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Intérêt de la fluorescenceIntérêt de la fluorescence
• Mise en œuvre relativement facileMise en œuvre relativement facile
• Applicable au vivantApplicable au vivant• Applicable au vivantApplicable au vivant

Études dynamiquesÉtudes dynamiques
FonctionsFonctionsFonctionsFonctions

KK++

RERE

KK++

22 RERECaCa2+2+

UltraView, PerkinElmer



FluorescenceFluorescence

Super resolutionSuper resolution

FluorescenceFluorescence

Micro.Micro.
électroniqueélectroniqueélectroniqueélectronique
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FluorescenceFluorescence

Etat excitéEtat excité RelaxationRelaxation
Conversion interneConversion interne
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Rendement quantique Rendement quantique 
&&& & 

coefficient d’extinction coefficient d’extinction 

Rendement quantique Rendement quantique ΦΦ ==
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ΦΦ   
IIaa

0 05

Coefficient d’extinctionCoefficient d’extinction
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ε,ε, reflète la probabilité d’absorptionreflète la probabilité d’absorption
(M(M--11.cm.cm--1 1 5000 5000 –– 250 000)250 000)

Brillance = Brillance = ΦΦ x x εε

ΦΦ εε BB

FluoFluo--33 0.150.15 43 00043 000 64506450
FluoFluo--44 0.140.14 77 00077 000 10 78010 780



Protéines Protéines 
fluorescentesfluorescentesfluorescentesfluorescentes

M. M. ChalfieChalfie

R. R. TsienTsien O. O. ShimomuraShimomura

Day & Davidson,Day & Davidson,
ChemChem. Soc. . Soc. RevRev. 2009. 2009



Structure cristalline = tonneau Structure cristalline = tonneau ββ

GFP 238GFP 238 2727 KdKd •• 11 feuillets 11 feuillets β β antiparallèlesantiparallèles

•• 1 hélice1 hélice contenantcontenant

GFP : 238 GFP : 238 aaaa,  27 ,  27 KdaKda,,

1 hélice 1 hélice contenant contenant 
le le chromophorechromophore

4 nm4 nm

•• AcidesAcides aminésaminés 22 àà 229229 sontsont impliquésimpliqués
dansdans lala réactionréaction dede fluorescencefluorescence
•• ChromophoreChromophore composécomposé dede 33 résidusrésidus

3 nm3 nm
Photo S. Inouye, in Shimomura 2005, J of microscopyGDR 2688GDR 2688

ChromophoreChromophore composécomposé dede 33 résidusrésidus
SerSer6565--TyrTyr6666--GlyGly6767 (SYG)(SYG)



Caractéristiques de la GFP nativeCaractéristiques de la GFP native
•• RepliementRepliement efficaceefficace àà TT°° ambianteambiante ouou <<
•• MatureMature GFPGFP estest stablestable etet fluorescentefluorescente pourpour TT°° >> 6565°°C,C, pHpH 55..55 àà 1212
•• stablestable enen 88MM urée,urée, 66MM guanidiumguanidium hydrochloride,hydrochloride, 11%% dede SDSSDSgg yy
•• GFPGFP FluorescenteFluorescente aprèsaprès fixationfixation formaldehydeformaldehyde ouou glutaraldehydeglutaraldehyde..
•• FluorescenceFluorescence nene nécessitenécessite nini substratsubstrat nini coco--facteurfacteur

1

•• 22 picspics d’excitationd’excitation
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La EGFPLa EGFP
Substitution de Substitution de SerSer 65 par 65 par ThrThr (mutant S65T) (mutant S65T) 

EGFPEGFP excitationexcitation
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Maturation de la Maturation de la GFPGFP
11-- Un réarrangement  par torsionUn réarrangement  par torsion Délocalisation du résidu carboxyl de la Délocalisation du résidu carboxyl de la 

22-- Une cyclisationUne cyclisation

Thr65 à  proximité  du groupement Thr65 à  proximité  du groupement 
amino de la Gly67.amino de la Gly67.

