
L
’un des enjeux de la biologie
cellulaire et moléculaire est
de comprendre les méca-
nismes d’un événement qui
se produit au sein d’un orga-

nisme ou d’une cellule vivante.
Cependant, les techniques dispo-
nibles permettant d’étudier la cellule
vivante sont encore rares. Le déve-
loppement d’une méthode simple

qui permet la visualisation d’événe-
ments cellulaires dans leur environ-
nement naturel constitue donc une
avancée importante en biologie cellu-
laire : cette méthode repose sur la
green fluorescent protein (GFP), pro-
téine fluorescente extraite de la
méduse Aequorea victoria. Le clonage
du gène de la GFP dans un premier
temps [1] et l’étude de son expres-
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La green fluorescent
protein : application
à la dynamique
intracellulaire
des récepteurs stéroïdiens

La green fluorescent protein (GFP) est une protéine extraite
de la méduse Aequorea victoria. Cette protéine a la particu-
larité d’émettre de la fluorescence sous UV sans l’ajout de
substrat ou de co-facteurs. Le clonage de son gène et
l’étude de son expression dans des bactéries ou dans des
organismes plus complexes tel que C. elegans ont enrichi les
perspectives de son application dans la recherche biomédi-
cale. Le gène de la GFP est aujourd’hui utilisé comme gène
rapporteur, comme marqueur cellulaire ou encore comme
marqueur moléculaire. Le gène codant pour la GFP a par
exemple été fusionné aux gènes codant pour des récep-
teurs stéroïdiens afin de connaître la dynamique intracellu-
laire de ces récepteurs. A ce jour, ont été rapportées les
protéines de fusion avec le récepteur des glucocorticoïdes
(GFP-GR), le récepteur des minéralocorticoïdes (GFP-MR)
et le récepteur des androgènes (GFP-AR). La fluorescence
émise par la GFP permet de localiser les protéines dans les
compartiments cellulaires et d’en définir ainsi les déplace-
ments lors de stimulations diverses, rendant accessible la
visualisation d’événements cellulaires dynamiques.
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sion dans des organismes tels que la
bactérie Escherischia coli ou le néma-
tode Caenorhabditis elegans, dans un
second temps, [2] ont ouvert de
nombreuses perspectives dans l’utili-
sation de cette protéine en biologie
cellulaire et en génétique molécu-
laire. Le système GFP est aujourd’hui
utilisé comme marqueur cellulaire
pour identifier puis trier une popula-
tion cellulaire transformée [3],
comme gène rapporteur pour mesu-
rer l’expression d’un gène dans des
cellules vivantes [2], ou encore
comme marqueur moléculaire pour
visualiser, dans une cellule vivante, la
dynamique d’une protéine fusionnée
à la GFP [4]. Dans cet article, nous
développerons plus particulièrement
ce dernier aspect dans l’étude de la
dynamique intracellulaire des récep-
teurs stéroïdiens.

Green fluorescent
protein : structure,
fonctionnement

Parmi les nombreux organismes bio-
luminescents, la méduse Aequorea vic-
toria peut émettre une lumière verte
de ses photocytes jusqu’aux bords de
son ombrelle [5]. Cette fluorescence
est engendrée par l’activation
séquentielle de deux protéines :
l’aequorine, une protéine dépen-
dante du calcium et la green fluores-
cent protein (GFP) (figure 1). En pré-
sence d’oxygène, l’aequorine est
couplée à la coelentérazine. La fixa-
tion de calcium provoque un change-
ment conformationnel de l’aequo-
rine qui induit une oxygénation de la
coelentérazine. Cette réaction d’oxy-
génation s’accompagne d’une émis-
sion de lumière bleue. Dans la
méduse, un transfert d’énergie entre
l’aequorine et la GFP conduit à
l’émission d’une lumière verte [6].
In vitro, la fluorescence de la GFP
peut être obtenue par excitation en
lumière bleue ou en UV.
La GFP est une protéine de 238 acides
aminés avec une masse molaire de 27
à 30 kDa en gel polyacrylamide déna-
turant (SDS-PAGE) [7]. Cette pro-
téine est très stable et résistante à de
nombreuses conditions physico-chi-
miques dénaturantes. In vitro, la GFP
conserve sa fluorescence à des tem-
pératures aussi élevées que 65 °C et
dans une gamme de pH de 5,5 à 12
avec, toutefois, une diminution

