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Mesure de dynamique moléculaire par FRAP 

Mesure de proximité moléculaire par FRET 

Introduction à la dynamique et aux interactions moléculaires 

Introduction aux F-techniques  

Utilisation de l’imagerie de fluorescence en biologie ? 

Pour quelles informations ? 

 - localisation : combien de protéines/cellules et à quel endroit ?  

 - mobilité : localisation fixe ou non, caractériser le mouvement cellulaire ou moléculaire 

 - interactions : entre cellules ou entre molécules 

 

Au niveau cellulaire (cellule isolée) ou pluri-cellulaire (cellule dans un contexte : organisme ou 

tissus) et moléculaire… 

Méthodes usuelles (biochimiques, cytométrie.. .) :  

 - vue globale, pas d'information spatiale,  

 - pas de dynamique moléculaire, 

 - peu sensibles à une interaction localisée (faible proportion des protéines observées)  

 

 

L'imagerie quantitative de fluorescence : 

 - donne une information spatiale donc mesure localisée des interactions, de la mobilité, 

 - permet l'utilisation de cellules vivantes, voire tissu/organisme..  

  - permet de tenir compte de l'hétérogénéité cellulaire (expérience sur cellule unique)  

Intensité (majoritairement) 

Spectre 

Durée de vie 

Polarisation 

Propriétés de la fluorescence : 

  

F(t) = kQ W(r)ò C(r,t) dr

k Q = rendement 
quantique et efficacité 

de détection 
Volume 

 d'observation 

C(r,t) : concentration du 
fluorophore au cours du 

temps, contient la "physique" 

du mouvement (diffusion) 

Intensité de fluorescence :  

Utilisation de l’imagerie de fluorescence en biologie ? 

- FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching), photoconversion :  
 mobilité moléculaire (perturbation) 
 

- FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy) : 
  mobilité moléculaire (mesure de fluctuations d’intensité) 

 
- FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) : 
  mesure de modifications de l'environnement du fluorophore 

 
- FRET (Förster Resonance Energy Transfer):  

 mesure de proximité moléculaire à l'échelle nanométrique 

Utilisation de la fluorescence pour une étude fonctionnelle du vivant:  
 

Les F-techniques La dynamique moléculaire dans le vivant 

Protéine Rab6-GFP 

Diffusion 

Ecoulement 

Echange 

tD  r2 / D 

 

D: 0,01 – 100 µm2 s -1 
tV   r1 / V 

 

V: 0-2 µm s -1 

tchem   r0 / kon = 1 / kon 

 

kon : 103 – 1010 M-1 s -1 

D V 

kon , koff 

Processus dynamiques  

complexes 
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Perturber le système en faisant :  
- disparaître de la fluorescence (Photoblanchiment) 

- apparaître de la fluorescence (Photoactivation) 
- changer le spectre d’émission (Photoconversion) 

Photo-perturbation de la fluorescence 

Cinétique de photoblanchiment 

de protéines f luorescentes 

)exp()( 0 tkItI B

Actin filaments (FITC) 

20 s 40 s 60 s 0 s 

Diagramme de Perrin-Jablonsky 

Modèle simplifié : 

kB spécifique d’un fluorophore dans un 
environnement donné 

Avantage : utilisable avec quasiment tous les fluorophores 

Le photoblanchiment (photobleaching) 

F(t) 

t 

Molécules fluorescentes 

Molécules photoblanchies 

Laser à Pobs Laser à PFRAP 

Hypothèse : 

pas de mouvement 

( Tbleach<< Tretour ) 

Plaser 

Phase I : prébleach Phase II : bleach 

F(t) 

t 

Molécules fluorescentes 

Laser à Pobs 

Plaser 

Phase III : postbleach 

F(t) 

t 

Molécules fluorescentes 

Laser à Pobs 

Hypothèse : 

F(t) ~ C(t)  

(pas de photoblanchiment) 

} Fraction immobile 

Molécule immobile 

Plaser 

Phase III : postbleach La technique de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) 
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-Diffusion 
- Flux 
- Echange (kon/koff) 

- Fraction mobile/immobile 
- Communication entre compartiments cellulaires ou entre cellules  

- Formation ou désassemblage d’un complexe moléculaire 
- Continuité d’une organelle 
-Confinement de la diffusion 

- autres informations fonctionnelles suivant le système étudié…  

Hépatocytes (Calcéine) 

Exemple de communication intercellulaire 
(perméabilité des gap-junctions) 

Quelles informations peut-on obtenir ? 

