Protéeines fluorescentes pour
I’exploration cellulaire

~ Catherine Leclerc & Marc Moreau
Mrs Centre de Biologie du développement

4 UMR 5547 Toulouse
GDRE 731 &
Ca?* and gene expression GRDE 731




Intérét de la fluorescence

e Mise en ceuvre relativement facile
» Applicable au vivant

— Etudes dynamiques

Fonctions

Mitosis |
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77 A.D.
Pliny the Elder writes
of glowing jellyfish

1994
Martin Chalfie expresses AvGFP)
in bacteria and worms|

1996

Mats Ormé, Jim Remingtion,
Roger Tsien & co-workers
solve GFP Crystal structure

1997

Jérg Wiedenmann proposes
the existence of GFP-like
proteins in sea anemones.

1999
Mikhail Matz, Sergey Lukyanov
co-workers clone first RFP (DsRED)

2002
PA-GFP Developed by
Jennifer Lippincott-Schwartz,

2004

PS-CFP2 developed by

Konstantin Lukyanov, Dmitriy Chudakov,
Vladislav Verkusha, Sergey Lukyanov

& co-workers

2006
mTFP1 developed by
Robert E. Campbell & co-workers

2006
Dendra developed by Nadya Gurskaya,
Sergey & Konstantin Lukyanov, & co-workers

2007

TagRFP and mKate developed by
Dmitriy Chudakov, Sergey Lukyanov,
Konstantin Lukyanov & co-workers

Day & Davidson,
Chem. Soc. Rev. 2009

1985

Douglas Prasher clones Aequorin

1992
Douglas Prasher clones AvGFP

& George Patterson ‘;- |. | 2002
mRFP1 developed by David Zacharias,
Amy Palmer, Robert Campbell,
2002 Y Cianbech Roper o

Venus, Kaede developed by Takeharu Nagai,
Ryoko Ando, Atsushi Miyawaki & co-workers

mKO and Dronpa developed by
Atsushi Miyawaki & co-workers

2008 -
Fucci and mKO2 developed by iy
Atsushi Miyawaki & co-workers

900 million years ago
Chnidari and Bilateria
families diverge

1962
(Osamu Shimomura observes
protein & i

Aequorin

1994
Roger Tsien, Roger Heim & Doug Prasher
begin mutagenesis of AVGFP

GFP
S65T

BFP
Y66H

CFP
Yesw

11 1996
YFP (T203Y) developed & characterized
by Jim Remington, Roger Tsien,
Rebekka Wachter & co-workers

2001
Citrine developed by Oliver Griesbeck,
Robert Campbell, Roger Tsien & co-workers

. 2002
DsRED.T1 developed by
Benjamin Glick & co-workers

* Paul Steinbach, Roger Tsien & co-workers

2004
Cerulean developed by
,  David Piston & co-workers

2004

2004 R T I
- Development of “mFruit” series by 45 S I e n
L Nathan Shaner, Roger Tsien, Robert Campbell & co-workers |
g 1
et 1 ' ' T
mOrange tdTomato  mStrawberry mCherry ~ mPlum

=1 2004-2006
' EosFP developed by Anya Salih, Ulrich Nienhaus,
9 Jorg Wiedenmann, Franz Oswald & co-workers
\;- ! } 2006
, -y - . Superfolder GFP developed by

Geoffrey S. Waldo & co-workers

2008
TagBFP Developed by Vladislav Verkhusha,
Dimitriy Chudakov & co-workers

2008
mOrange2, TagRFP-T, mApple, EBFP2
developed by Nathan Shaner, Robert E. Campbell

i‘:’ 5 Michael Lin, Roger Tsien & co-workers.
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7Y ‘F W . ° 1 hélige contenant |
a‘ > _* le chromophore

. Acides aminés 2 a 229 sont impliqués
dans la réaction de fluorescence 1
* Chromophore composé de 3 résidus

