert et |’ autre pas, alors le déclin se présente comme une courbe bi-exponentielle.
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Ladurée de vie longue correspond ala durée de vie du donneur seul. La durée de vie courte permet
de calculer I’ efficacité de transfert et donc la distance entre le donneur et I’ accepteur pour les
chromophores donneurs présentant un transfert. Le rapport des coefficients pré-exponentiels
correspond au rapport de concentrations entre les deux populations (Fig. 11. 12). Aussi, lamesure
de FRET par déclin de fluorescence est-elle plus précise et se trouve-t-elle particuliérement adaptée a

des études en cdlules vivantes.

A A
Logl Logl

I(t) — 31 e—tltl + a2 e—t/tZ I(t) — 881 e-tltl

Figure Il. 12 : Représentation théorique de populations hétérogenes de chromophores dans une expérience de
::C?EC;I;UX cas sont représentés : deux sous-populations discrétes représentées par un déclin bi-exponentiel et une
population présentant une distribution d’ efficacité de transfert soit par une distribution de distance, soit par une
distribution d’ orientation entre donneur et accepteur représentée par une distribution de durée de vie.
I1. 2. 4. 3. Autofluorescence cellulaire

Caractériser le FRET par le déclin du donneur correspond a mesurer une durée de vie plus
courte dans ce déclin. L’identification d’'une durée de vie courte associée au FRET peut étre
problématique a cause de I’ existence d’ une espéce fluorescente ayant cette méme durée de vie. Dans
des expériences menées en cellule, ¢’ est le cas de I’ autofluorescence cellulaire (comme le NADH, et
les lipofuchines). Des expériences de contrdle sont alors nécessaires pour exclure la contribution de
I’ autofluorescence. La méthode consistant & mesurer la cinétique de fluorescence de I’ accepteur se

révele plus puissante. En effet, la montée caractéristique du FRET dans cette cinétique ne peut pas
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provenir de I’ autofluorescence cellulaire, renforgant considérablement la sensibilité de la mesure et

ses limitations expérimental es.

[1. 2. 4. 4. Lefacteur d orientation comme limitation de la mesure de distance

Lavitesse de transfert pour un méme couple donneur—accepteur ne dépend pas uniquement
de ladistance entre les chromophores mais aussi du facteur d orientation k. Ce facteur varie entre O
et 4 selon les orientations respectives du dipble d émission du donneur, du dipdle d absorption de
I” accepteur et du vecteur reliant les deux dipodles (Fig. I1. 9). Pour une situation de distribution
isotrope des différentes orientations, on prend la valeur moyenne <k?> = 2 / 3. Dans ce cas, le
facteur d’ orientation n’est plus une limitation a la détermination de la distance entre les deux
chromophores a partir de la vitesse de transfert. Dans le cas d'une orientation fixe, caculer la
distance requiert ladétermination de k. 1l n’existe pas d’ outils experimentaux pour déterminer ce
facteur. Méme en observant la dépolarisation de fluorescence (voir Ch. 11. 3) du donneur et de
I’ accepteur, il N’ est pas possible de déterminer précisément ce parametre (Dale et al., 1979).

Pour les protéines fusionnées ala GFP, la modélisation moléculaire de la structure tertiaire
serait un outil de prédiction utile pour fixer le facteur d’ orientation. Une autre approche consiste a
construire des protéines fusion avec une séquence d’ acides aminés de liaison entre la protéine
d’intérét et la protéine autofluorescente. Lafléxibilité de cette séquence permettrait une distribution
de I’ orientation des deux chromophores entre eux. Dans ce cas, il devient raisonnable de proposer
une modélisation des résultats expérimentaux avec <k*>=2/ 3.

Dans tous les cas, le facteur d’ orientation est une limitation au calcul de la distance R entre
les chromophores. Globalement, les résultats expérimentaux peuvent se caractériser par un modéele
proposant une interprétation moléculaire (R, k) ala mesure expérimentale de E. En aucun cas ce
modele n’est exclusif. Cen'est qu'une interprétation du transfert d’ énergie expérimentalement

mesuré.
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Il convient de ne pas confondre le FRET avec le phénomene de réabsorption. Dans le cas de
laréabsorption, le transfert est radiatif et correspond ala réabsorption d’ un photon de fluorescence
par une autre molécule (identique ou non). Phénoménologiquement, ces deux transferts se
distinguent par des propriétés opposées. Alors que |a réabsorption dépend de la géométrie et des
dimensions du chemin optique de lamesure, le FRET en est insensible. Pour le FRET, la durée de
vie du donneur diminue, son spectre d’ émission est inchangé et son efficacité peut dépendre de la
viscosité du milieu, alors que I'inverse est vrai pour la réabsorption (Steinberg, 1971). Il est
également intéressant de noter que la fluorescence n’ est pas |’ unique approche expérimental e pour
observer le FRET : tout autre processus se produisant a partir de I’ état excité du donneur serait

affecté par le FRET (Clegg, 1992).

[1. 3. Dépolarisation de la fluorescence émise, déclins d’anisotropie
[1. 3. 1. Anisotropie et photoséection des fluorophores a I’ excitation
Lamesure de |’ anisotropie de fluorescence, r, est illustrée figure I1. 13. Elle se définit par
r=(,-1)/01,+21,) (11.3.1)
oul, et 1, correspondent al’intensité de fluorescence émise dont la polarisation est respectivement
parallele et perpendiculaire a la polarisation de lalumiére d’ excitation. En d’ autres termes, ¢’ est
aussi le rapport entre la différence de ces deux intensités caractéristiques de I’ anisotropie et
I’intensité totale. En effet, le dénominateur correspond ala somme des intensités suivant les trois
axesdel’espace, I, |, et 1, (Fig. 11. 13). Dans le cas ou lalumiére d’ excitation est polarisée suivant
l,onal =1 =1..L"équation Il. 3. 1 s €crit auss
r=>0,=1 /0 +1,+1)=>1,-1)/l (11.3.2)
ou |, I'intensité totale, est indépendante des effets de polarisation.
Dans le cas d’ une lumiére completement polarisée, comme la diffraction d’ une lumiere polarisée, |,
=0etr=1. Cette valeur maximale n'est jamais trouvée pour la fluorescence. A cause de la

dépendance angulaire de la photosélection al’ excitation, les valeurs sont plus petites.
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A’ échantillon

excitation

Figure Il. 13 : Représentation géomérique de la mesure d anisotropie.

On peut exprimer r sous une autre forme. Lafigure I1. 14 présente le fluorophore sous laforme

d un dip6le oscillant représenté par un vecteur formant un angle g avec z et un angle f avec x dans

le plan (xy).

Cosq

Sin g Cos |,=Cos’q

I, =Sin* q Cos’ f

Figure Il. 14 : Anisotropie de fluorescence d un dipdle.
Ledipblefait unangleqavec|’axez et un anglef avec|’axe x dansle plan (x, y). L’intensité récoltée suivant I’ axe
X €t z correspond au carré de la projection de ce dipdle suivant ces directions.



L’intensité de lalumiére émise par un dipble est proportionnelle au carré de la projection de son
vecteur suivant I’ axe d’ observation. On a:

(g, f) = cos’ g (11.3.3)

l.(q, f) =sin® q cos’ f (11. 3. 4)
Dans les expériences d’ anisotropie, lalumiere d’ excitation est polarisée suivant z. La probabilité
d excitation des fluorophores dont I’ orientation est distribuée aéatoirement dans |’ espace est
indépendante del’anglef. On aalors:

<cos f>=@” cos’ f df / Q> df =1/2 (11.3.5)
Leséquations|l. 3. 3et Il. 3. 4 deviennent alors :

l,(g) =cos’ q (11. 3. 6)

l.(q) =1/2€in*q (11.3.7)
En substituant dans 1’ équation I1. 3. 1, I’ anisotropie s écrit sous laforme

r=(3<cos’g>-1)/2 (11.3.8)
avec

p/2

p(g) dq (11.3.9)

ou p(q) correspond ala probabilité d’ émission d’ un photon par un dipdle faisant un angle q avec

<cos' o> = Q"% cos’ q p(q) dq/ @

I"axe z.

En étudiant le cas théorique particulier d’ une solution diluée de fluorophores parfaitement
immobiles, dont I’ orientation est distribuée aéatoirement dans I’ espace, et ayant leurs dipdles
d’ excitation et d’ émission parall€les, on aura des informations sur la compréhension des valeurs
d’anisotropie de fluorescence et de ses propriétés fondamentales. En effet, dans ce cas, p(q)
correspond simplement ala description de la photosélection al’ excitation. C'est le cas ou la valeur
der est maximale. La probabilité d’ absorption d’ une molécule fluorescente excitée par une lumiére
polarisée suivant z est proportionnelle a cos® g. Pour une distribution aéatoire, le nombre de
mol écules ayant une orientation dipolaire entre g et q + dg est proportionnel asinqdg. On aaors:

p(q) dg=cos’gsingdq (1. 3. 10)
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et I’équation 1. 3. 8 nous donner = 2/5 qui est la valeur maximale de I’ anisotropie de fluorescence,
conséeutive de la dépendance en cos’ ¢ pour la photosélection al’ excitation.

Danslecasou le dipdle d’ absorption fait un angle a avec le dipdle d’ émission, pour une population
de fluorophores immobiles aléatoirement distribués, |’ anisotropie est le produit de la perte due ala
photosélection (2/5) par la perte due au déplacement angulaire de I’ émission, qui, suivant |’ équation
1. 3. 8, s écrit sous laforme 1/2 (3 cos? a - 1). Cette anisotropie, correspondant & une distribution
aléatoire de molécules immobiles, s écrit r,, comme anisotropie maximale ou anisotropie initiade
(voir Ch.11.3.2) eton a:

r,=1/5(3cos’a - 1) (11.3.11)

I1. 3. 2. Déclins d’ anisotropie

En mesurant les déclins de fluorescence paralédement et perpendiculairement a une
excitation pulsée polarisée, |’ anisotropie de fluorescence, r(t), s écrit

r(®) = (1,00 - 1.©) 7 (1,0 + 21.(0) = (1,0 - 1.O) / 1) (I1.3.12)
ou I,(t) et 1. (t) sont les déclins de fluorescence paralléle et perpendiculaire al’ excitation et 1(t) est
le déclin total sans effet de polarisation. A ce sujet, lorsque I’ on mesure les déclins avec une lumiére
polarisée (par exemple un laser), il est possible de mesurer directement 1,(t) en plagant un analyseur
a54,7° de lapolarisation d’ excitation (angle magique). Dans ce cas, sachant que |’intensité est
proportionnelle au carré de la projection du dipdle suivant I’ axe d’ observation et que 2 cos” (54,7) =
sin® (54,7), I'intensité récoltée correspond al ,(t) + 21, (t).
Généralement, r(t) décroit et correspond a la dépolarisation de la lumiere dans le temps de la
fluorescence. Ce déclin d’ anisotropie correspond a la perte de mémoire de |’ orientation initiale du
systéme. Tout événement al’ échelle moléculaire qui apour effet de réorienter le dipdle d émission a
I” état excité intervient dans cette dépolarisation. L’ équation I1. 3. 12 s écrit auss souslaforme

(0 = V3 1,(1) (1 +2r(1)) (1. 3. 13)

L.(6) = U3 1.(t) (1 - r(t) (I1. 3. 14)
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Autempst = 0, aucun événement al’ échelle moléculaire n’aeu lieu, les molécules qui réémettent un
photon sont considéréesimmobiles, et r(0) =r, (Eq. I1. 3. 11).
Il est important de noter que, pour un mélange de différents fluorophores, la somme des
anisotropies ne correspond pas a |’ anisotropie de lasomme. Le déclin d anisotropie n'est pas
associatif. En d’ autres termes, pour n espéces moléculaires différentes, on a

rt)y=a d(r(t)/a d( (1. 3. 15)

ou d,(t) et r.(t) sont le déclin de fluorescence et I’ anisotropie de |’ espéce i, respectivement.

I1. 3. 3. Effet dela diffusion rotationnelle sur |’ anisotropie

La premiére cause de dépolarisation de la fluorescence est la diffusion rotationnelle des
fluorophores. Apresle pulse laser, les molécules excitées tournent par mouvements browniens, et la
fluorescence émise a perdu lamémoire de |’ orientation initial e caractéristique de la photosdlection a

I’excitation (Fig. I1. 15).

Photosélection Rotation Emission

A\ Dépolarisation J

Figure ll. 15 : Dépolarisation de lafluorescence par rotation du chromophore.

En tournant, le dipdle d’ émission du chromophore change d’ orientation et lalumiére émise est désorientée par rapport
a I'excitation. Pour une population de chromophores orientés par photosélection a I'excitation, les différents
mouvements Browniens induisent une désorientation des dipbles et donc une dépolarisation de la fluorescence.
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Dans le cas simple d’ une molécule sphérique, |’ anisotropie décroit mono-exponentiellement suivant
I’ équation :

rit)y =ryexp (-t/f) (1. 3. 16)
ou r,, I’anisotropie initiale, est définie équation 11. 3. 11 et f représente le temps de corrélation
rotationnelle. Qualitativement, plus f est petit et plus la molécule tourne vite, et inversement. f
correspond al’inverse de six foisle coefficient de diffusion rotationnelle. Quantitativement, ce
coefficient de diffusion pour une molécule sphérique est décrit par la loi de Stokes-Einstein et
dépend de latempérature, T, delaviscosité du milieu, h, et du volume apparent de la sphére, V. On
a:

f =hV/RT (I1.3.17)
ou R est la constante de Boltzman.
Dansle cas plus complexe d'une éipsoide, le déclin d’anisotropie devient bi-exponentiel. En
théorie, une molécule asymérique peut étre decrite par plusieurs coefficients de diffusion
rotationnelle, ce qui implique un déclin d' anisotropie multi-exponentiel. En pratique, il devient trés
difficile de résoudre plus de deux temps de corrélation dans un déclin d’ anisotropie. Le modéle
chois devient un smplificateur du volume apparent de la molécule étudiée.
Le déclin d anisotropie peut aussi caractériser une rotation restreinte, comme par exemple le
mouvement loca d’ une partie de la protéine. Dans ce cas, il demeure une anisotropie résiduelle aux
temps longs caractéristique du cbne de restriction dans lequel les mouvements ont lieu. On a par
exemple:

rt)y =(ro—ry) exp (-t/f) +r, (11.3.18)
ou r, correspond al’ anisotropie résiduelle.
Il demeure une limitation intrinseque a cette approche expé&imentae de |’étude des déclins
d’ anisotropie. Dans le cas ou les mouvements sont considérablement longs (grosse mol écule ou
forte viscosité) par rapport au déclin de la fluorescence (t <<f), I’anisotropie mesurée par
fluorescencer(t) » r, et il est impossible de décrire cette situation. A |’ inverse, pour des mouvements

trés rapides par rapport ala durée de vie (f <<t), r(t) » 0. Bernard Vaeur définit la fenétre
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expé&rimentale de temps, t/10 < t < 10t, comme la vie publique du fluorophore, comprise entre lavie

privée et lamort (Valeur, 1993).

I1. 3. 4. Effet du FRET entre chromophoresidentiques, I’'homoFRET, sur I’ anisotropie
Lafigurell. 16 schématise |a dépolarisation de la fluorescence dans |e temps de la durée de
vie par homoFRET. Dans le cas de sauts d’ énergie multiples ou I’ organisation des chromophores
est aléatoire, I’ anisotropie devient nulle aux temps longs, les multiples sauts, appel és migration de
I’ énergie, ont fait perdre laméemoire de I’ orientation initiale des dipdles excités, conséquence de la
photosélection. La vitesse de déclin de I’ anisotropie dépend de la vitesse de transfert, et donc des
distances et orientations respectives des différents donneurs et accepteurs (Gochanour & Fayer,

1981).

Photosélection HomoFRET

A\ Dépolarisation J

Figure Il. 16 : Dépolarisation de lafluorescence par transfert d’ énergie.

En transférant son énergie a un dipdle dont I’ orientation est différente, la fluorescence émise est désorientée par
rapport al’ excitation. Pour une population de chromophores orientés par photosélection al’ excitation, les différents
sauts d’ énergie induisent une désorientation des dipdles et donc une dépolarisation de la fluorescence.

Dans le cas ou les chromophores sont ordonnés, il peut demeurer une anisotropie résiduelle aux
temps longs. Méme apres la migration de I'énergie entre les chromophores, |'état initia

d’ organisation des chromophores demeure (Baumann & Fayer, 1986). Chaque cas nécessite un
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traitement théorique particulier avec des hypothéses sur |’ organisation spatiale des chromophores
étudiés.

Le modéle proposgici consiste en un mécanisme de transfert d’ énergie au sein d’ une paire
de chromophores. Ce cas plus simple adonné lieu a de multiples traitements théoriques (Bastiaens
et a., 1992, Berberan-Santos & Vaeur, 1991, Karolin et a., 1998, Tanaka & Mataga, 1979). Soit i
et j la paire de chromophores, le transfert d’ énergie alieu entre le dipble initialement excitéi et le
dipblej et inversement entre | et i avec une méme vitesse de transfert, w. Larotation des molécules
excitées et le transfert d’ énergie entre i et j interviennent tous deux dans la dépolarisation de la
fluorescence induite. En acceptant le fait que les fonctions de corrélation orientationnelle des
moléculesi et j, r,(t) et r(t), i. . I’anisotropie associée ala rotation de ces chromophores, et la
probabilité que le flurophore excité au tempst soit toujours le fluorophore initialement excité, p (t),
soient toutes des grandeurs indépendantes, I’ anisotropie de fluorescence du systéme peut s écrire

r(t) = V2[r, (t) +r; (O]p(t) + 2[r; (t) +r; (OI[1—p(D)] (11.3.19)
ou r;; (t) représente la contribution dans I anisotropie du transfert d’ énergie entre lamoléculei et la
molécule j, réciproquement pour r;(t). Ce formaisme a été introduit par Johansson et son équipe qui
ont décrit la dépolarisation associée a un double-marquage sur une méme protéine pour caractériser
des distances intramoléculaires (Karolin et al., 1998). Dans le modéle présentéici, qui S applique a
I’étude de la dimérisation d'une protéine fusionnée a la GFP, nous introduisons quelques
smplifications:

(i) les dimeéres sont tous identiques (configuration symétrique pour les deux chromophores) et leur
orientation est aéatoire;

(i) larotation du dimere complet dans |e temps de la durée de vie est négligeable;

(iii) il 'y a pas de réorientation des chromophores excités (model e statique) dans le temps de la
durée de vie, i. e. le chromophore de la GFP est immobile par rapport au dimere, I’ angle entre les
dipblesi et j est indépendant du temps.

Aing,ona:

(i) les fonctions de corrélation orientationnelle qui dépendent de la distribution locde des
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orientations des fluorophoresi et j sont constantes, et

r,(t) =r, (t) = 1/5(3cos’d — 1) (11. 3. 20)
ou d représente |’ angle entre le moment de transition d’ absorption et d’émission du fluorophore
(Eq. 1. 3. 11).
(ii) dansle modele statique, r;; (t) et r;; (t) sont constants et derivent de g; and g, les orientations
mutuelles entre le dipble d’ absorption du chromophorei et d’ émission du chromophorej, et entre le
dipble d’ absorption dej et d émission dei, respectivement :

r; (t) = 1/5(3cos’q; — 1) (11.3.21)

r; (t) = 1/5(3cos’q; — 1) (11. 3. 22)
Pour une paire de chromophores identiques, la probabilité que le chromophore excité au tempst soit
le chromophore initialement excité, p(t), est décrite par :

pt) =1/2[ 1+ e (11. 3. 23)
ou w est lavitesse de transfert.
En substituant les équations|11. 3. 20, 11. 3. 21, I1. 3. 22 et I1. 3. 23 dans|1. 3. 19, on a

r(t) = 3/20 ( 2cos’d - cos’q — cos’q;) €2

+ 1/20 ( 6cos’d + 3cos’q; + 3cos’, —4) (11. 3. 24)

comme décrit par Tanaka et Mataga (Tanaka & Mataga, 1979).
Dans le cas du chromophore GFP, |es moments de transitions d’ absorption et d’ émission sont
paraleles (Volkmer et d., 2000). Aind, d =0, et g; = q; = g. Le déclin d' anisotropie devient :

r(t) = 1/10[(3 — 3cos’q) €*"* + 3cos’q +1] (11. 3. 25)
Dans lalimite du modeél e statique (pas de réorientation des dipble é ectroniques pendant |a durée de
vie de lafluorescence), lavitesse de transfert dépend de la distance, R, entre les deux chromophores
par

w=(R/R)P°t * (11. 3. 26)
comme décrit chapitrell. 2 (Eq. Il. 2. 7). R,, ladistance de Forster est décrite équation I1. 2. 8. Ici
R, est caculé avec <k?>, le facteur d’ orientation qui suivant les hypothéses du modéle est égal a

<k?> = (cos — 3cos’h)? (11. 3. 27)
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ou b est I'angle quefait le vecteur R avec le dipdle électronique du chromophore.

II. 3. 5. Macromolécules déformables: effet de la dynamique torsionnelle de I’ADN sur
I"anisotropie d’ un intercalant

Comme présenté chapitre I1. 3. 3, les mouvements locaux, d’ origine brownienne, peuvent
étre impliqués dans la dépolarisation de la fluorescence. Auss, une macromolécule déformable,
comme I’ADN, est un lieu propice aux mouvements locaux. Dans le cas de la dynamique
brownienne de I’ADN, on peut diviser les mouvements sommairement a trois niveaux: (i)
mouvements globaux (rotation, reptation...), (ii) mouvements de courbure, (iii) mouvements de
torsion le long de I’ axe de ladouble hélice. C’ est a ce troisieme type de mouvement que I’ on peut
associer la dépolarisation de la fluorescence d’ un intercalant fluorescent de I’ADN, comme par
exemple I’ é&hidium. Les autres mouvements, courbure, reptation, rotation, s effectuent a des échelles
de temps bien plus grandes que le temps de vie d’ un fluorophore (f >> t) et sont donc négligeables
dans le traitement théorique de I’anisotropie de I'intercalant. La diffusion rotationnelle de
I’éthidium, rigidement orienté lorsgu’il est intercaé par rapport a I’ADN, correspond aux
mouvements de dynamique torsionnelle de I’ ADN.
Les premiers travaux sur | éude du déclin d’ anisotropie de fluorescence de I’ éthidium intercal é
remontent a 1970 (Wahl et al., 1970). Simultanément, Barkley et Zimm et I’ équipe de Schurr ont
modélisé cette situation en considérant I’ADN comme une série de petits batonnets rigides,
connectés entre eux par des ressorts, chague batonnet correspondant a une paire de bases (Allison
& Schurr, 1979, Barkley & Zimm, 1979). LafigureIl. 17 schématise la modélisation de la double
héice.
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‘6 \V \ Mouvement de rotation

Ressort > «—  du batonnet sur lui-méme

Batonnet rlglde é-

Figurell. 17 : Moddlisation de !’ ADN pour les mouvements de torsion suivant |’ axe de la double hélice.

L’ADN est modélisé de telle sorte que chague paire de bases est représentée par un batonnet rigide. Les batonnets
rigides sont connectés entre eux par un ressort. Aux mouvements de torsion de I’ ADN correspondent les mouvements
de rotation des bétonnets sur eux-mémes.

En smplifiant cette expression theéorique, ou I’oscillation rapide de la sonde dans son site
d'intercaation, les mouvements de courbure et les mouvements globaux de I’ADN sont tous
négligés, il est attendu une simulation de la dépolarisation de fluorescence de I’ intercalant. C' est par
propagation des petits mouvements de rotation de la paire de bases sur elle-méme le long de la
double hélice que le mouvement s amplifie, jusqu’ a avoir une incidence sur la polarisation de la
fluorescence. Pour un ADN linéaire suffisamment long (de plus de mille paires de bases), quel’on
peut considérer infini par rapport ala propagation de ces petits mouvements, il est présenté une
simplification correspondant ala"Formule de la Zone Intermédiaire” pour le modéele (Thomaset al.,
1980) (Fig. I1. 18. A). Plus récemment, Schurr et son équipe ont adapté le modéle a la situation
d'un ADN en interaction forte avec des protéines, ce modée consistant en un filament fini
rigidement fixé aux deux extrémités (Schurr, 1984, Schurr & Schurr, 1985). Dans ce cas, la

propagation des petits mouvements ne s effectue que le long de quelques paires de bases, avec pour

conséguence une dépolarisation restreinte de la fluorescence de I’ intercalant (Fig. 11. 18. B).

53



Long ADN linéaire

Propagation infinie

Interaction ADN-protéine

Propagation finie

Figure Il. 18 : Différents modé es de propagation des mouvements de torsion de I’ ADN.

Ces deux modéles se présentent sous la forme de I’ expression de |’ anisotropie de fluorescence de
I éthidium rigidement intercalé al’ ADN par

rit) =r, [(3/2cos’ g, - 1/2)* + 3cos’ g, sin* g, C,(t) + 3/4sin* g, C,(t)]  (II. 3. 28)
ou g, = 70.5°, I'angle entre le dipdle de transition de |’ éthidium et |’ axe de la double hélice de
I”ADN (Schurr & Schurr, 1985), C,(t) et C,(t) sont les fonctions de corrélation C_(t), pour n=1 et n
= 2, qui modélisent la propagation des mouvements detorsion del’ ADN, et on a:
@) C,(t) = exp[-I? k, T (thag)'?] (11. 3. 29)
pour un long ADN linéaire, correspondant a une infinité de batonnets rigides (Formule de la Zone

Intermédiaire), et



(i) C( =UN & exp{- & d?Q,7L-exp(-tt,)]} (1. 3. 30)

pour un segment d’ ADN fini rigidement fixé aux extrémités, avec

Qu =[2/(N + 1)]¥? sin[mlp/(N + 1)] (I1. 3. 31)
d* = (ks T/9). (I1.3.32)
t,=g{4a sn’[Ip/2(N + 1)]} (11. 3. 33)

ou k; est la constante de Boltzman et T latempérature. Le modéle d' anisotropie est donc caractérise
par trois paramétres distincts, a, g, et N. En effet, les fonctions de corrélation de propagation des
mouvements de torsion dépendent de a, la constante de torsion du ressort entre les batonnets, g, le
facteur de friction du batonnet dans son mouvement de rotation sur lui-méme, proportionnel ala
viscosité du milieu, et N le nombre de batonnets entre les deux extrémités fixées (uniquement pour

le second modele), soit le nombre de paires de bases impliquées dans e mouvement.
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Chapitrelll : Technique et technologies

Pour caractériser et mesurer les propriétés transitoires de la fluorescence, deux approches
existent : (i) latechnique du déclin de fluorescence (time domain), et (ii) la technique de phase et
modulation (frequency domain). Lafigurelll. 1, d’' aprés Bastiaens et Squire (Bastiaens & Squire,

1999), présente schématiquement ces deux techniques.
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Figure Il1. 1 : Présentation des deux techniques de mesure des durées de vie de fluorescence (d’ apres Bastiaens et
Squire, 1999).

Pour le déclin de fluorescence, I’ excitation consiste en une breve impulsion lumineuse, et le déclin
de la population des molécules excitées par cette impulsion, correspond a la mesure du déclin
d'intensité de fluorescence de I’ échantillon (voir Ch. 11. 1. 5). On peut alors directement mesurer les
différentes durées de vie de fluorescence de |’ échantillon, en modélisant ce déclin par une somme de
déclins exponentiels. Concernant la technique de phase et modulation, I échantillon fluorescent est
excité par une lumiére d’intensité modul ée. La fluorescence émise est aussi modulée ala méme

fréguence, par contre, il existe un déphasage et une démodulation caractéristique de la durée de vie
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des mol écules fluorescentes excitées. C'est I’ étude de ce déphasage et de cette démodulation en
fonction de la fréguence de modulation de la lumiére excitatrice qui permet de modéliser
I’échantillon fluorescent par différentes durées de vie. Quditativement, pour une fréquence
excitatrice bien plus rapide que la durée de vie de I’ échantillon, la démodulation est maximum,
I’ échantillon ne voit pas les variations d’ intensité d’ excitation. Dans ce cas, S on peut le mesurer, le
déphasage est quasi nul. Réciproquement, lorsgue la fréquence d’ excitation est plus lente que la
durée de vie de |’ échantillon, la démodulation est quasi nulle, et ¢’ est le déphasage, caractéristique
du temps moyen de résidence des molécules al’ é&at excité, qui est maximum.

Dans cetravail, misapart une étudein vitro de I’intercalation de I’ é&hidium dans I’ ARN de
transfert (Ch. 1V. 2. 2. 2), I’ aspect transitoire de la fluorescence est abordée par la technique du
déclin. 11 est donc présenté dans ce chapitre la technique du comptage de photons uniques corrélé en
temps, son adaptabilité aux différentes microscopies et les méthodes d’ analyse des données

expérimentales.

[11. 1. Le comptage de photons uniques corrélé en temps

Pour mesurer le déclin de fluorescence, de par la brieveté de cette cinétique (quelques
nanosecondes), les méthodes directes sont délicates. Méme si la technologie des caméra CCD a
obturateur tres rapide se développe et que I'utilisation des "stresk-camera' permettrait
théoriquement de mesurer directement le déclin de fluorescence apres une excitation tres breve, la
méthode de choix demeure la technique du comptage de photons uniques corrélé en temps (Time-

Correlated Single Photon Counting, TCSPC) (O'Connor & Phillips, 1984).

[11.1. 1. Principe
Cette technique indirecte consiste a mesurer le temps de retard d’émission d’ un photon
unique par rapport al’impulsion d’ excitation. L’ opération est alors répétée, de telle sorte que, dans

les conditions ou un seul photon de fluorescence est détecté a chaque impulsion, I’ histogramme du
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nombre de photons comptés en fonction du temps de retard correspond au déclin de fluorescence de

I’ échantillon (Fig. I11. 2).

/\ Détection
i Emission temps de retard
Echantillon < P!
Excitation \\/ Photon uni que> par rapport au pulse
pulsée
A
Nombre

de photons 8 8

~
Pt
§ 3080 T—e—o ,

Temps de retard par rapport au pulse d’ excitation

Figure Ill. 2 : Histogramme des retards des photons uniques comptés.
L’ histogramme de ces retards correspond aors au déclin de fluorescence.

Letemps nécessaire a I'acquisition du déclin correspond a quelques millions de photons. La
statistique devient aors significative des propriétés transitoires de |’échantillon fluorescent. Le
déclin correspond ala probabilité qu’ une molécule excitée au temps 0 le soit encore au tempst. Il

est essentiel que le taux de comptage (nombre de photons comptés par seconde) soit suffisamment
faible pour que la probabilité que le systéme d’ acquisition détecte deux photons pour une seule
impulsion d’ excitation soit quasi-nulle, donc négligeable. Dans le cas contraire, la détection ne
mesurant que le premier photon défavoriserait le comptage des photons tardifs, I’ histogramme serait

distordu et |a statistique deviendrait fausse.
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[11. 1. 2. L’ excitation

Avant le développement des techniques laser a impulsion bréve, I'excitation pulsée éait
générée par une lampe aarc délivrant desimpulsions d’ environ 1 ns. Par rapport aladurée devie de
fluorescence (de I’ ordre de quelques ns), la durée de I'excitation n'était pas négligeable et le
traitement théorique des données expérimental es était moins preécis, principalement pour les durées
de vie tres courtes. Aujourd’ hui, la résolution temporelle du comptage de photons uniques corrélé
en temps est bien meilleure gréce alatechnologie des laser aimpulsion bréve.

Le laser Titane:Saphir (Ti:Sa) est une source lumineuse naturellement pulsée. Selon la
géométrie de la cavité et le mode de génération des impulsions, ce laser délivre des impulsions
picosecondes (~ 1 ps) ou femtosecondes (~ 100 fs). Dans notre cas, le laser délivre des impulsions
monochromatiques picosecondes avec une fréguence de répétition de 82 MHz. 11 est constitué d’ un
cristal de Saphir dopé aux ions Titane, pompé soit par un laser a Argon ionisé, soit par un laser
Nd:YVO, (neodymium yttrium vanadate) doublé en fréquence et lui-méme pompé par diode. Le
laser émet dans le proche infra-rouge (700 nm a 1 nmm). Pour une utilisation comme source
d excitation monophotonique des sondes fluorescentes classiquement utilistes en biologie, le
faisceau laser est doublée en fréquence al’aide d un cristal doubleur LBO (Lithium tri borate) dont
les propriétés nonlinéaires, par génération du second harmonique, permettent de délivrer une source
lumineuse de longueur d’onde 350 a 500 nm. De méme, pour les expériences de déclin de
fluorescence, pour que les molécules se désexcitent complétement entre deux pulses laser, la
fréguence de répétition du laser est divisée par 20 al’ aide d' un sélecteur d’impulsions. Ce sélecteur
est constitué d’ une cellule de Bragg comme modul ateur acousto-optique et consiste a sélectionner
une impulsion sur 20 en la diffractant d'un angle de 3° gréace a la propagation d’une onde
acoustique atraverslacellule. Ainsi, aprés le sélecteur, la fréquence de répétition du laser est de 4
MHz. La source lumineuse est donc un laser délivrant des pul ses picosecondes, ala fréguence de 4
MHz, de longueur d’ onde monochromatique réglable entre 350 et 500 nm. Lafigurelll. 3 présente
en détail lelaser Ti:Sa Tsunami (Spectra Physics) pompé par un Millenia (laser Nd:YVO,, Spectra

Physics) associé au module de sélecteur d’impulsion et de doubleur de fréquence.

59



Générateur

Laser diode
Tsunami
FL i i
M| \\/\/A/\M/ Cristal Ti:Sa
Millenia M,
Mg PD
M;\ |
/M
Electronique
Générateur de
fréguence ]
Séecteur d'impulsion -
Doubleur de fréguence
CeluledeB
M, /. \ e e fe g

Second harmonique
4 MHz - 350 2500 nm

Fondamental résiduel
4 MHz - 700 21000 nm

Figure lll. 3 : Schémadu laser Ti:Sa, du sélecteur d'impulsion et du doubleur de fréquence.

M, : miroirs dont M, miroir de fond de cavité associé a un interférométre Gires-Tournois (GTI) qui contréle la
dispersion des pulses générés dans la cavité, M, miroir de sortie permettant a un faible pourcentage de lumiére de
sortir de la cavité laser et générant ainsi le faisceau laser en sortie de Tsunami ; FL : filtre de Liot sélectionnant la
longueur d’ onde dans la cavité ; MAO : modulateur acousto-optique générant le mode-locking ; PD : photodiode
ultra rapide déclenchée par |es pulses en sortie de Tsunami et contrélant le MAO et lacellule de Bragg ; P : prismes.
L es impulsions picosecondes sont générées par le laser Ti:Sadont la dispersion est contrélée par le GTI, la sélection
en longueur d' onde se faisant par le FL et e mode-locking étant entretenu par le MAO, lui-méme contrélé par une
PD en sortie de Tsunami. Les impulsions sont ensuite sélectionnées par une cellule de Bragg et doublées en fréquence
par un cristal LBO pour générer des impulsions picosecondes a4 MHz de fréquence de répétition alalongueur d’ onde
modulable de 350 a 500 nm (en réalité 380-495 nm, limite du doubleur de fréquence).

60



[11. 1. 3. La détection

L a détection de photons uniques s effectue par un tube photo-multiplicateur qui, pour un
photon détecté génere une impulsion électronique. La corrélation temporelle du photon émis par
rapport al’impulsion laser peut étre mesurée. Lafigure I11. 4 représente un photo-multiplicateur

conventionndl.

hn
Photocathode
e
Galettes de microcanaux
charge
Anode
Impulsion électronique
Figure lll. 4 : Tube photo-multiplicateur conventionnel.

Le principe est de transformer |e photon incident en un électron par une photocathode. Le photon,
par collision avec la surface de la photocathode, arrache une charge électronique. Cet électron est
ensuite amplifié par deux gaettes de microcanaux. La différence de potentied appliquée aux
extrémités d’ un micro-canal transporte I’ éectron incident atraversle canal. A chaque fois qu’il
entre en collision avec la surface interne du cand, il arrache d’ autres électrons jusqu’ a former une
avalanche d’ électrons ala sortie du microcanal. L’ avalanche d’ électrons ainsi formée par les deux
intensifications successives est recueillie par une anode. La charge associée devient une impulsion
électronique. C' est cette impulsion électronique qui sera ensuite traitée par I’ acquisition et corrélée a

I’excitation (voir Chap. I11. 1. 4).
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De nouveaux types de détecteurs qui associent une corrélation spatide a la corrédation
temporelle ont vu le jour. Dans le cadre d’ un projet européen, en collaboration étroite avec Klaus
Kemnitz (Europhoton GmbH, Berlin), le laboratoire s est doté de détecteurs TSCSPC (Time and
Space Correlated Single Photon Counting). Ces détecteurs, de manufacture Russe (Eldy Ltd, St.
Petersburg), sont des tubes photo-multiplicateurs. L’ anode de collection des électrons apres leur
amplification par les gal ettes de microcanaux est soit remplacée par une ligne conductrice (détecteur
Delay-line, DL), soit par quatre anodes individuelles réparties sur chague quart de disgue (détecteur
quadrant-anode, QA) (Kemnitz et al., 1997, Kemnitz et a., 1995). Pour le DL, la position du photon
incident est mesurée par la différence de temps que met I'impulsion éectronique, générée par
I"avalanche d’ électrons, a parcourir les trajets entre le point d’ impact et les deux extrémités de la

ligne (Fig. l11. 5).
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Figure lll. 5 : Déecteur Delay-Line.
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Pour le QA, lacharge, en sortie des gal ettes de microcanaux, est récoltée par les quatre anodes. A
chaque position du photon incident, la distribution de charges sur les anodes est différente. C’ est

donc la distribution de charges qui permet de déterminer la position du photon compté (Fig. I11. 6).

hn
@ Photocathode
e
Gd ettes de microcanaux
charge
Ql Q2

Quadrant-anode

N

Q, Qs

Ladistribution de charge
suivant les quatre anodes correspond
alaposition bi-dimensionnelle
du photon incident

Figure Ill. 6 : Détecteur Quadrant-Anode.

