11/27/2014

Ti§Bio nie ) (% @

Introduction aux F-techniques :
dynamiques et interactions moléculaires dans le vivant
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Iniroduction alaidynamigue et aux interactions moléeculaires

Utilisation de [imagerie de fluorescence en biologie ?

Méthodes usuelles (biochimiques, cytométri
- vue globale, pas diinformation spatide,
- pas de dynamique moléculaire,
- peu sensibles & 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 I'hétérogénéité cellulaire (expérience sur cellule unique)

Pour quelles informations ?
- isation : combien de protéi et aquel endroit ?

- mobilité : isation fixe ou non, ériser ke cellulaire ou

- interactions : entre cellules ou entre molécules

Au niveau cellulaire (cellule isolée) oupluri-cellulaire (cellule dans un contexte : organisme ou
tissus) et moléculaire...

Utilisation de [imagerie de fluorescence en biologie ?

Propriétés de la fluorescence : Intensité (majoritairement)

.4/ Spectre

i\‘) Durée de vie

Polarisation

Intensité de fluorescence :
F(t) =AQOW(r) C(r,t) dr

C(rt) : concentration du

kQ}:rendement‘ ) fluorophore au cours du
quantique et efficacité Volume temps, contient la "physiqué'
de détection d'observation

du mouvement (diffusion)

Les F-techniques

Utilisation de la fluorescence pour une étude fonctionnelle du vivant:

- FRAP (Fl y After Photobleaching), ph
mobilité moléculaire (perturbation)

- FCS (F Correlation Sp ):
mobilité moléculaire (mesure de fluctuations d’intensité)

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

- FRET (Forster Resonance Energy Transfer):
mesure de proximité moléculaire a I'échelle nanométrique

La dynamique moléculaire dans le vivant

Processus dynamiques
complexes
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Photo-perturbation de la fluorescence

Perturber le systéme en faisant :
- disparaitre de la fluorescence (Photoblanchiment)
- apparaitre de la fluorescence (Photoactivation)
- changerle spectre d’émission (Photoconversion)

Le photoblanchiment (photobleaching)

Diagramme de Perrin-Jablonsky
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Avantage : utilisable avec quasiment tous les fluorophores

Cinétique dephotoblanchiment
deprotéines fluorescentes

H

Normatzed Fluorescence intensity

Modele simplifié :
1(t)=1, exp(—kg t)

kespécifique dunfluorophore dans un
environnement donné

Phase Il : blea

Molécules fluorescentes
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Molécules photoblanchies
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Phase IIl : postbleach
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Molécules fluorescentes
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La technique de FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching)
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Quelles informations peut-on obtenir ?

-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 systéme étudié...

Exemple de communication intercellulaire
(perméabité des gap-junctions)

Hépatocytes (Calcéine)

Instrumentation pour la technique de FRAP

Ordinateur

~Carte dacauisition
~Base detenps
~Logiciel de contidle.
~Programme de pilotage
etdacquisition

ogiciel
dépouillement
et

Microscope
“Lentile de epnse

~Diaphvagmes
~Objectit
“Filtes.

Laser ou
lampe

de
lumineuse

Echantillon ~Mioirs
~Cellule biologiaue ~Filres neutres

fluorescente Diaphragme
photo dégradable -AOTF

. Mazéres, IPBS

Combinaisons instrumentales possibles
* FRAP en champ large Ee

Shutter

| B

« FRAP sur confocal

- 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 dacquisition vidéo WF ou spinningdisk 3D rapide
avec FRAP laser

z Shutter

I - FRAP en point ou ROI

Miroirs de balayage

*FRAP + 2 photons

Un photon Deux photons
Mesure locale de la mobilité,
en 3D (volume défini)
Lo Lt Méme possibilités d'acquisition
oytosol *+ * eyosat  * quen confocal

Modalités expérimentales pour la technique de FRAP

FRAP sur un spot

L
- FRAP en spot, acquisition en spot (T) O
(Toleach €t dt ~ 10 ps)

