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CONTEXTE
THEMATIQUE de I’équipe

Les evenements précoces déclencheés par la cryptogéine sont associes a la membrane
plasmique

Role essentiel dans la mise en place des réactions de défense

Porte, organise et régule I'activité d’acteurs essentiels de la signalisation

Modifications des propriétés de la MP de cellules de Tabac élicitées par la
cryptogéine

FLUIDITE MEMBRANAIRE

Mobilité latérale d’'une sonde fluorescente par FRAP
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-cellules en suspension EEE)  Adapter volume

T Prélever au moment de 'observation
- besoin d’agitation

pour oxygénation Limiter la durée de I'observation



FRAP
PRINCIPE

Pré-

. Photoblanchiment Retour de fluorescence
photoblanchiment

Intensité de fluorescence '

temps



FRAP
SONDE FLUORESCENTE

di-4-ANEPPDHQ

1-[2-Hydroxy-3-(N,N-di-methyl Nhydroxyethyl) ammoniopropyl]-4-[B-[2-(di-n-butylamino)-6-napthyl] vinyl] pyridinium dibromide

CH. OH

+ | | + /7 \
HOCHZCHZtTJCHZCHCHzN CH=CH
CH, — B Q N[(CH2)3CH3],
2 Br
Utilisation
Détection des changements de potentiel membranaire (Obaid et al, 2004),

Détection du degré d’ordre membranaire de cellules animales et végétales

(Jin et al 2005, 2006, Roche et al 2008, Liu et al 2009, Owen et al 2012,
Kamerbeek et al 2013, Dinic et al 2013, Gerbeau-Pissot et al 2014)



FRAP

SONDE FLUORESCENTE - Propriétés

Tres faible toxicité
Soluble dans I'eau

Haute affinité pour les membranes

Insertion rapide dans le feuillet externe de la MP
Fluoresce tres peu hors MP

Peu de bruit dans le cytosol

Internalisation non immeédiate

Passage de la paroi et utilisée chez les plantes

(Obaid et al, 2004; Owen et al, 2007)
(Jin et al, 2006)

(Jin et al 2006) Le marquage se fait en

guelques secondes et de

(Jin et al, 2006, Dinic et al, 2013) maniére spécifique a la MP

(Obaid et al 2004, Jin et al, 2005, 2006)
Bon ratio signal/bruit
(Owen et al, 2012)

(Obaid et al 2004, Jin et al 2006, Dinic et al 2013)

(Liu et al, 2009, Gerbeau-Pissot et al 2014).




FRAP
SONDE FLUORESCENTE - Propriétés

Excitée avec un simple photon dans le bleu (laser argon a 488nm), imagée par microscopes
confocaux standards (Jin et al, 2005, 2006, Owen et al 2012)

Déplacement de Stokes important quand intégration a la MP (Jin et al 2006)

Large spectre d’émission
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Fort rendement quantique (Jin et al 2006)

Relativement photostable (Owen 2007 et al)



FRAP
PREPARATION DES CELLULES
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FRAP
ACQUISITION DES DONNEES

Réglage du laser:
-une puissance pour photoblanchir——» forte

-une puissance pour le retour de fluorescence —»  faible
) éviter de photoblanchir pendant I'acquisition des données
i) ne pas saturer le signal

iii) améliorer la profondeur de blanchiment

large bande d’émission (510 a 700 nm)



FRAP
ACQUISITION DES DONNEES

Réglage du laser:
-une puissance pour photoblanchir——» forte

-une puissance pour le retour de fluorescence —»  faible
) éviter de photoblanchir pendant I'acquisition des données
i) ne pas saturer le signal

iii) améliorer la profondeur de blanchiment

large bande d’émission (510 a 700 nm)

Choix de la zone d’intérét (ROI) ROl témoin:

non photoblanchie
méme nombre de prises de vue

evaluer photoblanchiment d’acquisition




FRAP
PARAMETRES IMPORTANTS

Photoblanchiment
Ratio signal/bruit
Efficacité du photoblanchiment

Objectif 40x NA 1.25
immersion huile
Longueur d’onde d’excitation 488 nm
Longueur d’'onde d’émission 510 — 700 nm
Puissance laser pré et post blanchiment 8 %
Puissance laser photo-blanchiment 100 %
Forme et taille de la ROI Carré de 2 x 2 um
Format des images 512 x 512 pixels
Moyennage aucun
Vitesse de balayage 800 Hz
Zoom x16

Optimiser les conditions




FRAP
NOMBRE de DONNEES a4 ACQUERIR

Pré-blanchiment intensité de fluorescence de départ
fluctuation de la fluorescence

Blanchiment

Post-blanchiment -maximum d’informations
-minimum de photoblanchiment
-minimum de temps entre lame et lamelle

L Définir 2 parties de retour de fluorescence

phases Nombre d’images Temps entre chaque image
Pré-blanchiment 3 0.8s
blanchiment 1 0.8s
Post-blanchiment 1 10 1.8s
Post-blanchiment 2 10 9.8s




FRAP
ANALYSE DES RESULTATS

Snapp et al. 2003, Current Protocols in Cell Biology
Corrections données brutes:

-bruit de fond

_photoblanchlment d’vaUISItlon } Données deS Zzones temoins

T,,: temps de demi-recouvrement

Mf: la fraction mobile

Blanchiment

Fi e o e e _

100 % -

50% - Fraction mobile (Mf)

Intensités de fluorescence

FO === o2

t112 Temps (s)

Pré-blanchiment Paost-blanchiment



FRAP
ANALYSE DES RESULTATS
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ANALYSE DES RESULTATS
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ANALYSE DES RESULTATS

FRAP
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FRAP
ANALYSE DES RESULTATS
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Normalisation des courbes

Fn(t) = (F- Fo) / (F . - Fg) x 100

Axelrod et al. 1976



Retour de fluorescence (% final)
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La CRYPTOGEINE modifie-t-elle la FLUIDITE du PLASMALEMME ?

40

w
o

[
o

t,» (secondes)
N
o

HH

’ %
ctl | cry
5min

100

80 -

Hi

60

40

Fraction mobile (%)

20

ctl | cry

5min

La cryptogeine:

augmente fluidité PM

D’aprés Gerbeau-Pissot et al, 2014
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Retour de fluorescence (% final)

FRAP
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Retour de fluorescence (% final)
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CONCLUSIONS

Points positifs

La sonde di-4-ANEPPDHQ: bon marqueur pour les expériences de FRAP
(stable, spécifigue MP, bon ratio signal/bruit)

Protocole utilisé permet : d’estimer des retours de fluorescence

de comparer ces retours dans différentes conditions

Limites

La comparaison des t,;,, ne peut étre faite que dans les mémes conditions d’acquisition et un méme
systeme expéerimental (snapp et al, 2003)

Dans notre systéme d’étude, un grand nombre de données sont non-exploitables,
—p- peaucoup de temps passeé a acquerir données