Ainsi, pour le DL, I'information spatiale correspond a une dimension (position le long de laligne),
et pour le QA, I'information spatiale est bi-dimensionnelle. Le principe de la résolution spatiae bi-
dimensionnelle du quadrant arécemment éé utilisée pour un montage de pince optique (Meiners &
Quake, 2000, Yamada et al., 2000). Dans ces applications, ¢’ est une photodiode a quadrant qui est
utilisée. La détection ne correspond pas dans ce cas a un photon unique, et il n'y a pas de
corrélation temporelle avec une excitation pulsée.

L’utilisation d'un détecteur conventionnel en microscopie confocale a fait I'objet du
développement d’'un systéme par Robert Pansu et son équipe (Schoutteten et a., 1997). En

collaboration avec son équipe, et paralléement au projet du laboratoire de développer un systéme de
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microscopie de durée de vie de fluorescence plein champ gréce aux détecteurs DL et QA, une partie
de mon travail a consisté a utiliser ce systéme pour I’ étude de la dynamique et des interactions de
macromol écules en cellules vivantes. Concernant le DL, la premiére application a consisté, al’ aide
d un polychromateur linéaire, & utiliser la résolution spatiale comme résolution en longueur d’ onde
dans des expériences de déclins de fluorescence associés au spectre d’ émission (Kemnitz et al.,
1995). Des expériences préliminaires d’'imagerie cellulaire, consistant & acquérir les déclins de
fluorescence suivant une coupe de |’ échantillon et correspondant ala surface active du DL, ont d§ja
€té publiées (Kemnitz et a., 1997). C'est dans cet esprit qu’ une partie de mon travail aconsisté a
dével opper une microscopie de durée de vie de fluorescence a1’ aide du DL pour I’ éude en cellules
vivantes (Chap V. 1. 1). Ultérieurement, les dével oppements et mises au point présentés dans ce

travail pourraient s adapter au QA, avec |’ avantage d’ une acquisition bi-dimensionnelle des déclins.

[11. 1. 4. L’acquisition

Le principe fondamental de I’ acquisition des déclins consiste a corréler temporellement les
photons uniques détectés par rapport al’ excitation laser. Pour ce faire, une photodiode ultra-rapide
est utilisée comme détection de la référence temporelle de I’ excitation. Le faisceau laser fondamental
résiduel, apres génération du second harmonique, est dirigé vers une photodiode qui transforme
I’impulsion laser en une impulsion éectronique. Les deux impulsions, |'une correspondant au
signal du photo-multiplicateur, I’ autre provenant de la photodiode, sont d’abord amplifiées puis
discriminées par un discriminateur a fraction constante, avant d’ étre envoyées vers un convertisseur
temps-amplitude ou TAC (Time-to-Amplitude Converter). Le signal du TAC, dont I’amplitude
(entre 0 et 10 V) est linéaire par rapport ala différence de temps d’ arrivée des deux impulsions est
finalement traité par une carte d’ acquisition informatique qui convertit numériquement I’ information
analogique. Le programme informatique n’ a plus qu’ a générer |” histogramme présenté figure [11. 2
en accumulant les événements uniques jusgu’ a présenter une statistique qui correspond au déclin de

fluorescence. Un schéma de fonctionnement de ce traitement éectronique est présentéfigurelll. 7.
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Figure Ill. 7 ;. Schéma de fonctionnement de I’ électronique mesurant le retard des photons comptés par rapport au

pulse laser.

Pour le DL, en plus de la corrélation temporelle, la corrélation spatiae s effectue de laméme
maniére par un second TAC, sachant que la position du photon incident par rapport a la ligne
correspond a la différence de trget de la charge d électrons aux deux extrémités de la ligne
conductrice. On peut considérer deux montages différents:

(i) le schémaindépendant : dans ce cas les deux TAC mesurent indépendamment la corrélation
spatiale et temporelle du photon incident. Une impulsion électronique provenant de la seconde

gal ette de micro-canaux est utilisée pour la corréation temporelle, les deux signaux provenant de la

@

ligne étant traités pour la corrélation spatiale (Fig. I11. 8).

Gdettede
mi cro-canaux

@SHS

TAC1
Start Stop Start Stop

TAC?2

Figure Ill. 8 : Fonctionnement du schéma indépendant pour le détecteur DL.
Dans ce fonctionnement, chague TAC mesure indépendamment |e retard et la position du photon incident.
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(ii) le schéma asymétrique : le TAC mesurant la corrélation temporelle utilise une des impulsions

@

éectroniques provenant de laligne (Fig. l11. 9).

Gdette de
mi cro-canaux

TAC1 TAC 2
Start Stop Start Stop

Figure Ill. 9 : Fonctionnement du schéma asymétrique pour le détecteur DL.
Dans ce fonctionnement, les deux mesures de TAC sont dépendantes. Cette dépendance permet néanmoins de calculer
le retard et la position du photon incident (vair texte).

Dans ce cas, le temps mesuré par ce TAC dépend de la position du photon incident. On a:
t(TACL) = f(X) = L/V - 5= 2X/V (1. 1. 1)
t(TAC2) = f(X, DX) = 5 + Dt + X/V (11. 1. 2)
ou L et X sont présentésfigurelll. 9, V est lavitesse de conduction de I’impulsion électronique et
Dt le temps de retard d’ émission du photon par rapport al’ excitation. En combinant ces deux
équations, on trouve :
t(TACL) + 2t(TAC2) — (L/V +5) =2 It (I11.1.3)
Aing, il est possible de mesurer X et Dt.
Pour les deux schémas, la carte d acquisition consiste en un double convertisseur analogique-
digital. Dansle cas du schéma asymétrique, I’ acquisition prend en compte la correction présentée

équation I11. 1. 3. Dans les deux cas, |” histogramme généré par le logiciel d acquisition est bi-
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dimensionnel (Fig. I11. 10) avec, pour chagque photon compté, un échantillonnage sur 256 canaux

pour la corrélation spatiale et de 1024 canaux pour la corréation temporelle.
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Figure Ill. 10 : Histogramme 2D du retard et de |a position des photons comptés.

Chague photon a deux coordonnées (retard et position), |’ acquisition génére alors un histogramme a deux dimensions.
On peut extraire de cet histogramme les déclins de fluorescence provenant de différentes positions.

Concernant e fonctionnement de I’ acquisition du QA, les charges associées aux quatre
anodes indépendantes sont quantifiées puis numérisées indépendamment de la corrélation spatiale
mesurée grace a un signal provenant de I'intensificateur d éectrons, comme présenté dans le
schéma indépendant du DL. De plus, il est déterminé |le temps absolu de I’ arrivée du photon par
I” horloge interne de I’ ordinateur. Ainsi, a chaque photon compté correspond six coordonnées : [,
Q.. Q,, Q,, Q, et ladate. Lesinformations Q, sont traitées pour finalement caractériser a chaque
photon compté sa position (X, y), Dt et la date. Ce détecteur devrait s avérer trés performant pour

associer |’ approche des déclins de fluorescence (Dt) a une imagerie (X, y) résolue en temps (date).

[11. 2. Descriptif des montages

L e principe du microscope a épifluorescence inversé confére au systeme une géométrie
adéquate pour visualiser la fluorescence provenant de cellules en culture sur lamelle. En cdlule
vivante, lorsque I’ intensité d’ excitation n’ est pas maitrisée, cela entraine le photoblanchiment des
sondes et la production de radicaux libres en cellules par réaction photodynamique (Delic et al.,

1991). Pour prévenir cette perturbation, une issue est de réduire sensiblement le niveau d’ excitation.
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La sensibilité inhérente a la technique de comptage de photon unique corréé en temps permet
d’ opérer a de trés faibles intensités d’ excitation. Cette technique s avére donc un outil de choix

pour des études en cellules vivantes.

[11. 2. 1. Détection confocale
Le principe consiste afocaliser I’ excitation et & sélectionner al’ émission un volume focal a
I"aide d'un diaphragme ou pinhole (Fig. I11. 11). Ici, I’ entrée d’ une fibre optique fait office de

pinhole. Echantillon
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Figure Ill. 11 : Chemin optique du montage confocal.

Au diamétre du pinhole correspond la sélection du volume foca, ce qui permet de diminuer

sensiblement la profondeur de champ. En imagerie confocde, le plan (x, y) est balayé pour
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reconstituer une image point par point. Dans le cas d’ une acquisition corrél ée en temps, I’ adaptation

au balayage est délicate a cause de la nécessité d’ accumuler les photons uniques comptés pendant

un certain temps. Dans ce travail, il est présenté un systeme confocal sans balayage.

Le montage confocal installé au laboratoire de Robert Pansu a été caracté&risé en détall

(Schoutteten et d., 1997). Il est présentéfigurelll. 12.
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Figure Ill. 12 : Schémagénéral du montage confocal (Laboratoire PPSM, ENS Cachan).

analyser

Briévement, I’ excitation consiste en un laser Ti:Sa Tsunami pompé par un laser Argon (Spectra

Physics) délivrant des impulsions picoseconde & 495 nm avec une fréquence de répétition de 4

MHz. Le faisceau laser est directement dirigé vers I’entrée d'un microscope a épifluorescence

inversé Nikon et focalisé al’ aide d’ un objectif x 100 (ON = 0,8 —1,3) aimmersion. Lalocalisation
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subcellulaire de I’ excitation est contrélée soit par I’observation de la diffraction du spot laser
simultanément avec I'image de la cellule en transmission, soit par |’ observation de I’image de la
cellule en fluorescence par une illumination plein champ conjointement avec un repere fixe aux
oculaires. Il est aors possible de choisir lalocalisation subcellulaire du volume focal d’ observation.
L es photons de fluorescence provenant de ce volume sont collectés par I’ objectif et conduits a
travers une fibre optique vers le détecteur. C' est le diametre de lafibre qui joue le réle de pinhole.
Le volume focal correspond a1 mm?®. Ladiffusion provenant de |’ excitation est coupée par un filtre
placé devant I’entrée du détecteur. Le détecteur est un tube photomultiplicateur (Hamamatsu
R3809U) sans résolution spatiale. Le systéme d acquisition (Chap. I11. 1. 4) est numérisé sur 2048
canaux. Pour les études de polarisation, un rotateur de Fresnel est placé al’ excitation pour faire
tourner ladirection de polarisation du laser naturellement polarisé. Pour lasélection al’ émission, un

polariseur est placé avant lafibre optique.

[11. 2. 2. Détection par |le détecteur Delay-line

Cettefois, I’ excitation est homogéne dans tout |e champ d’ observation accessible au travers
de I’ objectif. En utilisant un objectif aimmersion a grande ouverture numeérique (ON = 1,3), on
diminue la profondeur de champ (en z) et on augmente larésolution en x et eny. Larésolution
gpatiale est moins bonne que pour un systéme confocal mais s avere suffisante al’ observation de
structures subcellulaires telles que mitochondries ou lysosomes. Pour un systeme de microscopie
de déclins de fluorescence utilisant le DL ou le QA, la microscopie plein champ a |’avantage
d’ exciter de maniere homogene tout I’ échantillon. 1l est alors possible de combiner la corrélation
temporelle qui nécessite une acquisition relativement longue a une imagerie de fluorescence
conventionnelle.

La caractérisation du montage utilisant le DL est présentée chapitre IV. 1. 1. L’ assemblage

de ce systéme est présentéfigure l11. 13.
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Figure Ill. 13 : Schémagénéral du montage DL.

L’ excitation consiste en un laser Ti:Sa Tsunami pompé par un MilleniaV associé a un sélectionneur
d’ impulsion et un doubleur de fréquence (Spectra Physics) délivrant des impulsions avec une
fréquence de répétition de 4 MHz et sélectionnable en longueur d’ onde entre 380 et 495 nm. Pour
obtenir une illumination "plein champ" avec le laser, deux lentilles (une convergente et une
divergente) sont positionnées sur le trajet optique du laser pour élargir le faisceau. A cause de la
cohérence du rayonnement laser, des franges d' interférences sont produites au niveau du plan focal
del’objet. L’ éimination de ces franges a été réalisée grace a un galvanometre (ERROL, France). Ce
montage optique permet d obtenir au plan focal de I’ objet une illumination homogeéne (voir Chap.
V. 1. 1). Un commutateur constitué d’un miroir pivotant permet de séectionner a I’entrée du
microscope I’illumination laser ou une illumination conventionnelle par une lampe a vapeur de
mercure 50 W. Le microscope a épifluorescence inversé (Leica DMIRBE) est généralement utilisé

avec un objectif ultrafluor x 100 (ON = 0,8 — 1,3) aimmersion. L’ image de fluorescence est alors
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envoyée sé ectivement vers deux sorties:: (i) sur laface d une caméra CCD refroidie a balayage lent
de 1024 x 1024 pixels numérisés sur 4096 niveaux de gris (SILAR, Russi€e) ou (ii) sur I’ entrée
d un détecteur DL (Eldy Ltd, Russie). L’ acquisition CCD permet une imagerie conventionnelle des
cellules pour visualiser la fluorescence du donneur et de |’ accepteur dans des expériences de FRET
ou pour contrdler |’ état cellulaire. Elle est aussi utilisée pour sélectionner la partie de I’image de
fluorescence vu par le DL correspondant a une surface de 50 pm sur 8 pm au niveau de
I” échantillon (I’ épaisseur de laligne du DL n'est pas négligeable) avec I’ objectif x100 (et optovar x
1,6). Lacorrélation temporelle des photons comptés par le détecteur DL est réalisée par rapport au
signal d'une photodiode ultrarapide (bande passante 1,5 GHz; Hamamatsu) illuminée par
I’ émission fondamentale résiduelle du laser Ti:Salors du doublage de fréguence (voir Chap. 111. 1).
La configuration d' acquisition présentée figure I11. 13 correspond a un schéma indépendant (Chap.

1. 1. 4).

[11. 3. Analyse des données

L es données expérimentales, sous forme d’ histogrammes, correspondent aux déclins de
fluorescence. L’ analyse consiste a gjuster ces déclins a des fonctions correspondant a des modéles
théoriques (voir Chap. I1). Pour I’ analyse des durées de vie, les déclins sont analysés sous laforme
d'une somme de déclins exponentiels, la vitesse de chaque déclin correspondant a une durée de vie
et le coefficient pré-exponentiel correspondant ala proportion de chague espéce. On a

it)=4 aexp(-t/t,) (11.3.1)
ou a et t, sont le coefficient pré-exponentiel et ladurée de vie de |’ espéce i, respectivement.
Pour analyser |” anisotropie de fluorescence, chagque déclin, parallée et perpendiculaire, est modédlisé
conjointement suivant les équations11. 3. 13 et 1. 3. 14, permettant de retrouver le déclin de
fluorescence et lafonction d’ anisotropie associée. A titre d’ exemple, pour ladiffusion rotationnelle
d’ une espece monoexponentielle modélisée par une sphére, on a

i,(t)=aBexp(-t/t)[1+2r exp (-t/f)] (1. 3.2
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i~(t)=aBexp(-t/t)[1-r,exp(-t/f)] (111.3.3)
ouat,r,etf sontle coefficient pré-exponentiel, ladurée devie, I’ anisotropieinitiale et le temps de

corrélation rotationnelle du fluorophore, respectivement.

[11. 3. 1. Algorithme d’ ajustement par la méthode des moindres carrés

Pour corriger les effets de I’acquisition sur les déclins de fluorescence mesurés, une
déconvolution par laréponse temporelle de |’ instrument est nécessaire. Cela consiste préal ablement
amesurer laréponse de I’instrument ala diffraction de I’ excitation laser (IRF, Instrument Response
Function). L’ impulsion picoseconde du laser d’ excitation peut étre considérée comme une source
infiniment courte. En d autres termes, elle correspond a une distribution de Dirac au temps O pour
I’ échantillonnage de I'intervalle de temps considéré dans les expériences de déclin. De fait, a
I’image de cette distribution de Dirac par I’ instrument correspond une distribution temporelle dont
lalargeur a mi-hauteur (FWHM, Full Width Half Maximum) est de |’ ordre de 100 ps. Déconvoluer
les données expé&rimentales, ¢’ est tenir compte de cette transformation dans I’ analyse des déclins. A
ladéconvolution des données expérimentales correspond la convolution par I'IRF des déclins

théoriques (Fig. 111. 14).
J_ L
ISNC= I
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Figure lll. 14 : Transformation des déclins théoriques par |e systéme d' acquisition.

A laréponse de I'instrument & une impulsion bréve (pic de Dirac) correspond une image dont la distribution
temporelle est non nulle (IRF, Instrument Response Function). Une méme distorsion existe pour les déclins. A la
convolution du déclin théorique par cette IRF correspond le déclin expérimental. La transformation inverse est la
déconvolution.



Ainsi, dans |’ agorithmique d' gjustement, la comparaison des déclins expérimentaux s effectue avec
le produit de convolution du modéle théorique par I’ |RF. Contrairement a la déconvolution, cette
convolution se calcule directement sans avoir a passer par |’ espace de Fourier. Les équations|i1. 3.

1,111.3. 2 et lll. 3. 35 écrivent alors

i(t)=IRF(t)* & g exp(-t/t,) (111. 3. 4)
i,(t) = IRF(t) * a/3exp (-t/t) [L+ 2r,exp (-t/f)] (1. 3.5)
i~(t) = IRF(t) * a/3exp (-t/t) [1-r,exp (-t/f)] (111. 3. 6)

Utilisant I'algorithme non-linéaire des moindres carrés de Marquardt, le Laboratory for
Fluorescence Dynamics (LFD, Université de I’ lllinois) a développé un logiciel d ajustement des
déclins d’intensité et d’ anisotropie de fluorescence mesurés expérimentalement (Beechem et d.,
1991). Ce logicid (Globals unlimited) permet de déterminer les paramétres d'un modée qui

minimise lafonction c?, avec
cZ:[f‘Sh\I (expérience —modéle)® /s / (N -m- 1) (111.3.7)
=1

ou N est le nombre de données (ici, le nombre de canaux temporels dans |’ histogramme), s, est la
déviation standard de ladonnéel, et m le nombre de parametres du modéle. Les valeurs du modéle
(modele) sont déterminées aprés convolution avec I’ |RF et proviennent d’ égquations du type des
équationsll. 3. 4, 111. 3. 5 et 11l. 3. 6. Le choix et |a pertinence des modeles s effectuent par

comparaison de lavaleur du c? pour chague modéle.

I11.3. 2. Analyse globale pour le DL

En plus d’ analyser séparément |es déclins de fluorescence, I'intérét du logiciel "Globals
unlimited" est de pouvoir effectuer des analyses dites globales (Beechem et a., 1991). Celaconsiste
aanalyser simultanément plusieurs déclins en liant certains parameétres d’ gjustement. Par exemple,
si chague déclin correspond a une longueur d’ onde d’ émission de laméme solution, en liant les
durées de vie (indépendantes de lalongueur d’onde d’ émission), I’analyse globale des déclins

permet de retrouver les différents facteurs pré-exponentiels de chaque déclin caractéristique du
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spectre d’ émission de chaque durée de vie. Cette approche s avére tres performante, profitant d’ une
meilleure statistique puisgue les déclins ne sont pas analysés séparément.

Pour le DL, les données peuvent étre analysées de la méme maniére, en construisant des
déclins de fluorescence pour différentes positions le long de laligne. En supposant que les durées
de vie détectées sont indépendantes spatialement, et en lesliant dans I’ analyse globale des différents
déclins, le résultat de ces gustements se trouve sous la forme d’une distribution spatiade de

concentration relative des différentes especes caractérisées par leur durée devie (Fig. 111. 15).

A

Coefficient t
pré-exponentiel !

\ ~

—

t2
— /\
- .
Dimension Dimension spatiale
Spatiae
Figure Ill. 15 : Analyse globale des déclins en fonction de leur position lelong du DL.

L es résultats sont présentés sous la forme de contributions de différentes durées de vie identiques pour tous les déclins
analysés. Ces contributions présentent des variations en fonction de la position spatiale le long du DL.

Par exemple, dans le cas de la GFP, mgjoritairement mono-exponentielle, en présence de FRET avec
un accepteur (par exemple la DsRed), il y aurait apparition d’une seconde durée de vie. La
distribution spatiale des concentrations relatives de ces deux especes pourrait correspondre a la
distribution de concentration relative de la proténe fusionnée ala GFP en interaction ou non avec

son partenaire fusionné ala Dsred, et ce selon lalocalisation cellulairelelong du DL.

75



ChapitrelV : Mise au point, développements et caractérisation des sondes

fluorescentes en cellules vivantes

Avant de présenter |es résultats biol ogiques démontrant les capacités de la microscopie des
déclins de fluorescence pour |’ étude de la dynamique et des interactions macromoléculaires en
cellule vivante, ce chapitre traite de la caractérisation du systeme DL et de la mise au point des
déclins d’'anisotropie de fluorescence sous microscope. Sont présentés ensuite les résultats
concernant les cinétiques de fluorescence de la GFP et de ses variants spectraux (XFP) seule ou
fusionnée a une protéine d’interét, la détermination des distances de Forster (R,) des couples de
XFP utilisés pour les études de FRET et la caractérisation de |” anisotropie de fluorescence de la
GFP. Enfin, sont analysées |es propriétés de fluorescence de I’ éthidium, molécule s intercalant dans
I’ ADN et constituant un marqueur de lachromatine. Tous ces résultats préliminaires s averent

essentiels al’ analyse et al’ exploitation des résultats biol ogiques présentés chapitre V.

V. 1. Développements technologiques

L es dével oppements technologiques présentésici concernent tout le travail effectué pour
amédliorer la performance des différents systémes de déclin de fluorescence utilisés. L’ adaptation de
ces systemes ala microscopie et al’ étude de la cellule vivante a demandé des dével oppements
techniques particuliers, et la caractérisation des mesures d’ anisotropie de fluorescence résolues en

temps.

V. 1. 1. Caractérisation du systeme DL

L e comptage de photon unique corrélé en temps et en espace adapté ala microscopie de
fluorescence est une technique en émergence. Le développement, la validation et I’ optimisation du
montage DL présenté chapitre I11. 2. 2 ont été nécessaires a son utilisation pour la biologie

cdlulaire.
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IV. 1. 1. 1. lllumination laser plein champ

Le concept expé&rimental del’illumination laser plein champ consiste a mimer I’illumination
avec lalampe a vapeur de mercure al’ entrée du microscope. En collaboration avec Christian Hubert
(ERROL), notre choix s est porté sur I’ expansion du faisceau laser d’origine al’aide de deux
lentilles. Lerésultat al’ entrée du microscope correspond a un faisceau trés |égerement divergent et

remplissant latotaité du diaphragme de champ lorsgu’il est ouvert (Fig. 1V. 1).

Lentille Lentille
divergente  convergente

Di aphragrﬁe de champ
du microscope

Faisceau laser

<+—>
Distance réglable

Figure IV. 1 : Expansion du faisceau laser al’ entrée du microscope.

Le laser est une source cohérente. L ors de son passage, | es optiques du microscope générent
des franges d’ interférence. Pour moyenner ces franges d’ interférence et obtenir une illumination
homogene sur tout le champ, un galvanomeétre utilisé a une fréquence de 60 Hz a été placé avant les
lentilles de telle sorte que le faisceau laser focalisé oscille de quelques millimétres al’ entrée de

I"expanseur (Fig. IV. 2).
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Figure IV. 2 : Schémadu galvanométre avant I’ expansion du faisceau laser al’ entrée du microscope.
L e galvanométre déplace a une fréquence de 60 Hz le faisceau laser de quelques millimétres al’ entrée de I’ expanseur de
faisceau.

Lerésultat de cet éclairement, avec et sans gavanomeétre, est présentéfigure V. 3.

Figure I V. 3 : Eclairement laser sans et avec le galvanométre.

L’image correspond a larefraction de I’ éclairement laser sur une surface réfléchissante (voir Fig. 1V. 4) (on peut
observer des stries droites sur cette surface) en utilisant un objectif x100 aimmersion a huile (ON = 1,3). (A)
Eclairement sans galvanomeétre ; (B) Eclairement avec galvanométre. On peut observer des franges d’interférences
concentriques sur I'image A qui ont disparu sur I'image B.
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Une autre méthode consistant ainjecter le faisceau laser dans une fibre, a agiter cette fibre a
basse fréquence (quelques Hertz), a utiliser I’ ouverture numérique de la sortie de la fibre pour faire
diverger le faisceau et arecolimater |le faisceau al’ aide d’ une lentille convergente, donne aussi de
trés bon résultats pour une illumination plein champ homogeéene (P. Bastiaens, communication
personnelle). Notre choix ne s est pas porté sur cette méthode. En effet, méme si e montage optique
du doubleur de fréquence corrige I’ achromaticité du systeme par une ligne de prismes en sortie, le
pointé du laser n’ est pas assez précis pour conserver les réglages d’injection dans lafibre lorsque
I”on change lalongueur d’ onde d’ excitation dans I’ intervalle 380-495 nm. Dans |le systéme que

nous avons choisi, la précision du pointé est moins drastique.

V. 1. 1. 2. Optimisation de laréponse temporelle

En utilisant comme échantillon une surface parfaitement réfléchissante et en utilisant un bloc
dichroique (épifluorescence) constitué uniquement d’un miroir dichroique, les quelques photons
provenant de lareflexion de I’ excitation transmis par le miroir sont suffisants pour acquérir la
réponse instrumentale ou IRF (Fig. 1V. 4). Optimiser le systéme temporellement consiste a
contréler laformedel’ IRF, adiminuer ou faire disparaitre les pré-pulses et aminimiser lalargeur a

mi-hauteur ou FWHM.

Echantillon

—1— réfléchissant

\ 4
Miroir dichroique

Transmission du
miroir dichroique
<1l%

<

Figure IV. 4 : Chemin optique pour I'acquisition de I’ RF.
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Le premier parametre qui joue directement sur I'IRF est le signa provenant de la
photodiode. L’ intensité du laser dirigé sur la photodiode est un paramétre critique. Si I’ intensité est
trop faible, il n'y apasde signal, si I’intensité est trop forte, la photodiode est éblouie et |e signal
ddivré est congtitué de plusieurs pulses, correspondant au pulse principa et aux rebonds
caractéristiques de la réponse de la photodiode. Dans ce cas, |es rebonds ne sont plus seuillés par
I’ électronique et le signal de la photodiode est faussé, ce qui influe directement sur I’ |RF. Dans un
fonctionnement normal, les rebonds sont faibles et sont seuillés au niveau du pré-amplificateur et du
discriminateur. Pour controler le signal de la photodiode, deux diagnostics sont mis en oeuvre : (i)
I"analyse du signa (fréquence et forme de I'impulsion) aprés le pré-amplificateur par un
oscilloscope atres grande fréquence (7 GHz), et (ii) le comptage des impulsions en sortie de
discriminateur pour valider lafréquence (Fig. 1V. 5). Pour régler la photodiode, quatre paramétres
interviennent : (i) I atténuation du rayonnement laser fondamental résiduel par lesfiltres de densité
optique, (ii) le pointé du faisceau laser sur la photodiode réglable al’ aide d’ un miroir de renvoi, (iii)

I"intensité du courant appliqué au pré-amplificateur, et (iv) le réglage du seuil a I'entrée du

v U 4054096
o )
P .

discriminateur (Fig. IV.5). o
S

SH@)

Seuil du
d
L aser fondamental I i
résiduel =
I Miroir de renvoi
Filtre de DO REGLAGE
REGLAGE Générateur
du préamplificata{r/
REGLAGE V"

Figure I V. 5 : Réglage du signal photodiode.

Ce réglage est constitué de quatre éléments : atténuation du laser, pointé du laser sur la photodiode, puissance de
préamplification et seuillage du signal al’ entrée du discriminateur. Deux é éments diagnostiques permettent le réglage
de laforme et la fréguence des signaux : un oscilloscope ultra-rapide et un compteur d’'impulsions.
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L’ autre parametre jouant sur I'|RF est le signal provenant du DL. De laméme maniére, le
signal est pré-amplifié et discriminé. Les paramétres électroniques d’ intensité du courant appliqué
au pré-amplificateur et de réglage du seuil al’ entrée du discriminateur sont optimisables. Un autre
paramétre inhérent au détecteur est la vadeur de la haute tension appliquée au détecteur et
principalement aux galettes de micro-canaux. Ce parameétre est crucial pour un bon réglage de la
réponse temporelle. De plus, tous ces réglages sont inter-dépendants et la seule approche
raisonnable est empirique.

Le signal provenant du DL et donc I'|RF dépend aussi des paramétres optiques. Si le
systéme optique d’illumination est mal réglé, des pré-pulses apparaissent sur I’ | RF correspondant a
quelques photons d’ excitation ayant été réfléchis sur le miroir dichroique ou sur laface d’ entrée de
I’ objectif. Bien qu’ils soient traités anti-reflet, la sensibilité du détecteur fait qu’il détecte quelques
photons dont |e chemin optique est plus court, donc générant des pré-pulses. Cet aspect s’ avere
d autant plus crucia que seul les photons d’ excitation générent des pré-pulses, on ne les retrouve
pas dans |les déclins. Pour contourner ce probléme, on peut acquérir I’ IRF en utilisant I’ émission de
fluorescence d’ une molécule ayant une durée de vie trés courte (par exemple |’ erythrosine, 100 ps).
Pour notre systéme, 100 ps est une valeur non négligeable par rapport ala FWHM de I’ IRF, et
nous n’ avons pas retenu cette méthode. Une démarche empirique des réglages optiques nous a
permis de largement minimiser ces pré-pul ses.

En routine, laréponse temporelle est de : FWHM = 127 + 22 ps (SD, n = 21). Lafigure I V.
6 présente la meilleure IRF obtenue correspondant a FWHM = 90 ps. On peut observer un léger

pré-pulse, de rapport 1/1000 par rapport au pulse principal .
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Figure IV. 6 : IRF optimisée obtenue sur le systéme DL.

IV. 1. 1. 3. Bruit et rapport signal/bruit

En accumulant les photons provenant d’ une lampe éectrique, donc complétement décorrélés
en temps (le réseau électrique génere un bruit contenant la fréquence de 60 Hz), on peut mesurer la
réponse du bruit sur toute la fenétre de temps de I'acquisition. La figure IV. 7 présente un
gjustement linéaire de cette acquisition. Le coefficient directeur de cet gjustement est nul (b = -3,87
10° + 3,35 10°). Le bruit accumulé par le DL est complétement décorrélé en temps. Ainsi, il 'y a

pas addition d’ un bruit corrélé en temps au déclin de fluorescence.

2000~V HA A A A A

[0}
c
S 1500
E Ajustement du bruit
5 Cchir2 = 0.998201
(]
L | a=1962 + 0.0159
o 1000 b = -3.874e-06 + 3.35e-05
'% y=a+bx
Z 5004
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200 400 600 800 1000

Temps (20 ps / canal)

Figure I V. 7 : Ajustement du bruit compté par le DL.
L e niveau compté est indépendant du temps signifiant qu’il n’existe pas de corrélation temporelle pour le bruit.
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C’est parce que le bruit, qu’il soit électronique ou photonigue, n’est pas corrélé en temps
que les détecteurs de photons uniques corrélés en temps sont si sensibles. Le signal, lui, est corrélé
en temps et donc le rapport signal sur bruit augmente automati quement. On mesure ce rapport sur
I’ RF comme le rapport du nombre de photons moyen détecté par canal dans une zone sans signal
par rapport au maximum de |’ |RF. Ce rapport correspond a |’ échelle dynamique accessible par le
détecteur. Dans des conditions normales d' utilisation du DL, I’ échelle dynamique est de I’ ordre de
10°. En prenant des précautions de noir absolu autour du systéme, la meilleure échelle dynamique

mesurée est de 9,3 10°.

IV. 1. 1. 4. Cdlibration spatiale

La calibration spatiale consiste a repérer la surface active du DL par rapport a une image
CCD, acaractériser ses dimensions, avérifier lalinéarité de laréponse spatiale du DL et acalibrer
spatialement les canaux. Une réglette microscopique (10 um par division) a été utilisée comme
échantillon pour cette caractérisation. Les propriétés de réflexion de lalumiére sur chaque ligne de la
réglette ont permis d’ acquérir des données sous forme d’une IRF (Fig. IV. 8). On a pu aors
caractériser les dimensions de la surface active du DL qui avait une réponse linéaire. En effet, des
effets de bord aux extrémités de laligne conductrice du DL ont amené a ne prendre en compte que
la partie centrale du détecteur qui, avec I’ échantillonnage choisi de 256 canauix, correspond a 160
canaux entre le canal 44 et le canal 204. Dans cet intervalle, laréponse est linéaire et correspond a 50
pm au niveau de I’ échantillon en utilisant I’ objectif x100 et I’ optovar (x1,6). Un canal correspond

donc a0,31 pm.
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Figure IV. 8 : Acquisition DL delaréflexion du laser sur une régle micrométrique.

L"image du haut correspond al’ acquisition CCD. La surface active du détecteur DL est représenté par un rectangle sur
cetteimage. L’ acquisition DL est représentée par son histogramme 2D (au milieu). L’ intégrale simple en fonction du
temps de cet histogramme correspond au hombre de photons comptés en fonction de la position spatiale et est
représentée sous laforme d’ une courbe (en bas).



Concernant la largeur de la surface active, son repérage a été effectué en déplacant
perpendiculairement une ligne réfléchissante paralléle au DL et en mesurant les photons détectés par
leDL (Fig. IV. 9). Lalargeur mesurée correspond a8 um au niveau de I’ échantillon. La surface
active, échantillonnée sur 160 canaux est donc de 50 pm sur 8 um (obj. X100, x1,6). Cette surface a
€té repérée par rapport a une acquisition CCD. Pour les études cellulaires, I'image CCD permet

donc de déterminer quelle région cellulaire correspond al’ acquisition du DL.

Ligne réfléchissante Surface active

du DL
\

» Déplacement delaligne

A

Nombre de
photons / seconde
comptés par le DL

Position delaligne

Figure IV. 9 : Mode opératoire pour la caractérisation de lalargeur de la surface active du DL.
Lorsgue laligne réfléchissante se trouve positionnée dans la surface active du DL, le nombre de photons comptés par
seconde est maximum. En déplacant cette ligne hors de la surface active, le nombre de photons comptés est
minimum. Lalargeur de la surface active est repérée en faisant varier la position de la ligne et en anaysant
simultanément |e nombre de photons comptés.
IV. 1. 1. 5. Cdibration temporelle

La calibration temporelle consiste a vérifier lalinéarité de la réponse temporelle sur toute la
fenétre de temps échantillonnée sur les 1024 canaux et & calibrer temporellement un canal. Pour cela,
une acquisition sequentielle de I’ IRF en introduisant différents retards sur le signal de la photodiode
a été effectuée. Lafigure IV. 10 présente I’ histogramme 2D de cette acquisition et son profil en

fonction des canaux temporels.
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Figure IV. 10 : Acquisition cumulée de !’ IRF avec différents retards introduits dans la chaine de comptage.
L’image du haut représente |” histogramme 2D de cette acquisition. L’ intégrale ssmple en fonction de la position de cet
histogramme correspond au nombre de photons comptés en fonction du temps et est représentée sous laforme d’' une
courbe (en bas).

On peut initialement remarquer que laforme del’ IRF n’ est pas modifiée suivant le retard introduit
et donc sa position dans la fenétre de temps. De plus, la position du maximum de I’ |RF en fonction

du retard est présentée sous laforme d’un graphe (Fig. IV. 11).
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Figure IV. 11 : Position des |RF en fonction des retards introduits dans la chaine de comptage.
L’ ajustement linéaire de ces données est satisfaisant et I’ inverse du coefficient directeur de cette droite présente la
calibration temporelle en ns/ canal.
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L’ gjustement linéaire de ces points prouve lalinéarité de la réponse temporelle et permet de calculer
que, pour cet échantillonnage (celui utilisé pour mesurer les déclins de fluorescence des GFP et

mutants), chague cana temporel correspond a 20 ps.

IV.1.1.6. Validation delamesure de durée devie

Pour valider |la mesure des durées de vie de fluorescence avec le DL, la rhodamine 6G,
Rd6G, en solution dans le butanol a été utilisée comme standard, sachant que cette molécule aun
déclin strictement mono-exponentiel en solution. L’ histogramme 2D des photons émis par cette
solution fluorescente a été analysé de deux manieres différentes : (i) en analysant le déclin total, ce
qui correspond aintégrer |’ histogramme suivant la direction spatiale sur toute lalongueur du DL, ou
(i) en analysant indépendamment chague déclin correspondant a I’'intégration sur dix canaux
spatiaux. Ainsi, pour le déclin total, présenté figure IV. 12, une unique durée de vie de 3,65 ns a été

trouvée, correspondant bien ala durée de vie attendue de la Rd6G dans |e butanol.
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Figure IV. 12 : Déclin de fluorescence de la Rd6G dans le butanol mesuré par le systéme DL.