- FRAP en ligne, acquisition en ligne (XT)

FRAP sur
(Thleach €t dt ~ 1 ms)

une ligne

- FRAP en spot, acquisition en image (XYT) A
(Toleach €t dt ~ 10 -1000 ms) w

- FRAP en ligne, acquisition en image (XYT)

Temps d’ acquisition

FRAP sur

- FRAP en région, acquisitionen image (XYT) G une région

Intérét de Cacquisition d’images
- Détermination de la région analysée (taille et positior): important pour | analyse
et la modélisation
- Mesurer I'anisotropie de la redistribution de fluorescence
- Utiliser d’autres régions d’analyse pour coriger les courbes
- Possibilité d’analyser les profils d'intensité

- Distinguer la diffusion etflux

Multilayer of DMPC labeedwith 1% mol:mol NBD PC(T=25 °C)
(C.Favard)
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Analyse quantitative des données de FRAP

+ Determination des paramétres 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 (loghin), représentation, moyenne

« Ajustement des données avec un modéle théorique :

- manuel : pas de calcul d'erreur sur les paramétres mais fourchette de valeurs
- régression non-linéaire  (fit)

Modélisation mathématique

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

Comment ?

établir ou utliser un modele décrivantla dynamiq supposée des
molécules d'intérét

igh mobity
ity

Klein & Wahatte, Mod. Rs. E. Micros. 20D

Exemple d application biologique compléte

=-3s t=bieacn=0s =065 t=36s  b=66s

Combinaison
FRAP 2 photons et
acquisition WF 4D

82 g3

I

L
1hy widefield  2hv bleach :
epifiuorescence 200 ms, 30 mW

MDCK E-Cadherin-GFP

Dynamique de la
E-cadhérine aux
jonctions adhérentes

sausasalony peTIEULION

Thése S. de Beco, PNAS 2009

Exemple d application biologique compléte

Distinction diffusion/échan ge
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Thése S. de Beco, PNAS 2009

Exemple d application biologique compléte

/

. {
. I /
F + nite . o
X (pm)
© Pré-bleach 4 450s 1= 230+ 50 s
: o Dynamique dominée par Iéchange du premier ordre

Thése S. de Beco, PNAS 2000

Une autre approche : le FLIP (Fluorescence Loss Induced by Photobleaching)

Photoblanchiment continu dans une région

t0 t1
@ .
O —
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Une autre approche : La photoconversion de fluorescence

“anlonic™ ‘E‘
"
™

~ 400 nm

Une autre approche : La photoconversion de fluorescence

Olkgomerizasion Wavekngms ()
degeor Type af requiced for Relaive
e, of Buarescence Noescence Quastun b

FP veriant prosomers) activation activation jeld (% of EGFP)

FAGEP (62) 1 orr-on

PS.CIP (75)

016018
088D

100 .
Fle 8
N N
HE HH oz
Egan; Egao| i 32 s s
227 23
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550 Wiedenmannetal. 2009
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Patterson atal. Science2002,297:1873
Exemples d application Conclusion sur les techniques de photoperturbation

Dynamique moléculaire par photoactvation de la PA-GFP

Dynamique d' par ion de Ia td-EosFP

Photoconversion  Tracking of movement mitochondda  mitochondria (€)

Wiedenmannetal. 2009

Fusion of Fission of
)

En perturbant |” équilibre du systéme, on peut sonder sadynamique via
I" utilisation de méthodes optiques avec une résolution spatiale aumicron et
sur des temps <1s jusqu’ aplusieurs heures...

Si possible utiliser une méthode basée sur |’ acquisitiond’ images
(information spatiale, traitement plus complet, analyse postbleach...)

Prudence sur |’ interprétation des expériences et sur le choix du modeéle
mathématique !

FRET: Forster resonance energy transfer
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FRET: Forster resonance energy transfer RO/R?