d’intensité pour des pH inférieurs à
7. La fluorescence de la GFP résiste
dans des solutions qui contiennent
jusqu’à 6M d’hydrochlorure de gua-
nidium, 8M d’urée, 1 % de SDS ou
dans des solvants organiques dilués.
La GFP reste aussi fluorescente après
fixation des cellules par du glutaral-
déhyde ou du paraformaldéhyde.
Même si la majeure partie de la pro-
téine (acides aminés 7 à 229) est
nécessaire à l’acquisition de la fluo-
rescence de la GFP [8], son chromo-
phore n’est constitué que de trois
acides aminés en position Ser65-
Tyr66-Gly67 [9]. In vitro, la GFP est
donc fluorescente sans ajout de sub-
strat ou de co-facteurs [2]. Sa cristal-
lisation révèle que la protéine est
constituée de 11 feuillets β, d’une
hélice α qui contient le chromo-
phore et de boucles entre les feuillets
[10, 11]. Les 11 feuillets β forment
une cage dans laquelle est empri-
sonné le chromophore, les boucles

formant le plancher de la cage (figure
2). Cette forme surprenante de la
GFP est appelée forme « β-can ». La
formation du chromophore au sein
de la cage se produit par une modifi-
cation post-traductionnelle autocata-
lytique des acides aminés 65-67. Ces
trois résidus sont dans un premier
temps cyclisés puis oxydés pour for-
mer le chromophore p-hydroxyben-
zylidene-imidazolidinone (figure 3)
[7, 12, 13]. C’est seulement après
l’oxydation que la GFP est fluores-
cente. Cette oxydation est également
suivie d’un cycle de protonation-
déprotonation. La formation de ce
chromophore actif se produit en 2 à
4 heures environ. La GFP native pré-
sente deux pics d’absorption, un pic
majeur à 395 nm et un pic d’une
moindre intensité autour de 477 nm,
et un pic d’émission à 509 nm. Ces
deux pics d’absorption semblent être
associés à deux formes isomères du
chromophore qui peuvent être sous
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Figure 1. Mécanisme d’activation de
la GFP dans la méduse Aequorea vic-
toria. En présence d’oxygène, l’aequo-
rine est une protéine dépendante du
calcium couplée à la coelentérazine.
La fixation de calcium provoque un
changement conformationnel de
l’aequorine qui induit une oxygéna-
tion de la coelentérazine. Cette réac-
tion d’oxydation s’accompagne d’une
émission de lumière bleue. Il s’établit
alors un transfert d’énergie entre
l’aequorine et la GFP. Ce transfert
d’énergie conduit à l’émission d’une
lumière verte de la GFP.

Figure 2. Structure cristallogra-
phique de la GFP. La GFP est consti-
tuée de 11 feuillets β et d’une hélice
α. Les feuillets β sont disposés en
parallèle et forment une cage dans
laquelle est enfermée l’hélice α qui
contient le chromophore. Les
boucles entre les feuillets β forment
le plancher de la cage. Cette forme
surprenante de la GFP est appelée
« β can ». (Cette image a été repro-
duite avec l’aimable autorisation de
M. T.D. Romo, Université de Rice.)
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forme stable et sous forme excitée.
Après irradiation à 395 nm, la forme
stable absorbe à 477 nm. Cette pro-
priété est d’ailleurs à la base d’une
application de la GFP. Elle consiste à
irradier par un laser UV (395 nm) la
GFP, ce qui augmente la forme qui
absorbe à 477 nm et la fluorescence
de la GFP lorsqu’elle est excitée à
cette longueur d’onde d’où son nom
de sur-fluorescence [14]. Ces deux
isomères correspondent à des formes
protonées et déprotonées [7] qui
sont maintenant mieux comprises
depuis la cristallisation de la GFP sau-
vage [11] et qui sont dues à des inter-
actions spécifiques entre les acides
aminés du chromophore et les acides
aminés des feuillets β positionnés sur
la face interne de la cage [15]. A ce
jour, de nombreuses variantes de la