Attaque de l’atome de carbone  par le Attaque de l’atome de carbone  par le 

33-- Une déshydratationUne déshydratation groupement amine de l’azote de la groupement amine de l’azote de la 
Gly 67Gly 67

44-- Une oxydationUne oxydation

O d ti l’ èO d ti l’ èOxydation par l’oxygène Oxydation par l’oxygène 
moléculaire du résidu de l’atome moléculaire du résidu de l’atome 
de carbone de la Tyr 66de carbone de la Tyr 66

Déshydratation et formation d’un Déshydratation et formation d’un 
anneau d’imidazoleanneau d’imidazole

ZEISS Online CampusZEISS Online Campus
& Brice Ronsin& Brice Ronsin



variant rougevariant rouge
partielpartiel

BFP CFP E-GFP YFP

GFP GFP variantsvariants

400 450 500 550 600 700

partielpartiel

ShanerShaner, N. C. et al., 2007, N. C. et al., 2007



GFP GFP variantsvariants

EBFPEBFP ECFPECFP EGFPEGFP EYFPEYFPEBFPEBFP
ECFPECFP EGFPEGFP

EYFPEYFP

350350 550550500500450450400400

λ λ ExcitationExcitation (nm)(nm)
400400 600600550550500500450450

λ λ E i iE i i ( )( )λ λ Excitation  Excitation  (nm)(nm) λ λ EmissionEmission (nm)(nm)



Excitation proche UVExcitation proche UV

Moins Moins photostablephotostable que EGFPque EGFP



RedRed Fluorescent Fluorescent ProteinProtein ((DsRedDsRed))

TétramèreTétramère ((120120 kDakDa 44 xx 225225 aaaa)) chaquechaque

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

TétramèreTétramère ((120120 kDakDa,, 44 xx 225225 aaaa)).. chaquechaque
monomèremonomère estest unun tonneautonneau--ββ comparablecomparable àà lala
GFPGFP ((2222%%)).. ChromophoreChromophore estest forméformé desdes acidesacides
aminésaminés 6666--6868 ((GlnGln--TyrTyr--GlyGly))

DiscosomaDiscosoma s.s.
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Chromophore de la Chromophore de la DsRedDsRed

11-- cyclisation entre cyclisation entre SerSer / / GlnGln & & GlyGly
22-- dehydrogenationdehydrogenation (formation (formation 

3

y gy g ((
noyau imidazole)noyau imidazole)
33-- oxydation Tyroxydation Tyr

1 2

44-- dehydrogenationdehydrogenation au niveau de au niveau de 
GlnGln

4 Conversion        vert              rouge                    Conversion        vert              rouge                    

400400 500500 700700600600400400 500500 700700600600

λ (λ (nmnm))
VerkhushaVerkhusha & & LukyanovLukyanov, Nature , Nature BiotechBiotech 20042004



Protéines fluorescentes dérivées des anthozoairesProtéines fluorescentes dérivées des anthozoaires

Day & Davidson, 2009Day & Davidson, 2009



λλex.ex.
(nm)(nm)

λλem.em.
(nm)(nm)

Q. YieldQ. Yield BrillanceBrillance
(% EGFP)(% EGFP)

pHpH
sensiblesensible

Maturation Maturation PhotoPhoto--
stabilité (s)stabilité (s)

VariantsVariants GFPGFP--AequorineAequorine
GFP GFP wtwt mm** 395/475395/475 509509 0.770.77 4848 stablestable
EGFPEGFP m*m* 488488 509509 0.600.60 100100 5.9 +/5.9 +/-- < 15 min< 15 min 174174

EmeraldEmerald m*m* 487487 509509 0.680.68 116116 Très faibleTrès faible

ECFPECFP m*m* 439439 476476 0.400.40 3939 stablestable
CeruleanCerulean m*m* 433433 475475 0.620.62 7979 stablestable NDND 3636