La courbe présentée est I'intégrale simple en fonction de la position de I” histogramme d' acquisition 2D du DL et
correspond au déclin total mesuré soit le nombre total de photons comptés quelle que soit sa position spatiale en
fonction du temps.
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Lafigure IV. 13 présente simultanément le résultat des deux analyses, montrant la variation de la
durée de vie analysée localement par rapport al’ analyse totale. On remarque que cette variation est

trésfaible (+ 1 %), ce qui vaide la mesure de durée de vie sur toute lalongueur du DL.
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Figure I V. 13 : Variation deladurée de vie mesurée en fonction de la position spatiale.
Chague déclin local a été analysé séparément. Les résultats de ces différentes analyses sont présentés sous laforme de
points en fonction de la position. Est aussi représentée, sous laforme d’ une droite, la durée de vie issue du déclin
total présentéfigurelV. 12.
V. 1. 2. L’anisotropie de fluorescence sous microscope

L es mesures de déclin d’ anisotropie de fluorescence sous microscope pour |’ étude de la
dynamigue de macromolécules ont posé deux types de problemes: (i) |’ effet de la dépolarisation
induite par les diverses optiques du microscope sur la mesure des déclins d’ anisotropie, et (ii) la
normaisation des déclins de I'intensité paralléle et perpendiculaire pour la détermination de
I"anisotropie. Cette problématique Sest avérée essentidle a la vdidation des expériences
d’ anisotropie effectuées en cellule vivante sur le systeme confocal installé par I’ équipe de Robert

Pansu a Cachan (Tramier et a., 2001, Tramier et al., 2000).
V. 1. 2. 1. Normalisation des déclins
Dans le cas de la diffusion rotationnelle d’'une petite molécule étudiée par déclin

d’ anisotropie, la normalisation des déclins paralléle et perpendiculaire s effectue smplement en
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faisant correspondre les queues des deux déclins aux temps longs (méthode du "Tail-Matching").
En effet, danscecas, onaf <t (voir Ch. 11. 3. 3), et I’ anisotropie est nulle aux temps longs, ce qui
correspond au fait que le systéme a alors perdu la mémoire de son orientation initiale et que les
intensités, paraléle et perpendiculaire, sont égales (Fig. 1V. 14).

A
Intensité paralléle

Log

(intensité) ____ Intengité perpendiculaire

Temps

Figure I V. 14 : Représentation théorique des déclins paralléle et perpendiculaire pour une anisotropie nulle aux
temps longs.

Par contre, lorsque I'anisotropie ne relaxe pas compléetement dans le temps du déclin de

fluorescence (Fig. IV. 15), cette normalisation ne peut pas s effectuer.
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Figure I V. 15 : Représentation théorique des déclins paralléle et perpendiculaire pour une anisotropie non nulle
aux temps longs.

Pour les mesures de déclin d’ anisotropie concernant la dynamique de macromolécules, il a été

nécessaire d'introduire une autre méthode de normalisation qui tient compte des variaions
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d'intensité d’ excitation et d’émission dues aux optiques et des conditions propres al’ acquisition de
chaque déclin.

Cette méthode repose sur lamesure des quatre intensités stationnaires, 1, 1., I, €t I,
correspondant aux quatre orientations respectives de la polarisation d'excitation et d émission,
immédiatement avant I’ acquisition des déclins paralléle, i, (t), et perpendiculaire, i, (t). Ces déclins
expérimentaux sont alors normalisés en utilisant la mesure des quatre intensités stationnaires. Pour
corriger du temps d’ acquisition, du photoblanchiment éventuel ou des fluctuations d’ intensité du
laser excitateur durant les acquisitions du déclin paraléle et perpendiculaire, une premiére

normalisation consiste a comparer les intensités stationnaires avec I’ intégrale sous la courbe des

deux déclins. Considérant que cette intégrale est proportionnelle al’intensité de fluorescence, on a

alors pour iNyH(t) et iNpn(t), les déclins normalisés :

iNyH(t) = [Iyh/ dynt)dt] ivh(®) (IV.1.1)
et

iNh(®) = [1hh / hn(DAt] inh(®) (IV.1.2)
T, lefacteur de correction temporel est donc défini par

iNyH®) 7 iINFR() = T iy 7 ihn() (IV.1.3)
ou

T =[lyh Ghn(t) dt] / [Inh Gyr(t) o] (IV.1.4)

Ces déclins normalisés ne correspondent pas aux déclins paralleles et perpendiculaires réels. En
effet, selon les différentes orientations de polarisation al’ excitation et al’ émission, I’ efficacité de
transmission de lalumiére al’ intérieur du systeme optique et plus particuliérement du microscope

sont différentes. Lafigure 1V. 16 présente la géométrie du systéme confocal.
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Figure IV. 16 : Chemin optique et configuration géométrique de I’ anisotropie sous microscope.

En excitant avec une lumiére polarisée suivant ladirection verticale, al’ émission ladirection de polarisation paralléle
acelle d' excitation est la direction horizontale. De méme, la direction perpendiculaire est la direction verticale.
Réciproguement, en excitant avec une lumiére polarisée suivant la direction horizontale, la direction paralléle est |1a
verticale et ladirection perpendiculaire est I horizontale.

Larelation entre les intensités stationnaires paralléles et perpendiculaires réelles, Ipgr €t Ipey, €t les
guatre intensités stationnaires mesurées donne :

lvh=SvSh Ipar

lw =SSy I per

lhv = ShSv I par

lhh = ShSh Iper (1IV.1.5)
ou Sy et S, sont les efficacités de transmission al’ excitation pour lalumieére polarisée verticalement
et horizontalement, respectivement, et Sy, et S, cellesal’ émission. En considérant les équations V.
1. 5, on peut écrire:

lvh/ 1hh = [Sv/ Shl [1par / Iper | (IV.1.6)
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(vh!w) / (Ihv 1) = (Sy/ Sh)? (IV.1.7)

En combinant les équations V. 1.6 et1V. 1. 7, ona:
lvh/ 1hh = [Avh ) / (b 1h] Y2 par £ 1per (V.1 8)

Pour iNyH(t) and iNKR(t), les déclins normalisés temporellement, I’ équation V. 1. 8 devient

iNyR(t) /iNRn(t) = G ipar(t) / iper(®) (IV.1.9)
ou G, le facteur de correction géométrique s écrit
G=[(lvhIw)/ (hy 1n1 Y2 (IV. 1. 10)

Dans|’équation IV. 1. 9, ipg(t) et iper(t) correspondent auix déclins parallele et perpendiculaire

réels, respectivement. En combinant les équations1V. 1. 3et1V. 1.9, 0ona:

ipar(t) / iper(t) = (T / G) (ivn(t) / ihh()) (1v.1.11)
Lafonction d’ anisotropie, r(t), est définie par (voir Eq. I1. 3. 12) :
r(t) = [ipar(t) - iper(®] / [ipar(t) + 2i per(t)] (V. 1.12)

En utilisant I’ équation V. 1. 11, r(t) est directement obtenue a partir des déclins expérimentaux,
ivh(t) etipnh(t), en utilisant T et G mesurés a chague expérience d’ anisotropie :

rt) = [T iypt) - Giph®] / [T iyp(t) + 2 G ipn(] (V. 1. 13)
Aing, normaliser les déclins expérimentaux consiste a multiplier réciproquement iy (t) et iy (t) par

TetG.

IV. 1. 2. 2. Vaidation de lamesure d’ anisotropie

Pour vdider la normalisation et la mesure d'anisotropie sur le systeme confocal, des
mesures de déclins d’ anisotropie de la Rd6G comme modéle ont été entreprises (Tramier et al.,
2000). En solution dans e butanol, le temps de corréation rotationnel de la Rd6G est de |’ ordre de
875 + 50 ps (Philips et al., 1985), en cohérence avec lataille de lamolécule et la viscosité du
butanol. Sachant que pour la Rd6G dans le butanol f <t, il est possible de comparer les résultats

des gjustements obtenus apres la normalisation par la méthode de "Tail-Matching” et par la méthode
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présentée précédemment (Ch. IV. 1. 2. 1). Le modele choisi pour les ajustements correspond ala
diffusion rotationnelle d’ une sphere (Eq. I1. 3. 16). Dans ce cas, |es équations utilisées pour cet
ajustement sont présentées chapitre l11. 3. 1 (Eq. I11. 3. 5et 111. 3. 6).

Le résultat des différents gustements de cette mesure effectuée a deux ouvertures

numériques différentes (ON = 1 et 1,3) de I’ objectif X100 est présentétable V. 1.

Table V. 1: Comparaison des paramétres de diffusion rotationnelle de la Rd6G dans |e butanol

obtenus par différentes méthodes de normalisation et a différentes ON de I’ objectif x100.

a t (ns) r f (ps)

"Tall-matching"
ON=13 15,4 34 0,296 830
0,4 0,1  £0,024 £120
ON=1 13,7 34 0,320 820

+0,4 +0,1 +0,022 +90

Normalisation exp&imentale
ON=13 151 34 0,292 770
+0,4 +0,1  +0,036 +100

ON=1 12,5 34 0,320 800
+0,4 +0,1  +0,021 +70

a = facteur pré-exponentiel, t = durée de vie de fluorescence, r, = anisotropieinitiale et f = temps de corrélation
rotationnelle.

L es valeurs obtenues sont indépendantes de la méhode de normalisation et correspondent aux
valeurs attendues. Ce résultat permet de valider |a mesure de déclin d’ anisotropie sous microscope

en mode confoca et aussi la méthode qui permet de normaliser les déclins paraléle et
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perpendiculaire sans faire I’ hypothese d’ une relaxation compléte de |’ anisotropie aux temps longs,
cequi d ailleurs est fort improbable pour les études de dynamique de macromolécules en cellules

vivantes.

IV. 1. 2. 3. Variation der, en fonction de |’ ouverture numérique de I’ objectif

En analysant les différentes valeurs der, I’ anisotropie initiale, danslatable 1V. 1, on peut
remarquer que cette valeur varie en fonction de I’ ouverture numérique (ON) de |’ objectif. Lavaleur
théorique de r, pour la Rd6G correspond a la valeur maximale de 0,4 sachant que pour cette
molécule les dipbles d’ absorption et d’ émission sont paralleles (Ch. Il. 3. 1). Axelrod a décrit
théoriquement cette situation (Axelrod, 1979, Axelrod, 1989). Son approche théorique explicite la
diminution der, lorsque I’ON de I’ objectif augmente. Pour vérifier que la diminution der, que
nous mesurons correspond au dével oppement théorique d’ Axelrod, différentes mesures de déclin
d’ anisotropie de la Rd6G dans le butanol ont été effectuées en faisant varier I’ON de I’ objectif
(entre 0,8 et 1,3). Les résultats expérimentaux sont présentés figure IV. 17, simultanément avec la

courbe de variation issue du traitement théorique d’ Axelrod.
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Figure IV. 17 : Dépendance de !l anisotropieinitiae, r,, en fonction de |’ ouverture numérique de I’ objectif.
L es données expérimental es (symboles) correspondent a des mesures effectuées sur la Rd6G dans e butanol (objectif
x100). La courbe théorique (ligne) provient du traitement mathématique effectué par D. Axelrod (1979).

94



On remarque gue les résultas expérimentaux sont bien en accord avec la théorie. On ne peut pas
exclure que certaines valeurs expérimentales de r, soient entachées d’ une diminution supplémentaire
correspondant a d’ autres dépolarisations induites par différentes optiques du systeme. Néanmoins,
ces dépolarisations parasites n’ affectent pas de fagon significative la mesure sous microscope des
paramétres des déclins d'anisotropie. La diminution du r, & grande ouverture numérique de
I’objectif n"est pas un obstacle a la caractérisation des cinéiques de dépolarisation de la

fluorescence.

V. 2. Caractérisation des sondes fluor escentes utilisées en cellules vivantes

Pour éudier la dynamique et les interactions de macromolécules en cellule vivante en
utilisant la technique des déclins de fluorescence, de nombreuses mises au point ont €té nécessaires.
Il s agissait notamment de marquer sélectivement les macromol écul es étudiées de maniére a ce que
I’ étude en cellule vivante soit envisageable. De plus, pour analyser du mieux possible les déclins de
fluorescence mesurés en cellule, une bonne connaissance des sondes utilisées et de leurs propriétés

S avere essentidlle.

IV.2. 1. LaGFP

Une partie de mon travail a consisté a caractériser les différents déclins de fluorescence de la
GFP et de ses variants spectraux en cellules, a étudier les variations de ces déclins pour les protéines
fusion, & déterminer les valeurs de R, pour les différents couples de FRET et a caractériser
I” ani sotropi e de fluorescence de la GFP seule en solution et en cellule. Concernant les études en
cellule vivante, toutes ces expériences ont été effectuées apres transfection en cellule Vero, lignée

cellulaire derein de singe.
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IV. 2. 1. 1. Déclins de fluorescence de la GFP et variants spectraux

Les expériences présentéesici consistent a mesurer les déclins de fluorescence de la GFP et
de ses variants spectraux exprimeés en cellule. Les plasmides transfectés proviennent de Clontech :
les plasmides présentant des mutations par rapport ala GFPwt (EGFP présentant |es mutations
F64L et S65T ; ECFP présentant les mutations F64L, S65T, Y66W, N14661, M153T et V163A ;
EY FP présentant les mutations S65G, V68L, S72A et T203Y ; EBFP présentant les mutations F64L,
S65T, Y66H et Y145F) ainsi que le plasmide DsRed. Les différents spectres d’absorption et

d' émission de ces protéines sont présentés figure IV. 18.
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Figure I V. 18 : Spectresd absorption et d’ émission des protéines autofluorescentes.

Lalocalisation cellulaire de ces protéines est homogéne, tant dans le noyau (nucléoles exclus) que

dansle cytoplasme (Fig. IV. 19).

Figure IV. 19 : Localisation subcellulaire de la GFP exprimée en cellules Vero.
L’ image a été acquise par lacaméra CCD en utilisant I'illumination de lalampe a vapeur de mercure (50 W) avec | .
=480 nmet 515 < | ,,, <560 nm. Barre = 10 um.
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Outre la caractérisation de chaque protéine auto-fluorescente par sa ou ses durées de vie, on a pu
vérifier que les propriétés cinétiques de fluorescence ne variaient pas en fonction de lalocalisation
cellulaire. Lastabilité du chromophore et de ses propriétés dans différents contextes cellulaires sont

un pré-requis important aux éudes de FRET et d’ anisotropie.

IV.2.1.1. 1. LaGFP
LafigurelV. 20 présente une acquisition DL de la fluorescence de la GFP en cellule vivante
al ,.=480nmet515< 1|, <560 nm. Lacourbe présentée correspond au déclin total intégré sur

toute lalongueur du DL.
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Figure IV. 20 : Acquisition DL dela GFP exprimée en cellules Vero.

Sur I'image CCD est représentée la surface active du détecteur DL. L’ acquisition a été menée avec | . = 480 nm et
515 < | 4, <560 nm et est représentée par | histogramme 2D (temps et position) des photons comptés. L’ intégrale
simple de cet histogramme en fonction de la position correspond au nombre de photons comptés en fonction du
temps et est représentée sous laforme d’ une courbe. C' est le déclin de fluorescence total de la GFP mesuré par le DL.

Cette courbe se présente, en échelle logarithmique, comme une droite, caractéristique de laforme

mono-exponentielle du déclin. L’ gjustement par un modéle monoexponentiel est satisfaisant et la
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durée de vie mesurée est de 2,6 + 0,1 ns. Cette durée de vie est identique tout le long de laligne,
guelle que soit la localisation subcellulaire. D’ autres déclins de fluorescence de la GFP ont été
obtenus sur le systeme confocal (Tramier et a., 2001) donnant les mémes résultats. Ce résultat est
en accord avec les valeurs obtenues en cellules par phase et modulation (Pepperkok et al., 1999,

Swaminathan et d., 1997).

IV.2.1.1. 2. LaCFP
LafigurelV. 21 présente une acquisition DL de lafluorescence de la CFP (C pour cyan) en

celulevivanteal . =440 nmet 470<1 , <500 nm.
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Figure IV. 21 : Acquisition DL dela CFP exprimée en cellules Vero.

Sur I'image CCD est représentée la surface active du détecteur DL. L’ acquisition a été menée avec | .. = 440 nm et
470 <1 ., <500 nm et est représentée par |” histogramme 2D (temps et position) des photons comptés. L' intégrale
simple de cet histogramme en fonction de la position correspond au nombre de photons comptés en fonction du
temps et est représentée sous laforme d' une courbe. C'est le déclin de fluorescence total de la CFP mesuré par le DL.
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On peut constater que la courbe représentée n'est pas droite, le déclin ne représente pas une
cinétigue mono-exponentielle. En effet, en gjustant la courbe expérimentale provenant du DL, on
obtient pour la CFP deux durées de vie : 3,4 nsavec un coefficient pré-exponentiel de 0,6 et 1,3 ns
avec un coefficient pré-exponentiel de 0,4 (la somme des coefficients pré-exponentiels a été
normalisée a 1). Des gjustements locaux le long de laligne du DL montrent que le déclin de
fluorescence de la CFP ne varie pas en fonction de salocalisation sub-cellulaire. Pour comparer les
différentes mesures effectuées dans différentes cellules, nous avons introduit la notion de durée de
vie moyenne, <t >, correspondant a

<t>=3 at,/a g (IV.2.1)
ou & et t, sont le coefficient pré-exponentiel et la durée de vie de I’ espéce i, respectivement. Les
résultats de déclin de fluorescence dela CFP sont <t> =249 + 0,18 ns (n = 4).

La propriété bi-exponentielle du déclin de fluorescence de la CFP avait déja été pressentie
par des expériences de phase et modulation a une seule fréquence présentant des valeurs différentes
entre ladurée de vie caculée a partir du déphasage et la durée de vie caculée a partir de la
démodulation (Pepperkok et al., 1999), résultat caractéristique d’ un déclin multi-exponentiel. On
peut penser que I’ existence de deux bandes d’ absorption et d’ émission pour la CFP (Fig. 1V. 22)
correspondent a deux états différents du chromophore dont les vitesses de désexcitation seraient

différentes, ce qui expliquerait le résultat bi-exponentid.
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Figure V. 22 : Spectre d absorption (continu) et d’émission (pointill€) de la CFP.
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En ce sens, les études en cellules menées par R. Pepperkok et collaborateurs en phase et modulation
adeux longueurs d’ onde d’ excitation différentes, présentent des résultats (t, = 2,07 nset t,, = 2,68
nsa458 nm, t, = 1,32 nset t,, = 2,23 ns a488 nm) qui suggérent que les proportions des deux
durées de vie varient en fonction de lalongueur d’ onde d’ excitation (Pepperkok et al., 1999). Pour
mieux comprendre la photophysique de ce chromophore, une étude précise des déclins associés au
spectre permettrait de déterminer si les deux durées de vie sont associées a des bandes d absorption
et d’ émission spécifiques. De plus, il serait intéressant de déterminer si les deux formes sont en

équilibre stable et de quels paramétres dépendent leur proportion.

IV.2.1.1. 3. LaYFP
Lafigure V. 23 présente une acquisition DL de lafluorescence delaYFP (Y pour yellow)

encdlulevivanteal . =490 nmetl| > 510 nm.
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Figure IV. 23 : Acquisition DL delaY FP exprimée en cellules Vero.

Sur I'image CCD est représentée la surface active du détecteur DL. L’ acquisition a été menée avec | .. = 490 nm et
| o > 510 nm et est représentée par |’ histogramme 2D (temps et position) des photons comptés. L’ intégrale simple
de cet histogramme en fonction de la position correspond au nombre de photons comptés en fonction du temps et est
représentée sous laforme d’ une courbe. C'est le déclin de fluorescence total dela 'Y FP mesuré par le DL.
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L’ accordabilité du laser Ti:Sa ne permet pas d’ exciter la’Y FP a son maximum d’ absorption (514
nm). La courbe expérimentale présente, en échelle logarithmique, la forme d'une droite dont
I’ g ustement mono-exponentiel permet de caractériser ladurée deviedelaYFP qui est de 3,09 ns.
L’ gjustement des déclins locaux montre que la durée de vie de cette protéine ne varie pas en fonction
de salocalisation sub-cdllulaire.

Des études de durée de vie sur des protéines Y FP en cellule et in vitro donnent des résultats
différents (Heikal et d., 2000, Pepperkok et d., 1999). Si toutes ces études de durée de vie
s accordent sur la mono-exponentialité du déclin, des valeurs significativement différentes de durées
de vie ont été trouvées. En fait, les protéines Y FP utilisées dans ces études n’ ont pas toutes les
mémes mutations. La table IV. 2 récapitule les divers résultats obtenus en relation avec ces

mutations.

TablelV. 2: Durées de vie des différents mutants Y FP (mutations communes : S72A, T203Y).

M utations supplémentaires

Technique Contexte Duréedevie(ns) Référence

S65G P&M Cdlie  t, =285 (Pepperkok et dl.,
tw =288 1999)

F64L, SE5T P&M Celue  t =369 (Pepperkok et dl.,
tw =360 1999)

SB5G, V68L, Q69A TCSPC  Solution t =360 (Heikal et ., 2000)

SB5G, V68L TCSPC  Cellue  t=3,09 Cetraval

Les deux mutations principales supposées intervenir dans les propriétés de fluorescence du
chromophore (déplacement dans le rouge des spectres d’ absorption et d’ émission) sont T203Y et
S65G ou S65T. Les autres mutations ne sont censees qu’ aider et stabiliser le repliement de la
proténe, excepté lamutation QE69A, I’ acide aminé 69 intervenant dans I’ environnement é ectronique

du chromophore (Tsien, 1998). Ains les quatre mutants présentéstable V. 2 peuvent se partager en
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trois groupes : (i) mutations S65G et T203Y avec une durée de vie d’ environ 3 ns, (ii) mutations
S65T et T203Y avec une durée de vie d’ environ 3,6 ns, et (iii) mutations S65G, Q69A et T203Y avec
une durée de vie de 3,6 ns. On obtient une corrdation entre la durée de vie et les différentes
mutations a la position 65, 69 et 203. Ce qui rend malgré tout difficile I'interprétation de ces
différents résultats, c’est qu’ils ont été obtenus sur différents systémes expérimentaux et dans
différents contextes (pour les études en solution (Heikal et al., 2000), la protéine a été exprimeée en
bactérie puis purifiée). Une étude des différents mutants sur un méme systéme et dans un méme

contexte permettrait d’ analyser plus finement les effets de ces mutations sur les durées de vie.

IV.2.1. 1. 4. LaBFP
Lafigure V. 24 présente une acquisition DL de la fluorescence de la BFP (B pour blue) en

cdlulevivanteal . =380 nmet 425<1 , <495 nm.
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Figure V. 24 : Acquisition DL delaBFP exprimée en cellules Vero.

Sur I’'image CCD est représentée la surface active du détecteur DL. L’ acquisition a été menée avec | . = 380 nm et
425 < | ,, <495 nm et est représentée par I” histogramme 2D (temps et position) des photons comptés. L’ intégrale
simple de cet histogramme en fonction de la position correspond au nombre de photons comptés en fonction du
temps et est représentée sous laforme d' une courbe. C'est |e déclin de fluorescence total de la BFP mesuré par le DL.
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L’ allure de la courbe indique clairement |a présence d’ une durée de vie plus courte que celles
caractérisées jusqu’ici. L’ gjustement par un modél e bi-exponentiel donne deux durées de vie, 0,4 ns
et 2,7 ns, avec comme coefficient pré-exponentiedl 0,85 et 0,15, respectivement. Une étude
comparative des durées de vie de I’ autofluorescence dans des cellules n’ exprimant pas |la BFP et de
lafluorescence de la BFP a été entreprise pour déterminer si les résultats présentésici permettaient
de caractériser laou les durées de vie de laBFP. Lafigure IV. 25 montre les deux courbes des
déclins de fluorescence de la BFP et de |’ autofluorescence cellulaire.
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Figure V. 25 : Comparaison du déclin de fluorescence de la BFP (noir) et du déclin de I'autofluorescence
cellulaire (gris).
L’ analyse de I’ autofluorescence donne trois durées de vie, 0,2 ns, 0,9 ns et 4 ns avec comme
coefficient préexponentiel 0,56, 0,35 et 0,1, respectivement. Au vu de ces résultats, il est donc tres
difficile de discriminer les différentes durées de vie mesurées et de savoir quelle est 1a contribution
de I’ autofluorescence dans e déclin de la BFP.

Le rendement quantique de laBFP n’ est que de 0,24 a comparer au rendement quantique de
la GFP qui est de 0,7 (Tsien, 1998). Son coefficient d’ extinction molaire maximum est aussi trois

fois plus faible que cdui de la GFP. De plus, en cdlules, lorsque I'on excite a 380 nm,
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I’ autofluorescence cdlulaire principaement due au NADH est importante. Les propriétés de
fluorescence de la BFP sont trop proches de celles de |’ autofluorescence pour que I’on puisse
utiliser cette protéine afaible niveau d’ expression en cellules. Pour toutes ces raisons, pour les

études de FRET et d’ anisotropie, la BFP a été abandonnée.

IV.2.1.1.5. La DsRed
L e spectre d absorption de la DsRed est trés large, ce qui permet de I’ exciter a490 nm. La
figure IV. 26 présente une acquisition DL de lafluorescence delaDsRed en cellulevivanteal . =

490 nmet | > 510 nm.
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Figure V. 26 : Acquisition DL delaDsRed exprimée en cellules Vero.

Sur I'image CCD est représentée la surface active du détecteur DL. L’ acquisition a été menée avec | .. = 480 nm et
| o > 510 nm et est représentée par |’ histogramme 2D (temps et position) des photons comptés. L’ intégrale simple
de cet histogramme en fonction de la position correspond au nombre de photons comptés en fonction du temps et est
représentée sous laforme d’ une courbe. C'est le déclin de fluorescence total de la DsRed mesuré par le DL.
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Le déclin, en échelle logarithmique, correspond a une droite. L’ ajustement mono-exponentiel donne
comme unique durée de vie 3,5 ns pour la DsRed. L’ gjustement des déclins locaux montre que la
durée de vie de cette protéine ne varie pas en fonction de salocalisation sub-cellulaire.

Différentes valeurs de durées de vie de |la DsRed ont déja été reportées dans la littérature
(Heikal et d., 2000, Jakobs et d., 2000), mais jamais en celules de mammifere. Jakobs et
collaborateurs présentent des résultats en bactéries Escherichia coli en excitant & 950 nm par la
technique du deux-photons et leurs résultats donnent des déclins mono-exponentiels avec des
durées de vie variables selon les bactéries entre 3,1 ns et 1,3 ns (Jakobs et al., 2000). Dans tous les
cas, la durée de vie mesurée est inférieure a celle obtenue dans nos études. Ces différences
pourraient s expliquer par : (i) lamaturation des protéines, différente en cellule et en bactérie, et (ii)
I’ excitation bi-photonique. Pour ce que I’ on peut supposer de la photophysique de la DsRed et de
salente maturation d’ une espéce verte vers |’ espéce qui fluoresce dans le rouge (Baird et al., 2000,
Gross et al., 2000), il semble étre encore un peu tét pour expliquer ce résultat. D’ autres études en
solution sont plus conformes a nos résultats (Heikal et al., 2000), rapportant une durée de vie de
3,65 ns. En I’ état actuel des choses, il serait intéressant de caractériser en cellules s'il existe une
espece verte de cette protéine, et si cette espece (bien qu’ elle ait été décrite comme tres faiblement
fluorescente (Gross et al., 2000)) peut étre handicapante dans les études de FRET. De plus, la
protéine a été décrite comme formant des tétraméres (Baird et d., 2000, Jakobs et al., 2000, Wall et
a., 2000). Des contrOles dans les expériences de FRET utilisant la DsRed s avérent donc
indispensables (voir Ch. V. 1). Il est probable qu'a I'avenir, différents mutants améliorant la

maturation et la solubilité de cette protéine seront proposés.

En résumé, lafigure IV. 27 présente un comparatif des différents déclins mesurés qui sont

bien corré és avec les durées de vie récapitulées danslatable V. 3.
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Figure I V. 27 : Comparaison des différents déclins de fluorescence des proténes autofl uorescentes.

Lafigure du haut présente un agrandissement du cadre pointillé de la figure principale. Tous les déclins proviennent
des acquisitions DL et ont été normalisés a 10000 coups au maximum. La position relative de ces déclins aux temps
courts et aux temps longs correspond bien qualitativement aux résultats présentéstable V. 3.

TablelV. 3 : Durées devie des différentes X FP.

“Protéine t, (ns) a t, (ns) a,
EGFP 2,6 1
ECFP 34 0,6 13 0,4
EYFP 3,1 1
EBFP 2,7 0,15 0,4 0,85
DsRed 35 1
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IV. 2. 1. 2. Déclins de fluorescence de la GFP fusionnée a différentes protéines d’ intérét

Une étude précise des durées de vie de la GFP et de plusieurs de ses protéines fusion a été
entreprise pour caractériser plus finement des variations éventuelles. Pour ces mesures, la correction
des effets de polarisation sur le déclin de fluorescence, peu importants et négligeables en premiére
approximation, a été nécessaire. Cela consiste arecueillir I’ émission de fluorescence atravers un
analyseur positionné a 54,7° de la direction de polarisation du laser, source d’ excitation. Dans cette
geométrie, lafluorescence recueillie correspond al ,, + 2 1., somme indépendante des effets de

polarisation (voir Ch. I1. 3. 2).

IV. 2. 1. 2. 1. Duréesdevie dela GFP en fonction du temps apreés transfection

Les mesures, effectuéesaJ;, J, ou J, aprés la transfection, ont toutes été analysées selon un
modele mono-exponentiel et un modée bi-exponentiel. Les résultats de ces gustements sont
présentéstable IV. 4. A J, et pour deux mesures sur cing a J,, les ¢?, critéres de minimisation de
I’ gjustement, ne sont pas améliorés par le modéele bi-exponentiel, ce qui confirme la nature mono-
exponentielle du declin de la GFP. Par contre, pour les autres mesuresa J, et pour toutes les
mesures a J,, les ¢ obtenus par |e modéle bi-exponentiel sont |égerement meilleurs. Ces résultats
pourraient suggérer I’ apparition d’ une seconde durée de vie de ~ 2 ns avec une contribution de ~
0,20. Ces déclins ont aussi été analyses en utilisant une distribution gaussienne de durée devie. Le
modéle est, dans ce cas, décrit par la valeur au maximum de la distribution et |a largeur de la
distribution. Pour ce modée, les c? obtenus sont équivalents aux ¢? obtenus précédemment par les
modeles discrets. Ainsi, pour les déclins trouvés mono-exponentiels, lalargeur de la distribution est
nulle, pour les déclins trouvés bi-exponentiels, lalargeur de la distribution est entre 0,2 ns et 0,4 ns.
Cette derniere analyse suggéere qu’ au lieu de I’ apparition d’ une seconde durée de vie, ¢’ est une
distribution de durée de vie autour de ladurée de vie initiale (celle mesurée a J,) qui apparaitrait

deux ou trois jours apres transfection.
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TablelV. 4: Duréesde vie dela GFP en fonction du temps aprés transfection.

Jour apres t t, t,

transfection  (ns) c? (ns) a (ns) a c?
J 2,70 5,478 2,86 0,55 2,49 0,45 5,474
J 2,81 7,885 2,81 - 2,79 - 7,901
J 2,76 2,192 2,78 0,98 1,29 0,02 2,188
J 2,75 2,288 2,76 - 2,74 - 2,297
J, 2,79 2,666 2,79 - 2,79 - 2,671
J, 2,78 2,301 2,78 - 2,76 - 2,305
J, 2,69 4,551 2,81 0,80 1,94 0,20 4,458
J, 2,69 6,941 2,78 0,86 1,94 0,14 6,680
J, 2,75 2,160 3,00 0,66 2,15 0,34 1,991
J; 2,69 1,786 2,81 0,81 2,05 0,19 1,721
J; 2,67 2,544 2,82 0,73 2,18 0,27 2,481
J; 2,64 2,981 2,83 0,70 2,08 0,30 2,783

IV. 2. 1. 2. 2. Durées de vie des protéines fusion GFP

L es résultats des ajustements des mesures effectuées sur les différentes protéines fusion,
GFP-TK (Thymidine kinase du virus de I’ herpés simplex type 1), TK-GFP, GFP-EBNA (Epstein
Bar Nuclear Antigen), LNA-GFP (Latency Nuclear Antigen du virus herpes humain 8), sont
présentés table 1V. 5. Dans ce cas, quel que soit e temps apres transfection, et pour toutes les
protéines fusion en C ou en N-terminal, le modéle bi-exponentiel donne de bien meilleurs ¢?. La
moyenne de ces gjustements donnet, = 3,05+ 0,23 nsett, = 1,80 + 0,21 nsavec a, = 0,73 + 0,07
eta = 0,27+ 0,07 (n= 13, SD).
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Table V. 5: Duréesde vie des protéines fusions GFP.

“Protéine Jour aprés i t, t,

fusion transfection  (ns) c’ (ns) a (ns) 3 c?

GFP-TK J 2,70 2,688 2,82 0,87 1,35 0,13 1,964
GFP-TK J 2,82 1,801 3,04 0,78 1,70 0,22 1,460
GFP-TK J 2,82 3281 3,01 0,81 1,51 0,19 2,081
GFP-TK J; 3,18 6,561 3,60 0,68 1,89 0,32 2,211
GFP-TK J; 2,98 3228 342 0,62 2,00 0,38 2,035
TK-GFP J, 2,67 2,959 2,92 0,67 2,06 0,33 2,806
TK-GFP J, 2,87 7632 315 0,72 1,84 0,28 6,546
TK-GFP J, 2,71 3,088 2,89 0,75 2,04 0,25 2,814
GFP-EBNA J 2,75 2135 314 0,65 1,74 0,35 1,371
GFP-EBNA J 2,67 1,835 2,90 0,74 1,60 0,26 1,116
GFP-EBNA J 2,72 1,457 294 0,73 1,93 0,27 1,138
LANA-GFP J 2,63 1,943 281 0,74 1,93 0,26 1,498
LANA-GFP J 2,75 3293 3,01 0,71 1,84 0,29 2477

iy

De la méme maniére que pour les mesures de la GFP seule, un agjustement par une distribution

gaussienne aauss €té effectuée. Danstous les cas, le ¢? de ces analyses est quasi-identique a cel ui

du model e bi-exponentiel, et lalargeur des distributions vade 0,39 20,84 ns. Il est donc bien

difficile de trancher entre le modéle discret et le modée utilisant une distribution. Il serait

envisageable d’ utiliser laméthode du maximum d’ entropie (Brochon, 1994) pour tenter de trancher

entre ces deux modéles, cette méthode ne modélisant pas a priori des durées de vie discrétes ou une

distribution.
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IV. 2. 1. 2. 3. Discussion

En premiére approximation, la GFP utilisée dans nos études est magjoritairement mono-
exponentielle avec une durée de vie de 2,6 ns. En analysant finement les déclins de la GFP en
fonction du temps post-transfection ou lorsqu’ elle est fusionnée a une autre protéine, il apparait une
cinétique plus complexe. L’apparition d'une durée de vie plus courte signifie |’existence de
processus de désexcitation non radiatifs du chromophore. Sachant qu’il n'y a pas de possibilité
évidente de couplage dipdlaire alongue portée (FRET) et que la protéine protége le fluorophore des
autres mécanismes de désexcitation non radiatifs, une durée de vie plus courte peut s expliquer par
une déstabilisation de conformation tri-dimensionnelle de la protéine en permettant au solvant
d accéder plus facilement au chromophore.

Un travail récent sur la GFP utilisant laméthode TCSPC présente aussi des résultats avec un
model e multi-exponentiel (Hink et al., 2000). En analysant les mesures effectuées par phase et
modulation en cellules vivantes par R. Pepperkok et collaborateurs pour les protéines
autofluorescentes seules ou fusionnées, on remargue aussi une dispersion des durées de vie de la
GFP aprés fusion al’ErbB1 et au p110a puisgue lesvaleursde t, et t,, ne sont pas éguivalentes
(Pepperkok et al., 1999). Pour la GFP seule, ilstrouvent t, = 2,36 nset t,, = 2,42 nsalors que pour
lesproténesfusion, ilstrouvent t, = 2,11 nsett,, = 2,43 nsainsi quet, = 2,13 nset t,, = 2,44 ns,
respectivement pour I’ ErbB1 et le p110a.

Si on prend le cas du modéle de distribution, il est plus aisé de proposer une explication
biologique aux variations des durées de vie de fluorescence de la GFP dans |e temps, seule ou
fusionnée. En effet, les résultats moyens de ces analyses avec une distribution gaussienne donnent
2,71+ 0,06 nset une largeur de 0,21 £ 0,16 ns (n = 14, SD) pour laGFP seule et 2,72 + 0,13 ns et
unelargeur de 0,55 + 0,14 ns (n = 13, SD) pour les protéines fusion GFP. A I éat de base, seule en
cellule vivante, la GFP aurait une durée de vie discrete traduisant une popul ation trés homogene due
au fait d’une grande stabilité de structure tertiaire de la protéine. Cette structure tertiaire serait
susceptible de |égerement se déstabiliser en fonction du temps apres transfection ou par fusion a

une autre protéine. Cette déstabilisation induirait différentes durées de vie qui se distribueraient plus
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ou moins largement autour de sa valeur initiale. Aussi, compte tenu de lafaible largeur de cette
distribution Gaussienne, modéliser les durées de vie de la GFP fusionnée ou non selon un modéle
discret mono-exponentiel est une approximation valable. C'est ce que nous avons effectué dans les

expériences de FRET et d’ anisotropie utilisant la GFP.