GFP existent, chacune apportant de
nouvelles propriétés de fluorescence.
La GFP-S65T est mutée dans le chro-
mophore en position 65 et substitue
une thréonine à la sérine [16]. Cette
GFP présente des caractéristiques de
fluorescence modifiées (Tableau I).
En effet, la mutation simplifie le
spectre à un seul pic d’absorption à
488nm [16], ce qui permet de détec-
ter cette GFP avec des filtres clas-
siques de fluorescéine isothiocyanate
(FITC). De plus, cette substitution
qui induit une fluorescence six fois
plus forte que celle de la GFP sau-
vage est plus résistante au photoblan-
chiment. Certaines mutations telles
que la S65T sont connues pour aug-
menter la vitesse de formation du
chromophore et notamment la cycli-
sation, ce qui réduit le temps de
latence entre la synthèse et la fluores-
cence de la GFP [16]. Pour la plupart
des GFP, la formation optimale du
fluorophore dépend du pH et de la
température. Par exemple, la GFP
native est plus fluorescente à 28 °C
qu’à 37 °C [17]. Trois GFP mutées,
l’α -GFP mutée en position
F100S/M154T/V164A [18], l’EGFP
(enhanced-GFP) mutée en F64L/S65T
[19, 20] et la GFP mutée
S65T/S147P [21] ont la capacité
d’acquérir la conformation correcte
à toute température physiologique
[21, 22] (Tableau I). Ces dernières,
beaucoup plus fluorescentes que la
GFP sauvage, sont les candidates
idéales pour une étude en cellule
vivante. Néanmoins, l’intensité de
fluorescence des GFP S65T et de
l’EGFP diminue très rapidement à
des pH inférieurs à 7, contrairement
à la GFP sauvage et l’α-GFP qui sont
résistantes à une large gamme de pH
[22]. Cette propriété est maintenant
utilisée pour mesurer des variations
de pH au sein de différents comparti-
ments d’une seule cellule [23]. En
revanche, ces GFP ne sont pas adap-
tées pour l’étude de phénomènes qui
se déroulent dans des compartiments
acides tels que les lysosomes ou les
endosomes. La stabilité de la GFP
représente un avantage dans des
applications de marquage molécu-
laire mais elle peut aussi être un
inconvénient quand le gène de la
GFP est utilisé comme gène rappor-
teur. Cette stabilité ne permet pas
d’étudier des phénomènes de syn-
thèse rapide et transitoire. C’est

pourquoi, de nouvelles constructions
de la GFP ont été récemment déve-
loppées : il s’agit de la fusion à la par-
tie carboxy-terminale de la GFP de
petits peptides qui seraient suscep-
tibles de rendre la GFP plus sensible
aux protéases et donc de réduire son
temps de demi-vie [24]. De plus, une
nouvelle GFP déstabilisée est
aujourd’hui commercialisée. Elle a
un temps de demi-vie réduit à
2 heures. Il n’y a donc pas une seule
GFP idéale pour toutes les
recherches en biologie cellulaire ou
moléculaire : chaque GFP présente
des avantages et des inconvénients
dont il faut tenir compte pour une
utilisation efficace [22].
Le mutant Y66H et le double mutant
Y66H/Y145F cristallisé par Watcher
[25] émettent une lumière bleue à
445 nm lorsqu’ils sont excités à
381nm [26] (Tableau I). Ces mutants
ont été les premières GFP décrites qui
émettent une fluorescence de couleur
différente et sont donc appelés BFP
(blue fluorescent protein). Il existe égale-
ment maintenant l’EBFP [27]. De
même que le mutant EYFP
(S65G/S72A/T203Y/V68L) émet une
fluorescence jaune à 527 nm après
une excitation à 513 nm [10]. Toute
cette nouvelle gamme de GFP avec
des spectres d’excitation et d’émission
altérés est importante pour au moins
deux raisons. Tout d’abord, ces GFP
sont un outil supplémentaire pour
l’étude de plusieurs molécules expri-
mées simultanément dans la même
cellule vivante. En effet, en utilisant
des filtres très spécifiques, il est pos-
sible de détecter jusqu’à trois GFP dif-
férentes dans la même cellule [26].
Ces mutants peuvent également servir
de donneur ou d’accepteur d’énergie
dans un système de transfert d’éner-
gie (fluorescence resonance energy transfer,
FRET) [26].