}6?%6-@%7 (SYG) |
Photo'ST Inouyef 'rShimomura 2005, J.of microscopy




Caracteristiques de la GFP native

* Repliement efficace a T° ambiante ou <

» Mature GFP est stable et fluorescente pour T° > 65°C, pH 5.5a 12
 stable en 8M uree, 6M guanidium hydrochloride, 1% de SDS

» GFP Fluorescente apres fixation formaldehyde ou glutaraldehyde.
 Fluorescence ne necessite ni substrat ni co-facteur

1

0.8 e 2 pics d’excitation
06 395 & 477 nm

0.4 e 1 pic d’émission
0.2 508 nm

0
300 400 500

Longueur d’onde (nm)

Intensité relative

/ 2+
kCa ) GDR 2688
N\




Substitution de Ser 65 par Thr (mutant S65T)

excitation

émission

 Excitable a 488 nm

e Augmentation de la
photostabilité
 Rendement quantique
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1- Un réarrangement par torsion Délocalisation du résidu carboxyl de la
Thr65 a proximité du groupement

- amino de la Gly67.
2- Une cyclisation

Attaque de I'atome de carbone par le

3- Une déshvdratation groupement amine de I’azote de la
¢ Gly 67

ThrG5

i

Oxydation par 'oxygene Déshydratation et formation d’un
moléculaire du résidu de I'atome anneau d’'imidazole

de carbone de la Tyr 66

4- Une oxydation

ZEISS Online Campus
& Brice Ronsin




GFP variants
P YFP

N-Terminus
C-Terminus
Aequorea victoria GFP Mutation Map

(D234
'y

Shaner, N. C. et al., 2007




GFP variants
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Table 1 Properties of selected Aequorea-GFP derivatives. The peak excitation (Ex) and emission (Em) wavelengths, molar extinction coefficient
(EC), quantum yield (QY), relative brightness, and physiological quaternary structure are listed (* signifies a weak dimer, see Section 2.6). The
computed brightness values were derived from the product of the molar extinction coefficient and quantum vield, divided by the value for EGFP

Quaternary Relative brightness
Protein (acronym) Ex/nm Em/nm EC/10 "M 'cem™! QY structure (% of EGFP)

Blue fluorescent proteins

Sirius 355 424 15.0 Monomer* 11
Azurite 384 448 26.2 Monomer* 43
EBFP 383 445 29.0 Monomer* 27
EBFP2 383 448 320 Monomer* 53
Cyan fluovescent proteins

ECFP 439 476 A2 Monomer* 39
Cerulean 433 475 43.0 Monomer* 79
CyPet 435 477 35.0 Monomer* 53
SCFP 433 474 30.0 Monomer* 45
Green fluorescent proteins

EGFP 488 507 56.0 Monomer* 100
Emerald 487 509 57.3 Monomer* 116 Moins photostable que EGFP
Superfolder avGFP 485 510 83.3 Monomer* 160 32
T-Sapphire 399 511 44.0 Monomer* 79 27
Yellow fluorescent proteins

EYFP 514 527 33.4 Monomer* 151 62
Topaz 514 527 94.5 Monomer* 169 18
Venus 515 528 922 Monomer* 156 25
Citrine 516 529 77.0 Monomer* 174 67

Y Pet 517 530 104 Monomer* 238 68
SYFP 515 527 101 Monomer* 204 60
mAmetrine 406 326 45.0 Monomer 78 222

Excitation proche UV

2890 | Chem. Soc. Rev., 2009, 38, 2887-2921 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2009




Red Fluorescent Protein (DsRed)

(Matz et al, Nat. Biotechnol. 1999, 17; 969-973)

‘ . ‘ \ ;I- S ‘.I;r:‘:.i\\ - ’ \
&~ \ % Tetramere (120 kDa, 4 x 225 aa). chaque
/_. N "47’?}‘\?\:\&\\7@ 5 monomere est un tonneau-p comparable a la
I ,/ N —y GFP (22%). Chromophore est formé des acides

aminés 66-68 (GIn-Tyr-Gly)
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Chromophore de la DsRed

a_. Stage A 1- cyclisation entre Ser / Gln & Gly

)
oy clization
2- dehydrogenation (formation
-HO m =
WQ ~H0

noyau imidazole)
3- oxydation Tyr

GEP dehycin-
romephor Sl 4- dehydrogenation au niveau de

Gl
-ﬂ.mm& :