IV.2. 1. 3. Couplesde FRET et R,

Par |a technique des déclins, mesurer le FRET correspond & mesurer la durée de vie du
donneur en présence de |’ accepteur. La contrainte consiste a utiliser des blocs dichroiques qui
sélectionnent al’ émission la fluorescence du donneur. Compte tenu de la forme des spectres
d’ émission, cette sélection s opéere facilement, ala différence de la sélection de la fluorescence de
I’ accepteur, ouil est difficile de couper complétement la contribution du donneur (voir Ch. 1. 2. 4.
1). Pour chague couple, le R, (Eq. I1. 2. 8) a été caractérisé pour interpréter en terme de distance la

vitesse de transfert mesurée.

IV.2. 1. 3. 1. Couple BFP / GFP

Lafigure V. 28 présente les spectres d' absorption et d’ émission de la BFP et de la GFP.
Le recouvrement de I’ émission de la BFP avec |’ absorption de la GFP en fait un couple potentiel
pour des études de FRET. Sont également représentées I’ excitation par le laser et la sélection a

I’ émission de la fluorescence de la BFP correspondant aux propriétés spectrales du bloc dichroique

utilisé.
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— — -BFPéan
Intensité —— GFPexc
de 60 - ogibem
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Figure IV. 28 : Couple de FRET BFP/ GFP.
L es spectres d’ absorption et d’ émission de laBFP et de la GFP sont présentés avec lalongueur d’ onde d’ excitation du
laser (380 nm) et lefiltre al’ émission (entre 425 et 495 nm) utilisé pour sélectionner lafluorescence de la BFP.

111



Malheureusement, comme présenté chapitre 1V. 2. 1. 1. 4, les propriétés de fluorescence de laBFP
en regard avec |” autofluorescence cellulaire ne permettent pas d utiliser facilement ce couple pour le

FRET en cdlule vivante,

IV.2. 1. 3. 2. Couple CFP / YFP

LafigureIV. 29 présente les spectres d’ absorption et d’ émission delaCFP et delaYFP. Le
recouvrement de I’ émission de la CFP avec I’ absorption de la'Y FP en fait un couple potentiel pour
des études de FRET. Sont égadement représentées I'excitation par le laser et la sdection a

I’ émission de la fluorescence de la CFP correspondant aux propriétés spectrales du bloc dichroique

utilise.
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Figure V. 29 : Couplede FRET CFP/ YFP.
L es spectres d’ absorption et d’émission de la CFP et de la'Y FP sont présentés avec lalongueur d’ onde d’ excitation du
laser (440 nm) et lefiltre al’ émission (entre 470 et 500 nm) utilisé pour sélectionner la fluorescence de la CFP.

Lacaractérisation du R, de ce couple a déja été effectuée danslalittérature (Heim, 1999), et R, = 52
A.

IV. 2. 1. 3. 3. Couple GFP / DsRed

Lafigure V. 30 présente les spectres d’ absorption et d’ émission de la GFP et de la DsRed.
Le recouvrement de I’ émission de la GFP avec |’ absorption de la DsRed en fait un couple potentiel
pour des études de FRET. Sont également représentées I’ excitation par le laser et la sélection a
I’ émission de la fluorescence de la GFP correspondant aux propriétés spectrales du bloc dichroique

utilisé. Si, compte tenu de la forme du spectre d’ absorption de la DsRed, il n’est pas possible
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d exciter sdectivement la GFP, le filtre interférentiel a I’émission sélectionne uniquement les

photons de fluorescence de la GFP.
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Figure V. 30 : Couplede FRET GFP/ DsRed.

Les spectres d' absorption et d émission de la GFP et de la DsRed sont présentés avec lalongueur d’ onde d’ excitation
du laser (480 nm) et lefiltre al’ émission (entre 515 et 560 nm) utilisé pour sélectionner la fluorescence de la GFP.

7z

Le R, a été caractérisé a partir del’équation I1. 2. 8. J a été caculé selon I'éguation Il. 2. 5
correspondant au recouvrement présenté figure 1V. 31 avec g, (DsRed) = 22500 M cm*
(Clontech). On trouve J= 8,974 10" M cm™ nm*. En prenant |e rendement quantique de la EGFP,
Qp, = 0,66 (Clontech), I'indice de réfraction du milieu, n = 1,33 pour les protéines [Selvin, 1995
#213], et lefacteur d' orientation, k? = 2/3 correspondant a une orientation aléatoire, on détermine R,

=47A.
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Figure V. 31 : Recouvrement spectral du couple GFP/ DsRed.

L e spectre d' émission de la GFP donneuse (continu) et le spectre d’ absorption de la DsRed acceptrice (pointill€)
présentent un recouvrement. La quantification de ce recouvrement est nécessaire au calcul de ladistance de Forster. Le
spectre d’ émission de la GFP a été obtenu au laboratoire, |e spectre d’ absorption de la DsRed provient de Clontech.
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IV. 2. 1. 3. 4. HomoFRET GFP

Pour deux chromophores identiques, il peut y avoir un transfert d’ énergie de type Forster.
Dans ce cas, ladurée de vie ne varie pas, mais on peut détecter cet homoFRET par anisotropie (Ch.
1. 3. 4). Pour modéliser les études de déclin d' anisotropie par homoFRET entre GFP, la
caractérisation du R, est nécessaire. De la méme maniére que pour les couples de FRET, le R, est

caractéristique du recouvrement des spectres d’ absorption et d’ emission (Fig. V. 32).
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Figure I'V. 32 : Recouvrement spectral du couple GFP/ GFP.

L e spectre d absorption et d’ émission de la GFP présente un recouvrement. La quantification de ce recouvrement est
nécessaire au calcul de la distance de Forster pour I'homoFRET entre GFP. Le spectre d’ émission de la GFP a été
obtenu au laboratoire, le spectre d’ absorption, également obtenu au laboratoire, a été normalisé a 58000 M*cm™ au
maximum (Clontech).

OnaJ=9,36110" M™* cm™ nm* avec e, (EGFP) = 58000 M* cm™ (Clontech). En prenant le
rendement quantique de la EGFP, Q, = 0,66 (Clontech), Iindice de réfraction du milieu, n = 1,33
pour les protéines (Sdvin, 1995), et le facteur d orientation, k* = 2/3 correspondant a une

orientation aléatoire, on détermine R, = 47 A.

IV. 2. 1. 4. Déclins d anisotropie de la GFP seule en solution et en cellule

Pour étudier les déclins d anisotropie des protéines fusion, caractéristiques de la diffusion
rotationnelle ou de I’homoFRET, des mesures préliminaires pour la protéine GFP seule ont été
effectuées en solution et en cdlule vivante. Ces expériences ont été effectuées sur le systeme

confocal présenté chapitre 111. 2. 1. Les résultats des gjustements par le modele de diffusion
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rotationnelle d’ une sphére (Eq. 1. 3. 16 et 11. 3. 17) sont présentés table IV. 6 (voir aussi pour la

méthode des gjustements le chapitre I11. 3 et particulierement les équations 111. 3. 5 et 111. 3. 6).

TablelV. 6 : Parameétres des déclins d’ anisotropie de la GFP.

“Contexte ON t (ns) r f (n9

Solution 0,8 2,69 0,32 105(8,9-12,4)
Cytoplasme 13 2,61 0,26 19.3(17,2—-21,8)
Cytoplasme 13 2,56 0,26 252 (22,1 28,9)
Noyau 13 2,58 0,27 23.4(20,7—27,2)
Noyau 13 2,57 0,27 243 (21,5 28,6)

Les valeurs entre parenthéses correspondent al’intervalle issu du critére de confiance de I’ gjustement.

Lafigure IV. 33 montre les courbes expérimental es caractéristiques de déclin d’ anisotropie pour la
GFP en solution et la GFP en cellules vivantes.

0.4 0.4 —

w
1
w
1

s
]

o Anisotropie o
= N
| |
o Anisotropie o
N
|

I I I I 1 I I
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8

Temps (ns) Temps (ns)

Figure IV. 33 : Déclins d anisotropie de la GFP en 0.4
solution et en cellules.

Les déclins ont été mesurés en utilisant le systéme confocal a 0.3

| oc =490 Nm et | ., > 515 nm avec un objectif x100 a 2

immersion. (A) Déclin d’anisotropie de la GFP en solution %

(0]

HBSS + HEPES 20 mM (ON = 0,8), (B) Déclin
d’ anisotropie de la GFP exprimée en cellules Vero (ON =
1,3), (C) Superposition des deux déclins. Une différence der,
est caractéristique des différentes ON utilisées. Lavitesse de

10

relaxation mesurée est plus rapide pour la GFP en solution 0.0 T T T T
caractéristique d’ une viscosité apparente différente de I’'HBSS 0 2 4 6 8
que du milieu aqueux cellulaire. Les résultats des ajustements Temps (ns)

sont présentéstable V. 6.
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En premier lieu, les durées de vie déterminées par |’ gjustement de ces déclins d’ anisotropie
sont caractéristiques de la durée de vie de la GFP présentée chapitre 1V. 2. 1. 1. 1. Lesvaleursder,
et lavariation par rapport al’ON présentées dans |a table sont identiques aux val eurs mesurées pour
laRd 6G (Ch. IV. 1. 2. 3). On peut aussi observer ladifférenceder, 20,8 et 1,3 d'ON sur les deux
courbes d’ anisotropie superposées figure 1V. 33. Ces résultats indiquent que le dipdle d’ absorption
et le dipble d’ émission du chromophore GFP sont paralléles (comme pour larhodamine) et que la
vaeur théorique du r, (sans effet de I'ouverture numérique) correspond a 04, valeur
expérimental ement mesurée en cuve (Helkal et a., 2000, Hink et al., 2000, Volkmer et a., 2000). Le
bon gjustement par un modéle monoexponentiel suggeére aussi que le tonneau caractéristique de la
GFP de 24 A de diamétre sur 48 A de hauteur peut étre considéré comme une sphére, en accord
avec d autres travaux récents (Heikal et al., 2000, Hink et d., 2000, Swvaminathan et a., 1997,
Volkmer et al., 2000). De plus, ces différents résultats indiquent qu’il n'y a pas de mouvements
locaux du chromophore al’intérieur du tonneau et qu’il se trouve rigidement fixé au reste de la
protéine.

En transformant I’ équation 1. 3. 17, on peut mesurer R,, le rayon hydrodynamique de la
GFP, par :

R =(@3f kT/4ph)” (IV.2.2)
Lavaleur de temps de corréation de 10,5 ns en solution (PBS), sachant que laviscosité est de 1 cp,
donne R, = 21,9 A. Cette valeur est compatible avec les dimensions du tonneau de la structure
cristalline, mais aussi identique au calcul de lamesure du rayon de la sphere hydratée constituée
d’ une protéine de 27kDa (masse molaire de la GFP) qui est de 22 A (en prenant 1 cm® / g comme
volume hydraté pour une protéine (Cantor & Schimmel, 1980)). En cellule, dans le cytoplasme ou
dans le noyau, les valeurs sont comparables et lamoyenne est de 23,1 + 2,6 ns. Par comparai son
avec la valeur obtenue en solution, on peut caractériser la microviscosité du milieu cellulaire qui
correspond a 2,2 cp. On parleici de microviscosité caractérisant I’ environnement agueux de la GFP.
Le milieu cellulaire est hétérogene et composé de nombreuses macromol écules. Dans ce cas, les

hypothéses de milieu continu et homogene de la loi de Stokes-Einstein ne sont plus vérifiées
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(Lavalette et al., 1999). Lavaleur de 2,2 cp est donc dépendante du volume de la sonde utilisée pour
caractériser laviscosité et ne correspond pas a une grandeur physique indépendante du mode
opératoire. Dans le travail de R. Swaminathan et collaborateurs, les résultats de la GFP en solution
et en cellule par phase et modulation sont de 20 ns et 36 ns, respectivement (Swaminathan et al.,
1997). Ces mesures sont assez proches de nos résultats mesurés sur le sytéme confocal.

Concernant le temps de corrélation de la GFP en solution, latable V. 7 compare les valeurs de la
littérature et celle correspondant a ce travail. Les valeurs sont toutes assez comparables, compte tenu

des différentes instrumentations et protéines utilisées.

Table V. 7 : Comparaison des temps de corrélation d’ anisotropie de la GFP en solution.

“Protéine Méthode f (ns) Référence
GFP-S65T P& M 20 [Swaminathan, 1997 #201]
EGFP TCSPC 10,6 [Hink, 2000 #202]
GFP-S65T TCSPC 16 [Volkmer, 2000 #154]
YFP (Citrine) TCSPC 16 [Heikal, 2000 #142]
EGFP TCSPC 10,5 cetravall

V. 2. 2. L’ éthidium

Le bromure d' éthidium est couramment utilise en biochimie pour marquer les acides
nucléiques et particulierement I’ ADN, par exemple pour visualiser les acides nucléiques sur gel.
Cette technique repose sur |’ augmentation de I’ intensité de fluorescence de I’ éthidium lorsqu’il est
lié a 'ADN par rapport a I'éhidium libre en solution. Dans ce traval, ces propriétés de
fluorescence ont été utilisées pour sonder I’ ADN nucléaire en cellule vivante. Pour bien caractériser
les propriétés de ce marquage, des études expérimental es en solution ont été menées sur les durées
de vie de I’ éthidium en absence et en présence d’ ADN. De plus, un travail sous laresponsabilité de

D. Jameson (Université d Hawaii) sur I’ interaction éhidium-ARNt™ m'’ a permis de bien maitriser
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les différentes propriétés de cette sonde déja beaucoup étudiée et utilisée mais encore toujours tres
surprenante. L’ acquis de ces différents travaux in vitro a permis de mieux maitriser et étudier les

propriétés de fluorescence de I’ é&hidium en cellules vivantes.

IV. 2. 2. 1. Duréesdeviedel’ éhidium

L’ éthidium s'intercale entre les paires de bases de la double hélice d’ ADN. Olmsted et
Kearns ont étudié le mécanisme de I’ augmentation de I’ intensité de fluorescence lorsque I’ éhidium
s'intercale dans les acides nucléiques (Olmsted |11 & Kearns, 1977). D’ apres leurs travaux, cette
augmentation de fluorescence serait directement attribuée alaréduction de la vitesse de transfert de
proton de I’ éthidium al’ état excité vers le solvant. L’intercaation de I’ éhidium protégerait le
chromophore des propriétés d’ extinction du solvant correspondant a I’ augmentation de la durée de
viedel’ éhidium intercalé. Cette unique interprétation est encore aujourd’ hui la plus probable méme
s on ne peut exclure un autre mécanisme impliqué dans cette augmentation. En effet, deux éléments
seraient susceptibles de controverser cette hypothese : (i) le spectre d’ absorption varie pour laforme
libre (maximum a 480 nm) et la forme intercalée (maximum a 525 nm), et (ii) dans des études
préliminaires de titration du marquage de I’ ARN de transfert par I’ éhidium, I’augmentation de
I"intensité n’est pas proportionnelle a I'augmentation de la durée de vie. Ces deux @éments
suggeérent que la nature méme du chromophore change par intercalation. Des études plus précises
de photophysique, et notamment en utilisant I’ appareillage récent de spectroscopie de fluorescence,
permettrai ent certainement d’ apporter de nouveaux € éments capables d’ éclairer ce mécanisme.

Des mesures de durées de vie de I’ éthidium en solution en absence et en présence d’ ADN
linéaire (ADN de phage | ) ont été menées al’ aide du systéme confocal en excitant a498 nm. La
figure 1V. 34 présente ces déclins de fluorescence. Les durées de vie mesurées, 1,8 ns pour
I”éhidium libre, 22 ns pour I’ éthidium intercal €, correspondent aux durées de vie caractéristiques
des deux formes de I'éhidium largement rapportées dans la littérature depuis une trentaine

d’années.
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Figure I V. 34 : Déclinsdefluorescence de I éhidium en solution seul ou en présence d ADN.
Les solutions dans I’ eau de bromure d’ éthidium en absence (gris) et en présence (noir) d’ ADN de phage | présentent
des cinétiques de fluorescence tres différentes. Les résultats des gjustements sont de 1,7 ns pour I’ éthidium seul et 22
ln; pl)gll\Jlr I’ éthidium en présence d’ ADN caractéristique de I’ intercalation du cation éthidium entre les paires de base de
IV. 2. 2. 2. Un exemplein-vitro : interaction éthidium-ARNt™™®

Letravail présentéici a été effectué successivement au laboratoire de D. Jameson (Université
d Hawaii) et au Laboratory for Fluorescence Dynamics d’ E. Gratton (Université del’lllinois) sous
la responsabilité de D. Jameson pendant un s&jour de deux mois aux USA. De nombreux travaux
sur I’interaction entre le bromure d’ éthidium et I’ ARN de transfert ont été menés depuis plus de
trente ans. Ces études ont montré I’ existence (i) d’un site principal d’interaction de |’ éhidium avec
I’ ARN de transfert caractérisé par une durée de vie de fluorescence de I’ é&hidium de 26 ns, et (ii)
d'un ou plusieurs sites secondaires caractérisés par une durée de vie moins longue (Ehrenberg et al.,
1979, Hazlett et al., 1989, Thomas et al., 1984). Cependant, |’ association des différentes durées de
vie de fluorescence de I’ éthidium aux modes d’ interaction de ce cation avec I’ ARN de transfert
n'est pas bien éucidée. Afin de mieux caractériser de fagon spectroscopique et biochimique
I"interaction de I'éhidium avec I'ARN de transfert, nous avons entrepris un travail sur les
interactions de I'éhidium avec le ARNt™ en faisant varier le rapport de concentration
éthidium/ARNI, et dans différentes conditions de solvant a I’aide de la technique de phase et
modulation a multiples fréquences et de I’ analyse global e des données.

Le systéme expérimental est présenté en détail ailleurs (Gratton & Limkeman, 1983). Les

acquisitions sur le fluorometre 1SS K2 (Urbana, USA) ont été effectuées sur une fenétre de
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fréguence entre 0,8 MHz et 80 MHz. Les mesures ont été effectuées a sept différents rapports de
concentration éthidium/ARNt de 0,25 a 4. Les courbes exp&imentades de déphasage et de

démodulation en fonction de la fréquence d’ excitation sont présentéesfigure IV. 35.
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Figure I'V. 35 : Courbes expérimentales de déphasage et de démodulation de la fluorescence en fonction de la
fréquence d' excitation.

Les courbes expérimentales des sept différents rapports de concentration éthidium/ARNt sont superposées et
présentent des cinétiques différentes.

La premiére analyse globale consiste a gjuster les courbes par un modéle tri-exponentiel, une
durée de vie correspondant al’ éthidium libre fixée a 1,8 ns et les deux autres libres. Le résultat de
cette analyse est présenté figure IV. 36. A. La seconde durée de vie fluctue entre 5,7 et 7,9 ns quand
la troisiéme décroit monotonement (de 27,1 a 24 ns) en fonction du rapport de concentration. Une
deuxiéme analyse presque identique a été réalisée en liant la seconde durée de vie (Fig. IV. 36. B),
donnant les mémes résultats de décroissance monotone pour la troisiéme durée de vie. Pour ces

analyseslec? ~ 0,3.
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Figure I V. 36 : Résultats des analyses globales par un modé e tri-exponentiel.

(A) Modéle avec une durée de vie fixée a 1,8 ns (éthidium libre) et les deux autres complétement libres, (B) Modéle
avec une durée de vie fixée a 1,8 ns, la seconde identique pour toutes les concentrations et la troisiéme compl étement
libre.

L a décroissance monotone de la durée de vie longue en fonction de I’ augmentation de la
concentration d’ éthidium souléve un probléme. En effet, quelle que soit cette concentration, on
s attend a trouver au moins un certain nombre de molécules d’ ARNt ayant une seule molécule
d éhidium intercal &, donc présentant une durée de vie de 27 ns. Une autre analyse globale sur les
mémes données a été effectuée en liant la durée de vie longue. Un ajustement de moins bonne
qualité (c? ~ 0,8) a été obtenu. L’idée a alors été de rajouter une quatriéme espéce. Une nouvelle
analyse globale a été effectuée en liant les durées de vie (¢’ est adire qu’ on les suppose identiques

guel que soit le rapport éthidium/ARNTt). Le résultat de cette analyse est présenté figure V. 37. La
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qualité de cet ajustement est trés bonne (c? ~ 0,25). Dans cette analyse, en plus de ladurée de vie
courte de 1,8 ns caractéristique de |’ é&hidium libre, les durées de vie sont de 5,4 ns, 17,7 nset 27 ns.
En fonction du rapport de concentration, I’amplitude pré-exponentielle de la durée de vie longue

diminue tandis que les trois autres augmentent.
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Figure I V. 37 : Résultat del’analyse globale par un modéle a quatre exponentielles.
Le modéle est constitué d' une durée de vie fixée a 1,8 ns (éthidium libre) et de trois autres durées de vie identiques
pour toutes les concentrations.
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L’interprétation de cette analyse repose sur |'existence de deux sites d'interactions de
I" éhidium avec le ARNt”™ : un site principal ol I’ éthidium est intercal é (constante de dissociation
de 1 -2 uM selon des études préliminaires), et un site secondaire (constante de dissociation de
I’ ordre de 20 240 uM). Notre hypothése est que le site principal correspondant al’intercalation de
I” éthidium est caractérisé par une durée de vie de 27 ns, si et seulement s le site secondaire
(caractérisé par une durée de vie de 5,4 ns) au sein de laméme molécule n’ est pas occupé. Dansle
cas contraire ou le site secondaire est occupé, la durée de vie de I’ éhidium dans son site principal

diminue et vaut 17,7 ns (Fig. IV. 38).
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Figure I V. 38 : Modé&edelinteraction secondaire del’ éhidium al’ ARN de transfert.

En augmentant la concentration d’ éthidium, un second site d'interaction apparait. Lorsque I’ ARNt intéragit avec deux
éthidium, la durée de vie du site principal diminue soit par transfert d’ énergie soit par changement conformationnel de
I’ ARNL.

Les études en fonction du solvant (de 0 2900 mM de NaCl, 10 ou 20 mM MgCl,) ne font
pas varier les contributions de ces durées de vie. Concernant I’ influence du NaCl, ces résultats sont
intéressants, sachant qu’il est rapporté dans la littérature gu’ une forte concentration de sel (> 300
mM) abolit les sites secondaires de I’ éhidium (Wells & Cantor, 1977).

Des résultats de RMN (Chu et al., 1997, Jones & Kearns, 1975) suggérent que le site
principal d'interaction (vraisemblablement une intercalation) de I’ éhidium est proche des paires de

bases 6:67 et 7:66. Chu et collaborateurs suggerent aussi qu’ un second site de plus faible affinité se
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trouve proche de la paire 4:69. Ces deux sites observés dans ce travail pourraient correspondre aux
sites caractérisés par les durées de vie de 27 ns (et 17,7 ns) et 5,4 ns, respectivement. Si le site de
plus faible affinité correspond a une intercalation de I’ éthidium au niveau de la paire de base 4:69,
ceci explique pourquoi I"augmentation de NaCl n’induit pas de dissociation de I’ éthidium de ce
site. En effet, seule une interaction électrostatique a |’ extérieur des bases peut étre dissociée par
I’ gjout de sodium. Lafaible durée de vie (5,4 ns) associée a cette intercalation peut s expliquer par
une déformation importante de la structure de ladouble hélice d ARN a ce niveau de telle sorte que
I éthidium intercal é soit plus accessible au solvant que dans le cas d’ une structure d’ intercal ation
classique. En effet, si I’ éthidium entre en contact avec des molécules d’ eau, sa fluorescence sera
éteinte par transfert de proton de I’ éthidium vers la mol écule d’ eau avec diminution de sa durée de
vie de fluorescence. Le méme mécanisme d'"ouverture" du site d’intercalation peut expliquer la
diminution de la durée de vie du site principal lorsgue le site secondaire est occupé. L’ existence
d’un transfert d’ énergie des molécules d’ éthidium dans le site principal vers celles dans le site
secondaire pourrait également expliquer cette diminution dans I'hypothése ou les deux sites
d'intercalation seraient suffisamment proches. Pour choisir entre ces deux hypothéses (perturbation
conformationnelle ou transfert d’ énergie) expliquant la diminution de durée de vie de I’ éthidium
dans son site principal, des études pourraient étre menées pour déterminer s'il existe un effet sur la
polarisation de fluorescence lorsque I’ on excite dans I’ épaul ement rouge du spectre d’ absorption

(Red edge effect, (Weber & Shinitzky, 1970)), cet effet étant caractéristique du transfert d’ énergie.

IV.2.2. 3. Intercaation de !’ é&hidium dans |’ ADN nucléaire de cellules vivantes

L’ éthidium pénétre dans les cellules vivantes comme cela a éé montré précédemment
(Coppey-Moisan et d., 1996, Delic et al., 1992, Favard et d., 1997, Hayashi et d., 1994), mais méme
en utilisant des détecteurs intensifiés pour I'imagerie conventionnelle de fluorescence, il N’ est pas
possible de détecter significativement I’ intercalation de I’ éthidium dans I’ ADN nucléaire de cellules
vivantes (Coppey-Moisan et al., 1996, Delic et al., 1991). Une étude de microspectrofluorométrie

sur des glandes salivaires de drosophile suggéere la présence d’ éthidium libre et intercalé dans le
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noyau (Favard et a., 1997). La fluorescence de I’ éthidium en cellule vivante proliférante (cellules
S2, expansion clonale provenant d’ une cellule Vero transformée ou cellules C2, cellules de muscle
de souris qui fusionnent et forment des myotubes lorsqu’ elles sont confluantes) est présentée figure

V. 39.

Figure IV. 39 : Locaisation subcellulaire de la fluorescence de I’ éhidium détectée en cellules vivantes.
Lescellules, S2 (A) et C2 (B) ont été incubées a 37°C pendant 30 minutes avec 4 pug/ml de bromure d' éthidium, puis
lafluorescence aété visuaisée al . =550 nmet | , > 590 nm en utilisant la caméra CCD. Barreen B = 10 um.

Un faible niveau d’ excitation est requis pour éviter |es effets photodynamiques et |a perturbation de
la répartition subcellulaire du marquage de I’ éthidium (Delic et al., 1991). Dans ces conditions,
I’ éthidium s'intercale dans I’ ADN mitochondrial (Coppey-Moisan et al., 1996) et dans les régions
doubles brins de I’ARN ribosoma nucléolaire (Delic et d., 1992), mais aucune intensité de
fluorescence stationnaire n’ est clairement détectable dans le noyau (excepté le nucléole) (Fig. IV.
39). En augmentant la concentration d’incubation de I’ éhidium (de 4 & 100 pg/ml) dans les cellules
S2, méme s'il est délicat de visualiser clairement la fluorescence de I’ é&hidium dans |e noyau, une
quantification soigneuse avec correction du noir et de I'inhomogénéité du champ d'excitation
(shadding, voir Ch. VI1.), permet malgré tout de caractériser une augmentation de la fluorescence
moyenne du noyau (intensité/ pixel) (Fig. 1V. 40). Cette augmentation n’ est pas linéaire et reste tres

inférieure a celle mesurée sur cellules mortes.
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Figure I V. 40 : Quantification de I'intensité de fluorescence de I’ éthidium dans le noyau de cellules S2 en
fonction de la concentration d’ incubation.

Les cellules ont été incubées a 37°C pendant 30 minutes avec 4, 10, 40 et 100 pg/ml de bromure d’ éhidium, puisla
fluorescence a étévisualiséea | . = 550 nm et | ,, > 590 nm en utilisant la caméra CCD. Aprés soustraction du
noir et correction de I'inhomogénéité du champ, I’ intensité moyenne par pixel a été mesurée pour plusieurs cellules.
Labarre d erreur représente la déviation standard des intensités mesurées. La droite pointillée représente la progression
linéaire de I'intensité a partir des deux premiéres valeurs.

IV.2.2. 3.1 Evidence del’'intercalation de |’ é&hidium dans |’ ADN nucléaire

Malgré les trés faibles niveaux de fluorescence de I’ éhidium, la présence d’ éhidium sous
formes|libre et intercalée dans le noyau de cellules vivantes a été établie par I’ acquisition des déclins
de fluorescence al’aide du montage confoca. Le fait que les photons de fluorescence soient
corrélés en temps au contraire du bruit, augmente le rapport signal sur bruit et donc la sensibilité du
systeme, ce qui permet d’ extraire un trés faible signal de fluorescence des mesures. Les déclins,
successivement mesurés dans le milieu extracellulaire et dans le noyau (nucléoles exclus) sur une
méme cellule et en présence d éhidium dans le milieu extracdlulaire (1 pg/ml, concentration
d'incubation), sont présentés figure 1V. 41. Lafigure V. 41. A présente la fluorescence stationnaire
mesurée par imagerie conventionnelle, lafigure IV. 41. B présente les déclins obtenus. Dans le
milieu extracd lulaire, un unique temps de déclin court de 1,8 ns, caractéristique de I’ éhidim libre est
obtenu par gjustement. Dans le noyau, un déclin bi-exponentiel est observe avec des durées devie de
1,8 ns (éthidium libre) et 22 ns. Le long temps de vie est caractéristique de I’ éthidium intercal é dans
I’ADN (Ch. IV. 2. 2. 1).
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Figure IV. 41 : Miseen évidence del’intercalation de I’ éhidium dans la chromatine de cellules S2 vivantes.

(A) Image de fluorescence stationnaire d' un cellule S2 vivante ; (B) Déclins de fluorescence en microscopie confocale
provenant d un petit volume (1 um?®) de la chromatine (continu) et provenant dun méme volume du milieu
extracellulaire (pointill€). Les cellules S2 ont été incubées pendant 30 minutes en présence de 1 pg/ml de bromure
d éthidium a37°C. Bareen A =5 um.

Une comparaison des déclins de fluorescence obtenus dans le noyau en présence
d’ éthidium a différentes concentrations d’incubation (0,4, 1 et 10 pug/ml) et de ce qui est obtenu

pour une solution d ADN de phagel est présentée figure V. 42.
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Figure I V. 42 : Déclinsde fluorescence normalisés de I’ éthidium provenant d’ une solution d’ ADN et du noyau de
cellules vivantes.

De haut en bas: ADN de phagel / éthidium, S2/ 0,4 pg/ml d’ éthidium, S2 / 1 pg/ml d’ éthidium et S2/ 10 pg/ml
d’ éthidium. Les cellules ont été pré-incubées avec I’ éthidium pendant 30 minutes dansle DMEM a 37°C. Les
mesures ont été effectuées dans I’ HBSS tamponné en présence de bromure d' éthidium avec |es mémes concentrations
que celles utilisées pour la pré-incubation.

Au moins deux durées de vie sont présentes dans les déclins mesurés dans le noyau de cellule

vivante. Comparativement, la cinétique de fluorescence pour |’ échantillon d ADN de phage | est
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mono-exponentielle. Les paramétres d’ gjustements des courbes de lafigure V. 42 sont présentés
table 1V. 8. Ces paramétres révelent que la majorité des molécules d’ éthidium (~ 60%) présentes
dans le noyau sont sous forme libre. Bien que le rapport éthidium par paire de base soit plus
important dans la solution &’ ADN (1 / 15) que dans le noyau (comprisentre 1/ 10* et 1/ 103, voir
Ch. 1V. 2. 2. 3. 2), aucun éthidium libre n'est déecté dans la solution, toutes les molécules

d’ éthidium étant intercalées avec une durée deviede 21,3 ns(Table V. 8).

Table V. 8 : Parametres cinétiques de la fluorescence de I’ éhidium dans une solution d ADN de

phagel et dansle noyau de cellules S2 vivantes.

a t, & t, & t; c°
ADN | 1 21.3 1.009

ADN nucléaire

0.4 pg/ml 040 22.1 060 2.08 1.187
1 pg/ml 0.36 21.0 064 1.95 1.481
10 pg/ml 020 265 007 108 073 185 1.218

Aprés déconvolution de la réponse instrumental e, les ajustements des déclins de fluorescence de lafigure IV. 42 sont
obtenus avec une, deux ou troisdurées de vie. a,, a,, €t a; sont les facteurs pré-exponentiel de chague durée devie
(sommedesa =1). Lesvaleursde c?indiquent laqualité de I’ ajustement.

La présence d’ éthidium libre dans |e noyau dans une large gamme de concentration (0,1 — 10
pg/ml) montre clairement une forte inhibition d’ intercalation dans I’ ADN nucléaire comme suggéré
par lafigure IV. 40. A 10 pg/ml, on observe une faible proportion d’ éthidium (moins de 10%)
présentant une durée de vie intermédiaire. La présence d’ une durée de vie intermédiaire avait d§apu
étre mise en évidence en observant des structures d’ ADN en peigne (Hernandez et a., 1994), en
mesurant ladurée de vie de I’ éthidium adsorbée ala caféine (Larsen et a., 1996), ou pour I’ ARN de
transfert en solution (voir Ch. 1V. 2. 2. 2). On peut donc interpréter cette durée de vie intermédiaire
soit comme un site d’interaction éthidium / ADN de plus faible affinité, soit par I’ interaction non

spécifique de I’ éthidium avec d  autres macromol écules nucl éaires.
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IV. 2. 2. 3. 2. Mesure des concentrations intracellulaires de I’ éthidium libre et intercalé

En prenant avantage des deux durées de vie différentes associées aux deux formes, libre ou
intercal ée, de I’ éthidium et en faisant |” hypothése que la durée de vie radiative est identique pour la
forme libre et pour laforme intercalée, comme cela a été proposé par Olmsted et Kearns (Olmsted
Il & Kearns, 1977), les concentrations d’ éthidium nucléaire libre et intercalé ont été calculées a
partir de la mesure des déclins de fluorescence dans le milieu extracellulaire et dans le noyau.

Deux déclins ont été mesurés avec le méme temps d’ acquisition (200 secondes), |e laser
étant focalisé dans le milieu extracellulaire puis dans e noyau. Ces déclins ont été analysés en fixant
lesduréesdevieal,8 ns(celledel’ éhidium libre) et a 22 ns (celle de I’ é&hidium intercalé). Ains,
a,, 8, et g, sont les facteurs pré-exponentiels intervenant dans les équations

(D) =&, exp (-t/t,,) (v.2.3)

Inoy() = @y, €xp (-t/t,) +a, exp (-t/t,,) (V. 2.4)
avec a, correspondant al’ éthidium libre dans le milieu extracellulaire, a,, et a, correpondant a
I’ é&hidium libre et intercal € dans |le noyau, respectivement. Pour chaque déclin, larelation liant le
facteur pré-exponentid, a, alaconcentration de |’ espéce, C, et

a=KeCk, (IV.2.5)
ou eest le coefficient d’ extinction molaire, k 1a constante de vitesse radiative et K un facteur qui
dépend des conditions expérimentales (volume focal, puissance du laser, temps d' acquisition). En
supposant que les variations expérimental es sont négligeables (K = constante), que I’ éhidium libre
a des propriétés de fluorescence identiques dans le noyau et le milieu extracdlulaire, que la durée de

vieradiative est identique pour |’ espece libre et intercalée (Olmsted 111 & Kearns, 1977), on a
ala,=C,/Cy (1V.2.6)

8/ 8w = & Ciip / & Cine (IV.2.7)
ousg,/ e, =1,456 a498 nm, longueur d’onde d’ excitation. Ainsi C, et C,, ont éte calculées

connaissant C,, la concentration d’incubation (cette concentration a été précisément mesurée par

spectrofluorimétrie en prélevant le milieu extracd lulaire juste aprés |’ acquisition des déclins).
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Les valeurs obtenues du calcul des concentrations dans les cellules S2 sont présentées table

IV. 9 pour trois concentrations différentes d’ éhidium.

Table V. 9: Quantification de |’ éthidium libre et intercalé dans |le noyau de cellules vivantes a

différentes concentrations extracellulaires

C, a, a 8 (o C. Et/pb
pg/mi pg/ml pg/ml
0.07 0.043+0.004 0.105+0.010 0.023+0.002 0.17+0.04 0.06+0.02 0.0001
0.30 0.168+0.009 0.211+0.014 0.080+0.003 0.38+0.05 0.21+0.06 0.0003
0.67 0.383+0.018 0.274+0.014 0.138+0.004 0.48+0.05 0.35+0.07 0.0005

a €t a, sont les facteurs pré-exponentiels des agjustements, correspondant a I'éthidium libre dans le milieu
extracellulaire et dans le noyau, respectivement. a,,, est le facteur pré-exponentiel correspondant al’ éthidium intercalé
dans le noyau. C, et C;;, sont les concentrations de I’ éthidium libre dans le milieu extracellulaire et dans le noyau,
respectivement. C,,, est la concentration de |’ éthidium intercal é dans le noyau. Le rapport Et/pb (éthidium par paire de
bases) a été estimé en considérant le noyau comme une sphére de 10 pm de rayon, contenant une moyenne de 2 10%°
paires de bases. Les erreurs présentées pour les g proviennent des domaines de confiance donnés par I’ gjustement. Les
erreurs présentées pour les C, ont été obtenues en calculant les valeurs extrémes de concentration en utilisant les
valeurs extrémesdes 3.