Green fluorescent
protein : applications

Grâce à toutes ses propriétés, la GFP
est une protéine de choix dans la bio-
logie du vivant et de nombreuses
applications ont déjà été rapportées à
ce jour.

GFP gène rapporteur

Le gène de la GFP peut être utilisé
en tant que gène rapporteur. Le
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Figure 3. Formation du chromophore
de la GFP. Le chromophore de la
GFP est constitué des trois acides
aminés Ser-Tyr-Gly en position 65 à
67. Sa formation se produit après
une cyclisation entre les acides ami-
nés 65 et 67 puis une oxydation. Le
chromophore p-hydroxybenzylidène-
imidazolidinone est alors constitué. Il
sera sous forme protoné ou dépro-
toné. C’est seulement après l’oxygé-
nation que la GFP peut être fluores-
cente.
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gène de la GFP, sous la dépendance
d’un promoteur d’intérêt, témoigne
de l’activité de ce promoteur par la
simple fluorescence émise de la GFP.
La GFP présente certains avantages
par rapport à d’autres protéines
telles que la chloramphénicol acétyl
transférase (CAT) ou la β-galactosi-
dase, dont les gènes sont souvent uti-
lisés comme gènes rapporteurs. Tout
d’abord, la mesure de la fluorescence
est une quantification du nombre de
protéines synthétisées et non pas le
dosage d’une activité enzymatique.
La GFP est détectable dans des cel-
lules vivantes, ce qui permet de mesu-
rer une fluorescence émise par des
cellules ou par un tissu, à plusieurs
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Tableau I

LES VARIANTS DE LA GFP ET LEURS CARACTÉRISTIQUES

Nom Mutations Caractéristiques Propriétés
spectrométriques

absorption émission
(nm) (nm)

GFP 395 509 utile pour les approches
(et 477) de surfluorescence

GFP-S65T S65T 488 510 fluorescence augmentée (six fois)
plus résistante au photoblanchiment
vitesse de cyclisation augmentée
fluorescence diminuée à pH < 7

α-GFP F100S/MIS4T/V164A formation du chromophore à 37 °C
résistante à une large gamme de pH
vitesse de cyclisation augmentée

E-GFP F64L/S65T 488 507 formation du chromophore à 37 °C
vitesse de cyclisation augmentée
idéale pour une étude en cellule vivante
fluorescence diminuée à pH < 7

d2EGFP 488 507 forme déstabilisée de la GFP
temps de demi-vie de 2 heures
utile comme gène rapporteur

S65T/S147P S65T/S147P formation du chromophore à 37 °C

BFP Y66H ou Y66H/Y145F 381 445 fluorescence bleue

EBFP F64L/Y66H 380 440 fluorescence bleue plus forte
utile pour la colocalisation FRET

EYFP S65G/S72A/T203Y/V68L 513 527 fluorescence jaune

De nombreux variants de la GFP dérivent de la GFP sauvage. Chacune de ces formes mutées de la GFP apportent de nouvelles propriétés de fluores-
cence et sont donc mieux adaptées pour certaines approches technologiques. Il n’y a donc pas une GFP idéale mais chacune présente des avantages
et des inconvénients dont il faut tenir compte pour une utilisation efficace.