EYFPEYFP m*m* 514514 527527 0.610.61 151151 sensiblesensible NDND 6060
mcitrinemcitrine mm 516516 529529 0.760.76 174174 5.75.7 NDND faiblefaible

VariantsVariants Protéines FluorescentesProtéines FluorescentesVariantsVariants Protéines Fluorescentes Protéines Fluorescentes 
mOrangemOrange mm 548548 562562 0.690.69 146146 sensiblesensible 2.5 h2.5 h 99

tdTomatotdTomato mm 554554 581581 0.690.69 283283 4.74.7 1 h1 h 9898

D REdD REd tt 558558 583583 0 790 79 178178 4 74 7 10 h10 h 1616DsREdDsREd tt 558558 583583 0.790.79 178178 4.74.7 ~ 10 h~ 10 h 1616

mRFP1mRFP1 mm 584584 607607 0.250.25 3737 stablestable < 1 h< 1 h 8.78.7
mStrawmStraw.. mm 574574 596596 0.290.29 7878 stablestable 50 min50 min 1515
mCherrymCherry mm 587587 610610 0.220.22 4747 stablestable 15 min15 min 9696
mPlummPlum mm 590590 649649 0.100.10 1212 < 4.5< 4.5 5353 5353
mKate2mKate2 mm 588588 63356335 0.400.40 7474 5.45.4 <  20 min<  20 min 9393

GDR 2688GDR 2688



Protéines Fluorescentes  Protéines Fluorescentes  PhotoactivablesPhotoactivables,  ,  
PhotoconvertiblesPhotoconvertibles, , photocomutablesphotocomutables

PAPA GFPGFP (Th 203Hi )(Th 203Hi )PAPA--GFP GFP (Thr203His)(Thr203His)

EosFPEosFP

Dronpa, IrisDronpa, Iris--FPFPDronpa, IrisDronpa, Iris FPFP



Mécanisme d’activation de PAMécanisme d’activation de PA--GFPGFP

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

dans les cellules en temps réel.dans les cellules en temps réel.

•• LeLe chromophorechromophore nonnon activéactivé possédantpossédant unun

groupementgroupement phénolphénol àà l’étatl’état neutreneutre estest entouréentouré

parpar l’histidinel’histidine 203203 etet unun acideacide glutamiqueglutamique 222222..

•• L’activationL’activation àà 405405nmnm induitinduit uneune

décarboxylationdécarboxylation dede GluGlu222222 etet unun

changementchangement dudu spectrespectre d’absorptiond’absorption..



Exemples d’applicationsExemples d’applicationsExemples d applicationsExemples d applications

Pourquoi faire? Comment?

Etudes structuralesEtudes structurales AdressageAdressage

Etudes fonctionnellesEtudes fonctionnelles maturationmaturationEtudes fonctionnellesEtudes fonctionnelles maturationmaturation

déstabilisationdéstabilisation

Couple de Couple de FPsFPs
FRETFRET



PossibilitésPossibilités d’adressaged’adressage

(B) (B) CereleanCerelean--paxilinpaxilin
Focal Focal adhesionadhesion

( )( )

(F) venus(F) venus connexinconnexin

(D) (D) EmeraldEmerald--KeratinKeratin

(E) GFP(E) GFP--laminlamin
Enveloppe nucléaireEnveloppe nucléaire

(F) venus(F) venus--connexinconnexin
(G) (G) mKOmKO--golgigolgi

(J) RFP(J) RFP--tubulintubulin
(K) (K) mCherrymCherry--vimentinvimentin

MM--Q Q 
EGFPEGFP--histone H2Bhistone H2B

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



Localisation motifs Source

Motifs de localisation subcellulaire Motifs de localisation subcellulaire 

Noyau Cterm: PKKKRKVEDA
Cterm: DPKKKRKV
Cterm: (DPKKKRKV) 3-GSTGSR

NLS

Séquence KR-rich en Cterm

Cytoplasme Cterm: LALKLAGLDI NES

Lumen RE Nterm: MLLSVPLLLGLLGLAAAD calreticulin
Cterm: KDEL

Matrice mitochondriale Nterm: MSVLTPLLLRGLTGSARRLPVPRAKIHSLGDP
En tadem

Cytochrome c 
oxidase

Membrane mitochondriale Nterm: 
MVGRNSAIAAGVCGALFIGYCIYFDRKRRSDPN
MAIQLRSLFPLALPGMLALLGWWWFFSRKK