Ordinateur 
- Carte d'acquisition 

- Base de temps 

- Logiciel de contrôle 
- Programme de pilotage 

et d'acquisition 

Voie "1" 

(A / D) 

Voie "2" 

(D / A) 

Voie "3" 

(D / A) 

Modulateur de 
puissance lumineuse 
- Miroirs 

- Filtres neutres 
-Diaphragme 

- AOTF 

Laser ou 
lampe 

Obturateur 

Obturateur 

Microscope 
- Lentille de reprise 

- Diaphragmes 

- Objectif 
- Filtres 

Echantillon 
- Cellule biologique 

- Sonde fluorescente 

photo dégradable 

Photomultiplicateur 
- Conversion h / i 

- Gain sur i 

Amplificateur 
- Conversion i / V 

- Gain sur V 

Logiciel 
dépouillement 
D et M 

S. Mazères, IPBS 

Instrumentation pour la technique de FRAP 

• FRAP en champ large 

Hg Lamp 
ou laser 

Shutter 

• FRAP sur confocal  

CCD 

- Module FRAP présent sur tous les confocaux commerciaux 

 
- Souplesse dans le mode de balayage (spot, ligne, image) et dans la forme de la 
région de photoblanchim ent. 

Combinaisons instrumentales possibles 

• FRAP + 4D : Combinaison d’acquisition vidéo WF ou spinning-disk 3D rapide 

 avec FRAP laser 

laser 

Shutter z 

Monochromateur 

ou laser (SD confocal)  

CCD 

FRAP en point ou ROI 

• FRAP + 2 photons  

Un photon Deux photons 

cytosol 

1-2 m m 

cytosol 

 Mesure locale de la mobilité, 
en 3D (volume défini) 

Même possibilités d’acquisition  

qu’en confocal 

Miroirs de balayage 

Combinaisons instrumentales possibles 

- FRAP en spot, acquisition en spot (T) 
(Tbleach et dt ~ 10 µs) 

 
- FRAP en ligne, acquisition en ligne (XT) 
(Tbleach et dt ~ 1 ms) 

 
- FRAP en spot, acquisition en image (XYT) 

(Tbleach et dt ~ 10 -1000 ms) 
 
- FRAP en ligne, acquisition en image (XYT) 

 
- FRAP en région, acquisition en image (XYT) 

FRAP sur un spot 

FRAP sur  

une région 

T
e
m

p
s
 d
’a

c
q
u
is

it
io

n
 

FRAP sur  

une ligne 

Modalités expérimentales pour la technique de FRAP 

- Détermination de la région analysée (taille et position): important pour l ’analyse 
et la modélisation 

 
- Mesurer l’anisotropie de la redistribution de fluorescence 
 

- Utiliser d’autres régions d’analyse pour corriger les courbes  
 

- Possibilité d’analyser les profils d’intensité 
 
- Distinguer la diffusion et flux 

Multilayer of DMPC labeled with 1% mol:mol NBD PC (T=25 °C) 
(C. Favard) 

Intérêt de l’acquisition d’images 
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• Determination des paramètres d’acquisition 
 dt images, Tbleach, taille zone bleachée 

 

• Préparation des données brutes  
 correction éventuelle des données 

 
• Extraction des courbes et profils  
 mesure F(t), C(x,t) 

 

• Traitement des données extraites  
 normalisation, filtrage (logbin), représentation, moyenne 

 
• Ajustement des données avec un modèle théorique : 
 - manuel : pas de calcul d’erreur sur les paramètres mais fourchette de valeurs 
 - régression non-linéaire (fit) 

Analyse quantitative des données de FRAP 

But : extraire des images ou de la courbe de retour une information sur la mobilité moléculaire 

Comment ?  

  établir ou utiliser un modèle mathématique décrivant la dynamique moléculaire supposée des 

 molécules d’intérêt 

Modélisation mathématique 

High mobility 
(D > 1! m2.s-1) 

Moderate to 
low mobility 
(D < 1! m2.s-1) 

High 
spatial 

resolution 
required 

Spot bleaching 

Line bleaching 

Disk bleaching 

Strip Bleaching 

Axelrod et al. 1976 [7] 

Seiffert and Oppermann 2005 [21] 

Tsibidis and Ripoll 2008 [39] 

Braeckmans et al. 2007 [29] 

Soumpasis 1983 [22]  

Sprague et al. 2004 [30] 

Mueller et al. 2008 [13] 

Ellenberg et al.1997 [27] 

Mueller et al. 2008 [13] 