Fluorascont Proteia Architactural Features
e Avecige PP Féester R (R, § s et
e . T Cr—— -

o
e

stor Factor in FRET

ECFPEYFP
R, = 49 Nanomaters

Forster Distance

Y o

1 Entcigne
H

$

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

FRET applications Several properties of light to measure FRET
T —————
Protein-protein interactions Conformational changes 1= e R s Paras 8 b
Table 2
Methods for determining FRET in flucrescence microscopy®.
[ ] No Metiod Comments Retrences
- Bonor cuenching andior acoeptor senaizaton
B and scoeptor

lat 23 Signals; spactra. Muttispectral; spactral unmixing [10,18,73-76]
1a3 Bioluminescence RET (BRET) New reagents and detection methods 7

1b Furescance-detscted sxcied state lfetime(s (FLIV, FLY
1ot B ietms Tene and quency doman a0,

81,2,83",84-88]

162 Luminescence RET (LRET) New reagents and procedures (21
[ Spectral FLIM (sFUM) Calibration, spectral and temparal resolution (6,89

1d donor depletion
a1 D . techniques (22,90

le acceptor depletion FRET (adFRET)
la1 Direct A pb (irraversibie) Method in widespread use 116,75,90)
122 Protostramic A (peFRET) Revarsible adFRET: organic and QD reagants [a1.297)
[ R saturton st ted FRET) Peversti adFFET. mpeptor satrstion oy
W arisotopy

lla steady-state anisotropy
tat D anisotropy 1~ Molecular association — T (lower 1 7279299
lla2 A anisotropy 7 Sensitized emission is depolarized. [92,94]

1Ib homotransfer, energy migration FRET (homoFRET, emFRET)
b1 ‘Steady-state anisotropy £ Homo-association; concentration depolarization 272895

#Sea [1,72] for previous versions of the teble and Gitations thersin. °A Esposita, PhD thesis, Universty of Utrecht, 2006, *M Beutler, R Vermei, TM
Jovin, R Heintzmann, unpubls hed.

Measuring FRET with an epifluorescence microscope

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 fiters

« Compensation of fluorescence
leakage

 FRET calculation

Mesure delproximité moléculaire par FRET

s
Ericksonetal, biophys J, 208
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Donor and acceptor’s stoichiometry = 1

Same number of donors and
acceptors:
« same proportion of each fluorophores
« only two fiters needed

Remaining issues
« avoiding photobleaching
» low signal/High noise

« Calculating ratios:
« impact of noise
« impact on uneven excitation
 misalignment between channels

Offerences between bugy 304 Ly, fold ilumination

‘f

FRET measurements for activity imaging

Protein Kinase A Biosensor

Soscimen image

® Phosphate

|

FRET measurements for activity imaging

Protein Kinase A Biosensor

Spscimen mage

[Forskolin]
I

EGF e R vy

n

105 I u
1 ; ]
.

Toms mis)

— EKARTVY

— ERARTWY mutd

Aatio ¥FP/GFP {narmalisé]

(Vandame etal. 2014

imité moléculaire par FRET

Fluorescence [ifetime: an accurate way to measure FRET

O =

At

E= So

At

Simplified Perrin-Jablonski diagram

Fluorescence [ifetime: an accurate way to measure FRET
S1
At
T So
Simplified Perrin-Jablonski diagram
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Fluorescence [ifetime: an accurate way to measure FRET

Fluorescence lifetimg
=---k =10

E: avec k =Kk, +kpyr
on
= / \
intrinsic environment
At (ns)
Under the slope: B’

Molecular environment ,
FRET...
Concentration independent

Fluorescence intensity

Fluorescence lifetime: an accurate way to measure FRET

@gmmm [ FRET (Férster Resonance Energy Transfer ) ]
gene (XFP) alp
PlasmidDNA) FRET
B
N

LR L %
\ > _ﬂmr /
~% s~
10000 e
i — W oo —=
£ 1000 [T
S I,
I
2 100
2
I
Temps (ns) >

i
1600 180 2000

Lifetime (z)

Mesure de TCSPC (Time Correlated Single Photon Counting)

Signal de 1a photodiode (Sync)

Ordinateur dédsé
(Becker&Hick SPCM software)

Ry, Signal du scanner
> (Frame, Line)

Laser Ti:Sa (100 f, 13 ns)
700 < A < 1000 nm.