Tom20
DAKAP1a

Lumen Golgi Nterm: 81 aa de la hβ1,4 galactosyltransferaseLumen Golgi Nterm: 81 aa de la hβ1,4 galactosyltransferase

Membrane Golgi Nterm: GNLKSVAQEPGPPCGLGLGLGLGLCGKQGPA eNOS

Membrane plasmique Nterm:MGCIKSKRKDNLNDDGVDMKT
M i t l ti t l it l ti

Lyn kinase
Myristoylation et palmitoylation
Cterm: KKKKKSKTKCVIM
Farnesylation
Cterm: KLNPPDESGPGCMSCKCVLS
Nt MLCCMRRTKQVEKNDEDQKI

K-ras4B

V-Ha-Ras
GAP 43Nterm: MLCCMRRTKQVEKNDEDQKI GAP-43

Matrice peroxisome Cterm: SKL ou XKL

Adapté de Chudakov, 2010



Explorations dynamiques des fonctions Explorations dynamiques des fonctions cellulairescellulaires
ÉchangeÉchange ioniqueioniqueÉchange Échange ionique ionique 

membranairemembranaire KK++

RERE

CaCa2+2+CaCa22

TraffickingTrafficking

Gène rapporteur Gène rapporteur 
PromoteurPromoteurLocalisationLocalisation
translocation translocation 

MitoseMitose



Études dynamiquesÉtudes dynamiques

•• Visualisation in vivoVisualisation in vivo
Méth d d t t iMéth d d t t i

y qy q

•• Méthode non destructriceMéthode non destructrice
•• Études de plusieurs promoteurs à la fois (plusieurs couleurs)Études de plusieurs promoteurs à la fois (plusieurs couleurs)

•• Moins sensible que les méthodes enzymatiquesMoins sensible que les méthodes enzymatiques

•• Critères de choix de la FP : rapidité de Critères de choix de la FP : rapidité de MaturationMaturation et faible et faible StabilitéStabilitépp
((FastFast maturation / maturation / fastfast dégradation)dégradation)

½  repliement ½  repliement 
(s)(s)

½ maturation ½ maturation 
(s)(s)

Constante de temps de Constante de temps de 
maturation maturation 
KoxKox 1010--44 ss--11

EGFPEGFP 90.690.6 3915 (~ 65 min)3915 (~ 65 min) 1.771.77
Venus Venus 46.246.2 40764076 1.701.70
TurboGFPTurboGFP 11.211.2 1468 (~ 25 min)1468 (~ 25 min) 4.724.72

Données Données EvrogenEvrogen



Déstabilisation Déstabilisation 
Protéine de fusion avec un signal de protéolyse: Protéine de fusion avec un signal de protéolyse: Séquence Séquence PESTPEST de de mODCmODC et/ou et/ou 

domaine domaine CDBCDB ((cyclincyclin destruction destruction 
box) de labox) de la cyclincyclin D1D1box)  de la box)  de la cyclincyclin D1D1