En utilisant cette méthode, I’ autofluorescence nucléaire et la fluorescence provenant d’ une espéce
avec une durée de vie intermédiaire (voir Ch. IV. 2. 2. 3. 1) sont négligées. En effet, les cellules non
marquées al’ éthidium présentent deux durées de vie dominantes, 400 ps (80%) et 3,5 ns (20%),

caractéristiques de I’ autofluorescence nucléaire et différentes des durées de vie de I’ éthidium. De
plus, cette contribution N’ excéde jamais 15% de la fluorescence de I’ éthidium, méme alaplusfaible
concentration utilisée ici. Les petites différences de concentration de I’ éhidium libre dans |e noyau
et dans le milieu extracellulaire (Table V. 9) peuvent s expliquer par le fait que |’on néglige la
contribution de I’ autofluorescence dans les calculs. Néanmoins, il est clair que les membranes
cytoplasmiques et cellulaires N’ empéchent pas la diffusion del’ é&hidium al’intérieur delacelule. I

semble qu’il s’ établisse un équilibre de concentration de I’ éhidium libre de part et d’ autre des

membranes.
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En utilisant la valeur de concentration de I’ éthidium intercalé et en négligeant I’ intercalation
dans des régions double-brin des ARN dans e noyau (excepté les nucléoles), le rapport du nombre
d’ éthidium intercal é par paires de bases a été caractérisé. Ce rapport est présenté table V. 9 en
supposant que le noyau est une sphére de 10 um de rayon contenant une moyenne de 2 10* paires
de bases (pour ce type de cellule). Les cellules mesurées pourraient néanmoins étre en phase G2 du
cycle. Comme on ne peut discriminer entre la phase G1 et |la phase G2, les rapports Et/pb pourraient
étre divisés par deux. Ainsi, pour la plus faible concentration d' éhidium, il est possible de détecter
aussi peu qu’un éthidium pour 10000 paires de bases, ce qui représente quelques centaines de
molécules d’ éthidium intercalé dans le volume focal observé (1 pm?®). Cela montre en quoi la
technique du comptage de photons uniques corrél és en temps s’ avere excessivement sensible, peu
perturbante (faibles niveaux d’ excitation) et donc particuliérement adaptée aux études en celule

vivante.

IV. 2. 2. 3. 3. Perturbations du marquage nucléaire de I’ éthidium par perméabilisation

On peut penser que I'inhibition d'intercalation dans le noyau de cellules vivantes, en
comparaison avec ce qui Se passe in vitro, puisse provenir de la haute compaction de I’ADN
chromatinien. Cette hypothése ne tient pas en étudiant la perturbation du marquage nucléaire de
I” éhidium apres perméabilisation.

Des études d’ imagerie conventionnelle ont été menées pour caractériser la distribution de la
fluorescence nucléaire de I’ éhidium aprés traitement ala digitonine (50 pg/ml). Lafigure IV. 43
présente la fluorescence du Hoechst 33342 (1 pg/ml), interagissant dans le petit sillon de la double
hélice d’ ADN, et de |’ éhidium (4 pg/ml) pour une méme cellule avant et aprés traitement a la

digitonine.

131



Figure I V. 43 : Perturbation du marquage nucléaire de I’ é&thidium par traitement ala digitonine.

Images de fluorescence stationnaire d’ une méme cellule S2 vivante (A, B) et aprés perméabilisation par la digitonine
(C, D). (A et C) : Fluorescence du Hoechst 33342, | . =365 nm, DO =2,et480< | ,, < 520 nm. (B et D)
Fluorescence de I’ éhidium, | .. = 540 nm, DO =2, et | ,, > 590 nm. Barre = 10 pm.

Le volume du noyau, visualisé par la fluorescence du Hoechst 33342, et donc la compaction globale
del’ADN n’apasvarié avant (Fig. IV. 43 A) et aprés (Fig. 1V. 43. C) traitement ala digitonine.
L’augmentation de I’intercalation de I’ éthidium aprés traitement (Fig. 1V. 43. D) ne peut pas
correspondre a une meilleure accessibilité de I’ éhidium au noyau, sachant qu’ al’ état non perturbé,
I” éthidium pénétre aisément dans le noyau (voir Ch. IV. 2. 2. 3. 2). De plus, ladistribution de
fluorescence de |’ éthidium al’ éat perturbé (Fig. 1V. 43. D) coincide avec les régions de chromatine
fortement condensées, proches de la membrane nucléaire et autour des nucléoles, visualisées par la
fluorescence du Hoechst 33342 (Fig. IV. 43. C). Par traitement & la digitonine, I’inhibition de
I"intercalation caractéristique de |’ é&at vivant se relache partiellement, le marquage par I’ éthidium est
perturbé. La perte du marquage mitochondria que |’ on observe entrelafigure IV. 43. B et lafigure
IV. 43. D est en accord avec des observations précédentes du laboratoire montrant qu’une
diminution du gradient électrochimique mitochondrial déclenche I’ extinction (ou la diminution) de

lafluorescence de |’ éhidium pré-intercalé dans I’ ADN mitochondrial (Coppey-Moisan et al., 1996,
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Durieux et d., 1999). Ici, la digitonine est supposée collapser le gradient éectrochimique par
permésabilisation de lamembrane mitochondriale interne.

Les effets de la digitonine sur le noyau ne sont pas bien connus. L’ observation que nous
faisons de la perturbation de la chromatine peut aussi bien étre due a un effet direct de la digitonine
sur la chromatine qu'a un effet indirect provenant de la perméabilisation qui modifierait la
composition ionique du noyau. Dans tous les cas, notre interprétation va dans le sens d'une
modification des intéractions ADN-protéines, aprés perméabilisation, ce qui désinhiberait
I"intercalation de I’ éthidium. D’ autres résultats vont dans ce sens (voir Ch. V. 3) et cette hypothése

serarediscutée au chapitre V. 3.
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ChapitreV : Résultats biologiques

L’ objet central de cette éude est de démontrer lafaisabilité et les potentialités de latechnique
de photons uniques corrélés en temps pour éudier la dynamique et les interactions de
macromol écules en cellules vivantes. Les résultats présentés concernent des mesures de FRET et de
déclins d’ anisotropie menées dans trois thématiques biol ogiques distinctes dont I’ une fait I’ objet
d’ une collaboration extérieure au laboratoire. Toutes ces thématiques ont en commun une méme

approche de marquage endogéne de macromolécules et d' éude en cellule vivante, sous microscope.

V. 1. Interactions de protéines hétérologues

En collaboration avec V. Mignotte et son équipe (Hbpital Cochin, Paris), nous avons éudié
en cellules vivantes I interaction de la protéine p45 du facteur de transcription NF-E2 (Nuclear
Factor Erythroide 2) avec différents partenaires: (i) avec laprotéine Maf G (de lafamille des petites
protéines Maf) constitutive de NF-E2, et (ii) avec un partenaire cytoplasmique (PC). L’ approche a
consisté a fusionner chagque partenaire potentiel avec une des deux protéines autofluorescentes, la
GFP et la DsRed, de co-transfecter les plasmides recombinants pour exprimer ces proténes et
d étudier en cdlules vivantes le déclin de fluorescence de la GFP pour mesurer le FRET,
caractéristique d’ une distance entre les chromophores de quel ques dizaines d’ Angstroms, distance a

laquelle I interaction directe entre les deux protéines fusions est plus que probable.

V. 1. 1. Lefacteur detranscription NF-E2

L’hématopoiese est le systeme de renouvellement continu des cellules sanguines
différenciées (érythrocytes, mégacaryocytes, lymphocytes..) a partir de cdlules souches
pluripotentes. Les mégacaryocytes sont de grandes cellules polyploides localisées dans la moelle
osseuse. Elles subissent une remarquable transformation cellulaire en accroissant leur ploidie par un
processus d’ endomitoses successives. Lors de cette maturation, la membrane plasmique s invagine
donnant naissance a des membranes de démarcation intra-cytoplasmique. Une fois matures, les

mégacaryocytes produisent alors les plaquettes sanguines par fragmentation de leur cytoplasme (a
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raison de 20 a 30 milliards de plaguettes par litre de sang et par jour chez I’humain). Une des
théories suggérées pour laformation de plaquettes a partir des mégacaryocytes, ou thrombopoiése,
implique la dilatation du systeme de membranes de démarcation et |’ élongation des proplaguettes,
extensions filamenteuses identifiabl es des mégacaryocytes (Cramer, 1999).

Au cours de ces derniéres années, il a été montré que plusieurs facteurs de transcription
jouaient un réle maeur dans la différenciation hématopoiétique. En particulier, NF-E2 est
indispensable a laformation des plaquettes sanguines. Ce facteur de transcription a été identifié a
I” origine par sa capacité ainteragir in vitro avec le promoteur de la porphobilogene déaminase
(PBGD) (Mignotte et al., 1989). Il se fixe aun motif de type AP1 éendu (GCTGA(G/C)TCA) que
I’on retrouve dans les régions régulatrices de génes érythrocytaires et mégacaryocytaires: le
promoteur de la PBGD, de laferrochélatase (Tugores et al., 1994), un sous-ensemble de génes
impliquant la voie de synthése de |’ heme, I’ élément LCR (Locus Control Region) de la b-globine
(Talbot & Grosveld, 1991), et le promoteur de lathromboxane synthétase (Deveaux et a., 1997).

NF-E2 est un hétérodimeére constitué d’ une sous-unité de 45 kDa (p45) dont |’ expression
est restreinte aux cellules des lignées érythroide, mégacaryocytaire et monocytaire (Andrews et al.,
1993) et d’ une sous-unité de 18 kDa, qui appartient alafamille des petites protéines Maf (Igarashi
et al., 1994). Les petites Maf sont synthétisées largement durant le dével oppement et dans les tissus
adultes, maisleur niveau d expression varie considérablement (Blank & Andrews, 1997). Les deux
sous-unités possedent un domaine basique suivi d un domaine bZip (leucine zipper). Le domaine
basique interagit avec le grand sillon de I’ ADN par des liaisons hydrogeénes et des interactions
hydrophobes, tandis que e domaine bZip constitué de 2 hélices a paralleles offre une interface
hydrophobe propice aux interactions protéine-protéine. Seul p45 possede un domaine
transactivateur, situé en N-terminal.

L es souris déficientes en p45 souffrent d’un taux élevé de mortalité périnatale due a une
thrombopéni e absol ue (absence de plaquettes). Cependant |es mégacaryocytes sont abondants dans
la moelle osseuse et sont caractérisés par un cytoplasme de grande talle mais ils ne sont pas

capables de former des plaguettes (Shivdasani et al., 1995). De laméme maniere, |’ inactivation de
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MafG induit chez les souris mutantes une forte diminution du nombre de plaquettes et une
prolifération des mégacaryocytes (Onodera et al., 2000, Shavit et al., 1998). L’ hétérodimeére p45-

MafG est indispensable alathrombopoiese.

V. 1. 2. Réaultats

Dans ce travail, deux interactions de protéines avec p45 ont été étudiées. Dans un premier
temps, il a été confirmé I’ interaction de p45 avec MafG dans le noyau, constituant le facteur de
transcription NF-E2. Dans un second temps, |’ interaction de p45 avec un partenaire de localisation
cytoplasmique (PC) caractérisé par le systeme double-hybride a été étudiée. Ces deux interactions
ont été suivies par FRET en utilisant le couple GFP/DsRed (Ch. IV. 2. 1. 3. 3) et le montage DL

caractérisé chapitre V. 1.

V. 1. 2. 1. Interaction p45 — MafG dans |e noyau

Les protéines fusion GFP-p45 et DsRed-MafG, effectuées par I’ équipe de V. Mignotte, ont
€té construites avec la protéine autofluorescente en position N-terminale des deux protéines. Les
constructions en position N-terminde ont éé choisies en fonction des structures primaires et
secondaires (domaine bZip) connues de ces deux protéines et selon |’ organisation supposée de

I’ hétérodimére en interaction avec I’ADN (Fig. V. 1).

EGFP DsRed
N
+ N —
p45
MaG

Figure V. 1 : Schémadel’interaction supposée entre GFP-p45 et DsRed-MafG.
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Dix-neuf et seize acides aminés séparent |la DsRed de la protéine Maf G et la GFP de la protéine
p45, respectivement. Les protéines fusion ont été vérifiées par la technique de Western. Aprées co-
expression en cdlule Hela, la locaisation subcellulaire de GFP-p45 et de DsRed-MafG est
exclusvement nucléaire et ces deux protéines sont colocalisées. La figure V. 2 présente une
expérience caractéristique de mesure de déclin de fluorescence de la GFP dans | e contexte d’ une co-
expression, obtenue avec leDL etal . =480 nmet 515< | , <560 nm. En excitant 2480 nm, la
DsRed est aussi excitée, mais la fluorescence provenant uniquement de la GFP est sélectionnée a
I’ émission grace au filtre optique a bande passante qui varejeter la contribution de fluorescence de
laDsRed. LesimagesV. 2. A, B et C présentent |es images GFP et DsRed obtenues avec la CCD et
leur superposition (pour la fluorescence de la DsRed, | . = 548 nm et | _, > 590 nm).
L’ histogramme 2D (Fig. V. 2. E) a été intégré sur toute laligne du DL pour construire le déclin
présenté figure V. 2. D. On peut déa observer al’ cal qu’ en échelle logarithmique le déclin n’ est
pas droit. L’ analyse globale (voir Ch. I11. 3. 2) obtenue en utilisant un modéle mono-exponentiel
(c? = 2,77) confirme le mauvais ajustement de ces données expérimentales avec une unique durée de
vie. L’analyse globale effectuée a I’ aide d’ un modé e bi-exponentiel est bien meilleure (c? = 1,78) et
présente deux durées de vie, 2,74 ns et 0,84 ns, dont les contributions (coefficients pré-exponentiels)
sont présentées sous la forme de deux courbes figure V. 2. F. La comparaison des ¢? démontre
I’ existence d’ une durée de vie courte dans le déclin de GFP-p45. La durée de vie de 2,74 ns est
conforme aux durées de vie de la GFP mesurées en absence de DsRed-MafG (voir Ch. 1V. 2. 1). La
durée de vie de 0,84 ns proviendrait de la fluorescence de la GFP transférant son énergie ala DsRed
proche. Cela prouverait bien I’interaction de p45 avec Maf G en cellule vivante au sein du noyau. En
analysant les contributions de chaque durée de vie, obtenues par cet gjustement bi-exponentiel, la
proportion de protéines p45 en interaction est de I’ ordre de 50 % quelle que soit lalocalisation
nucléaire. Cinq mesures indépendantes sur des cellules différentes ont été effectuées, donnant
comme résultat 2,87 + 0,17 nset 0,88 + 0,13 ns (SD), les proportions de p45 en interaction variant

de 30 270 % selon les cellules. Dans toutes ces expériences, tous les ¢ obtenus avec un modéle bi-
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exponentiel sont sensiblement meilleurs que ceux qui sont obtenus avec un modéle mono-

exponentiel.
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Figure V. 2 : Acquisition DL de lafluorescence de la GFP provenant d’ une cellule Hel.a co-exprimant GFP-p45
et DsRed-MafG.

Lesimages de fluorescence stationnaire ont été acquises par lacaméaCCD al .. =480 nm et 515 < | ,, < 560 nm
pour laGFP (C) et .. =540 nm et | , > 590 nm pour la DsRed (A). Une superposition des images est présentée
en B. Sur I'image C est représentée la surface active du détecteur DL. L' acquisition DL aété menéea | . = 480 nm
et 515 < | , <560 nm et est représentée par |’ histogramme 2D (temps et position) des photons comptés (E).
L’intégrale simple en fonction de la position de cet histogramme correspond au nombre de photons comptés en
fonction du temps et est représentée sous la forme d’ une courbe (D). C’est le déclin de fluorescence total de la GFP
mesuré par le DL. Le résultat de I’ analyse globale des 16 déclins obtenus en intégrant 10 canaux par 10 canaux
suivant ladirection position est présenté en F par les courbes de contribution (coefficients pré-exponentiels) des deux
duréesdevie: 2,74 ns (vert) et 0,84 ns (jaune). Barreen A = 10 um.
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Pour démontrer que ladurée de vie courte de la GFP (0,88 ns) mesurée dans ces expériences
est bien la conséquence d’ une interaction GFP-p45 et DsRed-Maf G, des expériences de contrble
ont été menées dans différentes conditions de transfection sur ce méme modée cdlulaire. Les

résultats des analyses sont présentéstable V. 1.

Table V. 1: Paramétres cinétiques de fluorescence de la GFP fusionnée ou non a p45 selon

différentes conditions de transfection.

Protéines Locdisationcellulare  a;  ty(ns) &  t,(ng
GFP Cytoplasme/noyau 1 2.49
GFP/DsRed Cytoplasme/noyau 1 2.58
GFP-p45 Noyau 1 2.56
GFP-p45/DsRed-
MafG Noyau 048 274 0.52 0.84

Dans le cas d’ une monotransfection de la GFP, fusionnée ou non a p45, I’gustement mono-
exponentiel est satisfaisant (voir Ch. V. 2. 1. 2).Lorsque la GFP et la DsRed sont co-exprimées
dans une méme cellule, leur fluorescence verte et rouge sont colocalisées, toutes deux de maniére
diffuse, dans le noyau et le cytoplasme. Dans ce cas auss, |’anayse mono-exponentielle est
satisfaisante et présente une durée de vie de 2,58 ns. Ces résultats démontrent que la GFP et |a
DsRed seules n’interagissent pas et ne génerent pas de signal de FRET. Seul I’ gjustement des
données expérimental es provenant de la co-transfection GFP-p45 et DsRed-MafG nécessite un
modele bi-exponentiel. Des mesures de la fluorescence de la DsRed, seule ou fusionnée, en
sélectionnant cette fois-ci lafluorescence rouge (I ., > 510 nm) permettent d’identifier la durée de
vie de cette proténe dont |e déclin atoujours é&é mono-exponentiel (t = 3,5 ns, voir Ch. V. 2. 1. 1.

5). L’ absence de durée de vie de 3,5 ns dans tous | es déclins de fluorescence obtenus en placant le
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filtre optique de bande passante 515-560 nm a |I’émission permet de conclure qu’aucune
fluorescence significative provenant de la DsRed n’ est mesurée dans les expériences de FRET. De
méme, des mesures de |’autofluorescence cellulaire sur des cellules témoins qui pourraient
contribuer al’ apparition d' une durée de vie courte ont aussi été menées et ont prouve que cette
contribution est largement négligeable dans cette étude. Ainsi, la durée de vie courte de la GFP
provenant de la co-transfection GFP-p45 et DsRed-Maf G correspond bien au transfert d’ énergie
entre la GFP et la DsRed. Ce FRET est caractéristique de I’ interaction spécifique entre p45 et
MafG.

V. 1. 2. 2. Interaction de p45 avec un partenaire cytoplasmique

Par la technique du double-hybride, I’ équipe de V. Mignotte a caractérisé un partenaire
potentiel ap45. Ce partenaire, exprimé en cellule, a une localisation strictement cytoplasmique. Pour
des raisons de confidentidité, nous nommerons cette protéine PC (Partenaire Cytoplasmique).
Lorsque PC et p45 sont co-exprimées, p45 est alors exclue du noyau et sa localisation devient
cytoplasmique. Une des hypothéses consiste a penser que le mécanisme moléculaire impliqué dans
cette relocalisation de p45 est I’ interaction directe de p45 avec PC. Pour vérifier cette hypothése, des
mesures de déclin de fluorescence de la GFP ont été entreprises pour déterminer la présence de
FRET entre GFP-p45 et la protéine PC fusionnée ala DsRed.

La DsRed a été fusionnée en positions N et C-terminale de la PC et lataille des protéines
fusions a été vérifiée par latechnique de Western. En co-exprimant I’ une de ces deux protéines avec
GFP-p45, deux situations différentes se présentent : (i) avec DsRed-PC, la fluorescence rouge est
strictement cytoplasmique, comme prévu, par contre lalocalisation de |la fluorescence verte provenant
de GFP-p45 est exclusivement nucléaire et il n'y a pas de colocalisation de ces deux protéines, et
(i) avec PC-DsRed, il y a colocalisation des deux fluorescences dans le cytoplasme.

C'est donc avec cette derniére construction, en position C-terminae de la PC, que les
mesures de déclin ont été menées. Dans toutes les expériences indépendantes effectuées, dans

lesquelles lalocalisation de la fluorescence de la GFP est cytoplasmique, une durée de vie de 0,26 +
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0,04 ns (n =5, SD) a été mesurée. La plupart des cellules co-transfectées présentent une localisation
cytoplasmique de GFP-p45. 1l y a cependant quelques cellules ou GFP-p45 reste nucléaire. Un

exemple est présenté figure V. 3. considérer
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Figure V. 3 : Acquisition DL de lafluorescence de la GFP provenant de deux cellules Hel.a co-exprimant GFP-
p45 et PC-DsRed.

Lesimages de fluorescence stationnaire ont été acquises par lacaméaCCD al .. =480 nm et 515 < | ,, < 560 nm
pour laGFP (C) et .. =540 nm et | , > 590 nm pour la DsRed (A). Une superposition des images est présentée
en B. Sur I'image C est représentée la surface active du détecteur DL. L' acquisition DL aété menéea | . = 480 nm
et 515 < | , <560 nm et est représentée par I’ histogramme 2D (temps et position) des photons comptés (E). Deux
déclins caractéristiques provenant de la position 1 et de la position 2 localisées sur I’ histogramme sont présentés en
D. Ce sont les déclins de fluorescence de la GFP mesurés par le DL dans le noyau de la cellule du haut (1) et dans le
cytoplasme de lacellule du bas (2). Le résultat de I’ analyse globale des 32 déclins obtenus en intégrant 5 canaux par 5
canaux suivant ladirection position est présenté en F par les courbes de contribution (coefficients pré-exponentiels)
des deux duréesdevie: 2,64 ns (vert) et 0,29 ns (jaune). Barreen A = 10 um.
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Dans une cellule, lalocalisation de GFP-p45 est cytoplasmique et est colocalisée avec PC-DsRed,

dans |’ autre cellule, lalocalisation magjoritaire de GFP-p45 est nucléaire, ou elle n’ est pas colocalisée
avec PC-DsRed (cytoplasmique) dont e niveau d’ expression est plusfaible (Fig. V. 3. A, B et C).

L’ acquisition DL de ces deux cellules permet de caractériser la situation de FRET et de non-FRET
sur le méme histogramme 2D (Fig. V. 3. E). Qualitativement, il est possible de voir sur cet
histogramme que les déclins de fluorescence dépendent de la localisation spatiale de |la fluorescence
dela GFP : long déclin pour la cellule du haut (localisation nucléaire) et déclin rapide pour lacedlule
du bas (locdisation cytoplasmique). Ces déclins, pour la position 1 et 2 visuaisées sur
I histogramme, sont représentésfigure V. 3. D. L’analyse globae correspondant a 32 déclins
représentant chacun I’ intégration sur cing canaux spatiaux contigus donne deux durées de vie 2,64
ns et 0,29 ns. Les contributions de ces deux durées de vie (les coefficients pré-exponentiels) en
fonction de la position spatial e sont représentées sous la forme de courbes figure V. 3. F. On peut
d ailleurs déduire de ces informations que le déclin 1 de lafigure V. 3. D correspond a un déclin
mono-exponentiel de durée de vie 2,64 ns et que le déclin 2, Iui, correspond a un déclin quasi mono-
exponentiel de durée de vie 0,29 ns. Une trés faible contribution de la durée de vie longue est
résiduelle sur toute lalongueur du DL. Pour le déclin 2, I'impression donnée d’ une contribution
non négligeable de la durée de vie longue est surestimeée par I’ échelle logarithmique. De fait, les
contributions provenant de |’ gjustement global permettent de constater que, pour les deux pics
jaunes entrele canal O et le cand 50 représentatés sur la figure V. 3. F et correspondant au
cytoplasme de la cellule du bas, la contribution de la durée de vie de 2,64 ns est trés proche de zéro
(courbe verte du canal 0 au canal 50). Ainsi, on peut proposer que toutes |es protéines GFP-p45
dans |e cytoplasme de la cellule du bas sont caractérisées par une durée de vie de 0,29 ns, traduisant
un transfert d’ énergie de la GFP vers la DsRed, ce qui signifie que toute la population de GFP-p45
est en interaction directe avec PC-DsRed. Au contraire, la contribution de la durée de vie de 0,29 ns
entre les canaux spatiaux 57-62 (correspondant ala position 1 sur lafigure V. 3. E) est presque
nulle, traduisant qu’il N’y aurait pas de GFP-p45 en interaction avec PC-DsRed. C’ est en accord

avec |’ absence de fluorescence de DsRed correspondant a ces canaux spatiaux. On peut néanmoins
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distinguer une faible fluorescence rouge dans le cytoplasme de la cellule du haut, fluorescence qui
est colocalisée avec lafluorescence verte de la GFP-p45. Dans le cytoplasme de cette cellule, la
valeur de ladurée de vie de fluorescence est de 0,29 ns, ce qui suggeére I’ existence de FRET pour les
canaux 110-115 (cytoplasme de la cellule du haut). Le troisiéme pic de contribution de la durée de
vie de 0,29 ns (canaux spatiaux 70-115) provient probablement d’ une fluorescence cytoplasmique

de la GFP-p45 hors du plan focal (au-dessus du noyau) puisque cette fluorescence est colocalisée

avec de lafluorescence rouge.

LafigureV. 4 est un autre exemple de ces expériences.
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Figure V. 4 : Anayseglobae d une acquisition DL de lafluorescence de la GFP provenant d’ une cellule HeLa co-
exprimant GFP-p45 et PC-DsRed.

Lesimages de fluorescence stationnaire ont été acquises par lacaméaCCD al .. =480 nm et 515 < | ,, < 560 nm
pour la GFP (vert) et | .. =540 nm et | , > 590 nm pour la DsRed (rouge). Une superposition des images est
présentée au centre. Sur toutes les images est représentée |a surface active du détecteur DL. L’ acquisition DL a été
menée al .. =480 nmet 515 < | ,, <560 nm. Le résultat de |’ analyse globale des 16 déclins obtenus en intégrant
10 canaux par 10 canaux suivant la direction spatiale le long de la surface active du DL est représenté par les courbes
de contribution (coefficients pré-exponentiels) des deux durées de vie: 2,91 ns (vert) et 0,26 ns (jaune).

Sur cette figure, ne sont représentées que la colocalisation et les courbes de contribution des durées

de vie caractérisées par analyse globale, 2,91 ns et 0,26 ns. De laméme maniére, dans le cytoplasme,
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la contribution de la durée de vie longue est quasi nulle, traduisant le fait que toute la population de
GFP-p45 est en interaction avec PC-DsRed. Ce qui est intéressant dans cette andyse, C'est
I’ apparition d’ un faible pic de contribution de la durée de vie de 2,91 nslocalisé au niveau du noyau
de cette cellule sans qu'’il y ait de colocalisation avec de |la fluorescence rouge. On peut penser
qu’ une faible proportion de GFP-p45, indétectable en intensité stationnaire, se trouve localisée dans
le noyau et, évidemment générant un signal de fluorescence caractéristique de |’ absence de transfert
d énergie.

L es expériences de contrdle présentées dans le chapitre précédent sont aussi valablesici. La
durée de vie de ~ 300 ps est caractéristique d’ un transfert d' énergie entre la GFP et la DsRed. De
plus, les résultats indiquent que la GFP de GFP-p45 transfére une partie de son énergie ala DsRed
de PC-DsRed uniquement lorsque GFP-p45 est |ocalisée dans | e cytoplasme. Dans certains cas,
caractéristiques d’ une plus faible expression de PC-DsRed par rapport al’ expression de GFP-p45,
GFP-p45 reste localisée dans |e noyau. Aucune PC-DsRed n’est en mesure d’interagir avec elle.
Les résultats de la co-expression de GFP-p45 avec DsRed-PC, ne faisant pas varier lalocalisation
de GFP-p45, indiqueraient que I’ emplacement de la DsRed en position N-terminale de PC empéche
I’interaction directe avec p45. D’ailleurs, dans ce cas, les déclins de fluorescence de la GFP sont
mono-exponentiels et la durée de vie est caractéristique de la GFP sans accepteur (2,66 ns). |l

semblerait donc que la partie N-terminale de PC soit impliquée dans I’ interaction avec p45.

V. 1. 3. Discussion

Le couple de FRET GFP/DsRed a été utilisé ici pour éudier des interactions proténe-
protéine directement en cellules vivantes. Les expériences, menées avec le systéme du DL, ont
permis d' éudier lalocalisation subcellulaire des interactions de GFP-p45 avec son partenaire connu
au sein du facteur NF-E2, MafG, et avec un nouveau partenaire, PC, tous deux étiquetés avec le
fluorophore accepteur la DsRed. Pour caractériser le FRET entre deux protéines hétérologues co-
transfectées, la technique consistant a mesurer la diminution de la durée de vie du donneur ne

requiert pas de tenir compte des variations de concentrations de donneurs et d’ accepteurs quand
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I"inverse est vrai pour des mesures de FRET par intensité stationnaire (voir Ch. 1. 2. 4. 1). La
diminution de la durée de vie du donneur est comparée avec celle du donneur en absence
d’ accepteur provenant d’ une expérience indépendante. C'est ainsi que la méthode utiliséeici s est
avérée performante pour éudier la localisation subcellulaire des interactions hétérologues entre
GFP-p45 et DsRed-MafG et entre GFP-p45 et DsRed-PC. De plus, le fait que ces mesures soient
effectuées avec latechnique du TCSPC présente deux autres avantages : (i) latrés grande sensibilité
delamesure qui permet de détecter et d’identifier de trés faibles expressions de protéines fusion, et
(i) la possibilité de déterminer la proportion de protéines (donneuses) en interaction avec son

partenaire.

V. 1. 3. 1. Validité des mesures de FRET en utilisant la DsRed

Il a été montré dans la littérature qu’ en solution, la DsRed formait des tétraméres (Baird et
al., 2000, Heikal et al., 2000), observation confirmée par |a structure cristallographique (Wall et a.,
2000). Il aauss été rapporté que la DsRed présentait une fluorescence verte en solution avant d’ étre
complétement maturée (Baird et a., 2000). En cellule, la survenue de |a tétramérisation de la DsRed
fusionnée a une proténe d’intérét pourrait donc avoir deux effets: (i) une certaine agrégation de la
protéine fusion, qui rendrait inopérante cette protéine, tant dans salocalisation éventuelle que dans
son étude d’interaction par FRET, ou/et (ii) un éventuel transfert d’ énergie entre |’ espéce verte et
I’ espéce rouge de la DsRed, générant une durée de vie courte.

Concernant le premier point, pour certaines protéines fusionnées ala DsRed observées au
laboratoire, la locdlisation n'a pas été conservée. Dans certaines cellules, de nombreuses
ponctuations fluorescentes rouges correspondant vraisemblablement a de I'agrégation ont été
observées. Lafusion d’ une protéine ala DsRed apparait moins neutre qu’ une fusion ala GFP, par
exemple. De nombreux essais de lignées cellulaires stables avec la DsRed, seule ou en fusion se
sont avérées infructueux. Il semblerait que I’ expression de la DsRed génére un taux de mortalité
cellulaire non négligeable. Néanmoins, malgre toutes ces difficultés, pour certaines constructions et

dans certaines cellules, lalocalisation de la protéine parait conforme a ce qui est attendu. C'est le cas
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des protéines DsRed-MafG, PC-DsRed et DsRed-PC étudiéesici. De plus, les interactions entre
GFP-p45 et DsRed-MafG et entre GFP-p45 et DsRed-PC semblent bien exister. Il se pourrait que
ces interactions soient plus fortes que I’interaction homologue entre les DsRed. Les contrbles
menés avec des co-transfections GFP/DsRed non fusionnées ne présentent pas de durée de vie
courte (table V. 1). La présence de FRET dans les expériences est bien subordonnée a une
interaction spécifique des partenaires d' intérét.

Concernant le second point, aucune contribution de fluorescence de la DsRed avec lefiltre
qui sélectionne la fluorescence de la GFP n’ a été détectée dans nos contréles. Soit la protéine
DsRed est parfaitement maturée dans les cellules HeLa (48 heures aprés transfection), soit la
contribution verte existe, mais n’ est pas significative. |l ad’ailleurs été rapporté que le maximum
d intensité de lafluorescence verte était tres faible (Baird et a., 2000). 11 est donc trés hypothétique
de voir apparaitre une durée de vie courte d’ un transfert de cette espéce fluorescente vers |’ espece
rouge au sein d’' un tétrameére.

En conclusion, la validation du couple de FRET GFP/DsRed et de la technique de déclin de
fluorescence pour I’ étude des interactions hétérologues de protéines a été montrée ici. On peut
espérer que dans un avenir proche des mutants de la DsRed n’ ayant pas tendance a s agréger seront

développés, ce qui permettraune généralisation de I’ utilisation de ce couple de FRET.

V. 1. 3. 2. Proportion de protéines en interaction et distances mesurées

L’intérét premier d' utiliser le couple de FRET GFP/DsRed est que le déclin de fluorescence
de la GFP peut étre considéré comme mono-exponentiel, qu’ elle soit fusionnée ou non (voir Ch. 1V.
2.1). Ainsi, en plus de lamise en évidence des interactions p45/MafG et p45/PC en celules
vivantes, |’ approche menée permet de caractériser précisement les proportions de protéines en
interaction. Les coefficients pré-exponentiels provenant des ajustements correspondent aux
proportions des différentes espéces fluorescentes. Dans le cas du FRET, sachant que seule la vitesse
non radiative de |’ espéce varie, toutes choses égales par ailleurs, e rapport des coefficients pré-

exponentiels de I’ gjustement bi-exponentiel correspond exactement au rapport des concentrations de
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GFP présentant du FRET ou non. Ainsi, de 30 a 70 % de p45, selon les cellules, sont en interaction
avec MafG dans le noyau, quand toutes les protéines p45 sont en interaction avec PC dans le
cytoplasme.

Lamodélisation des durées de vie courtes permet aussi de proposer une distance entre les
chromophores GFP et DsRed au cours de I’ interaction. Pour modéliser ces mesures, il faut bien sOr
émettre certaines hypothéses quant al’ orientation et I’ organisation spatiale des protéines fusion, le
facteur d’ orientation, nécessaire a cette modélisation, y étant directement lié (Ch. 11. 2. 4. 4). En
supposant que la distribution des orientations est aléatoire (k? = 2/3), les distances mesurées entre la
GFP et la DsRed sont de 41 A pour I’interaction p45/MafG et de 33 A pour I’ interaction p45/PC.
Le calcul est effectué en utilisant I’ équation 11. 2. 13. La caractérisation du R, pour le couple
GFP/DsRed est présentée chapitre V. 2. 1. 3. 3. L’hypothése de la distribution aéatoire des
orientations est supportée par I’ existence d’ une séquence d’ une dizaine d acides aminés entre la
protéine d'intérét et la protéine fluorescente dans ces protéines fusions, ce lien permettant une
rotation aléatoire des deux parties de protéine fusion. Cette modélisation ouvre la porte a des éudes

structurales au sein méme de lacdlule vivante.

V. 1. 3. 3. Interprétation biologique

Bien que considérant le modéle cellulaire Hel a et la transfection transitoire (donnant souvent
lieu a une sur-expression) comme imparfait par rapport ala physiologie des interactions mesureées, il
est tout de méme tres intéressant de replacer cette étude dans son contexte de problématique
biologique. Le facteur de transcription NF-E2 est constitué de I’ hétérodimere formé de p45 et
MafG (Igarashi et a., 1994). L’ interaction de ces deux protéines a donc été confirmée au sein méme
du noyau d’une cellule en culture. 1| apparait que ce complexe est indispensable a la thrombopoiése
(Onodera et al., 2000, Shavit et al., 1998, Shivdasani et al., 1995). La caractérisation, en cdlule
vivante, d’ une interaction de p45 avec un partenaire cytoplasmique qui modifierait salocalisation

nucléaire est tres intéressante dans e contexte de la régulation du facteur de transcription NF-E2.
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En perspective, I'utilisation des techniques de déclins de fluorescence s avérant
particulierement peu perturbante, il serait intéressant de suivre cette interaction lors de la
différenciation hématopoiétique. Ceci apporterait une meilleure compréhension des mécanismes

physiologiques de cette interaction.

V. 2. Interaction de protéines homologues

En fusionnant une sous-unité protéique soit avec une protéine fluorescente "donneur" soit
avec une protéine fluorescente "accepteur" et aprés co-expression des deux fusions, on peut révéler,
en cellules vivantes, I’ interaction de ces protéines homologues (formation d’ oligoméres) par FRET,
que I’ on appellera par la suite hétéroFRET. Le méme processus de transfert par résonance peut
avoir lieu entre chromophores identiques (homoFRET). Dans ce cas, |es mol écules donneuses et
accepteuses n’ étant pas spectralement discriminées, la durée de vie ne varie pas. Par contre, ce
transfert peut étre caractérise par |'étude de la dépolarisation de la lumiére, pour peu que
I’ orientation des dipbles donneur et accepteur soit différente (Weber, 1954). Avec |. Gautier, au
laboratoire, nous avons mené une étude sur la thymidine kinase du virus de I herpés simplex type |
(TK) pour caractériser sa structure dimérique en cellule vivante. Nous avons associé les deux
approches, hétéroFRET et homoFRET. Cette étude avait deux objectifs: (i) la comparaison des
deux méthodes et leur efficacité ala caractérisation d’ interaction de protéines homologues, et (ii) la
caractérisation du dimere de TK et sa relation avec son activité enzymatique dans une étude

structure-fonction menée parallelement par |. Gautier.

