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Microscopie de fluorescence résolue en temps et golarisation
pour le suivi d’'interactions protéiques en neurolnlogie

Le suivi des interactions entre protéines, locaksa la membrane plasmique ou a
I'intérieur de cellules, a été réalisé au coursekte these par imagerie de fluorescence et par
I'analyse de processus dits de FREDréter Resonance Energy Trangfd?our quantifier le
FRET entre nos protéines d’intérét, nous avonsschei contraste de durée de vie de
fluorescence car cette méthode est indépendant@a dencentration et de l'intensité de
fluorescence. Afin d'obtenir une résolution suffilm pour des problématiques
neurobiologiques, un microscope TIRFLINIgtal Internal Reflection Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy avait préalablement été développé. Celui-ci npeisnet de faire de
I'imagerie en plein champ avec une résolution axslb-longueur d’onde. Ce dispositif a éte
calibré et optimisé au cours de cette thése pooongre au mieux aux problématiques
biologiques posées. Différentes approches ont atésitestées dans le but de calibrer la
profondeur de pénétration de I'onde évanescents.sDdaces plasmonigues ont entre autres
éte utilisées pour augmenter la sélectivité axdalenontage.

Notre microscope a été dédié a I'étude de I'effecdolestérol sur I'interaction entre
la protéine précurseur de I'amyloide APP, protéiramsmembranaire impliquée dans la
maladie d’Alzheimer et une de ses enzymes de diBACEL. Nous avons ainsi effectué un
suivi dynamique de l'effet du cholestérol sur lgraction entre APP et BACEl de la
membrane plasmique a lintérieur de cellules malaEK-293 et dans des cultures
primaires de neurones d’hippocampe d’embryonste ra

La mesure d’anisotropie de fluorescence résoluetamps a également été
implémentée sur notre montage. Ces mesures ressuEsnps et en polarisation ont permis
d’évaluer le temps de corrélation rotationnelleflderophores et de mettre en évidence de
maniere qualitative différents niveaux d’homodireation de protéines impliquées dans la
maladie d’Alzheimer.
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