11 238238

½  vie½  vieCorishCorish & Tyler& Tyler--Smith, 1999 Smith, 1999 

GFPGFP

GFPGFP
11 238238

PESTPEST
423423 449449

26 h26 h

9.8 h9.8 h

423423 449449

CDBCDB
11 107107

GFPGFP
11 238238

5.8 h5.8 h
5 5 h5 5 h

11 107107 11 238238
PESTPEST 5.5 h5.5 hCDBCDB GFPGFP

2h2hGFPGFP
11 238238

PESTPEST
422422 461461

--HHGFGFPPEPPEVVEEEEQQDDDDGGTTLLPPMMSSCAQCAQESESGMGMDRHDRH--

Li et al., 1998 Li et al., 1998 



embryon de embryon de C. C. eleganselegans
EGFPEGFP--TubulinTubulin

MitoseMitose

E. Hyman, EMBL,
UltraView, PerkinElmer



Le cycle cellulaire en couleur avec FUCCILe cycle cellulaire en couleur avec FUCCI
F iF i FFl tl t UUbi iti tibi iti ti b db d CC llll CC ll II di tdi tFucciFucci = = FFluorescent luorescent UUbiquitinationbiquitination--basedbased CCellell--CCycle ycle IIndicatorndicator

mKO2mKO2--cdt1(30/120)cdt1(30/120)
A. A. MiyawakiMiyawaki, 2008, 2008

mAGmAG--geminingeminin(10/1120)(10/1120)

MéchaliMéchali && LutzmannLutzmann 20082008

Début Début 
G1G1MéchaliMéchali & & LutzmannLutzmann, 2008, 2008

MM

G1G1

S/G2S/G2
G1G1

G1G1--SS

Images Images ClontechClontech



Gène rapporteurGène rapporteurGène rapporteurGène rapporteur

γγ--Crystallin GFP Transgenic FrogCrystallin GFP Transgenic Frog Cardiac actin GFP transgenic frogCardiac actin GFP transgenic frog

Enrique Amaya Lab



Transport  Transport  nucleonucleo--cytoplasmique de NFcytoplasmique de NF--AT avec AT avec DronpaDronpa

436nm  

Stimulation IonomycineIonomycine + Ca2+

PhotoactivationPhotoactivation
436 nm436 nm

490 nm 

Stimulation  IonomycineIonomycine + Ca2+

Know et al,  BBA 2008Know et al,  BBA 2008



DsRedDsRed--E5 mutant = Fluorescent E5 mutant = Fluorescent timertimer
((TerskikhTerskikh et al Science 2000 290; 1585et al Science 2000 290; 1585--1588)1588)

• Mutant de la DsRed (V105A, S197T), tetramère stable
• Changement des propriétés spectrales

((TerskikhTerskikh et al, Science 2000, 290; 1585et al, Science 2000, 290; 1585--1588)1588)

Changement des propriétés spectrales

0h ~ 1h ~ 10h 18h

ApplicationsApplications

Suivi d’un évènement dans le temps (activité d’un promoteur) Suivi d’un évènement dans le temps (activité d’un promoteur) ( )( )
et dans l’espace (trafic intracellulaire)et dans l’espace (trafic intracellulaire)

GDR 2688GDR 2688



DsREDDsRED--E5 E5 pour un suivi dynamique de l’activité d’un gène pour un suivi dynamique de l’activité d’un gène 

PromoteurPromoteur
Otx2Otx2 DsRedDsRed--E5E5

0h ~ 1h ~ 10h 18h

Expression précoceExpression précoceExpression précoce Expression précoce 

Expression tardive Expression tardive 

Terskikh et al, 2000Terskikh et al, 2000
GDR 2688GDR 2688



0h ~ 1h ~ 10h 18h

Duncan et al, 2003, Nature



Translocation transitoire de la Translocation transitoire de la PKCPKCγγ à la membrane à la membrane 
Domaine C1A fusionné avec GFPDomaine C1A fusionné avec GFPDomaine C1A fusionné avec GFPDomaine C1A fusionné avec GFP

C2C2

C1C1

Catal.Catal.

C2C2

V1V1

OanceaOancea & Meyer Cell & Meyer Cell 9595, 307, 307--318 318 



Cameleon probesCameleon probesCameleon probesCameleon probes
ApplicationsApplicationspppp

Prix Nobel 2008Prix Nobel 2008

phosphorylationphosphorylationCaCa2+2+

VmVm

GDR 2688GDR 2688



FRETFRET
LeLe FRETFRET estest unun processusprocessus dansdans lequellequel l’énergiel’énergie estest transférée,transférée, dede
façonfaçon nonnon radiative,radiative, d’und’un fluorochromefluorochrome dansdans unun étatétat excitéexcité (le(le
donneur)donneur) àà unun secondsecond fluorochromefluorochrome (l’accepteur)(l’accepteur)..