V. 2. 1. Lathymidine kinase du virus de I’ herpes smplex type |

L’ herpés simplex type-1 (HSV-1) est un a-herpesvirinae Ce virus est neurotrope. Il est en
effet capable d'infecter les neurones, d’'y entrer en latence et de reprendre un cycle réplicatif
(réactivation). 1l est également capable de serépliquer dans les cellules épithélides et dans les
cellules de soutien non neuronales du systeme nerveux central et périphérique. Les manifestations

cliniques de ces virus sont relativement variées. Les plus fréguentes sont des infections oraes,
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labiales ou génitales. Les infections oculaires, plus rares, peuvent conduire ala cécité. Certaines
infections respiratoires pourraient étre dues a une primo-infection par un HSV. Les infections
neurologiques sont tresrares (1 ou 2 personnes sur 1 million), mais en cas d encéphalite, la
mortalité est de 70 %. La contamination du nouveau-né est mortelle dans 50 % des cas. Ces taux de
mortalité peuvent ére diminués de moiti€ par I’ utilisation des antiviraux (Nahmias et al., 1991). Les
antiviraux ont pour cible lathymidine kinase (TK) et la polymérase virales. Ce sont des analogues
nucléosidiques qui, phosphorylés par la TK virde, sont incorporés dans I’ADN vira dont ils
bloguent la polymérisation. L’affinité moindre de ces analogues pour la TK cdlulaire fait de
certaines de ces molécules (tels que I’ acyclovir et le ganciclovir) des antiviraux efficaces avec une
faibletoxicité cellulaire.

Le géne de la thymidine kinase code pour une protéine dont la forme majoritaire comprend
376 aa. La TK phosphoryle la déoxythymidine (dT) et la déoxythymidine-5 -monophosphate
(dTMP), ains qu'un grand nombre d'analogues nucléosidiques, en transférant le groupe ¢
phosphoryl d une molécule d’ ATP sur le substrat nucléosidique. Les constantes de Michaelis de
cette enzyme sont de 0,5 UM pour lathymidine et de 20 uM pour I’ ATP (Liu & Summers, 1988).
LaTK virae est exprimeée sous trois formes dans les cellules infectées. Latraduction del’ARNmM
peut étre initiée a partir de trois AUG différents, le deuxieme et le troiseme AUG étant positionnés a
135 et 177 pb du premier AUG (Haarr et al., 1985, Marsden et al., 1983, Preston & McGeoch,
1981). Les protéines obtenues comprennent 376 aa, 331 aa et 317 aa, leurs poids moléculaires
théoriques sont de 43, 39 et 38 kDa respectivement (Haarr & Flatmark, 1987, Marsden et al., 1983,
Preston & McGeoch, 1981). La quantité des protéines de 39 et 38 kDa exprimées représente 10 %
de laquantité totale de TK exprimée (Irmiere et al., 1989, Marsden et al., 1983). Un signa de
localisation nucléaire (SLN) delaTK a été récemment mis en évidence (Degreve et a., 1999,
Degreve et al., 1998). Cesignal (RRTALRPRR) est situé entre lesrésidus 25 et 33 de la protéine de
43 kDa (Degreve et d., 1998), les proténes de 39 et 38 kDa ne contiennent donc pas cette séquence.
Ceci est en accord avec lefait que |’ activité TK ait été détectée dans le noyau et dans le cytoplasme

des cdlulesinfectées (Haarr & Flatmark, 1987, Herzberg et al., 1981).
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Les études menées par cristalographie sur la structure de la thymidine kinase ont été
effectuées sur une protéine TK purifiée, délétée des 32 premiers acides aminés (Fetzer et al., 1994).
La protéine purifiée a conserve son activité thymidine kinase (Km de 0,2 uM pour la thymidine).
Cristallisée en présence de substrat, la TK forme des homo-diméres (Wild et a., 1997) (Fig. V. 5)
qui semblent étre laforme active de la protéine (Fetzer et al., 1994, Waldman et d., 1983). LaTK est
formée d'un coaur central de 5 ou 7 feuillets b connectés entre eux par des boucles et de 12 ou 15
hélices a (Brown et d., 1995, Folkers et d., 1991, Wild et d., 1995). L’interface entre les
monomeéres est un plan circulaire de 1800 A2, avec une protubérance du résidu tryptophane 310 qui
ancre lesmolécules|’une al’ autre (Brown et a., 1995, Wild et al., 1997). Les structures impliquées
dans|’interface sont les hélices a4, a6 et al0, lesboucles a2-a3 et a9-a10, et une partie des

hélicesa2 etal12 (Wild et a., 1995, Wild et a., 1997).

D’ apres Wild K. et cal.,
Protein Science, 1997

Figure V. 5 : Structure cristallographique du dimeére de TK.

LaTK n’est pasindispensable a laréplication lytique du virus. Les virus de phénotype

thymidine kinase négatif se répliquent aussi efficacement que les virus sauvages en cellules
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proliférantes. Différentes études menées sur des souris ont cependant montré que la protéine TK

était impliquée dansla mise en place de lalatence et dans la réactivation.

V. 2. 2. Résultats

En construisant des protéines dans lesquelles | es protéines autofluorescentes (X FP) ont été
fusionnées al’ extrémité C-terminale de tout ou partie de la protéine TK, en exprimant ces protéines
en cellules Vero et en utilisant la microscopie de déclins de fluorescence, nous avons pu déterminer
I état d’ oligomérisation, monomeére ou dimére, de la TK directement en cellules vivantes. Isabelle
Gautier a construit les protéines fusion suivantes dont elle a vérifié I’ expression cellulaire par la
technique de Western :
() les protéines TK X FP, constituées des aa 1 a 366 de TK suivis de la séquence codant pour
une des XFP, puis des aa 367 a 376 de TK (I’ XFP est donc en position C-terminale de laTK),
(i)  lesprotéines TK GFP, constituées de n aade TK (ou nreprésentelesaal a27 ou 14210

de TK), suivis de la séquence codant pour la GFP, puis des aa 367 a 376 de TK,

V. 2. 2. 1. Interactions mesurées par hétéroFRET
Ces expériences ont consisté a mesurer le transfert d’ énergie entre couples de XFP au cours
d une co-transfection de protéines TK respectivement fusionnées au donneur et al’ accepteur.
Ladistribution subcellulaire des protéines TK ., X FP est présentée figure V. 6. Les protéines
fusion TK,,,CFP, TK,,,GFP et TK,,,YFP ont une distribution subcellulaire identique. La
fluorescence est détectée dans le noyau et |e cytoplasme des cellules exprimant ces proténes fusion.
Le marquage est majoritairement nucléaire. Cette localisation est en accord avec lalocalisation de la

TK révélée par immunofluorescence.
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Figure V. 6 : Distribution subcellulaire de la fluorescence des XFP dans les cellules Vero exprimant les protéines
TK X FP.

Les plasmides pTK;CFP (A et B), pTK3,,GFP (C et D), pTKYFP (E et F) et pTK;,DsRed (G) ont été introduits
par transfection dans des cellules Vero et les protéines exprimées ont été détectées par fluorescence. Les cellules A, B,
C,D, E e F ont un marquage majoritairement nucléaire avec de la fluorescence également déectée dans le
cytoplasme. Des agrégats apparaissent dansles cellules B, D et F. Dans la cellule G, la fluorescence est localisée dans
des structures qui pourraient étre des mitochondries. Barre en G = 10 um.

Le gene codant pour ces protéines TK,,,XFP contient trois sites d'initiation de la traduction
correspondant atrois proténes plus ou moins tronquées a leur extrémité N-terminae. Laprotéine la
plus longue, mgjoritaire, contient un site de localisation nucléaire qui n’ est pas présent sur les deux
autres formes de protéines. |1 est probable que la fluorescence nucléaire corresponde alaforme la
plus longue de protéine fusion et que la fluorescence cytoplasmique provienne des deux formes
tronquées. Ces images de fluorescence ne permettent pas d exclure un clivage des protéines fusion
puisgue la protéine autofluorescente seule se distribue de fagon homogéne dans les cellules. Dans

certaines cellules exprimant les protéines fusion TK,,,CFP, TK ,,.GFP et TK .Y FP, des agrégats
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trés fluorescents apparaissent deux ou trois jours apres latransfection. Le nombre et lataille de ces
agrégats augmentent avec le temps aprés la transfection. La protéine TK,,,DsRed se localise de
fagon tres différente des autres protéines TK,,, XFP. Ceci pourrait ére d0 & des problémes de
repliement ou de maturation de la protéine fusion qui seraient engendrés par |a partie DsRed.

Aing, le couple utilisé pour caractériser les interactions homologues éventuelles est |e couple
CFP/YFP, laprotéine fusion TK ,,,DsRed ne présentant pas lalocalisation attendue de la protéine
TK. Toutes les mesures ont été effectuées avec le systeme DL en excitant 440 nm et en détectant
I”émission de fluorescence entre 470 et 500 nm (ce qui permet de sélectionner exclusivement la
fluorescence provenant du donneur (CFP) dans les expériences de co-transfection). Les déclins de
fluorescence obtenus pour la co-transfection TK,,,CFP / TK ;.Y FP varient en fonction du temps
aprés transfection et notamment en fonction de la présence ou non d’ agrégats dans la cellule. La
figure V. 7 présente une expérience représentative de ce qui est obtenu dans les cellules deux ou
trois jours aprés transfection lorsqu’il y a des agrégats. Les protéines TK,,CFP et TK .Y FP sont
parfaitement colocalisées dans I’ expérience de co-transfection (Fig. V. 7. B, C et D), comme ce qui
est attendu. Les deux courbes de lafigure V. 7. F représentent les déclins (intégrés sur toute laligne
du DL) de TK,,CFP exprimée seule (mono-transfection) ou exprimée avec TK,, YFP (co-
transfection), tous deux normalisés a 10000 coups au maximum. Qualitativement, on peut observer
gue le déclin obtenu pour la co-transfection est plus rapide que celui de la mono-transfection,
comme on peut égdement le visudiser sur les histogrammes 2D en pseudo-couleur.
Quantitativement, en effectuant un gjustement global, il n'y a pas de variation sgnificative des
durées de vie calculées en fonction de lalocalisation subcellulaire, que ce soit dans le noyau, le
cytoplasme ou pour les agrégats. Cette propriété se vérifie pour toutes les acquisitions effectuées.
Les gjustements du déclin total ont été obtenus avec un modele bi-exponentidl. En effet, le déclin de

la CFP exprimée seule ne s gjuste correctement qu’ avec deux duréesdevie (Ch. 1V. 2. 1. 1. 2).
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Figure V. 7 : Acquisitions DL de lafluorescence de la CFP provenant de cellules Vero exprimant TK ,,,CFP seule
et co-exprimant TK;,CFP et TK 55,Y FP.

Lescellules Vero ont été mono-transfectées par le plasmide pTK,5CFP (A et E) et co-transfectées par les plasmides
PTKcCFP et pTKYFP (B, C, D et G). Lesimages de fluorescence stationnaire ont été acquises par la caméra
CCDal o =440nmet 470<1 ., <500 nm pour laCFP (A etD) et . =480 nmet | ., > 510 nm pour la YFP
(B). Une superposition desimages B et D est présentée en C. Sur I'image A et D est représentée la surface active du
détecteur DL. Les acquisitions DL ont été menéesal .. = 440 nm et 470 < | , < 500 nm et chacune d’elle est
représentée par |’ histogramme 2D (temps et position) des photons comptés (E et G). L’ intégrale simple en fonction
de la position de ces histogrammes correspond au nombre de photons comptés en fonction du temps et est représentée
sous laforme d’ une courbe (F), verte pour la mono-transfection et jaune pour la co-transfection. Ce sont les déclins
de fluorescence totaux de la GFP mesurés par le DL dans ces deux situations. Barreen A = 10 um.

Dans les expériences de lafigure V. 7, la TK ,,CFP exprimée seule dans la cellule aainsi des
durées de vie de 3,51 et 1,23 ns avec des contributions de 59,5 % et 40,5 % respectivement. La

TK ,,sCFP co-exprimée avec la TK ;.Y FP a des durées de vie de fluorescence de 3,64 et 0,65 ns
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avec des contributions respectives de 52,3 et 47,7 %. En premiére approximation, nous calculons
une durée de vie moyenne de la TK ,,,CFP en tenant compte des contributions des deux durées de
vie (Eq. IV. 2. 1). LaTK,,,CFP exprimée seule a une durée de vie de fluorescence moyenne de 2,59
ns. Quand ele est exprimée avec TK,.,YFP, sa durée de vie moyenne est de 2,21 ns. Cette
diminution de la durée de vie de fluorescence est caractéristique du transfert d’ énergie de la CFP
verslaYFP. En utilisant donc le couple CFP/Y FP en hétéroFRET pour caractériser des interactions
homologues, il parait extrémement difficile de modéliser correctement le phénomeéne, les résultats
obtenus sont plus qualitatifs que quantitatifs. En supposant qu’il existe deux situations distinctes,
FRET et non-FRET, dans |es expériences de co-expression de TK ,,,CFP et TK .Y FP et que les
deux especes de TK,,,CFP caractérisées par les deux durées de vie soient impliquées dans le
transfert vers la YFP, le déclin de fluorescence obtenu correspondrait théoriquement a quatre
exponentidles. Or, il est extrémement difficile de discriminer quatre durées de vie distinctes dans un
déclin, pour peu que ces durées de vie soient proches.

Pour la CFP, les spectres d’ absorption et d’ émission des deux espéces correspondant aux
deux durées de vie pourraient étre différents (voir Ch. 1V. 2. 1. 1. 2). A une méme distance et pour
une méme orientation respective, les vitesses de transfert entre ces deux especes et la'Y FP seraient
aors différentes, conséquence de la différence de R,. Une des deux espéces pourrait transférer plus
efficacement son énergie ala'Y FP. De plus, dans|e cas du dimere de TK, les deux espéces de CFP
sont susceptibles de transférer leur énergie entre elles. Ce transfert a une incidence directe sur le
déclin, la durée de vie de chague espece étant différente. Ainsi, prenant en compte ces différents
phénomeénes, il paralit bien difficile de présenter un modée discret de plusieurs durées de vie
caractérisant le phénomene d’ hétéroFRET dans les dimeres. Aussi, a-t-on trouve un gjustement bi-
exponentiel satisfaisant pour toutes les situations.

Les différents résultats des gustements des différentes données expérimentales sont

présentéstable V. 2.
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Table V. 2 : Paramétres cinétiques de fluorescence des mono et co-transfection TK,,,CFP et

TK e YFP.
Jour apres t, (ns) t, (ns) <t> (ns)

Protéine transfection  Agrégats a a

TK,,CFP J; - 4,10 040 1,38 0,60 2,46
TK,,CFP J; - 4,40 035 160 0,65 2,58
TK,,CFP J; - 4,26 040 151 0,60 2,61
TK,,CFP J, - 4,10 03 136 065 2,30
TK,,CFP J, - 354 056 1,12 044 2,47
TK,,CFP J, - 354 060 1,06 040 2,54
TK,,CFP J, 4,29 035 134 065 2,37
TK,,CFP J, 4,40 045 127 055 2,68
TK,,CFP J, ++ 3,45 057 107 043 2,43
TK,,CFP J, ++ 3,52 059 123 041 2,58
TK,CFP/ TK ¢ YFP J; - 4,32 040 141 0,60 2,58
TK,CFP/ TK ¢ YFP J; - 4,71 035 169 065 2,75
TK,CFP/ TK ¢ YFP J; - 4,33 040 152 0,60 2,64
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, - 3,46 055 104 045 2,38
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, + 3,60 055 094 045 2,41
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, + 3,42 058 103 042 2,42
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, + 4,44 035 158 0,65 2,58
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, + 4,04 045 1,20 0,55 2,48
TK,,CFP/ TK ¢ YFP J, + 3,77 040 09 0,60 2,08
TK,,CFP/ TK ¢ YFP J, ++ 3,79 045 097 055 2,24
TK,CFP/ TK ¢ YFP J, ++ 3,64 052 065 048 2,21

L e parametre important permettant de comparer ces différentes données est <t>, la durée de vie
moyenne. Pour ce paramétre, quelles que soient les conditions cellulaires d' acquisition de la mono-
transfection TK ,,,CFP, <t> ne varie pas significativement et on a<t>=2,50 + 0,12 ns (SD, n = 10).
Par contre, concernant les résultats de co-transfections, une diminution de cette durée de vie
moyenne est observée pour trois mesures indépendantes, <t>=2,18 + 0,09 ns (n = 3). Cette

diminution est corrélée au nombre de jours apres transfection et al’ apparition d’ agrégats cellulaires.
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Il est & noter que pour ces cellules, la présence d' hétéroFRET est détectée non seulement dans les

agrégats mais aussi en dehors, dans le cytoplasme et le noyau de ces cellules.

V. 2. 2. 2. Interactions mesurées par homoFRET

Une autre méthode pour caractériser les interactions homologues a été entreprise en
mesurant |les déclins d’ anisotropie de fluorescence des protéines fusion GFP avec tout ou partie de
la TK. Les parametres cinétiques de ces déclins d anisotropie permettent (i) de contrdler le
comportement rotationnel de laprotéine et (ii) de mesurer I'homoFRET potentiel pour étudier les
interactions macromoléculaires entre protéines identiques. Ces travaux ont fait I’objet d’'une
publication (Tramier et a., 2001). Les déclins d’ anisotropie sont mesurés comme décrit chapitre [V.

1. 2 avec le systeme confocal.

V. 2. 2. 2. 1. Diffusion rotationnelle des proténes fusion GFP

La mesure des déclins d’ anisotropie de la GFP seule en solution et en cellules a déja été
abordée chapitre IV. 2. 1. 4. |ci, il s agit de mesurer de maniére identique les déclins d’ anisotropie
de protéines fusion GFP. La GFP est un bon marqueur pour ces études. Son déclin de fluorescence
peut étre assimilé a une mono-exponentielle et permet ainsi une modélisation simple des déclins
d’ anisotropie. De plus, il n’ existe pas de mouvements locaux du chromophore GFP dans sa poche
protéique, ce que nous avons confirmé par |’ absence de dépolarisation rapide dans les déclins
d anisotropie de la GFP seule (Ch. 1V. 2. 1. 4).

Les mesures d’ anisotropie ont été effectuées sur les protéines TK,,GFP, TK,,,GFP et
TK,,GFP dans le noyau et le cytoplasme de cellules Vero exprimant ces protéines aprés
transfection. Les localisations subcellulaires de ces protéines et de la GFP seule sont présentées
figure V. 8. La protéine TK,,,GFP présente une distribution majoritairement nucléaire. De la
fluorescence est également détectée dans le cytoplasme. Cette distribution est identique acelle de la
proténe TK,.,GFP, alors que la fluorescence des protéines GFP et TK ,,GFP est détectée de fagon
diffuse dans les cellules, sans localisation préférentielle. Le géne codant pour laprotéine TK,, ,GFP,

comme celui codant pour la protéine TK,,,GFP, contient trois sites d initiation de la traduction.
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Seule laproténeinitiée sur le premier site contient un signal de localisation nucléaire. Celle-ci serait

donc détectée dans le noyau, les deux autres protéines se localisant dans le cytoplasme.

Figure V. 8 : Distribution subcellulaire de la fluorescence de la GFP dans les cellules Vero exprimant les
protéines TK,GFP.

Les plasmides pEGFP-C1 (Clontech), pTK ,,GFP, pTK ;,sGFP et pTK,,,GFP ont été introduits par transfection dans
des cellules Vero et les protéines exprimées ont été détectées par fluorescence. A : cellule exprimant laGFP ; B :
cellule exprimant laTK,,GFP ; C et D : cellules exprimant la TKyGFP un et trois jours post-transfection,
respectivement ; E et F : cellules exprimant la TK ,,,GFP un et trois jours post-transfection, respectivement. Les
cellules A et B ont une fluorescence diffuse, sans localisation préférentielle. Dans les cellules C et E, lalocalisation
des protéines fusion est majoritairement nucléaire. Des agrégats trés fluorescents sont présents dans les cellules D et
F, lalocalisation des protéines fusion dans ces cellules étant par ailleurs identique a celle des cellules C et E. Barreen
F =10 pm.

Dans certaines cellules exprimant la protéine TK.,,,GFP, on détecte des agrégats verts trés brillants,
comme dans les cellules exprimant 1a TK ;,,GFP. Le nombre et |a taille de ces agrégats augmentent
en fonction du temps apres la transfection. 24 heures apres latransfection, il n'y a pas d’ agrégats,

48 heures apres, certaines cellules présentent des agrégats et trois jours apres, presque toutes les

cellules ont des agrégats dont lataille est plus importante. Les déclins d’ anisotropie sont mono-

158



exponentiels pour laTK ,,GFP ainsi que pour laTK,,,GFP et la TK,,,GFP dans les cellules ne

contenant pas d’ agrégats. De la méme maniére que pour la GFP seule (Ch.1V. 2. 1. 4), lestemps

caractéristiques de relaxation d’ anisotropie ne sont pas significativement différents dans le noyau et

le cytoplasme. Les résultats des ajustements des déclins d’ anisotropie effectués 24 heures apres les

diverses transfections sont présentéstable V. 3.

Table V. 3: Paramétres cinéiques de déclins d anisotropie de la TK,,GFP, TK,,,GFP et

TK ,;5GFP en cellules vivantes, 24 heures post-transfection.

Nombre Poids moléculaire
Protéine d’ expériences t (ns) o f (ns) théorique (kDa)
TK,,GFP 6 262+0,09 027+002 356+86 32
TK,,,GFP 5 257+0,05 025+002 54,6+42 52
TK 5, GFP 3 264+010 026+001 81,0+153 70

Ces parametres sont caractéristiques des temps de rotation des protéines fusion complétes

considérées comme une sphere. Lafigure V. 9 montre que le temps de rotation mesuré par cette

méthode est proportionnel aux poids moléculaires attendus pour ces protéines.
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Figure V. 9 : Ajustement linéaire des temps de rotation des protéines TK,GFP en cellules vivantes en fonction de

leurs poids moléculaires théoriques.

Ladroite représente | gjustement linéaire des données expérimental es (carrés pleins) provenant delatable V. 3.
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La fluorescence observée dans le noyau et le cytoplasme des cellul es transfectées avec le plasmide
contenant les génes des protéines fusion ne provient donc pas de GFP clivée et permettent
d’identifier laforme monomérique de ces protéines fusion. De plus, ces déclins tendent vers zéro
aux temps longs ce qui signifie que larotation des protéines n’est pas génée et que les protéines ne

sont pas en interaction avec des composants subcel lulaires.

V. 2. 2. 2. 2. HOmoFRET et interactions homologues

Lafigure V. 10 compare les déclins d’ anisotropie de la TK,,,GFP et de la TK,,,GFP a
différents temps post-transfection. Les courbes présentent bien un déclin mono-exponentiel pour la
TK,,GFP et pour la TK,,,GFP dans |es cellules ne contenant pas d’ agrégatsi. e. 24 heures post-
transfection en ce qui concerne la TK,,GFP (Fig. V. 10. aet c). Au contraire, dans les cellules
contenant des agrégats (deux ou trois jours aprés la transfection), le déclin d’ anisotropie de la
TK,,GFP est trés différent (Fig. V. 10. b) et ceci que I’ acquisition provienne des agrégats ou de la

fluorescence diffuse de ces cellules.

Time(ns)

Figure V. 10 : Déclinsd anisotropie de fluorescence subcelulaire des protéines TK,,GFP et TK 3,GFP.

Haut : Images de fluorescence stationnaire de cellules Vero exprimant TK,,GFP (a) et TK ;,,GFP 24 heures et 72
heures post-transfection (c et b). aet ¢ : cellules présentant seulement une fluorescence cytoplasmique et nucléaire
diffuse; b : cellule contenant des agrégats fluorescents. Bas: Dépendance temporelle de la dépolarisation de
fluorescence mesurée par le systéme confocal provenant du cytoplasme diffus (a et ¢) et provenant des agrégats (b) a
| oc =490 Nm et | ., > 515 nm. Les déclins de fluorescence utilisés pour le calcul de lafonction d’ anisotropie ont été
normalisés par |a méthode de normalisation expérimental e présentée chapitre 1V. 1. 2. 1. Lalocalisation subcellulaire
du volume illuminé (1 um?®) a partir de lagquelle les déclins d anisotropie ont &té mesurés est indiquée par une fléche.
Barreena=>5pum.
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L’ gjustement de ce déclin requiert un modéle bi-exponentiel du type

rit)y=r,[bexp (-t/f,) + (1-b) exp (-t / )] (V.2.1)
avecf, =24ns,f,>200nset b =0,37. Des déclins d’ anisotropie identiques ont été auss mesurés
pour laTK,,,GFP (Fig. V. 11). Les différents résultats obtenus de ces gjustements serésument a f |
=24+03nsetb=0,37+0,02avect,>200ns(SD, n=3) pour laTK,,,GFPet f, =2,1nsetb

=0,52avecf, > 200 ns pour la TK,,,GFP.
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Figure V. 11 : Différents déclins d anisotropie de fluorescence des protéines TK,,(GFP et TK ;,,GFP dans les
cellules contenant (3 jours post-transfection) ou ne contenant pas d’ agrégats fluorescents (24 heures post-transfection).
Les courbes claires proviennent de cellules ne contenant pas d’ agrégats (un jour aprés transfection), les courbes
foncées proviennent de cellules contenant des agrégats (trois jour aprés transfection). Les déclins d’ anisotropie ont été
mesurés par le systéme confocal al .. =490 nm et | ., > 515 nm. Les déclins de fluorescence utilisés pour le calcul
de lafonction d’ anisotropie ont éé normalisés par |a méthode de normalisation expérimentale présentée chapitre V.
1.2 1.
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Le temps court de relaxation d’ anisotropie (f,) ne peut correspondre & un mouvement
rotationnel, car, s |la GFP avait été clivée dans les agrégats par exemple, ce temps de rotation aurait
étéde 23 ns(Ch. IV. 2. 1. 4). Il ne correspond pas non plus a un mouvement local du chromophore
au sein de la protéine pour deux raisons : (i) ce temps aurait été observé dans tous les déclins
d anisotropie de la GFP, et (ii) ce mouvement local du chromophore aurait vrai semblablement induit
une variation de la durée de vie de fluorescence. Par des mouvements de courbure de la région
peptidique entre les deux moitiés de protéines (TK et GFP) résulterait un mouvement local dela
GFP entiere par rapport ala TK. Le temps de rotation observé serait plus long que 2,1 ou 2,4 ns
(Hink et a., 2000) et serait aussi observe avec les déclins d' anisotropie des monomeres. Ce temps
court de dépolarisation de la lumiére est typique du transfert d énergie entre chromophores
identiques. L homo-transfert ne change pas les propriétés spectrales et les durées de vie de la
fluorescence émise, mais conduit ala dépolarisation de lalumiére (Weber, 1954). |1 est probable que
cet homo-transfert entre les chromophores de GFP reflete |a formation de dimeres de TK,,,,GFP et
TK ;5cGFP. Il n’est pas possible de discriminer entre un temps de rotation trés long (de |’ ordre de
200 ns) et une valeur infinie pour f, dans nos conditions. En effet, comparés ala durée deviedela
GFP, ces temps de relaxation tres longs ne sont plus discriminables. Lavaleur def, pourrait aussi
bien étre interprétée comme |’ anisotropie résiduelle dans un contexte de migration d’ énergie entre
deux chromophores GFP, comme cela est présenté chapitrell. 3. 4.

En conclusion, ce trés court temps de relaxation montre sans équivoque qu’il existe un
homo-transfert entre deux GFP, caractérisant donc une interaction entre protéines TK,,,GFP, ains
qu’entre protéines TK,,,GFP. || est possible, de plus, de modéliser les déclins d’ anisotropie pour

tenter de déterminer plus précisément |’ organisation macromol éculaire de ces protéines.

V. 2. 2. 2. 3. Modélisation de |’ homoFRET pour un dimére TK-GFP
Pour rendre compte de la dépolarisation partielle par homoFRET, il s agit de considérer un
modéle dans lequel apres un ou plusieurs sauts d'énergie, la fluorescence émise demeure

anisotrope. Ici, pour interpréter ces résultats expérimentaux, un modele de dimere de TK-GFP a été
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utilisé. Il est évident que ce modéle n'est pas exclusf, les données pourraient égaement étre
interprétées comme une migration d' énergie dans un oligomeére de plus haut poids moléculaire dont
les fluorophores auraient des orientations privilégiées. Par contre, une distribution au hasard des
fluorophores provoquerait une dépolarisation totale de la fluorescence. Ce modéle de dimére est
supporté par | hypothése de laformation de dimeres de TK présenté en introduction. C’ est donc
dans ce cadre que |les données expérimentales montrant I’ interaction homologue entre TK,, GFP et
entre TK,, ,GFP respectivement ont été modélisées.

Le modéle est présenté en détail chapitrell. 3. 4. Lorsqu’il y atransfert d’ énergie entre deux
chromophores identiques comme décrit dans ce modele, |’ anisotropie de fluorescence, r(t), est
corrélée alavitesse de transfert, w, et al’ orientation mutuelle entre les deux chromophores, g, selon
I"équation 1. 3. 25 :

r(t) = 1/10[(3 — 3cos’q) €2 + 3cos’q + 1] (V.2.2)

Cette équation est reliée a plusieurs hypotheses :

() larotation du dimere de protéines pendant la durée de vie de fluorescence est négligeable, ce qui
est le cas pour les dimeres de TK,,,GFP et de TK.,,,GFP en cellules vivantes. En effet, |e temps de
rotation du monomere a été estime respectivement a 81,0 ns et 54,6 ns, ce qui donnerait une valeur
supérieure a 100 ns pour larotation du dimere. Sachant que le processus de désexcitation de la GFP
est bien plus rapide (t = 2,6 ns), il n’est pas possible de discriminer entre larotation du dimeére et
une moléculeimmobile;

(i) il n’existe pas de réorientation entre les moments de transition des états excités initialement et
secondairement par transfert pendant |e temps de la fluorescence (modél e statique). Cette hypothése
se vérifie pour les diméres TK ,,,GFP et de TK,, ,GFP a partir du moment ou le chromophore GFP
est rigidement fixé al’ intérieur du tonneau protéque (Ch. IV. 2. 1. 4) et qu’ aucun mouvement de la
partie GFP par rapport ala TK n’a été mesuré dans les déclins d’ anisotropie des monomeéres ;

(iii) les monomeéres du dimere de TK sont bien identiques, sachant gu'’ils proviennent d’un méme
plasmide recombinant. || est donc tres probable que I’ orientation des deux GFP est symétrique dans

ledimére.
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Le fait qu’ une unique vitesse de transfert ait été obtenue s accorde bien avec |’ argument
gu'il n’existe qu’ une seule configuration de dimére. Le model e présenté semble donc une bonne
approximation pour décrire les résultats bien que I’on ne puisse exclure I'existence d'une
distribution de vitesse. Les parametres physiques obtenus a partir de I’équation V. 2. 2 pour

différentes expériences sont présentéstable V. 4.

TableV. 4: Parametres physiques du transfert d énergie entre chromophores GFP pour les

diméres TK,,GFP et TK,,,GFP en cellules vivantes.

“Protéine q (degrés) w (nsh R_ (A
TK,.GFP 446 0,208 70,2
TK,, GFP 438 0,185 716
K., GFP 46,1 0,238 68,6
TK,,,GFP 56,4 0,238 68,6

A partir de I’anisotropie résiduelle, correspondant a (1 — b) r,, I’angle g correspondant a
I’ orientation mutuelle entre les deux chromophores a été calculé. A partir de |la vitesse de transfert,
w, ladistance entre les deux chromophores, R, peut étre calculée si |e facteur orientationnel, k?, est
connu (Eqg. I1. 3. 26 et I1. 3. 27). k? dépend de I’ orientation mutuelle entre les deux dip6les de
trangition, g, mais aussi de I’ orientation respective de chague dipble avec I’ axe joignant les deux
chromophores (Eq. I1. 3. 27). Cette derniére orientation est inconnue. La valeur présentée dans la

tableV. 4, R __, correspond alalimite supérieure de R en prenant k* = 4 comme majoration de ce

facteur et en calculant R, comme présenté chapitre |V. 2. 1. 3. 4 avec cette valeur de k®. Les valeurs
maximales de R présentées sont compatibles avec la structure dimérique de la TK obtenue en
cristallographie. En effet, dans le dimere cristallisé de TK, les deux extrémités C-terminale sont

Séparées de 47 A (G. E. Schulz, communication personnelle).
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V. 2. 3. Discussion

L'existence de FRET entre protéine TK,,,CFP et TK,,,YFP et d’homoFRET pour la
protéine TK,,,GFP montre qu'il existe bien une interaction homologue pour la construction
TK X FP. Néanmoins, pour caractériser plus précisément la structure macromoléculaire dans
laguelle cette interaction est impliquée, les deux approches ne sont pas équivalentes. Nous
comparerons donc les résultats de ces deux techniques. Dans un second temps, nous discuterons de
ces résultats dans le cadre d’ une étude structure — activité en cellules vivantes menée avec | sabelle

Gautier.

V. 2. 3. 1. Comparaison hétéroFRET-homoFRET pour la caractérisation d'interactions
homologues

Les résultats obtenus par hétéroFRET sont plus qualitatifs que quantitatifs dans le cas du
couple CFP/Y FP au contraire des résultats d’ anisotropie dont |a modélisation permet de proposer
une interprétation structurale du complexe ou prend place I'interaction avec I’homologue. La
comparaison générale que I’ on peut faire des deux approches s appuie sur différentes observations.
Premiérement, dans les expériences d’ hétéroFRET, les dimeres sont sous laforme CFP-CFP, CFP-
YFP et YFP-YFP.Puisque ' est |a fluorescence du donneur que I’ on mesure, les diméres CFP-CFP
et CFP-YFP participent au déclin de fluorescence mesuré minimisant ainsi la contribution de
I’ espece dont la durée de vie est diminuée par hétéroFRET (CFP-Y FP). Cet aspect ne concerne pas
I’étude de I’ homoFRET par déclin d’ anisotropie qui ne met en jeu que des diméres identiques.

Deuxiémement, dans le cas ou I'on est capable de mesurer la vitesse de transfert,
I"hétéroFRET ne mesure qu'une distance entre le donneur et I'accepteur. Une information
supplémentaire est contenue dans I’ étude de I’homoFRET par déclin d’ anisotropie. Si la vitesse de
dépolarisation est corréée a la vitesse de transfert et correspond a la distance, I’ anisotropie
résiduelle renseigne sur les différentes orientations mutuelles des chromophores impliqués dans le
transfert. Cette information apparait essentielle lorsqu’il s'agit de modéiser les données

expérimentales.
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Troisémement, concernant les protéines fusions avec les GFP et variants spectraux, la
vitesse de dépolarisation impliquant un transfert d’énergie mesurée par anisotropie est tres
rapidement différente des vitesses de dépolarisation impliquant larotation totale ou locae de la
protéine, méme pour une efficacité de transfert faible, ce qui différe des durées de vie mesurées pour
le FRET. A titre d’ exemple, considérons une efficacité de transfert faible de 10 %, soit E = 0,1. Pour
la GFP, ladurée de vie de fluorescence du donneur seul est t, = 2,6 ns ce qui, selon I’ équation 11. 2.
12, donnerait t ;, = 2,34 ns, ladurée de vie du donneur en présence d accepteur dans une expérience
d'hétéroFRET. Pour w lavitesse de transfert (w=k, =E/t_,), onaaors w= 0,043 ns*. Dans les
expériences de déclin d anisotropie, le temps de relaxation f (f = 1/2w) serait alorsde 11,7 ns. Le
temps de rotation de la protéine fusion GFP au minimum correspond & 23 ns (le temps de rotation
dela GFP seule en cellule). || apparait bien qu’il est plus facile expérimentalement de discriminer
11,7 ns de 23 ns dans un déclin d’ anisotropie que de discriminer 2,34 ns de 2,6 ns dans un déclin
de fluorescence, sachant de plus gu’ une fraction seulement des donneurs ont une durée de vie plus
courte puisgue |’ on est en présence d’ homodimeres donneur/donneur et donneur/accepteur. Aing, il
semble possible de mesurer expérimentalement de bien plus faibles efficacités de transfert par
anisotropie que par hétéroFRET.

Enfin, I’anisotropie, qui mesure égaement la diffusion rotationnelle des protéines, peut
également permettre de caractériser des interactions macromoléculaires autres que |'interaction
homologue recherchée qui géneraient les mouvements de rotation. Au contraire, I’ hétéroFRET ne
caractérise que I’ interaction recherchée.