reprises, à différents temps et dans
des conditions expérimentalement
maîtrisées. Il n’est pas nécessaire de
fixer ou de préparer la cellule pour
la révélation. Il est possible, avec la
GFP, de caractériser l’induction de
l’expression d’un gène dans une
seule cellule. Ce modèle apparaît
alors comme un système d’étude par-
faitement adapté pour le criblage de
produits. Il a en effet été décrit une
lignée cellulaire exprimant la GFP
sous la dépendance d’un promoteur
HIV-1 long terminal repeat qui émet
une fluorescence après infection de
ces cellules [28]. Cette lignée cellu-
laire devient alors un outil de cri-
blage rapide et sensible de molécules

antivirales. Cependant, à ce jour, peu
d’études rapportent l’utilisation du
gène de la GFP comme gène rappor-
teur, seuls quelques vecteurs tels que
les adénovirus utilisés en thérapie
génique ont été développés [29]. Il
faut préciser que l’utilisation du gène
de la GFP comme gène rapporteur
présente quelques limites. Il est par-
fois techniquement difficile de détec-
ter de trop faibles intensités de fluo-
rescence. De plus, le temps de
latence qui existe entre la synthèse
de la GFP et sa fluorescence peut
être une limite lorsque l’on veut étu-
dier des événements rapides après
une activation transcriptionnelle. La
stabilité de la GFP peut aussi être une
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limite dans des études d’expression
très transitoire. Enfin, la restriction
majeure à l’utilisation du gène de la
GFP en tant que gène rapporteur est
liée aux limites d’intensité de fluores-
cence quantifiables. La limite infé-
rieure : le signal doit être distingué
du bruit de fond de fluorescence qui
est variable suivant les cellules, et la
limite supérieure : toutes les GFP syn-
thétisées ne sont pas fluorescentes
lors d’une synthèse importante de
protéines, car l’étape d’oxydation de
la tyrosine devient limitante.
Apparemment, le gène rapporteur
GFP ne constitue pas un progrès
majeur par rapport au gène rappor-
teur luciférase, largement utilisé.
Cependant, la synthèse de la GFP
sous la dépendance d’un promoteur
spécifique permet d’étudier l’expres-
sion d’un gène dans une seule cellule
et de déterminer le lieu et le
moment de son expression dans un
organisme.

GFP marqueur cellulaire

Inversement, par sa facilité et sa rapi-
dité de détection, la GFP est une pro-
téine candidate idéale comme mar-
queur cellulaire. Cette application est
d’ores et déjà très répandue : c’est
certainement celle qui connaîtra le
plus grand essor. Lors d’une co-trans-
fection de deux vecteurs codant pour
deux protéines, dont la GFP, la fluo-
rescence permet de sélectionner,
dans une population cellulaire, les
cellules qui co-expriment les deux
protéines par un simple tri des cel-
lules fluorescentes. Ce tri se fait com-
munément par un FACS (fluorescence
activated cell sorter) et peut être réalisé
dans le cadre d’une transfection tran-
sitoire dans le but d’établir une
lignée stable [3]. Par FACS, il est éga-
lement possible de trier des popula-
tions cellulaires exprimant des GFP
différentes : des cellules positives
pour la GFP, d’autres positives pour
la BFP et des cellules qui co-expri-
ment simultanément les deux pro-
téines fluorescentes [30, 31]. Dans
l’établissement d’animaux transgé-
niques, la sélection des cellules
souches exprimant la protéine trans-
gène est une étape importante. Elle
peut maintenant se réaliser par un
simple tri de cellules fluorescentes
co-exprimant la GFP et la protéine
transgène. De plus, la GFP n’est pas

toxique chez les animaux transgé-
niques. Ainsi, par une sélection de
cellules souches positives pour
l’EGFP, Okabe et al. ont obtenu des
souris transgéniques vertes [32] dont
tous les organes sont fluorescents.
La GFP peut également servir
comme marqueur pour suivre le
devenir d’un type cellulaire dans un
organisme, par exemple la progres-
sion de cellules tumorales GFP-posi-
tives dans une souris nude [33].