Exc : 434 nmExc : 434 nm

donneur)donneur) àà unun secondsecond fluorochromefluorochrome (l accepteur)(l accepteur)..

Em :476 nmEm :476 nm Em : 527Em : 527

I I I

t t t



Conditions pour le FRETConditions pour le FRET

FluorescenceFluorescence
donneurdonneur

FluorescenceFluorescence
accepteuraccepteurdonneurdonneur accepteuraccepteur

(absorption)(absorption)

λλ

•• Proximité des Proximité des molécules (rayon de molécules (rayon de FörsterFörster))
•• Recouvrement des spectresRecouvrement des spectres
•• Dipôles donneur / accepteur parallèlesDipôles donneur / accepteur parallèlesp p pp p p

1
R < 1.5 R0

1
E =

1 + (R/R0)6

RR00 est généralement compris entre 30 et 60 est généralement compris entre 30 et 60 ÅÅ



BFP CFP E GFP YFP

GFP variantsGFP variants

400 450 500 550 600 700

variant variant rougerougeBFP CFP E-GFP YFP

400 450 500 550 600 700



Couples de Couples de ProtéinesProtéines fluorescentesfluorescentes pour le FRETpour le FRET

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



Principe Principe d’un biocapteur de type FRETd’un biocapteur de type FRET

Exemples d’applications Exemples d’applications 
Interaction protéineInteraction protéine--protéine dépendant protéine dépendant 

d’un ligandd’un ligand

CameleonCameleon

A

CameleonCameleon
(Calcium/(Calcium/CaMCaM))

Changement de conformation dépendant ou nonChangement de conformation dépendant ou nonChangement de conformation dépendant ou non Changement de conformation dépendant ou non 
d’un ligand d’un ligand 

B

GTPaseGTPase (GKI)(GKI)
ATP (ATP (εε SU)SU)
Potentiel membranairePotentiel membranaire
AMPAMP

FrommerFrommer et al, 2009et al, 2009

cAMPcAMP



Exemples d’applications Exemples d’applications 

A

MetalloproteinaseMetalloproteinase
CaspaseCaspase

Modification postModification post--traductionnelletraductionnelle

B

Activité KinaseActivité Kinase

B

Activité KinaseActivité Kinase
AcetylationAcetylation



Capteurs doubles type FRETCapteurs doubles type FRET
•• CameleonsCameleons,, troponeonstroponeons, D1, D1

BioBio--capteurscapteurs CaCa2+ 2+ --dépendantsdépendants
CameleonsCameleons, , troponeonstroponeons, D1, D1

CKKPCKKP

CC
NN--CaMCaM CC--CaMCaM

CFPCFP YFPYFP
M13M13

CapteursCapteurs DynamiqueDynamique

YC2YC2 1.61.6

Capteurs simplesCapteurs simples
•• PericamsPericams, , camgarooscamgaroos, G, G--CAMPsCAMPs Double type  Double type  

FRETFRET

YC2YC2

YC3.3 YC3.3 
((citrinecitrine))

1.71.7

NN CC

CaCa2+2+

FRETFRET
YC6.1YC6.1 2.12.1

Si lSi l YC 3.6 (cp YC 3.6 (cp 5.65.6

CaMCaM
cpEYFPcpEYFP

CaMCaMcpEYFPcpEYFP
SimpleSimple ( p( p

venusvenus))
Sonde Sonde 

organiqueorganique
Fluo3, Fluo3, 
Fluo4Fluo4

> 100> 100

11 144144145145 238238

M13M13
NN CC

GGSGGGGSGG

M13M13 XCaMXCaMFlashFlash



Sondes CaSondes Ca2+2+ fluorescentes adressables fluorescentes adressables 
Dérivées de GFPDérivées de GFPDérivées de GFPDérivées de GFP