StageC |
second

H{; Conversion vert

Stage B
DaMad

chramophone

Tyr66 (‘\l Phe64
GFP

Verkhusha & Lukyanov, Nature Biotech 2004




s lermary Relative bogh tness
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Protéines Fluorescentes Photoactivables,
Photoconvertibles, photocomutables

Jav
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Mécanisme d’activation de PA-GFP

La PA-GFP (Photoactivable GFP) permet d’étudier la diffusion et la localisation de protéines

dans les cellules en temps réel.

PA-GFP Chromophore Photoactivation e Le chromophore non activé possédant un

Gly67 groupement phénol a I'état neutre est entouré

par l'histidine 203 et un acide glutamique 222.

Neutral
Phenol

e L'activation a 405nm induit une

His203

décarboxylation de Glu222 et un

changement du spectre d’absorption.

Glu222

Photoactivation Control Decarboxylation

20t 405nm Laser  RESET |




Pourquoi faire? Comment?

Etudes structurales > Adressage

Etudes fonctionnelles
|

déstabilisation

v

Couple de FPs
FRET




Possibilités d’adressage

(B) Cerelean-paxilin
Focal adhesion
(D) Emerald-Keratin

| * B . & s | (F)venus-connexin
(E) GFP-lamin B P %5 (G) mKO-golgi
Enveloppe nucléaire , N e 4 )

(J) RFP-tubulin
(K) mCherry-vimentin

M-Q
EGFP-histone H2B

M N 0 P

Shaner N C et al. J Cell Sci 2007;120:4247-4260 Joumnal of

Cell Science

jcs.binkogists.ong




Motifs de localisation subcellulaire

Cytoplasme

Lumen RE

Matrice mitochondriale

Membrane mitochondriale

Lumen Golgi

Membrane Golgi

Membrane plasmique

Matrice peroxisome

Cterm: PKKKRKVEDA

Cterm: DPKKKRKYV

Cterm: (DPKKKRKYV) 3-GSTGSR
Séquence KR-rich en Cterm

Cterm: LALKLAGLDI

Nterm: MLLSVPLLLGLLGLAAAD
Cterm: KDEL

Nterm: MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHSLGDP
En tadem

Nterm:
MVGRNSAIAAGVCGALFIGYCIYFDRKRRSDPN
MAIQLRSLFPLALPGMLALLGWWWFFSRKK

Nterm: 81 aa de la h31,4 galactosyltransferase
Nterm: GNLKSVAQEPGPPCGLGLGLGLGLCGKQGPA

Nterm:MGCIKSKRKDNLNDDGVDMKT
Myristoylation et palmitoylation

Cterm: KKKKKSKTKCVIM
Farnesylation

Cterm: KLNPPDESGPGCMSCKCVLS
Nterm: MLCCMRRTKQVEKNDEDQKI

Cterm: SKL ou XKL

Adapté de Chudakov, 2010

NES

calreticulin

Cytochrome ¢
oxidase

Tom20
DAKAPla

eNOS

Lyn kinase
K-ras4B

V-Ha-Ras
GAP-43




Explorations dynamiques des fonctions cellulaires

Bed L1

& Trafficking@—
\

e ene rapporte
Localisation Promoteur

<: : :: :" ranslocation
Mitose




Etudes dynamiques

* Visualisation in vivo
 Méthode non destructrice
» Etudes de plusieurs promoteurs a la fois (plusieurs couleurs)

* Moins sensible que les méthodes enzymatiques

* Criteres de choix de la FP : rapidité de Maturation et faible Stabilité
(Fast maturation / fast dégradation)

Y5 repliement Y2 maturation Constante de temps de
(s) (s) maturation
Kox 104 s

EGFP 3915 (~ 65 min)
Venus 4076
TurboGFP 1468 (~ 25 min)