GFP marqueur moléculaire

La GFP peut aussi être fusionnée à
des protéines afin d’étudier leur loca-
lisation cellulaire et d’analyser leur
devenir dans des cellules vivantes. La
protéine de fusion peut être obtenue
par des techniques classiques de sous-
clonage à partir de toute une gamme
de vecteurs d’expression commercia-
lisés possédant des multisites de clo-
nage adjacents aux séquences codant
pour l’extrémité amino-terminale ou
carboxy-terminale du gène de la
GFP. Cette construction est intro-
duite par transfection de manière
transitoire ou stable dans le système
d’expression choisi. La fluorescence
peut ensuite être détectée par diffé-
rentes technologies microscopiques
munies d’un filtre FITC.
La fluorescence dans la cellule peut
être analysée par un microscope
confocal qui permet une reconstitu-
tion tri-dimensionnelle de la cellule à
partir des couches successives réali-
sées dans la cellule. Le microscope
confocal apporte une très bonne
définition de l’image de la cellule et
donc une localisation précise de la
fluorescence. Toutefois, il n’est pas
très adapté dans des études de ciné-
tique et est utilisé le plus souvent
pour observer des cellules fixées : la
durée et la répétition des mesures de
la cellule conduisent à un photoblan-
chiment de la fluorescence et à la
mort de la cellule.
Le cytomètre à balayage est une autre
technique d’analyse de fluorescence.
Le temps d’acquisition de l’image
d’une cellule est plus long que celui
d’un microscope confocal, ce qui per-
met d’utiliser une puissance de laser
beaucoup plus faible et ainsi de conser-
ver l’intégrité de la cellule. Il est, en
revanche, beaucoup moins résolutif.
Ce microscope muni de son laser à
puissance maximale est parfaitement

adapté pour les études de photoblan-
chiment décrites ultérieurement.
Le microscope à épifluorescence
offre un bon compromis entre la
définition de l’image, la rapidité
d’acquisition et la viabilité de la cel-
lule. C’est également le plus adapté à
des études de cinétique sur des cel-
lules vivantes : ainsi, contrairement
aux techniques d’immunomarquage,
la même cellule peut être observée
dans différentes conditions. La GFP
permet donc de visualiser en temps
réel et dans l’espace la protéine
d’intérêt.
La GFP seule est distribuée uniformé-
ment dans la cellule alors que fusion-
née à la protéine analysée, la fluores-
cence a pu être détectée dans des
compartiments très divers de la cellule
[34, 35]. La GFP a notamment été
fusionnée avec des protéines impli-
quées dans le cytosquelette [36], des
protéines du réticulum endoplas-
mique [37], de l’appareil de Golgi
[38], des mitochondries [39], mais
également des protéines membra-
naires pour suivre la localisation des
récepteurs membranaires, leur inter-
nalisation et leur recyclage [40]. Préci-
sons qu’en général la GFP ne modifie
pas la fontion de ces protéines malgré
son poids moléculaire élevé (27 kDa).
Ont aussi été décrites des protéines
chimériques de la GFP avec des pro-
téines cytoplasmiques ou nucléaires,
telles que les récepteurs stéroïdiens.