Double tonneauxDouble tonneaux (FRET)(FRET)

Cameleons, troponeons, D1Cameleons, troponeons, D1

CKKPCKKP
440nm440nm 440nm440nmCaCa2+2+

NN--CaMCaM CC--CaMCaM

CFPCFP YFPYFP CFPCFP YFPYFP

480 nm480 nm

535535535 nm535 nm

I I I

t t t



Mesure de CaMesure de Ca2+2+ avec YC6.1avec YC6.1
CKKPCKKP

440nm440nm 440nm440nm

Intensité de fluorescence YFP - CFP dans des cellules Hela 

CKKPCKKP

NN--CaMCaM CC--CaMCaM

CFPCFP YFPYFP CFPCFP YFPYFP

transfectées avec la sonde caméléon YC6.1 - stimulation histamine

115

120

125

130

YF
P 

et
 C

FP480 nm480 nm
535 nm535 nm
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YFP-R3

CFP-R3

M d FRET d d ll l H l t f té l d élé YC6 1 ti l ti
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Membrane Membrane potentialpotentialpp
measurementmeasurement withwith

fluorescentfluorescent proteinprotein basedbased ononfluorescent fluorescent proteinprotein basedbased on on 
FRETFRET



VoltageVoltage--sensitive fluorescent protein based on FRETsensitive fluorescent protein based on FRET

HEK 293 cellHEK 293 cell

Sakai et al, Eur. J. Neuroscience 2001, 13; 2314Sakai et al, Eur. J. Neuroscience 2001, 13; 2314--23182318GDR 2688GDR 2688



Fluorescent reporter to Fluorescent reporter to followfollow
oscillatoryoscillatory phosphorylation by PKC phosphorylation by PKC 

(CKAR)(CKAR)

Modification postModification post--traductionnelletraductionnelle



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

FHA2FHA2 PKCPKC

YFPYFPPP--threoninethreonine--binding binding 
domaindomain

CFPCFP

YFPYFP

OH

PhosphatasePhosphatase CFPCFP

FHA2FHA2

528 nm528 nm

YFPYFP

434 nm434 nm 434 nm434 nm
476 nm476 nm

528 nm528 nm

GDR 2688GDR 2688 Violin et al, JCB 2003, 161; 899Violin et al, JCB 2003, 161; 899--909909



Fluorescent reporter to follow oscillatory phosphorylation Fluorescent reporter to follow oscillatory phosphorylation 
by PKC (Cby PKC (C--Kinase Activity Reporter)Kinase Activity Reporter)y (y ( y p )y p )
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Mutation in substrat peptideMutation in substrat peptide

GDR 2688GDR 2688



Choisir une Choisir une protéine fluorescenteprotéine fluorescente
Quels critères? Quels critères? 

Q ll l i bi l i ?Q ll l i bi l i ?Quelle est la question biologique ?Quelle est la question biologique ?

•• λλ excitation/émissionexcitation/émission ?? Couleur?Couleur?e c a o /é ss oe c a o /é ss o Cou euCou eu
•• brillance?brillance?
•• maturationmaturation (lente,(lente, rapide)?rapide)?
•• PhotostabilitéPhotostabilité??
•• sensibilitésensibilité auau pHipHi??





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

chromophorechromophoreMolécule fixant le CaMolécule fixant le Ca2+2+

Fl / Bi l iFl / Bi l iFluorescence / BioluminescenceFluorescence / Bioluminescence

•• Dérivé du BAPTADérivé du BAPTA •• Dérivés de fluorescéine, Rhodamine …Dérivés de fluorescéine, Rhodamine …

•• Protéine de liaison au CaProtéine de liaison au Ca2+2+

A iA i ObéliObéli

,,

•• Dérivés de GFP, YFP…Dérivés de GFP, YFP…

C l t iC l t i•• AequorineAequorine, , ObélineObéline •• CoelenterazineCoelenterazine