Plus particuliérement, a cause des deux durées de vie de la CFP, I'utilisation du couple
CFP/YFP nefacilite pas la modélisation des résultats d' hétéroFRET. Néanmoins, une anayse
guantitative comparant les deux études, anisotropie et hétéroFRET, a pu étre menée. Dans le cadre
du modele de dimére, considérons la durée de vie moyenne dela CFP, <t>., = 2,5 ns, et la vitesse
de transfert de I’homoFRET GFP/GFP, w = 0,208 ns*. L’ équation I1. 3. 26 peut s écrire sous la
forme

W= tee” (Rygr / R)° (V.2.3)
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et I’équation I1. 2. 7 peut S écrire aussi sous laforme

Ky = <t>ee (Ro cervep | R’ (V. 2.4)
avec k; lavitesse de transfert dans I’ expérience d’ hétéroFRET. En combinant ces deux équations
par substitution de R, on obtient

Ky = tarp ! <t>erp (R crmven ! Rocee)® W (V. 2.5)
L’equation I1. 2. 1 donnant |a durée de vie du donneur en présence d' accepteur, iCi <t >y g, Peut
S écrire aussi sous laforme

ey = (Kp + <t> ™)™ (V. 2.6)
De plus, dans les expériences d’ hétéroFRET détectant une interaction homologue, commeil I’ a été

discuté, ladurée de vie expérimentale moyenne, <t correspond a deux situations que I’on

>
exp!?
supposera équiprobables, I’'une ou il y adu transfert, I’ autre non, et on aaors
>, = (U + <t>q) [ 2 V.2.7)
En appliquant les équationsV. 2.5, V. 2. 6 et V. 2. 7 aux données numériques avec t o, = 2,6 ns, R,

crever = D2 A et R, o = 47 A (voir Ch. 1V. 2. 1), on obtient alors <t>_ = 1,88 ns. Cette valeur est

p
|égérement différente des valeurs expérimentales mesurées : 2,18 £ 0,09 ns (n = 3). Cette différence
S explique par les approximations effectuées dans ce traitement théorique : (i) une des deux espéces
de CFP (deux durées de vie) pourrait transférer plus efficacement son énergie a la YFP et les
équations V. 2. 5 et V. 2. 6 ne seraient plus valables, et (ii) le nombre de dimeres CFP/CFP et
CFP/YFP ne serait pasleméme et |’ équation V. 2. 7 ne serait plus vaable.

Une comparaison de I’ approche d’ anisotropie avec des expériences de FRET mettant en jeu
un couple GFP/DsRed permettrait certainement de mieux appréhender les différences. Néanmoins,
il apparait déja que I’ approche des interactions homol ogues de protéines par anisotropie S avere un

outil plusinformatif pour caractériser |’ état d’ oligomérisation d’une protéine et la structure du

complexe associé.
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V. 2. 3. 2. Interprétation biologique : relation structure — activité en cellules vivantes

S agissant de la cinétique d’ apparition des diméres de TK,,,GFP, les mesures de FRET et
d anisotropie montrent qu'il existe une certaine corrédation entre ces dimeres et |’ apparition
d’ agrégats. De méme, une imagerie quantitative de |’ expression des protéines TK ,,,GFP et GFP en
cellules a permis de constater que |’ agrégation de ces protéines est spécifique de lapartie TK dela
protéine et qu’ elle est indépendante du niveau d’ expression protéique (Tramier et a., 2001). Les
résultats d’ anisotropie obtenus dans les agrégats présentent bien une anisotropie résiduelle aux
temps longs caractéristique d’'une organisation anisotrope des dipbles de transition et donc
incompatible avec une agrégation désordonnée. Prenant en compte ces différents résultats, un
modéle cinétique de laformation des diméres et des agrégats peut étre proposé (Fig. V. 12).
Initidement, les protéines fusion sont sous forme de monomere, comme il a éé détecté par
anisotropie dans les cellules juste un jour aprés transfection. Puis la formation de dimeres est
antérieure alaformation d’ agrégats, les résultats de FRET et anisotropie détectant aussi du transfert
provenant de la fluorescence diffuse de cellules contenant des agrégats. Les agrégats seraient alors
congtitués de diméres qui n'interagiraient pas les uns avec les autres, impliquant tres probablement

d autres protéines celulaires.

& — N

Figure V. 12 : Modée cinéique delaformation des diméres et des agrégats de TK ;5,GFP.

Certaines questions d’ ordre physiologique se posent alors concernant laformation tardive

des dimeres et laformation de ces agrégats. Sachant quela TK est cristallisée sous forme de dimére
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(Wild et al., 1997) et qu’ elle est active sous cette forme en solution (Fetzer et al., 1994, Waldman et
al., 1983), une étude de I’ activité enzymatique par incorporation de thymidine tritiée dans les cellules
transfectées avec la protéine TK,,,GFP menée par |sabelle Gautier montre que I’ activité détectée ne
dépasse pas 10 % de I’ activité TK seule. La protéine formée des 366 premiers acides aminés de la
TK présente également une activité trésfaible de I’ ordre de 10 % de I’ activité contréle. Dans ces
constructions, I’ hélice a,, se trouve tronquée de ses 10 acides aminés C-terminaux (modée de
Wwild, (Wild et a., 1997)). Cette partie de I'hélice a,, est donc essentielle a la pleine activité
enzymatique de la TK. La présence de la GFP ne semble pas étre impliquée dans cette diminution
d activite. L' hélice a,, est une des quatre hélices interagissant a |’ interface monomere-monomere
danslecristal de TK (Wild et a., 1997). || semble donc qu’il y ait un lien entre activité enzymatique
delaTK et formation de diméres "natifs" et donc actifs provenant de I’ interaction de protéines TK
compl étes.

Isabelle Gautier aaussi construit des protéines XFP,,,,,,, TK, constituées des aa 1 a 239 de
la séquence codant pour la CFP, laGFP et la Y FP ou des aa 1 a 226 de la séquence codant pour la
DsRed, puisdes2 a376 aade TK (I'XFP est ici en N-terminal de la TK). Exprimées en cellules, au
contraire des protéines fusion avec la protéine autofluorescente en position C-terminaledelaTK, les
protéines fusion présentéesici ne forment pas d’ agrégats. Elle aauss testé I’ activité enzymatique de
ces protéines fusion qui présentent une activité 1,5 fois plus devée que la protéine TK seule.
L’ étude de la dimérisation de ces protéines fusion par FRET ou anisotropie ouvre des perspectives
particuliérement intéressantes en ce qui concerne le développement d’ une approche combinée de la

structure et de I’ activité de protéines en cellules vivantes.

169



V. 3. Dynamique locale de macr omolécules

L’ éthidium s'intercale dans le noyau de cellules vivantes (Ch. V. 2. 2. 3). Letravail présenté
ici aconsisté a caractériser ladynamique torsionnelle de I’ ADN en cellule vivante en mesurant le
déclin d'anisotropie de fluorescence de cet éthidium intercaé (Tramier et a., 2000). En effet,
mesurer ce déclin, ¢’ est mesurer la diffusion rotationnelle de I’ éthidium. Lorsqu’il est intercal é, ses
mouvements de diffusion rotationnelle sont caractéristiques des mouvements browniens de I’ ADN.
A I’ échelle de temps mesurée, ¢’ est la dynamique torsionnelle, ¢’ est-a-dire les mouvements de

torsion de |’ ADN autour de son axe principal, qui sont pris en compte.

V. 3. 1. Dynamiquetorsionnellede |’ ADN

L’ ADN chromatinisé dans le noyau de celules de mammifere est hautement compacté,
formé d’un motif de base, le nucléosome. Ce motif consiste en 1,75 tours vers la gauche d’ ADN
sous forme B (146 paires de bases de la double hélice droite) qui constitue une super-hélice elle-
méme organisée autour d’ un octamére de protéines, les histones. Des études structurales par rayon
X montrent que, a la surface de I’ octamere, des résidus amino-acides de charges positives sont
distribués de telle sorte que ces charges s gjustent parfaitement avec les résidus phosphates chargés
négativement de I’ ADN (Arents & Moudrianakis, 1993). Lafigure V. 13 présente la structure du

nucléosome.

Figure V. 13 : Structure cristallographique du nucléosome (d’ aprés Arents et Moudrianakis, 1993).
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Ces interactions ADN-octameére d’ histones ont été confirmées avec la structure cristallographique
du nucléosome entier (Luger et al., 1997). Deux nucléosomes sont séparés par une sequence de
liaison d’ ADN. Cette séquence de liaison est typiquement associée soit avec les histones H1 (ou
H5) ce qui induit une compaction supplémentaire de I’ ADN (Leuba et al., 1998), soit avec des
complexes multiprotéiques impliqués dans la transcription (Ashraf & Ip, 1998; Carey, 1998) ou
dans laréplication (Baker & Bell, 1998).

Différentes expériences ont essayé de caractériser la structure de la chromatine al’ intérieur
méme de lacellule : lataille des séquences de liai son entre les nucléosomes (van Holde, 1989), leur
degré de sur-enroulement (Jupe et d., 1993), |’organisation d ordre supérieur (Rydberg et 4.,
1998), laréorientation rotationnelle (Selvin et al., 1990), et la dynamique (Lamond & Earnshaw,
1998, Manders et a., 1999) de la chromatine. Dans la plupart de ces expériences, |es cellules sont
soit fixees, soit perméabilisées, ou les mesures sont effectuées sur la chromatine extraite. Les
interactions ADN-protéine, impliquées dans la structure native de la chromatine, peuvent étre
facilement perturbées durant les manipulations cellulaires ou I’ observation, comme cela a été
caractérisé en observant une sonde fluorescente (I’ acridine orange) en cellules vivantes (Delic et al .,
1991). Aing, I’ organisation in vivo de la chromatine peut étre considérée comme encore largement
inconnue, en particulier a cause des techniques invasives appliquées jusgu’ici.

In vivo, la cellule réplique son ADN nucléaire entierement et ce en quelques heures
seulement. On peut supposer que, dans la cellule, I' ADN nucléaire (formant principalement des
nucléosomes lorsqu’il est extrait) interagirait dynamiquement avec les protéines de la chromatine de
telle maniére que cette dynamique servirait a utiliser les propriétés intrinseques de la double hélice,
comme |’ élasticité et laflexibilité, ala progression des polymérases. Notre objectif consiste donc a
examiner ladynamique dont I’ ADN est doté en cellule vivante. Larigidité torsionnelle de’ ADN est
un facteur énergétique important impliqueé dans la formation de structures nucl éoprotéiques (Echals,
1986). L’ interaction de certaines protéines, comme HMG | (High Mobility Group I), requiert une
courbure et une torsion nulle de I’ ADN, modifiant son petit sillon et s gjustant au contour de la

protéine (Grosschedl, 1995). Des études de déclin d’anisotropie de fluorescence de I’ éthidium
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interagissant avec I’ ADN ont été menées pour examiner la dynamique interne del’ ADN (Wahl et
al., 1970). La dépolarisation expérimental e de cette fluorescence a été théoriquement analysée dans
le cadre des mouvements de torsion de I’ ADN le long de I’ axe de la double hélice (voir Ch. I1. 3.
5). Cette modélisation est particuliérement adaptée al’ étude de la dynamique torsionnelle de I’ ADN
(Allison & Schurr, 1979, Schurr, 1984) et sarestriction par des déformations structurales comme la
courbure (Heath et d., 1996) ou I'immobilisation de sa double chaine dans le nucléosome

(Winzeler & Small, 1991).

V. 3. 2. Réaultats

La modélisation de la dynamique torsionnelle de I’ADN a partir de |’anisotropie de
fluorescence de I é&hidium intercal € est présentée chapitreIl. 3. 5. Ici, nous présentons les résultats
des mesures de déclin d’ anisotropie de fluorescence de I’ éthidium intercal é obtenus directement

dans le noyau de cellules vivantes en utilisant le systéme confoca (Ch. 1V. 1. 2).

V. 3. 2. 1. Déclins d anisotropie de I’ éhidium dans |e noyau de cellules vivantes

Les déclins d’ anisotropie, r(t), de lafluorescence de I’ éthidium provenant d’ un petit volume
nucléaire de cellules vivantes sont présentés figure V. 14 pour trois concentrations d’ éhidium
appliquées (0,4, 4 et 10 pg/ml). Les cellulesici sont des S2, lignée immortalisée provenant du rein
de singe, les mémes cellules que celles qui sont utilisées pour les études de durées de vie présentées
chapitre IV. 2. 2. 3. Les déclins d’ anisotropie ont éé calculés et tracés aprés normalisation (voir Ch.
V. 1. 2 1). Letemps d acquisition pour ces déclins est de I’ ordre de 45 a 60 minutes, temps durant
lequel I’intensité reste stable. Dans certains cas, I’ intensité de fluorescence augmente, caractéristique
d’ une cellule rentrant en apoptose et ces données n’ ont pas été prises en compte. Les courbes
présentées sont bruitées aux temps longs (70 ns). Malgré lalongueur du temps d’ acquisition, le trés
faible niveau de fluorescence de I’ éthidium dans le noyau (voir Ch. 1V. 2. 2. 3) rend difficile une

meilleure statistique.
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Figure V. 14 : Déclinsd anisotropie de fluorescence de |’ éthidium nucléaire en cellules S2 vivantes.

Différentes concentrations d'incubation du bromure d’ éthidium ont été utilisées: (A) 1 pg/ml, (B) 4 pug/ml, (C) 10

pg/ml. Les expériences ont été menées avec le systéme confocal et en présence d’ éthidium dansletampona l . =

498 nm et | ,, > 515 nm. Les déclins de fluorescence utilisés pour le calcul de lafonction d’anisotropie ont été
normalisés par la méthode de normalisation expérimental e présentée chapitre V. 1. 2. 1.

Néanmoins, deux caractéristiques se dégagent de ces courbes : (i) larelaxation d’ anisotropie est tres
lente, et (ii) les courbes présentent une diminution puis une remontée aux temps courts (dip-and-
rise). Un tel "dip-and-rise" avait déja été présenté pour deI’ADN ou de I’ ARN de transfert en
solution avec de I’ é&hidium (Brochon, 1994, Guest et al., 1991, Hazlett et al., 1989). Il correspond a
I’ ani sotropie de deux especes indépendantes caractérisées par deux durées de vie et deux temps de
relaxation différents. De fait, |’ anisotropie de ces deux especes ne correspond pas a la somme des
anisotropies (Ch. 11. 3. 2, Eq. II. 3. 15). On parle alors de modéle non-associatif (Knutson et al.,
1986). Ce "dip-and-rise" de relaxation d’ anisotropie peut étre simulé en utilisant un modele ou

coexistent deux espéces distinctes d’ éthidium (50 % de chague), I’ une caractérisée par une durée de

vie courte (1,8 ns) et un temps de relaxation court (250 ps), I’ autre par une durée de vie longue (22
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ns) et un long temps de relaxation (250 ns), correspondant respectivement al’ éthidium libre et
intercalé. La simulation effectuée avec le logiciel Global Analysis (Urbana, Illinois) (Fig. V. 15)
correspond assez fidélement aux courbes expérimentales. Ainsi, le "dip-and-rise" de I’ anisotropie
de fluorescence de I'éthidium indiquerait la présence d'éthidium libre en proportion non
négligeable, quelle que soit la concentration d’incubation, et confirme encore ce qui avait d§a été
présenté chapitre 1V. 2. 2. 3 que I’intercalation de I’ é&hidium dans I’ ADN nucléaire de cellules

proliférantes est fortement inhibée.

0.30 -
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0O 10 20 30 40 50 60 70ns
Time (ns)
Figure V. 15 : Simulation de"dip-and-rise" de déclin d’ anisotropie.
Lasimulation est basée sur un modéle de deux espéces distinctes ayant la méme concentration, une avec une durée de

vie courte (1,8 ns) et un temps de relaxation d’ anisotropie court (250 ps), |’ autre avec une durée de vie plus longue
(22 ns) et un long temps de relaxation d' anisotropie (250 ns).

V. 3. 2. 2. Dynamique torsionnelle restreinte de I’ ADN nucléaire en cellules vivantes
Les déclins d’ anisotropie présentés figure V. 14 ont été obtenus avec de I’ éthidium présent

dans le milieu extracellulaire. Pour éiminer la contribution de I’ é&hidium libre et pour mesurer
uniguement I’ anisotropie de I’ éhidium intercalé, les cellules ont été rincées. Aprésleringage, les
mesures de durées de vie confirment que I’ éhidium libre est alors absent du noyau et que la
quantité d’ éthidium intercal é décroit tres lentement pendant |’ acquisition de I’ anisotropie : moins de
5 % des molécules intercal ées ont été dissociées alafin des mesures. Lafigure V. 16. A montre le
declin d’ anisotropie de fluorescence de I’ éthidium nucléaire apres ringage : le "dip-and-rise" est

alors absent et latrés lente relaxation d’ anisotropie, comme cela avait été observe figure V. 14,
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demeure. Ceci démontre que le "dip-and-rise" était bien d0 ala présence d’ éthidium libre dansle

noyau.
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Figure V. 16 : Déclinsd anisotropie et simulations de la fluorescence de I’ éthidium intercal € dans le noyau de
cellules S2 vivantes et dans |’ ADN de phagel .

(A) Noyau d'une cellule S2 vivante incubée par 4 pg/ml de bromure d’ éthidium puisrincé. (B) Simulation de
relaxation d’ anisotropie utilisant le modéle développé par Schurr (Schurr, 1984 ; Schurr et Schurr, 1985) (voir Ch.
1. 3. 5) avec deux jeux de paramétres : (pointillé) N = 20, a = 6,5 10> dyne.cm et g = 6 10% dyne.cm.s ; (continu)
N =100, a = 6,5 10 dyne.cm et g = 6 10% dyne.cm.s. (C) Solution ’ ADN de phage! &50 ug/ml en présence de
4 pg/ml de bromure d’ éthidium. (D) Simulation de relaxation d' anisotropie utilisant le modéle dével oppé par Schurr
et collaborateurs (Thomas et coll., 1980) (voir Ch. Il. 3. 5) aveca = 6,5 10 dynecmet g = 6 10% dyne.cm.s. Les
déclins d'anisotropie (A et C) ont été mesurés en utilisant le systéme confocal al .. =498 nmet | ., > 515 nm. Les
déclins de fluorescence utilisés pour le calcul de la fonction d’ anisotropie ont été normalisés par la méthode de
normalisation expérimental e présentée chapitre IV. 1. 2. 1. Les simulations ont été effectuées en utilisant le logiciel
Igor Pro et en prenant r, = 0,25.

Pour estimer le degré de restriction torsionnelle de I’ ADN nucléaire, nous avons comparé
cette anisotropie avec celle d’ un systeme modéle, I’ ADN nu en solution en évitant toute contribution
liée au transfert d' énergie (un éhidium pour 150 paires de bases) (Tichadou et d., 1975).
L’ anisotropie de I'éthidium intercaé dans I'ADN de phage | (Fig. V. 16. C), est hien cdle
caractéristique de larelaxation d anisotropie de I’ éthidium intercalé dans |’ ADN nu. Laforme de ce

déclin est similaire a ce qui est obtenu par simulation de la dynamique torsionnelle en utilisant le

modeéle présenté chapitre I1. 3. 5 pour un ADN considéré infini. Pour toutes les simulations, la
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valeur du r,, I’ anisotropie initiale, a été choisie a 0,25 correspondant au r, pour une ouverture
numérique de 1,3, ouverture numérique utilisée dans ces expériences. Pour cette simulation (Fig. V.
16. D), le coefficient de torsion et le coefficient de friction qui ont été choisisvalent : a = 6,5 10™
dynecm; g = 6 10% dynecm.s. Ces valeurs des paramétres de dynamique torsionnelle
correspondent a celles qui sont données dans la littérature pour I'ADN nu (Heath et a., 1996,
Thomaset a., 1980).

En comparaison, |" anisotropie de fluorescence de I’ éhidium, intercaé dans le noyau de
cellules vivantes, relaxe bien plus lentement (Fig. V. 16. A). Des simulations de déclin d anisotropie
ont été menées en utilisant le modele modifié par Schurr et collaborateurs ou I’ éhidium est intercalé
dans des domaines finis de paires de bases rigidement fixés aux extrémités (Schurr, 1984, Schurr &
Schurr, 1985) (voir Ch. 1I. 3. 5). Trois parametres, a, get N, caractérisent maintenant ce modéle,
avec N représentant |le nombre de paires de bases impliquées dans e mouvement de torsion, ¢’ est-a&
dire le nombre de paires de bases entre les deux extrémités fixées. Nous supposerons que a, le
coefficient de torsion, est identique acelui de I’ ADN nu, correspondant alavaleur del’ ADN sous
forme B. Les smulations montrent que la dynamique torsionnelle des sites d'intercalation de
I”éhidium dans I’ ADN nucléaire est restreinte, soit parce que N est petit (avec gfaible), soit parce
que gest grand (avec N grand) (Fig. V. 16. B). Ces deux possibilités correspondent a des sites
d'intercalation différents. Dans le premier cas, ces sites sont de petites régions d ADN nu bordées
par des interactions suffisamment fortes pour empécher 1a propagation de la dynamique torsionnelle
sur des domaines plus grands. Dans |e second cas, ces sites sont plus grands mais la viscosité du
milieu proche des paires de bases est plus importante. L’ augmentation de cette viscosité peut étre
causée par des interactions protéiques relativement faibles tout le long du domaine. Un modéle est
présenté figure V. 17. Des cinétiques plus précises seraient nécessaires pour discriminer entre ces
deux hypothéses dont la signification biologique est différente. On ne peut pas exclure également

I’ existence conjointe de ces deux sortes de sites d’ intercal ation dans la chromatine.
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F.igure V. 17 : Modéles des sites d'intercalation de I'éthidium dans la chromatine de cellules proliférantes
\(/rll\élﬂ?;esséquence de liaison entre les nucléosomes ; (bas) ADN nucléosomé. Ces deux modél es représentant les sites
d’intercalation potentiels de I’ éhidium sont en accord avec |es simulations présentées figure V. 16 B et correspondent
bien a une dynamique torsionnelle restreinte de I’ ADN.

Jusgu’a présent, nous n'avons pas la preuve que, dans le noyau, I'éhidium est
exclusivement intercalé dans |’ ADN et pas dans |es régions double chaine des ARNs. Néanmoins,
si une partie de la fluorescence mesurée provenait de I’ intercalation de I’ éthidium dans I’ ARN,
I"inhibition d’intercalation de I’ é&hidium dans |’ ADN serait encore plus forte et, consécutivement, la
dynamique torsionnelle de I’ ADN encore plus restreinte (voir Ch. V. 3. 3. 1). Cette dynamique
restreinte semble étre une propriété générale des celules en culture puisque des celules
compl étements différentes, des neurones de rat en culture primaire, présentent cette méme propriété

lorsque I’ on utilise de faibles concentrations d’ éthidium.
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V. 3. 2. 3. Effet de I’ augmentation de la concentration d’ éthidium sur la dynamique torsionnelle de
I”’ADN nucléaire

A 10 pg/ml comme concentration d’incubation, les propriétés mesurées dans les cellules S2,
proliférantes, ne varient pas. Par contre, alors qu’ a plus faible concentration dans les neurones de rat
en culture primaire, I'inhibition de |’ intercalation et la restriction de la dynamique torsionnelle ont
pu étre démontrées, en augmentant la concentration d’incubation de I’ éthidium a 10 pg/ml, on

observe un comportement trés différent de celui des cellules proliférantes. Lafigure V. 18 présente

une comparaison dans les neurones et les S2 a 10 pg/ml.
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Figure V. 18 : Comparaison des déclins d' anisotropie de fluorescence de I’ éthidium dans le noyau de neurones de
rat en culture primaire et de cellules S2.

(A et C) Images de fluorescence stationnaire ; (B et D) Déclins d anisotropie de la fluorescence, dont lalocalisation
subcellulaire est indiquée sur lesimages A et C, mesurés avec le systéme confocal al . =498 nmet| , > 515 nm.
(A et B) Neurone de rat en culture primaire ; (C et D) Cellules proliférantes S2. Les cellules ont été incubées avec 10
pg/ml de bromure d’ éthidium pendant 30 minutes & 37°C puis rincées. Les déclins de fluorescence utilisés pour le
calcul delafonction d’ anisotropie ont été normalisés par la méthode de normalisation expérimentale présentée
chapitrelV. 1. 2. 1.
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Dégaen intensité stationnaire, lafigure V. 18. A présente une intensité de fluorescence significative
pour la chromatine, alors qu’en S2, I’inhibition d’ intercalation est toujours présente (Fig. V. 18. C).
Ces résultats sont confirmés par des études de durée de vie et de concentration. A 0,4 ug/ml, le
rapport libre sur intercalé est de 1,81 pour les S2 alors qu’il est de 0,66 pour les neurones. Cette
variation s accentue encore en augmentant la concentration.

Les mesures de déclin d’ anisotropie de I’ éthidium intercal é, apres ringage, permettent de
mettre en évidence une diminution de larestriction de la dynamique torsionnelle de I’ADN au
niveau des sites d’intercalation (Fig. V. 18. B et D). En effet, qualitativement, on observe une
relaxation plus rapide pour |’ anisotropie issue du noyau de neurones alors que pour les S2, la
relaxation n’a pas varié par rapport a ce qui a déja été présenté figure V. 16. A. Lafigure V. 19
présente deux simulations avec le coefficient detorsion, a = 6,5 10™ dyne.cm et le coefficient de
friction, g= 6 10 dyne.cm.s, correspondant al’ ADN nu. Seul N varie (N = 20 ou N = 100). On
observe que larelaxation plus importante pour N = 100 est |ocalisée au début de la courbe, comme
on peut le voir également sur les données expérimentales. C’est I’ augmentation de N qui semble

étre impliquée dans larelaxation plus rapide.
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Figure V. 19 : Simulations par le modéle de Schurr avec N = 20 et N = 100.

L es simulations de relaxation d’ anisotropie utilisent |e modéle développé par Schurr (Schurr, 1984 ; Schurr et
Schurr, 1985) (voir Ch. I1. 3. 5) avec a = 6,5 10™ dyne.cm et g = 6 10 dyne.cm.s et en faisant varier N : N = 20
(pointillé) et N = 100 (continu). Les calculs ont été effectués en utilisant le logiciel Igor Pro et en prenant r, = 0,25.
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Un modéle soutenant cette hypothése est présenté figure V. 20. Ladiminution de larestriction de la
dynamique est alors décrite par une dissociation de certaines protéines de la chromatine, ce qui
élargirait les domaines d’ intercalation en augmentant N, le nombre de paires de bases impliquées
dans le mouvement (Fig. V. 20. A). Au contraire, dans les S2, il n’y a pas de dissociation des
protéines (Fig. V. 20. B). Cette dissociation aurait pour origine I’intercalation de I’ éthidium. En
effet, en S'intercalant, I’ éthidium ouvre légerement la double hélice et I'alonge (Pulleyblank &

Morgan, 1975, Wang, 1974) induisant des contraintes qui seraient al’ origine de la dissociation des
interactions ADN-protéine, comme celaa éé montré in vitro (McMurray & van Holde, 1991,

Schroter et al., 1985, Winzeler & Small, 1991).
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Figure V. 20 : Modéle delamoindre restriction de dynamique torsionnelle de I'’ADN par dissociation des
protéines.

(A) Ladissociation des protéines élargit les domaines d’intercalation induisant une diminution de larestriction de
relaxation d’ anisotropie et augmentant la dynamique torsionnelle. (B) Les protéines ne sont pas dissociées et la
dynamique torsionnelle est toujours restreinte.

V. 3. 3. Discussion

[l convient initialement de discuter les résultats de durée de vie caractérisant I’ intercalation de
I’ éthidium dans le noyau qui sont présentés chapitre IV. 2. 2. 3. Le comptage de photons uniques,
adaptéici alamicroscopie confocae, permet la détection de molécules d’ éthidium libre et intercalé
dans le noyau de cellules vivantes apres que les cellules ont éé incubées avec cette sonde
intercalante. Des concentrations comparables d’ éhidium libre dans le noyau et dans le milieu

extracellulaire ont été détectées, démontrant que le cation éthidium peut diffuser librement dansle
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cytoplasme et le noyau. Aingd, |'hypothése considérant que |’absence, en celule vivante, de
fluorescence stationnaire dans le noyau était due al’imperméabilité membranaire n’ est plus valable.
Le cation éthidium présente une forte fluorescence mitochondriae. 1l est également présent dansle
noyau, ce qui écarte la possibilité d’ un piégeage mitochondrial qui empécherait son intercalation
dans !’ ADN nucléaire. Ainsi, I’ absence de fluorescence stationnaire significative dans le noyau de
cellules vivantes, est bien due ala propension réduite de I’ é&hidium a s'intercaler dans la chromatine.

Cette propriété est caractéristique de |’ éat vivant pour les cellules de mammifére proliférantes.

V. 3. 3. 1. L’ anisotropie de |’ éthidium comme outil non-invasif de I’ étude de la dynamique locale
de!l’ ADN en cdllulesvivantes

Bien que I'intercalation soit fortement inhibée, il a été possible d obtenir des déclins
d’ anisotropie de fluorescence gréace al’ extréme sensibilité du comptage de photons uniques. La
combinaison des durées de vie et de I’anisotropie révele que I'inhibition de I'intercalation de
I’éthidium est concomitante & une dynamique torsionnelle restreinte de I’ADN. Ce résultat
concernant la dynamique restreinte s appuie sur différentes observations.

Premierement, la preuve de I’ inhibition de I’ intercalation de I’ éhidium dans le noyau de
cellules proliférantes vivantes provient du fait qu’'une tres faible quantité d éthidium intercaé
(identifié par sa durée de vie de 22 ns) est mesurée en présence d’ éthidium libre dans le noyau
(durée de vie de 1,8 ns), méme a plus forte concentration. Ce déclin bi-exponentiel contraste avec le
déclin mono-exponentiel issu de la solution d ADN nu. Une confirmation indépendante de
I’existence d'éthidium libre dans le noyau provient de I'existence d'un "dip-and-rise" dans
I"anisotropie. Ce "dip-and-rise" est seulement observé lorsqu’il y ade I’éhidium libre dans le
milieu extracellulaire, et ainsi dans le noyau. Le composeé rapide du déclin d' anisotropie qui donne
naissance au "dip-and-rise" correspond bien al’ éhidium libre diffusant librement dans |e noyau.

Deuxiémement, on ne peut exclure la possibilité d’un homotransfert entre molécules
d éthidium intercalé, méme a faible concentration, sachant que les sites d’ intercalation peuvent se

trouver concentrés dans de petits segments d ADN. Comme il a été discuté dans lalittérature (Wu
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et a., 1991), lacontribution de I"homoFRET pourrait produire un déclin d' anisotropie similaire ala
relaxation par ladynamique torsionnelle lorsque I’ on se trouve afaible rapport d’ éthidium par paire
de bases (jusgu’ 40,20 pour I' ADN nu). A plus fort rapport, une trés rapide dépolarisation pourrait
avoir lieu, dans une échelle de temps trop petite pour étre résolue, et donc réduisant lavaleur initiale
de |’ anisotropie, ler,. Ainsi, I"homoFRET pourrait potentiellement expliquer lafaible valeur der,,
obtenue pour |’ anisotropie de I’ éthidium intercal € dans le noyau en comparaison de ce qui a été
obtenu pour larhodamine 6G (Ch. 1V. 1. 2. 3). Danstous les cas, S'il existe un homotransfert dans
les mesures d’ anisotropie présentéesici, larigidité torsionnelle de I’ ADN serait aors sous estimée,
renforcant nos conclusions.

Troisémement, pour chaque molécule d'éthidium sintercaant, I’hélice I ADN s ouvre
d un angle de 26° (Pulleyblank & Morgan, 1975, Wang, 1974). Le mécanisme d’ intercalation de
I’ éthidium est contrélé par des fluctuations structurales browniennes de I’ ADN (Macgregor et a.,
1987, Meyer-Almes & Porschke, 1993, Sobell et al., 1976). La constante d’ association effective de
I” éthidium et la dynamique interne de I’ ADN sont corrélées (Clendenning et al., 1994, Hard &
Kearns, 1990, Heath et a., 1996). Une décroissance de cette constante d’ association parallélement a
une dynamique torsionnelle restreinte a lieu pour des petits plasmides circulaires (Heath et 4.,
1996), pour des complexes ADN-facteur de transcription (Hard & Kearns, 1990), et pour des
nucléosomesisolés (Winzeler & Small, 1991). Dans le cas fort improbable ou toutes les molécules
d éhidium intercalées le seraient dans |’ ARN et non dans |’ ADN, la dynamique interne de I’ ADN
serait encore plus restreinte. Aing, la forte inhibition d'intercaation et la trés lente relaxation
d anisotropie contribuent toutes deux a démontrer que la dynamique torsionnelle de I’ADN
nucléaire de cellules proliférantes vivantes est globalement restreinte.

Les expériences menées pourraient ne pas correspondre exactement a I’ état natif non
perturbé de la chromatine. A cela, il convient de confronter ce que nous avons observé en cellules S2
proliférantes : le rapport éthidium libre sur éthidium intercal é ne varie pas significativement lorsque
I’ on augmente la concentration d’ éthidium et les déclins d’ anisotropie sont superposables pour ces

différentes concentrations appliquées. De plus, ladynamique interne del’ ADN linéaire n’ est pas
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affectée par I’intercalation de I’ éhidium, méme lorsgu’ elle est importante (Clendenning et a., 1994,
Smith et al., 1992, Wu et al., 1991). Les déclins d' anisotropie de fluorescence, acquis dans nos
conditions, semblent bien correspondre al’ é&ude de |’ éat non perturbé de la chromatine.
L’inhibition de I’ intercalation de I’ éthidium disparait apres perméabilisation aors que la
concentration d'éthidium libre dans le noyau ne change pas. La perméabilisation détruit
probablement certaines interactions nucléoprotéiques comme cela a été proposé précédemment
(Delic et al., 1992, Delic et al., 1991). Les études menées sur chromatine extraite ou sur cellules
perméabilisées, doivent étre interprétées avec attention. Elles ne peuvent produire des preuves
directes concernant |’ état structural de lachromatine native al’intérieur méme de la cellule vivante.
Pour cette raison, les études par déclin d’ anisotropie paraissent un outil trés utile pour sonder la

dynamiqueinternede |’ ADN, et ce, directement en cellules vivantes.

V. 3. 3. 2. Interactions ADN—protéine qui restreignent la dynamique torsionnelle de I’ADN
nucléaire en cellules vivantes

Lesrégionsde |’ ADN nucléaire ou I’ éhidium s intercale correspondent a des segments de
forte redtriction de la dynamique torsionnelle. Cette restriction peut provenir de différents
mécani smes non exclusifs comme une atération de structure secondaire par contrainte de courbure
(Clendenning et al., 1994, Heath et al., 1996), des interactions protéiques spécifiques, par exemple
les histones dans |a compaction nucléosomale (Winzeler & Small, 1991), et/ou I’ introduction de
régions courbées (Hard & Kearns, 1990).

A lalumiére des modélisations présentées dans ce travail, les sites d intercal ation peuvent
correspondre a deux structures : (i) des petites régions d ADN nu, et/ou (ii) des complexes
nucléoprotéiques de plus grandes tailles. 11 a été montré in vitro que les intercal ants interagi ssaient
principalement avec les séguences de liaison entre les nucléosomes de |a chromatine (Angerer &
Moudrianakis, 1972, McMurray & van Holde, 1991, Sogo et a., 1984, Yao et al., 1993) ou encore

dans lesrégions d’ ADN formant des coudes a la surface de I’ octamere (Hogan et al., 1987). Aussi,
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les sites d’intercalation sont-ils probablement soit les séquences de liaison, soit le nucléosome lui-
méme, soit les deux.

La question qui reste encore largement ouverte est la fonction biologique de ces sites ou
I”éthidium s'intercale, S'il y en aune. L’ empaguetage de I’ ADN sous forme de chromatine inhibe
la progression des polymérases in vitro (Owen-Hughes & Workman, 1994, Widom, 1998),
pourtant, les cellules répliquent et transcrivent leur ADN in vivo. Dans des model es récents, dérive
d éudes in vitro de polymeérisation sur des nucléosomes, I’ existence de régions d’ ADN nu de toute
interaction protéique, qui pourraient étre de |’ ordre de quel ques dizaines de paires de bases, a é&té
supposée apparéitre de maniére transitoire et provenir de la dissociation partielle de I’ octamére
d histones de I’ ADN dans le nucléosome (Studitsky et al., 1997). Une des pistes serait donc que
les sites d’intercalation correspondent aux régions nues d’ ADN directement impliquées dans la
transcription ou laréplication.

L’intercalation de I'éthidium peut provoquer la dissociation de protéines de I’ADN
nucléaire. En effet, I’augmentation de la concentration d’ éthidium dissocierait certaines protéines de
la chromatine (Schréter et al., 1985). Ladissociation des histones de I’ ADN pour des nucléosomes
isolés par intercalation de I’ éthidium serait coopérative (McMurray & van Holde, 1991, Winzeler &
Smadl, 1991). Dans nos expériences, si a tres faible concentration d éhidium, la dynamique
torsionnelle mesurée est identique dans les deux types cellulaires examinés, les neurones et les S2,
en augmentant la concentration d’ éthidium, cette dynamique devient moins restreinte uniquement
pour les neurones. Un travail portant sur I’ é&ude de la dynamique torsionnelle de I’ ADN dans des
nucléosomes isolésin vitro utilise laméme technique de déclin d’ anisotropie de I’ éthidium intercalé
(Winzeler & Small, 1991). Il révele une forte restriction de la dynamique torsionnelle de I’ ADN
dans le nucléosome afaible rapport d' éhidium par paires de bases (comparable a ce qui est mesuré
afaible concentration en cellule, soit ~ 0,0001 éthidium/paire de bases). En augmentant ce rapport,
cette contrainte est coopérativement diminuée et correspond a la dissociation du nucléosome. On

peut donc supposer que ¢’ est ce qu’il se passe dans e noyau de neurone, au contraire des cellules
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S2 proliférantes. L’ augmentation de concentration d’ éthidium, augmentant parall&lement |e rapport
éthidium par paire de bases, induirait la dissociation de certaines interactions protéiques.