Données Evrogen




Déstabilisation

Protéine de fusion avec un signal de protéolyse: S€quence PEST de mODC et/ou
domaine CDB (cyclin destruction

box) de la cyclin D1

X :
Corish & Tyler-Smith, 1999 /2 Vie

1 238

GFP 26 h

238 423 449

_ 9.8 h

1071

-_ 5.8 h

1071 238423 449

- | GFP | PEST 5.5
0 1 2 3 Hr
L . o
’l
“3 H
238 422 461 -
EGFP-MODCa22-461)

-HGFPPEVEEQDDGTLPMSCAQESGMDRH-
Li et al., 1998




embryon de C. elegans Mi
EGFP-Tubulin |tOse

Mitosis

E. Hyman, EMBL,
UltraView, PerkinElmer




Le cycle cellulaire en couleur avec FUCCI

Fucci = Fluorescent Ubiquitination-based Cell-Cycie indicator
A. Miyawaki, 2008
mKO2-cdt1(30/120)

MAG-geminin(10/1120)

cell cycle
phase
M/ M/
early G1 G1/S early G1

G1 s G2
|
HE BEOER B

cdt1 ———
—« geminin

DNA
licensing replication G2

Méchali & Lutzmann, 2008

Images Clontech




v-Crystallin GFP Transgenic Frog Cardiac actin GFP transgenic frog

Enrique Amaya Lab




Transport nucleo-cytoplasmique de NF-AT avec Dronpa

N — trans cis
Tyré3 /"‘ Chromophore Lnromophore
)

=
S

Isomerization

Cys62

PhOtoaCtivation Dark State Fluorescent State
436 nm

Stimulation lonomycine + Ca?*

-180 sec 180 sec 220 sec 260 sec 300 sec

340 sec sec 540 sec

| ) | ; ; 1;1 1'2 1 1Iﬁ
Know et al, BBA 2008 Time (min)
I

Fluorescence intensity (A.U.)
of nuclear




» Mutant de la DsRed (V105A, S197T), tetramere stable
* Changement des propriétés spectrales
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Applications

Suivi d’'un évenement dans le temps (activité d’'un promoteur)
et dans I'espace (trafic intracellulaire)

Y
kctﬁ) GDR 2688
S




DsSRED-E5 pour un suivi dynamique de I'activité d’'un gene

- e _—
i al -l
Promoteur

Otx2 DsRed-E5

ladpole
- Tel Expression précoce

> | Expression tardive
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Functional and spatial segregation of
secretory vesicle pools according to
vesicle age

Rory R. Duncan*, Jennifer Greaves*, Ulrich K. Wiegand*,
loulia Matskevich*, Georg Bodammer* {, David K. Apps*,
Michael J. Shipston* & Robert H. Chow

* Membrane Biology Group, University of Edinburgh, George Square, Edinburgh
EH8 9XD, UK

& Department of Physiology and Biophysics, Keck USC School of Medicine,

Los Angeles, California 90089-9142, USA

. youths jump

5 thi queLe
Mid-age - _ )
organelles g ' .
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Old b OOO o Young
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Duncan et al, 2003, Nature




Translocation transitoire de la PKCy a la membrane

Oancea & Meyer Cell 95, 307-318
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FRET

Le FRET est un processus dans lequel I'énergie est transféree, de
facon non radiative, d'un fluorochrome dans un état excité (le
donneur) a un second fluorochrome (I'accepteur).

Exc : 434 nm

Em 476 nm




Conditions pour le FRET

Fluorescence Fluorescence
donneur accepteur
(absorption)

* Proximité des molecules (rayon de Forster)
 Recouvrement des spectres
* DipOles donneur / accepteur paralleles

1

1+ (RIR,)®

R, est généralement compris entre 30 et 60 A




GFP variants
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Couples de Protéines fluorescentes pour le FRET

FRET pair

comments

EBFP2-mEGFP

TagBFP-TagGFP2

PS-CFP2-phiYFP

Very good spectral separation.
phiYFP is a weak dimer.