Yes 

No 

Reaction- 
diffusion 

Diffusion 

Diffusion 

Reaction- 
diffusion 

Diffusion 

Diffusion 

Reaction- 
diffusion 

Klein & Waharte, Mod. Res. Ed. Micros. 2010 

t0=-3 s t1=tbleac h=0 s t2=0,6 s  t3=3,6 s t3=6,6 s 


z

 =
 0

.3
 µ

m
 

2h  bleach :     
200 ms, 30 mW  

1h widefield 
epifluorescence 

Combinaison 

 FRAP 2 photons et 

acquisition WF 4D 

MDCK E-Cadherin-GFP   

Thèse S. de Beco, PNAS 2009 

Dynamique de la  

E-cadhérine aux 
jonctions adhérentes 

Exemple d’application biologique complète 

Thèse S. de Beco, PNAS 2009 

Distinction diffusion/échange 

x (mm) 

x (mm) 

F
/F

0
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koff=0.025 s-1 
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Diffusion 

exchange 

Dmb=0.05 µm2.s-1  

spatial temporel 

  Indépendant de l’espace 

2 (t) 

Exemple d’application biologique complète 

Variation de la largeur du profil 

n=16 

0/ 1 offk t
F F Ae


 

 résidence =koff
-1= 230± 50 s 

  

Pré-bleach 

0.6s 
150s 

450s 

1050s 

n=45 
x (µm) 

x 

Dynamique dominée par l’échange du premier ordre  

Thèse S. de Beco, PNAS 2009 

Exemple d’application biologique complète 

t0 

Photoblanchiment continu dans une région 

t1 tn 

t 

Une autre approche : le FLIP (Fluorescence Loss Induced by Photobleaching) 
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Une autre approche : La photoconversion de fluorescence 

~ 400 nm 

Patterson at al. Science 2002, 297: 1873  

Une autre approche : La photoconversion de fluorescence 

Wiedenmann et al.  2009 

Dynamique moléculaire par photoactivation de la PA-GFP 

Exemples d’application 

Wiedenmann et al.  2009 

Dynamique d’organelles par photoconversion de la td -EosFP 

En perturbant l’équilibre du système, on peut sonder sa dynamique via 
l’utilisation de méthodes optiques avec une résolution spatiale au micron et 

sur des temps <1s jusqu’à plusieurs heures… 
 
 

Si possible utiliser une méthode basée sur l’acquisition d’ images 
(information spatiale, traitement plus complet, analyse postbleach…) 

 
 
Prudence sur l’ interprétation des expériences et sur le choix du modèle 

mathématique ! 

Conclusion sur les techniques de photoperturbation 

Mesure de dynamique moléculaire par FRAP 

Mesure de proximité moléculaire par FRET 

Introduction à la dynamique et aux interactions moléculaires 

Introduction aux F-techniques  

Introduction   

FRET par mesures d’intensité 

FRET par FLIM 

YFP 
CFP 

FRET: Förster resonance energy transfer 



11/27/2014 

6 

Non radiative energy transfer between the donor (CFP) and the acceptor (YFP) 

FRET visualization by donor’s excitation and acceptor’s observation  

FRET: Förster resonance energy transfer R0/k² 

FRET applications 

FRET 

Protein-protein interactions  Conformational changes  

Several properties of light to measure FRET 

Mesure de dynamique moléculaire par FRAP 

Mesure de proximité moléculaire par FRET 

Introduction à la dynamique et aux interactions moléculaires 

Introduction aux F-techniques  

Introduction   

FRET par mesures d’intensité 

FRET par FLIM 

NO FRET FRET 

Erickson et al,  biophys J, 2003 

Critical points 

 
• Direct excitation of the acceptor in the 
FRET channel 

• Donor’s émission in FRET channel 
 

 

Overcoming this 

 
• Using 3 filters sets 

• Measuring donors and acceptors 
fluorescence with all filters 

• Compensation of fluorescence 
leakage 

• FRET calculation 

 
  

Measuring FRET with an epifluorescence microscope 
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Donor and acceptor’s stoichiometry = 1 

Same number of donors and 
acceptors: 

• same proportion of each fluorophores 
• only two filters needed 
 

 

Remaining issues 
• avoiding photobleaching 

• low signal/High noise 

 

• Calculating ratios:  

• impact of noise 
• impact on uneven excitation 

• misalignment between channels 
 

 
  

FRET measurements for activity imaging 

FRET measurements for activity imaging 

(Vandame et al., 2014) 

Mesure de dynamique moléculaire par FRAP 

Mesure de proximité moléculaire par FRET 

Introduction à la dynamique et aux interactions moléculaires 

Introduction aux F-techniques  

Introduction   

FRET par mesures d’intensité 

FRET par FLIM 

Δt 

Δt 
S0 

S1 

Simplified Perrin-Jablonski diagram 

Fluorescence lifetime: an accurate way to measure FRET 

Δt 

Δt 
S0 

S1 

Simplified Perrin-Jablonski diagram 

Fluorescence lifetime: an accurate way to measure FRET 
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k = 1 /  

lo
g 

I 0
/I

 

t (ns) 