Carte TCSPC SPCT30 (B&H)

T
Ind [a]
e— ‘ Signal duPMT (CFD)
> BG39
~ i [Amplificateus rapide]
Ordenatewr déché B Dic '.} I | ﬂA”‘ (1.5GHz)
Qe Le Iris  Filtre BP

Objectif
{100z, 14 NA, oil)

AvA

Frequency Domain FLIM

Required:
* modulated excitation
* modulated detection camera

Intensity

Elapsed time

g — Modulated excitation (frequency ~20 / 80 MHz)
Incubsteur
e Sy .ot
Frequency Domain FLIM Frequency Domain FLIM

Intensity

Elapsed time

—— Emission long lifetime (e.g. 10 ns)
— Modulated excitation 50MHz

Intensity

Elapsed time

— Emission long lifetime (e.g. 10 ns)
— Modulated excitation 50MHz
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Frequency Domain FLIM

Intensity

Elapsed time
== Emission short lifetime (e.g. 1 ns)

—— Modulated excitation 50MHz

Frequency Domain FLIM

Intensity

Elapsed time
== Emission short lifetime (e.g. 1 ns)

—— Modulated excitation 50MHz

Frequency Domain FLIM

1 Decrease modulation depth
> Phase shift

Intensity

Elapsed time
== Emission short lifetime (e.g. 1 ns)
— Emission long lifetime (e.g. 10 ns)
— Modulated excitation 50MHz

Lifetime in the frequency domain

m

Lifetime calculation:

« Phase shift
* Modulation depth
* Relative to a reference solution

Phaseshift Ap
Sample, lifetime = w(ns)
Dh=2*x*t

® = Emission shotlifeiime (e, 1ns)

Enmission long lifetime (9. 10 ns)

————  Modblated excitation SOMHz

Elapsed ime
Figure aimablement fournie par Ria Hut, Lambert Instuments

Time domain decay curves analysis

F@®) = IRF®(Of +Ya e7t/m) =

F(t) : function | --
Of : offset Y o
a; : intensity coefficients, F
1; : fluorescence lifetimes

Biological controls

3

A: 2400 s, 5 mn between curves, 345
mW/um?

B: 1200 s, between curves, 0.13 mW/pm?

Wormalized intensity 3>
:

G,

Cells expressing only CFP!

o o 2 4 8 8 10 12
ng
B o) A: high power: photo-induced stress
10
%‘ B: good acquisition conditions
g
B
b "
| Parameters highly depends on the sample.
s To be tested in every new case!
=
10 EI 2 4 8 10 12
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Inter-molecular FRET Intra-molecular FRET

Quantifying interaction level

[ YED I Ihzipl ] YFP-Fos high resolution sublocalization
+

Most of thetime, high expression required
RPN Thzipl ] creaun

Jun Erg

= — =
+
(o —

JunErgyv
- — - Y

e,

[Fo= — v

Jun Erg rkyv

== — - AR

"
o= — 7
BBRC, 2005 Collaboration: P Vandame et JF: Bodart
Conclusion I Conclusion dynamigues et interactions:
Dynamique Interaction

Les F-techniques permettent d'aller beaucoup plus loin que I'imagerie
classique en donnant acces aux informations suivantes :

- mobilité moléculaire (FRAP) B FRAP FCS BiFC FRET

- environnement local des molécules étudiées , étatphysiologique (FLIM)

> FLIP anisotropie
- proximité moléculaire (FRET) Fccs
Elles sont de plus utilisables sur cellules intactes etvivantes, avec une résolution N
spatiale des processus (contrairement a la biochimie). FLIP FLIM
SLiM
—> iIFRAP Intensité
SPT...

10