Application à la
dynamique intracellulaire
des récepteurs
stéroïdiens

Les récepteurs stéroïdiens appartien-
nent à la superfamille des récepteurs
nucléaires. Il s’agit de facteurs trans-
criptionnels qui règlent – après acti-
vation par un ligand spécifique –
l’expression de gènes cibles [41, 42].
Cette famille comprend le récepteur
des œstrogènes (ER), le récepteur de
la progestérone (PR), le récepteur
des minéralocorticoïdes (MR), le
récepteur des glucocorticoïdes (GR)
[43] et enfin le récepteur des andro-
gènes (AR).
Ces récepteurs présentent une grande
homologie de leur structure primaire,
fondée sur la présence de quatre
grands domaines : le domaine amino-
terminal, le domaine de liaison à
l’ADN (DBD), la région charnière et
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le domaine de liaison de l’hormone
(LBD). Alors que le mécanisme
d’action moléculaire des différents
membres de la famille des récepteurs
nucléaires apparaît très similaire, leur
localisation cellulaire en l’absence
d’hormone est différente [44].
L’analyse de la distribution cellulaire
de ces récepteurs a été réalisée par
immunomarquage de cellules ou de
tissus. Il est généralement reconnu
que ER et PR sont des récepteurs
nucléaires en l’absence d’hormone
[45, 46] avec toutefois une navette
(shuttle) entre le cytoplasme et le
noyau [47]. La localisation cellulaire
de MR, GR et AR a été très long-
temps controversée. En fonction de
l’anticorps utilisé, MR apparaît uni-
quement cytoplasmique ou à la fois
cytoplasmique et nucléaire [48]. Des
données contradictoires ont été éga-
lement rapportées pour GR en fonc-
tion des conditions de fixation et de
perméabilisation des cellules [43].
AR a été trouvé dans le noyau des cel-
lules dans des tissus cibles [49, 50],
alors que dans des cellules transfec-
tées, il a été visualisé dans le noyau
ou le cytoplasme uniquement ou
dans les deux compartiments cellu-
laires simultanément [51, 52]. Ces
discordances de localisation ont sou-
vent été attribuées aux techniques
d’immunomarquage qui nécessitent
la fixation et la perméabilisation des
cellules, ainsi que l’utilisation d’anti-
corps avec des spécificités relatives,
chacune de ces étapes pouvant
conduire à des artéfacts.
C’est pourquoi différents groupes
ont entrepris d’étudier la dynamique
des récepteurs stéroïdiens. Il a été
décrit une protéine de fusion entre
la GFP et le GR (GFP-GR) [53, 54],
entre la GFP et le AR (GFP-AR ) [55]
et, plus récemment, une protéine de
fusion entre la GFP et le MR (GFP-
MR) [56]. Chacune de ces construc-
tions a été transfectée dans plusieurs
types cellulaires. Dans un premier
temps, la localisation cellulaire en
l’absence d’hormone a été détermi-
née puis la dynamique du récepteur
– sous forme de cinétique en pré-
sence d’agonistes, mais également
d’antagonistes – a été analysée.

GFP-GR

C’est le groupe d’Ogawa qui le pre-
mier a décrit une GFP-GR en fusion-

nant la GFP à un GR tronqué de ses
131 premiers acides aminés [54].
GFP-GR est transcriptionnellement
active. Cette protéine chimérique est
cytoplasmique en l’absence d’hor-
mone dans la lignée cellulaire COS-1,
dans une lignée dérivée de tumeur
épithéliale de carpe ou encore dans
une culture primaire de cellules de la
rétine d’un embryon de poulet. GFP-
GR rentre très rapidement dans le
noyau en présence de dexamétha-
sone. La fluorescence est uniformé-
ment distribuée dans le noyau mais
est exclue des nucléoles. En
revanche, Htun et al. observent que
GFP-GR-C656G, en présence de dexa-
méthasone, forme rapidement des
regroupements dans le noyau [53].
Cette GFP-GR-C656G est une pro-
téine de fusion entre la GFP-S65T et
une protéine GR mutée. Le rempla-
cement de la cystéine 656 par une gly-
cine dans le domaine de liaison de
l’hormone a pour effet d’augmenter
l’affinité du récepteur pour la dexa-
méthasone d’un facteur 9. A faible
concentration de dexaméthasone, il y
a activation de GFP-GR-C656G sans
activation du GR endogène. GFP-GR-
C656G est exprimée dans une lignée
cellulaire qui a intégré dans son
génome plusieurs copies du gène rap-
porteur MMTV-CAT. Ces regroupe-
ments sont observés par microscopie
confocale et apparaissent comme des
points très fluorescents dans le noyau.
De plus, l’antagoniste RU486 induit
le transfert de GFP-GR-C656G dans
le noyau mais ne conduit pas à la for-
mation de ces points fluorescents.
D’après les auteurs, ces regroupe-
ments correspondraient donc à des
sites potentiels transcriptionnelle-
ment actifs [53]. Afin de vérifier la
spécificité de ces points fluorescents,
les auteurs ont construit une pro-
téine de fusion entre la GFP et un
GR mutant incapable de lier l’ADN.
Cette GFP-GR-mutant conserve la
capacité de rentrer dans le noyau
mais ne forme pas de regroupe-
ments ; cela confirme l’hypothèse de
la formation de ces regoupements
sur des sites spécifiques d’ADN. Plus
récemment, ces auteurs ont analysé
la distribution de GFP-GR-C656G
dans une autre lignée cellulaire
(lignée 3134). Ces cellules contien-
nent un large fragment d’ADN inté-
gré dans le génome comportant plu-
sieurs MMTV en tandem [57]. Dans