Iint 

environment 

avec   k = kr + knr 

intrinsic 

 Under the slope : 

Fluorescence intensity Molecular environment , 

FRET… 
Concentration independent  

Fluorescence lifetime 

Fluorescence lifetime: an accurate way to measure FRET Fluorescence lifetime: an accurate way to measure FRET 

Plasmid(DNA) 

 gene (protein) 

 gene (XFP) 
FRET 

<10nm 

FRET (Förster Resonance Energy Transfer ) 

Lifetime (τ) 

P
ix

e
ls

 

lifetime(τ) 1 

10 

100 

1000 

10000 

Temps (ns) 

N
b

r 
d

e 
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h
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A 

B+A τA 

τA 

τB 

A B 

Mesure de TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting) 

Waharte F, Spriet C, et al.  

Frequency Domain FLIM 

Required: 

• modulated excitation 

• modulated detection camera 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation (frequency ~20 / 80 MHz) 

Frequency Domain FLIM 

Emission long lifetime (e.g. 10 ns) 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation 50MHz 

20 ns 

Frequency Domain FLIM 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation 50MHz 

Emission long lifetime (e.g. 10 ns) 
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Frequency Domain FLIM 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation 50MHz 

Emission short lifetime (e.g. 1 ns) 

Frequency Domain FLIM 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation 50MHz 

Emission short lifetime (e.g. 1 ns) 

Frequency Domain FLIM 

Elapsed time 

In
te

n
s
it
y

 

Modulated excitation 50MHz 

Decrease modulation depth 

Phase shift 

20 ns 20 ns 

Emission short lifetime (e.g. 1 ns) 

Emission long lifetime (e.g. 10 ns) 

Elapsed time 

In
te

n
s

ity
 

20 ns 20 ns 

Figure aimablement fournie par Ria Hut, Lambert Instruments  

 

Lifetime calculation:  
 

• Phase shift 
• Modulation depth  
• Relative to a reference solution 

Sample, lifetime =  (ns) 

Phase shift   

 
w 

 
 

  tan  
1  

w = 2 *  * f 

Modulated excitation 50MHz 

Emission short lifetime (e.g. 1 ns) 

Emission long lifetime (e.g. 10 ns) 

Lifetime in the frequency domain 

)/()(  
i

i
iea tOfIRFtF 

F(t) : function 

Of : offset 

ai : intensity coefficients,  

 i : fluorescence lifetimes 

Time domain decay curves analysis 

A 

B 

A: 2400 s, 5 mn between curves, 3.45 
mW/μm² 

 
 
B: 1200 s, between curves, 0.13 mW/μm² 

 
 

Cells expressing only CFP! 
 
A: high power: photo-induced stress 

 
B: good acquisition conditions  

 
 
Parameters highly depends on the sample. 

To be tested in every new case! 

Biological controls 
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YFP ETS 

CFP bzip CFP-Jun 

YFP-Erg 

+ 

YFP bzip 

CFP-Jun 

YFP-Fos 

CFP bzip 
+ 

YFP ETS 

CFP-Jun CFP bzip 

+ 

YFP-ErgYV 

CFP-Jun CFP bzip 

+ 

YFP-ErgRK-YV YFP ETS 

Jun fos 

Jun Erg yv  

Jun Erg 

Jun  Erg rk yv  

2.5 ns 

1.5 ns 

Inter-molecular FRET 

BBRC, 2005 

Quantifying interaction level 

high resolution sublocalization 

Most of the time, high expression required 

Intra-molecular FRET 

Collaboration: P. Vandame et JF. Bodart 

Les F-techniques permettent d'aller beaucoup plus loin que l'imagerie  

classique en donnant accès aux informations suivantes : 

  

 - mobilité moléculaire (FRAP) 

 

 - environnement local des molécules étudiées , état physiologique (FLIM)  

 

 - proximité moléculaire (FRET) 

 

Elles sont de plus utilisables sur cellules intactes et vivantes, avec une résolution 

spatiale des processus (contrairement à la biochimie). 

C o nclusion I C o nclusion dynamiques et interactions:  

Dynamique Interaction 

FRAP FCS 

FCCS 

SPT… 

FRET BiFC 

FLIM 

anisotropie 

Intensité 

FLIP 

FLIP 

iFRAP 

SLiM 