La comparaison des diverses situations peut donc se discuter dans |’hypothése de la
dissociation ADN-protéine générant une dynamique interne plus importante. Dans ce cas alors, le
comportement dissemblable observé en cellules proliférantes et en neurones, s expliquerait par des
forces d'interactions ADN-protéines plus ou moins fortes dans ces deux types de cellules. En tous
cas, |’ éhidium serait capable de déplacer des interactions en neurones plus facilement qu’en cellules
proliférantes. En allant plusloin, si les sites d’intercalation de I’ é&hidium étaient impliqués dans la
réplication, comme les interactions protéiques qui délimitent et générent ces sites semblent plus
faibles dans les neurones que dans les cellules proliférantes, aors on peut prudemment avancer que
le mécanisme de réplication pourrait prendre place dans des structures ou les interactions ADN-

proténe sont trés fortes.

V. 3. 3. 3. Perspectives

Pour confirmer les différences observées en neurone de rat et en S2 (cellules de rein de
singe transformées et proliférantes), une étude plus précise des propriétés de dynamique
torsionnelle pourrait étre menée. La déermination des paramétres du modele (a, g et N) qui
gjusterait les déclins d’ anisotropie est requise pour une meilleure compréhension de I’ origine de ces
contraintes. Est-ce due a de petits domaines non restreints ou a de plus grands domaines faiblement
restreints par interaction protéique ? De mémes études en imagerie, avec le détecteur quadrant-anode
par exemple, permettraient de comparer s multanément différentes régions d un méme noyau.

Pour mieux déerminer les caractéristiques biologiques qui seraient a I’origine du
comportement différent des cellules neuronales et S2 vis-avis de la sabilité des interactions
protéine-ADN qui restreignent la dynamique torsionnelle de I’ ADN, il faudrait refaire ces études
sur d’ autres modeéles cellulaires. Par exemple, certaines lignées cellulaires peuvent soit proliférer,

soit se différencier en cellules neuronales (ND7) ou en myotubes (C2). Aing, on pourrait
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rechercher s I"induction de la différenciation serait liée aux propriétés nucléaires mises en évidence
iCi.

Une caractérisation plus précise des interactions protéiques proches des domaines
d'interaction pourrait étre menée par FRET entre la protéine d'intérét fusionnée a la GFP et
I’ éthidium intercalé. Le couple GFP/éthidium est compatible avec ces études. Un travail a ééinitié
dans ce sens au |aboratoire avec certaines histones.

Concernant la transcription, certaines protéines des complexes régulateurs, dont on a
démontré I'implication dans les cancers, modulent la transcription via des modifications
épigéenétiques de la chromatine (Jacobson & Pillus, 1999, Jones & Laird, 1999). Ces modifications
épigenétiques (telles que I’ acétylation des histones et la méthylation de I’ ADN) se répercuteraient
sur lastabilité du nucléosome (Bird & Wolffe, 1999, Tyler & Kadonaga, 1999). En €ffet, la
chromatine constitue un environnement dynamique de I’ expression génétique. Larégulation de cette
expression semble étre associée a un remodelage de la chromatine. L’acétylation des histones
affaiblit les interactions entre chaines N-terminal es des histones fortement chargées et la double
hélice d’ ADN (Arents & Moudrianakis, 1993, Luger et a., 1997). A I’ opposé, la désacétylation des
histones conduit au rapprochement des nucléosomes. L’ état d’ acétylation des histones est contrélé
par des acétyl-transférases et des désacétylases, activités portées par |a plupart des co-activateurs/co-
répresseurs des facteurs de transcription. La méhylation de I’ADN interfére auss avec la
transcription, soit en inhibant la fixation des facteurs de transcription al’ ADN, soit indirectement via
le recrutement d'une histone désacétylase. Aing, il parait intéressant d'éudier, directement en
cellules vivantes, la stabilité du nucléosome en fonction de I’ état d’ acétylation des histones et de la
meéthylation de I’ ADN. Ces études pourraient étre réalisées par déclin d’ anisotropie de I’ éthidium
intercalé pour caractériser ladynamique torsionnelle et sa variation en fonction de la concentration
d’ éhidium appliquée mais aussi par FRET, si I'interaction histone-ADN peut étre caractérisée par

FRET entre GFP et éthidium.
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Chapitre VI : Conclusion et potentialités dela technique

Dans ce travail, nous avons démontré comment |e comptage de photon unique corrélé en
temps (TCSPC) peut étre utilisé en microscopie de fluorescence en cellules vivantes pour mettre en
évidence (i) des interactions protéine-protéine hétérologues ou encore homologues au sein d’un
oligomere, et (ii) ladynamique rotationnelle globale de protéines ainsi que la dynamique locale de
polyméres comme I’ ADN. Cette technique mesurant les déclins de fluorescence a des avantages
considérables: (i) dle est extrémement sensible, ce qui permet de minimiser les perturbations
induites lors de |’ observation en cellules vivantes et de pouvoir détecter des niveaux de fluorescence
trés faibles sans avoir besoin de sur-exprimer les protéines fusionnées a des protéines fluorescentes,
(i) ele permet la mesure de FRET par la durée de vie de fluorescence du donneur, mesure
insensible aux variations de concentration des fluorophores, (iii) elle permet I acquisition de déclins
d’ anisotropie de fluorescence, approche utilisée pour caractériser la dynamique macromoléculaire a
I’ échelle moléculaire et/ou pour révéler de I’homoFRET lorsqu’ une protéine s homodimérise.

Les techniques de FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) par phase et
modul ation a une fréguence unique de modulation (Bastiaens & Squire, 1999, Lakowicz et a., 1992,
So et al., 1995, Verkman et al., 1991) ont jusqu’ a présent I’ inconvénient majeur de ne pas décrire
completement la cinétique de fluorescence et de caracté&iser une durée de vie moyenne. Des
dével oppements récents tentent d’améliorer cette technique en permettant une acquisition multi-
fréguentielle (Squire et al., 2000). Néanmoins, un avantage majeur de cette approche utilisant une
seule fréguence est sa rapidité dacquisition, parfatement adaptée au suivi spatio-temporel.
Cependant, le niveau de fluorescence doit étre suffisamment élevé pour que I’ on puisse effectuer les
mesures de déphasage et de démodulation rapidement. Des expériences spécifiques comparant les
techniques de TCSPC et de phase et modulation pourraient mettre en exergue les avantages et les
inconvénients relatifs aleur application en cellules vivantes.

Jusgu’ a maintenant, nos études n’ ont pas porté sur la résolution temporelle de I’ acquisition
des déclins de fluorescence, question centrale pour mettre au point le suivi spatio-temporel de la

dynamiqgue macromoléculaire et des interactions entre macromolécules. Si I’ étude de I’ anisotropie
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de fluorescence nécessite une double acquisition de déclin de fluorescence avec une datistique
élevée, I’ &ude d' une variation d efficacité de transfert par la variation de la cinétique de fluorescence
ne nécessite pas obligatoirement une statistique aussi élevée que les déclins présentés dans ce travail.
Dans certaines circonstances, il suffit de compter trées peu de photons pour déerminer un
changement dans la cinétique de fluorescence (Schaffer et d., 1999). De plus, dans un avenir
proche, nous espérons pouvoir détecter 1a"montée" due au FRET dans la cinétique de fluorescence
de I’ accepteur. Cette approche permettrait une meilleure sensibilité au signal de FRET en cellules
vivantes en le discriminant plus efficacement de I’ autofluorescence cellulaire.

Pour mettre au point ce suivi spatio-temporel, le développement a court terme consiste a
monter |e détecteur QA présenté chapitre I11. 1. 3 sur le microscope afin d’ éendre la méthodologie
TCSPC a une imagerie bi-dimensionnelle. De nombreuses mises au point comme I’illumination
laser plein champ homogeéne ou I’ optimisation de la réponse de |a photodiode ont déja été menées.
Outre larésolution spatiale bi-dimensionnelle et la corrélation temporelle du détecteur QA, chagque
photon compté sera également caractérisé par sa date d’ acquisition. Ainsi, ce détecteur permet de
mesurer simultanément des doubles cinétiques de la fluorescence, celle du déclin de fluorescence
(quelques nanosecondes) et celle des variations spatiale et temporelle de la fluorescence pouvant
s étaler de quelques millisecondes a plusieurs heures selon les processus biol ogiques concernés.
C’est un outil particulierement adapté a une acquisition séquentielle a résolution spatiade sub-
cellulaire delamesure de FRET.

L’ aspect tri-dimensionnel de I’ espace cellulaire restera a obtenir, ceci par microscopie bi-
photonique. L’ excitation moléculaire par absorption simultanée de deux photons a été introduite en
microscopie confocale par W. Webb et son équipe (Denk et al., 1990). Il existe trois avantages
inhérents &I’ application de cette méthodol ogie en microscopie:

() La dépendance quadratique du processus physique de I’ absorption bi-photonique en fonction de
I"intensité d’ excitation confine cette absorption a la région focale. La fluorescence sera émise

uniquement a partir de cette région, créant les conditions d’ une imagerie confocale inhérente a ce
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mode d’ excitation et ne nécessitant pas de pinhole al’ émission comme en microscopie confocale
un-photon.

(ii) La profondeur de pénétration de I’'excitation bi-photonique (proche infra-rouge pour les
fluorophores absorbant dans le visible) dans les milieux diffusants est d’ environ 400 um et permet
detravailler sur les embryons (Periasamy et a., 1999), lestissus (Parasass et a., 2000) et méme sur
animaux vivants (Charpak et a., 2001, Svobodaet a., 1997).

(iii) Les processus photodynamiques tel's que la destruction irréversible des mol écul es fluorescentes
ou la production de radicaux libres ne se produisent qu’ alarégion focale. Cette propriété minimise
sensiblement I'invasivité de la microscopie bi-photonique comparativement a la microscopie
confocale un —photon.

Une source pulsée femtoseconde est nécessaire pour obtenir une puissance d’ excitation suffisante a
ce mode d’ excitation. La récente introduction de microscopes deux-photons commerciaux rend cette
méthodol ogie accessible a un grand nombre de groupes de recherche (Piston, 1999).

Le FLIM par excitation bi-photonique a fait I’objet de développements en utilisant la
méthode de phase et modulation (So et d., 1995). Néanmoins, la microscopie bi-photonique
conventionnelle utilise |e balayage gal vanométrique d’ un unique faisceau laser. Ce balayage est trop
lent par rapport a I'imagerie de déclin de fluorescence que nous développons et qui permet
d’ acquérir les déclins simultanément en différents points de I'image. Récemment, S. Hell et son
équipe ont introduit une microscopie multi-focale pour I’ excitation multi-photonique (Bewersdorf et
al., 1998). Une roue tournante de micro-lentilles partage le faisceau d’ un laser Ti:Sa en un réseau de
faisceaux qui est alors transformé en un réseau de point focaux dans le plan objet. Cette technologie
permet une excitation bi-photonique quasi simultanée de tout le champ (225 balayages par seconde).
Elle a éé utiliste avec une camé&a CCD a obturateur trés rapide. Aind, une imagerie tri-
dimensionnelle des durées de vie de fluorescence a été obtenue (Straub & Hel, 1998). La
perspective de développement du microscope-QA consiste a adapter cette roue de microlentilles

pour un suivi tri-dimensionnel des déclins de fluorescence par comptage de photons uniques. Une
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source pul sée femtoseconde nécessaire a |’ obtention de I’ absorption bi-photonique sera utilisée
pour les acquisitions corrélées en temps.

A pluslong terme, on peut imaginer trois axes de dével oppements de notre prototype pour
étudier la dynamique de complexes macromol éculaires dans un contexte in vivo.
(i) La combinaison avec la méthode de FRAP dans des expériences de suivi des interactions entre
protéines devrait permettre de caractériser la dynamique de ces interactions. Apres avoir induit le
photoblanchiment de I’ accepteur (perturbation rapide par un laser externe), en séectionnant
rapidement |’ excitation de I’ accepteur et celle du donneur, il devrait étre possible de suivre en
parallele laréapparition de la fluorescence de | accepteur, caractérisant sa diffusion, et la réapparition
du transfert d’ énergie par le déclin de fluorescence du donneur, caractérisant la dynamique de
I"interaction éudiée. Une autre approche consisterait a suivre la cinétique de fluorescence de
I’ accepteur : la fluorescence totale devrait permettre de mesurer la diffusion de I’ accepteur et la
"montée" dans la cinétique de fluorescence devrait permettre, elle, de déterminer la proportion de
protéines acceptrices interagissant avec la protéine donneuse. Combiner ces deux approches (FRAP
et FRET) permettrait ainsi de déterminer |’ étape limitante de I’ interaction protéine-proténe étudiée
(diffusion ou cinétique d’ association).
(i) Lasensibilité de détection du QA associée alarésolution tri-dimensionnelle de |’ excitation bi-
photonique pourrait permettre d’ effectuer des mesures de FCS. Avec la date d acquisition de
chague photon compté par le QA, on est en mesure de caractériser |” autocorrélation des fluctuations
de lafluorescence. Cette autocorrélation est particulierement adaptée al’ étude de la dynamique de
diffusion de complexes fluorescents. De plus, il devrait étre possible de combiner la FCS avec
I” étude d’ interactions spécifiques au sein de ce complexe. Ces interactions seraient mesurées par
FRET en utilisant les déclins de fluorescence acquis par le QA simultanément aux fluctuations de
fluorescence.
(iii) Le développement d’' une imagerie par génération de second harmonique (SHG pour Second
Harmonic Generation) est trés récent (Campagnola et d., 1999, Moreaux et d., 2001). Ce

phénomene non-linéaire correspond a la transformation de I’ énergie de deux photons incidents par
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diffusion d’un photon dont la fréguence est doublée. Par exemple, un ensemble de molécules
présentant une orientation moyenne de leurs dipbles électroniques pourrait générer un signal de
second harmonique. La SHG permettrait donc de sonder I’ organisation spatiale des mol écules a des
échdlles différentes du FRET. La microscopie de génération de second harmonique et la
mi croscopi e de fluorescence multi-photonique peuvent étre couplées puisque le mode d’ excitation
par un laser femtoseconde est le méme. Leur adaptabilité pour des études in vivo requiert donc le
méme laser. La discrimination du rayonnement SHG par rapport alafluorescence requiert une
sdlection spectrale et/ou une sdection temporele (la diffusion est instantanée aors que la
fluorescence présente un déclin). Le détecteur QA permet une discrimination temporelle en mode
image de ces deux phénomenes. Il semble particulierement intéressant de pouvoir suivre
simultanément |’ efficacité de génération de second harmonique et les déclins de fluorescence

provenant de molécules identiques ou différentes dans des étudesin vivo.

En conclusion, les études décrites dans les chapitres 1V et V ont permis de démontrer
I” adaptabilité de I'imagerie des déclins de fluorescence en cellules vivantes par la technique du
comptage de photons uniques corrélés en temps comme outil pour éudier la dynamique
macromol éculaire et les interactions entre macromol écules. Les potentialités de développement sont
prometteuses. Cet outil ouvre de nombreuses perspectives pour |'étude des mécanismes

moléculaires mis en jeu dans le fonctionnement du vivant et leur régulation.
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Chapitre VII : Matériels et méthodes

VII. 1. Chimie et biologie
VII. 1. 1. Solutions fluorescentes pour les expériencesin vitro
Toutes les mesures en solution al’ aide des systémes DL ou confocal ont été effectuées en

utilisant des chambres Lab-Tek (Nunc, IL, USA).

VII. 1. 1. 1. Solution de rhodamine
Le chlorure de rhodamine 6G (Molecular Probes Europe, L eiden, Pays-Bas) et |e 1-butanol
(Aldrich, St Quentin Fallavier, France) ont été utilisés de maniere atravailler a des concentrations de

I’ordre 10° M pour éviter un éventuel homotransfert.

VII. 1. 1. 2. Solution de GFP
La EGFP, provenant du laboratoire de J. C. Nicolas, a été extraite et purifiée a partir de
bactéries transformeées par un plasmide pEGFP (Clontech). Elle est utilisée en solution HBSS

tamponée par I' HEPES & 20 mM.

VII. 1. 1. 3. Solution ADN — bromure d’ éhidium

Pour les mesures de fluorescence de I'éhidium en présence d ADN nu, une solution
congtituée d’ADN de phage | (Pharmacia Biotech Europe, Orsay, France) a 50 pg/ml et de
bromure d’ éthidium (Molecular Probes Europe, Leiden, Pays-Bas) a 0,5 ou 4 pug/ml a été utilisée.
L e rapport éthidium/paire de base était de 1/15 pour les mesures de durée de vie et inférieur a 1/150

pour les mesures d’ anisotropie de maniere a empécher I’ homotransfert.

VII. 1. 1. 4. Solution ARNt"™™ — bromure d’ éhidium
L’ ARN de transfert phénylalanine de levure (Sigma, St Louis, MO USA) a été solubilisée
(120 pM) dans 20 mM d'HEPES, 8 mM de MgCl ,, 0,1 mM de EDTA et 100 mM de KCI (pH =

7), sans purification supplémentaire, en présence de bromure d’ éthidium (Molecular Probes) dont la
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concentration varie de 33 a478 UM. Pour les éudes de I’ influence du solvant sur lafluorescence de
I éthidium, soit deux concentrations de MgCl, (10 et 20 mM), soit des concentrations variables de

NaCl (de 0 2900 mM) ont été utilisées.

VII. 1. 2. Plasmides recombinants
VII. 1. 2. 1. Plasmides XFP et DsRed

Les plasmides utilisés pour les transfections de protéines fluorescentes seules ou pour la
construction de plasmides recombinants proviennent tous de chez Clontech. Les plasmides, pEBFP,
pPECFP, pEGFP, pEY FP et pDsRed sont soit —N1, soit —C1 suivant qu’ils sont utilisés pour la

construction d’ une protéine de fusion en N ou en C-terminal.

VII. 1. 2. 2. Plasmides recombinants p45, MafG et PC

L es constructions ont été effectuées par I’ équipe de V. Mignotte (Hopital Cochin, Paris).
L e plasmide recombinant pEGFP-p45 code pour la protéine de fusion GFP-p45 qui est constituée
de la séquence EGFP, de 16 acides aminés puis de la séquence compl éte de p45.
L e plasmide recombinant pDsRed-MafG code pour la protéine de fusion DsRed-MafG qui est
constituée de la séquence DsRed, de 19 acides aminés puis de la séquence compléte de MafG.
L e plasmide recombinant pDsRed-PC code pour la protéine de fusion DsRed-PC qui est constituée
de la séguence DsRed, de 24 acides aminés puis de la séquence compléte de PC.
L e plasmide recombinant pPC-DsRed code pour la protéine fusion PC-DsRed qui est constituée de

la séquence compléte de PC, de 11 acides aminés puis de la séquence de la DsRed.

VII. 1. 2. 3. Plasmides recombinants TK

Les constructions ont été effectuées par |. Gautier au laboratoire.
L es plasmides recombinants pTK ., X FP codent pour les protéines fusions TK,,,XFP qui sont
constituées des 366 premiers acides aminés de la séquence TK suivis de la sequence XFP (EBFP,

EGFP, ECFP, EY PF ou DsRed) puis des 10 derniers acides aminésdela TK.
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L es plasmides recombinants pTK,,,GFP et pTK,,GFP codent pour les protéines TK,,,GFP et
TK,,GFP qui sont constituées des 210 et 27 premiers acides aminés dela TK suivis de la sequence

EGFP, respectivement.

VII. 1. 3. Cellules
VII. 1. 3. 1. Cultures cellulaires

Les différentes lignées cellulaires adhérentes utilisées sont: les cellules HelLa, lignée
cellulaire provenant d’un cancer de I'utérus humain; les cellules Vero, cellules transformées
provenant de rein de singe vert africain (Cercopithecus aethiops) ; les cellules S2, expansion clonale
d unelignée cellulaire Vero transformée (Gao & Knipe, 1989), ces cellules sont trés semblables aux
cellulesVero; lescellules C2, cellules de muscle de souris, qui fusionnent et forment des myotubes
lorsqu’ elles sont confluentes ; les cellules COS-7 qui proviennent également de rein du singe vert
africain Cercopithecus aethiops cette lignée cellulaire dérive de lalignée CV-1 par transformation
avec un mutant du virus SV40 (Simian virus 40), déficient en origine de réplication, mais code pour
I’antigene T (AQT) sauvage, qui est le facteur nécessaire ala réplication origine-dépendante du virus.
Toutes ces cellules sont efficacement transfectées. La transfection des cellules COS-7 par des
vecteurs contenant |’ origine de réplication de SV40 permet leur réplication et donc la synthese de
100 & 1000 copies de ces vecteurs par cellule.

Les cellules sont cultivées a 37°C en atmosphére humide avec 5% de CO, dans du DMEM
(Gibco, Cergy Pontoise, France) supplémentées par 10% de sérum de veau foeta. Pour les
observations au microscope, les cellules sont cultivées sur des lamelles de 32 ou 44 mm de diamétre
(H. Saur, Reutlingen, Allemagne). Les lamelles sont montées dans une chambre d’ observation
ouverte (H. Saur ou Leica, France) et, apres ricage de la monocouche cellulaire avec du HBSS
tamponée par de I’ HEPES, elles sont observées en présence soit d' HBSS + 20mM d' HEPES, soit
de DMEM sans rouge de phénol (le rouge de phénol fluoresce dans le visible) et également

tamponé par de I’ HEPES (10 mM).
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Les neurones, obtenus par dissection de cerveaux de rat nouveau-né, ont éé mis en culture

par B. Alinquant (ENS, Paris) dans un milieu spécifique.

VII. 1. 3. 2. Transfections

Les cdlules ont été transfectées (i) par 8 pl de LipofectAMINE™ Reagent (Life
Technologies) et 1 ug d ADN par boite de Petri de 60 mm de diamétre (lamelles de 44 mm), (i) par
3 Wl FUGENE™ 6 Transfection Reagent (Roche Molecular Biochemicals) et 2 ug d’ ADN par boite
de Petri de 35 mm de diamétre (lamelles de 32 mm), et (iii) par précipitation de |’ ADN plasmidique
par le phosphate de calcium suivi d’un choc chimique (DM SO, PEG, ...) pour faire entrer les
précipitats dans la celule. Les deux premieres techniques, correspondant a des techniques
semblables de formation de liposomes pour permettre au plasmide de passer la bicouche

cytoplasmique, ont été utilisées selon les recommandations des fabricants.

VII. 1. 3. 3. Marquage avec I’ éhidium

Les cellules, cultivées sur lamelles, sont incubées avec du bromure d’ éthidium (0,1 a 100
pg/ml) dans le milieu de culture pendant 30 minutes & 37°C. Les lamelles sont observées avec du
HBSS + 20mM Hépés en présence de la méme concentration d’ éthidium que pendant I’ incubation
ou en absence d’ éthidium.

Pour les études de perméabilisation, les cellules sont préincubées simultanément avec 1
pg/ml de Hoechst 33342 (Molecular Probes) et 4 ug/ml de bromure d’ éthidium pendant 30 minutes
a 37°C. Laperméabilisation est effectuée a température ambiante en gjoutant de la digitonine au

milieu d’ observation pour obtenir une concentration finale de 50 pg/ml.
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VII. 2. Microscopie
VII. 2. 1. Microscopie de fluorescence stationnaire
VII. 2. 1. 1. Microscope

Lesimages d’ épifluorescence sont obtenues a la température ambiante sur des cellules
vivantes en utilisant un microscope inversé Leica DMIRBE (Rueil Mamaison, France). La source
d excitation est une lampe a vapeur de mercure de 50 W. Des filtres de densité optique différente
(DO =1,3 ou 2) sont utilisés pour travailler a bas niveau de lumiére lorsque cela est requis. Les
cellules, montées dans une chambre d’ observation ouverte, sont observées a travers un objectif
ultrafluor (x100, ON = 0,8 — 1,3). Le détecteur est une caméra CCD refroidie a balayage lent de
1024 x1024 pixels numérisée sur 4096 niveaux de gris (SILAR, St Petersburg, Russi€). Les blocs

dichroiques utilisés sont spécifiés dans les résultats.

VII. 2. 1. 2. Quantification et traitement de |’image

Pour la quantification d’images, |e bruit est soustrait et une correction de I’homogénéité de
lalumiére d’ excitation sur tout le champ de la caméra est effectuée comme décrit par ailleurs
(Coppey-Moisan et al., 1994) en utilisant le logiciel Khoros (Khoral Research, Albuquerque, NM,
USA). Lesintensités desimages sont alors quantifiées en utilisant les valeurs de niveau de gris des
pixels.

Pour la visualisation, les niveaux de gris d’ acquisition sont échantillonés sur 256 niveaux
pour générer des images 8 bits. Pour lesimages de colocalisation, le logiciel Khoros a été utilisé
pour construire des images RV B, en sélectionnant I'image DsRed ou Y FP comme image Rouge,
I"image GFP ou CFP comme image Verte et en superposant les deux images Rouge et Verte pour la
colocalisation. Il convient de préciser que les images obtenues sont des outils d'illustration et ne

correspondent pas a une quantification.
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VII. 2. 2. Microscopie de déclins de fluorescence
VII. 2. 2. 1. Montage confocal

Voir chapitrelll. 2. 1.

VII. 2. 2. 2. Montage DL

Voir chapitrelll. 2. 2.

VII. 2. 2. 3. Analyse des données

Voir chapitrelll. 3.
Lelogiciel Khoros a été utilisé pour manipuler les histogrammes de I’ acquisition DL et générer des
fichiers dans un format compatible avec le logiciel Globals Unlimited (Urbana, USA) ou pour

normaliser les déclins de |’ anisotropie.
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Tabledesillustrations

Figurel.1: LeFRAP.

Figurel.2: LaFCS.

Figurel. 3 : Spectres de fluorescence des différents variants spectraux de la GFP.
Figurel. 4 : Représentation de la structure tertiaire de la GFP.

Figurell.
Figurell.
Figurell.
Figurell.
Figurell.

a b~ W N -

: Diagramme de Perrin-Jablonski.

: Spectres d’ excitation et d’émission de la GFP (S65T).

: Diagramme de désexcitation simplifié.

: Déclin de fluorescence.

: Diagramme des niveaux d’ énergie du donneur et de |’ accepteur dans un

mécanisme de FRET.
Figurell.6: Le FRET vu comme réaction chimique.
Figurell. 7 : Diagramme simplifié du phénoméne de FRET.

Figurell. 8 : Recouvrement des spectres d’ émission du donneur et d’ absorption de |’ accepteur.

Figurell. 9: Signification géométrique de k, le facteur d’ orientation.
Figurell. 10 : Variation de la durée de vie du donneur en fonction de sa distance avec
I’ accepteur.

Figurell. 11 : Modélisation théorique de la cinétique de I’ accepteur dans une expérience de

FRET.

Figurell. 12 : Représentation théorique de populations hétérogénes de chromophores dans
une expérience de FRET.

. Représentation géométrique de la mesure d’ anisotropie.

Anisotropie de fluorescence d' un dipdle.

Dépolarisation de la fluorescence par rotation du chromophore.
Dépolarisation de la fluorescence par transfert d' énergie.

Modélisation de I’ ADN pour |es mouvements de torsion suivant I’ axe de la

Différents modéles de propagation des mouvements de torsion de I’ ADN.
Présentation des deux techniques de mesure des durées de vie de fluorescence

(d’ aprés Bastiaens et Squire, 1999).

Histogramme des retards des photons uniques comptés.

: Schéma du laser Ti:Sa, du sélecteur d’impulsion et du doubleur de fréquence.
: Tube photo-multiplicateur conventionnel.

: Détecteur Delay-Line.

: Détecteur Quadrant-Anode.

Figurell. 13
Figurell. 14:
Figurell. 15:
Figurell. 16:
Figurell. 17 :
double hélice.
Figurell. 18:
Figurelll. 1:
Figurelll.2:
Figurelll. 3
Figurelll. 4
Figurelll.5
Figurelll. 6
Figurelll.7

: Schéma de fonctionnement de I’ électronique mesurant le retard des photons

comptés par rapport au pulse laser.
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Figurelll. 8 : Fonctionnement du schéma indépendant pour le détecteur DL.

Figurelll. 9: Fonctionnement du schéma asymétrique pour le détecteur DL.

Figurelll. 10 : Histogramme 2D du retard et de |a position des photons comptés.
Figurelll. 11 : Chemin optique du montage confocal.

Figurelll. 12 : Schéma général du montage confocal (Laboratoire PPSM, ENS Cachan).
Figurelll. 13 : Schéma général du montage DL.

Figurelll. 14 : Transformation des déclins théoriques par le systéme d’ acquisition.
Figurelll. 15: Analyse globale des déclins en fonction de leur position le long du DL.
FigurelV. 1: Expansion du faisceau laser al’ entrée du microscope.

FigurelV. 2: Schéma du galvanométre avant |’ expansion du faisceau laser al’ entrée du

microscope.

FigurelV. 3: Eclairement laser sans et avec le galvanométre.

FigurelV. 4 : Chemin optique pour |’ acquisition de I’ IRF.

FigurelV.5: Réglage du signal photodiode.

FigurelV. 6 : IRF optimisée obtenue sur le systéme DL.

FigurelV. 7 : Ajustement du bruit compté par le DL.

FigurelV. 8: Acquisition DL de laréflexion du laser sur une regle micrométrigue.
FigurelV. 9: Mode opératoire pour la caractérisation de lalargeur de la surface active du DL.
FigurelV. 10 : Acquisition cumulée de I’ IRF avec différents retards introduits dans la chaine
de comptage.

FigurelV. 11 : Position des IRF en fonction des retards introduits dans la chaine de comptage.
FigurelV. 12 : Déclin de fluorescence de la Rd6G dans le butanol mesuré par le systéme DL.
FigurelV. 13: Variation de la durée de vie mesurée en fonction de la position spatiale.
FigurelV. 14 : Représentation théorique des déclins paralleles et perpendiculaires pour une
anisotropie nulle aux temps longs.

FigurelV. 15 : Représentation théorique des déclins paralléles et perpendiculaires pour une
anisotropie non nulle aux temps longs.

FigurelV. 16 : Chemin optique et configuration géométrique de I’ anisotropie sous microscope.

TablelV. 1: Comparaison des paramétres de diffusion rotationnelle de la Rd6G dans le
butanol obtenus par différentes méthodes de normalisation et a différentes ON de I’ objectif

x 100.

FigurelV. 17 : Dépendance de I’ anisotropie initiale, r,, en fonction de |’ ouverture numérique
de |’ objectif.

FigurelV. 18 : Spectres d' absorption et d’ émission des protéines autofluorescentes.
FigurelV. 19: Localisation subcellulaire de la GFP exprimée en cellules Vero.

FigurelV. 20 : Acquisition DL dela GFP exprimée en cellulesVero.

FigurelV. 21 : Acquisition DL de la CFP exprimée en cellules Vero.

Figure V. 22 : Spectre d absorption (continu) et d’ émission (pointillé) de la CFP.
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FigurelV. 23 : Acquisition DL delaYFP exprimée en cellules Vero.

Table VI. 2 : Durées de vie des différents mutants Y FP (mutations communes : S72A, T203Y).
FigurelV. 24 : Acquisition DL de la BFP exprimée en cellules Vero.

FigurelV. 25 : Comparaison du déclin de fluorescence de la BFP (noir) et du déclin de

I" autofluorescence cellulaire (gris).

FigurelV. 26 : Acquisition DL de la DsRed exprimeée en cellules Vero.

FigurelV. 27 : Comparaison des différents déclins de fluorescence des protéines
autofluorescentes.

Table V. 3: Durées de vie des différentes X FP.

TablelV. 4 : Durées de vie de la GFP en fonction du temps aprés transfection.

TablelV.5: Durées de vie des protéines fusions GFP.

FigurelV. 28 : Couple de FRET BFP/ GFP.

FigurelV. 29 : Couplede FRET CFP/ YFP.

FigurelV. 30 : Couple de FRET GFP/ DsRed.

FigurelV. 31 : Recouvrement spectral du couple GFP / DsRed.

FigurelV. 32 : Recouvrement spectral du couple GFP / GFP.

TablelV. 6 : Paramétres des déclins d’ anisotropie de la GFP.

FigurelV. 33: Déclins d anisotropie de la GFP en solution et en cellules.

Table V. 7 : Comparaison des temps de corrélation d’ anisotropie de la GFP en solution.
Figure V. 34 : Déclins de fluorescence de I’ éthidium en solution seul ou en présence d’ ADN.
FigurelV. 35: Courbes expérimental es de déphasage et de démodulation de la fluorescence en
fonction de la fréguence d’ excitation.

FigurelV. 36 : Résultats des analyses globales par un modéle tri-exponentiel.

FigurelV. 37 : Résultat de |’ analyse globale par un modéle a quatre exponentielles.
FigurelV. 38 : Modéle de I'interaction secondaire de I’ é&thidium al’ ARN de transfert.
FigurelV. 39 : Localisation subcellulaire la fluorescence de I’ éthidium détectée en cellules
vivantes.

FigurelV. 40 : Quantification de I'intensité de fluorescence de I’ éthidium dans |e noyau de
cellules S2 en fonction de la concentration d’incubation.

FigurelV. 41 : Mise en évidence de I’ intercalation de I’ é&thidium dans la chromatine de
cellules S2 vivantes.

FigurelV. 42 : Déclins de fluorescence normalisés de I’ éthidium provenant d’ une solution

d’ ADN et du noyau de cellules vivantes.

Table V. 8 : Paramétres cinétiques de la fluorescence de I’ éthidium dans une solution d’ ADN
de phage | et dansle noyau de cellules S2 vivantes.

TablelV. 9: Quantification de |’ éthidium libre et intercalé dans |e noyau de cellules vivantes
a différentes concentrations extracellulaires.

FigurelV. 43 : Perturbation du marquage nucléaire de I’ éthidium par traitement ala digitonine.
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Figure V. 1: Schémade I'interaction supposée entre GFP-p45 et DsRed-MafG.

FigureV. 2: Acquisition DL de lafluorescence de la GFP provenant d’' une cellule Hela
co-exprimant GFP-p45 et DsRed-MafG.

TableV. 1: Paramétres cinétiques de fluorescence de la GFP fusionnée ou non a p45 selon
différentes conditions de transfection.

Figure V. 3: Acquisition DL de lafluorescence de la GFP provenant de deux cellules Hela
co-exprimant GFP-p45 et PC-DsRed.

FigureV. 4 : Analyse globale d’'une acquisition DL de la fluorescence de la GFP provenant
d’ une cellule Hela co-exprimant GFP-p45 et PC-DsRed.

FigureV. 5: Structure cristallographique du dimére de TK.

FigureV. 6 : Distribution subcellulaire de la fluorescence des XFP dans les cellules Vero
exprimant les protéines TK ;X FP.

Figure V. 7 : Acquisitions DL de lafluorescence de la CFP provenant de cellules Vero
exprimant TK ,,,CFP seule et co-exprimant TK ;,,CFP et TK .Y FP.

Table V. 2 : Paramétres cinétiques de fluorescence des mono et co-transfections TK ,,,CFP et
TK Y FP.

Figure V. 8 : Distribution subcellulaire de la fluorescence de la GFP dans les cellules Vero
exprimant les protéines TK, GFP.

Table V. 3 : Paramétres cinétiques de déclins d’ anisotropie de la TK ,,GFP, TK,,,GFP et

TK 4GFP en cellules vivantes, 24 heures post-transfection.

FigureV. 9: Ajustement linéaire des temps de rotations des protéines TK ,GFP en cellules
vivantes en fonction de leurs poids moléculaires théoriques.

Figure V. 10 : Déclins d’ anisotropie de fluorescence subcellulaire des protéines TK,,GFP et
TK 5,GFP.

Figure V. 11 : Différents déclins d' anisotropie de fluorescence des protéines TK,,,GFP et

TK ,,GFP dans les cellules contenant (3 jours post-transfection) ou ne contenant pas d’ agrégats

fluorescents (un jour apres transfection).

Table V. 4 : Paramétres physiques du transfert d' énergie entre chromophores GFP pour les
diméres TK ;GFP et TK,,,GFP en cellules vivantes.

FigureV. 12 : Modele cinétique de la formation des diméres et des aggrégats de TK 4,GFP.
Figure V. 13 : Structure cristallographique du nucléosome (d’ aprés Arents et Moudrianakis,
1993).

Figure V. 14 : Déclins d' anisotropie de fluorescence de I’ éthidium nucléaire en cellules S2
vivantes.

FigureV. 15: Simulation de "dip-and-rise" de déclin d’ anisotropie.

Figure V. 16 : Déclins d’ anisotropie et simulations de la fluorescence de I’ é&thidium intercalé
dans le noyau de cellules S2 vivantes et dans I’ ADN de phage .
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FigureV. 17 : Modéle des sites d’intercalation de I’ éthidium dans la chromatine de cellules
proliférantes vivantes.

Figure V. 18 : Comparaison des déclins d’ anisotropie de fluorescence de I’ éthidium dans le
noyau de neurones de rat en culture primaire et de cellules S2.

FigureV. 19 : Simulations par le modéle de Schurr avec N = 20 et N = 100.

FigureV. 20 : Modele de la moindre restriction de dynamique torsionnelle de I’ ADN par
dissociation des protéines.
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