GFP2-YFP

Good spectral separation

T-Sapphire-DsRed

Very good spectral separation.
DsRed is a tetramer.

T-Sapphire-TdTomato

Very good spectral separation.
tdTomato is a tandem

EO0GFP-mCherry

Very good spectral separation.

mAmertine-TagRFP

Very good spectral separation.

mAmertine-tdTomato

Very good spectral separation.
tdTomato is a tandem

ECFP-EYFP

CyPet-Ypet

mTFP1-mCitrine

mECFP-¢p157Venus

mCerulean-cpl57Venus

mTFP1-cpl57Venus

mTFP1-mOrange

Good spectral separation

MiCy-mKO

Good spectral separation.
MiCyisa dimer

mUKG-mKO

Good spectral separation

TagGFP-TagRFP

Very good spectral separation

EGFP-mCherry

Very good spectral scparation.

Venus-tdTomato

tdTomato is a tandem

Venus-mCherry

Very good spectral scparation.

mCitrine-mKate2

Very good spectral separation.

Very good spectral separation.
Plum is dim.

Plum is dim.

Chudakov D M et al. Physiol Rev 2010;90:1103-1163




Principe d’'un biocapteur de type FRET

Interaction protéine-protéine dépendant
d’un ligand Exemples d’applications

, Cameleon
) Cocum/Cam)

Changement de conformation dépendant ou non
d’'un ligand

Sensory Domain

GTPase (GKIl)

ATP (e SU)

Potentiel membranaire
cAMP

Frommer et al, 2009




Exemples d’applications

Metalloproteinase
Caspase

Activité Kinase
Acetylation




Capteurs doubles type FRET
e Cameleons, troponeons, D1

CKKP

| CFPL . d
N-CaM M13 -CaM

Capteurs simples
* Pericams, camgaroos, G-CAMPs

Bio-capteurs Ca?*-dépendants

Capteurs

Dynamique

Double type
FRET

YC2

1.6

YC3.3
(citrine)

1.7

YC6.1

2.1

Simpie

YC 3.6 (cp
venus)

5.6

Sonde
organique

Fluo3,
Fluo4




Sondes Ca?* fluorescentes adressables
Dérivées de GFP

Double tonneaux (FRET)

Cameleons, troponeons, D1

\ 440nm 440nm

e TLa W, JEPNEY 55, §




2+
x 440Nnm Mesure de Ca+* avec YC6.1

CKKP

Intensité de fluorescence YFP - CFP dans des cellules Hela
transfectées avec la sonde caméléon YC6.1 - stimulation histamine
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Membrane potential
measurement with
fluorescent protein based on
FRET




Voltage-sensitive fluorescent protein based on FRET

Resting membrane Depolarized membrane

470 495 550 545 570 505

kCa ) GDR 2688 Sakai et al, Eur. J. Neuroscience 2001, 13; 2314-2318

\—//




Fluorescent reporter to follow
oscillatory phosphorylation by PKC
(CKAR)

Modification post-traductionnelle




Fluorescent reporter to follow oscillatory phosphorylation
by PKC (C-Kinase Activity Reporter)

P-threonine-binding
domain
/ \ Phosphatase
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Violin et al, JCB 2003, 161; 899-909




Fluorescent reporter to follow oscillatory phosphorylation
by PKC (C-Kinase Activity Reporter)

10 uM histamine
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Choisir une protéine fluorescente
Quels criteres?

Quelle est la question biologique ?
ERER |

. A excitation/emissiop 2 Couleur?.,
e brillance?
e maturation (lente, rapide)?
* Photostabilité?
e sensibilité au pHi?







Principe d’'une sonde pour mesurer
Des variations de calcium intracellulaire

Molécule fixant le Ca?* - \\ /
chromophore

a

Fluorescence / Bioluminescence

e Dérivé du BAPTA e Dérivés de fluorescéine, Rhodamine ...

e Protéine de liaison au Ca?* e Dérivés de GFP, YFP...

» Aequorine, Obéline » Coelenterazine