cette lignée cellulaire, un large site
fluorescent est observé par microsco-
pie confocale, formant une structure
en forme de ruban après reconstruc-
tion tridimensionnelle. Ce ruban
fluorescent caractériserait la fixation
de nombreux GFP-GR sur le tandem
de MMTV. Cependant, la résolution
de la microscopie confocale ne per-
met pas la visualisation de l’ADN
sous forme chromatinienne ; la visua-
lisation de la fixation de protéines
fluorescentes sur l’ADN n’est donc
pas envisageable par cette technique.
On ne peut assurer le caractère signi-
ficatif de ce ruban fluorescent que
par des méthodes indirectes. Ces
auteurs ont également construit une
protéine de fusion entre la GFP et un
GR muté qui, cette fois, modifie la
spécificité de reconnaissance de l’élé-
ment de réponse au GR [57]. Ce
mutant reconnaît alors l’élément de
réponse au ER. Transfectée dans la
lignée 3134, cette nouvelle protéine
chimère rentre dans le noyau après
incubation avec la dexaméthasone
mais ne forme pas de regroupements
en forme de ruban. Cela confirme
une fois encore la spécificité de ces
points fluorescents. La formation de
cette structure révélerait la liaison de
GFP-GR sur le tandem de MMTV.
Ainsi, par l’intermédiaire de la GFP,
il serait possible de visualiser, dans
des cellules vivantes, la liaison des
récepteurs stéroïdiens sur l’ADN. Il
reste toutefois à faire la preuve
directe de l’interaction de GFP-GR-
C656G sur ces MMTV.

GFP-MR

Une protéine de fusion entre l’EGFP
et le MR de rat a été récemment rap-
portée [56]. Contrairement à GFP-
GR, GFP-MR est à la fois cytoplas-
mique et nucléaire en l’absence
d’hormone. Cette localisation cellu-
laire a été observée dans trois lignées
cellulaires différentes : cellules CHO,
MDCK et CV-1. En présence d’aldo-
stérone, le récepteur est nucléaire
dans toutes les cellules transfectées.
Des études cinétiques ont alors été
réalisées et ont révélé qu’en dix
minutes, la totalité du récepteur était
nucléaire [56]. Après cinq minutes
d’incubation apparaissent des points
concentrés fluorescents dans le
noyau. En présence d’antagonistes,
tels que la spironolactone ou le
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ZK91587, le transfert au noyau est
faible même à de fortes concentra-
tions. Ces deux antihormones non
seulement n’induisent pas la forma-
tion de points fluorescents dans le
noyau mais inversent leur formation
induite par l’aldostérone. Les
auteurs évaluent à 1 500-4 500 le
nombre de points fluorescents par
noyau en présence d’agonistes.
Même si ces structures sont retenues
sur une préparation de matrice
nucléaire, il paraît difficile de penser
que chaque cluster, soit plusieurs
GFP-MR, sont fixés sur son élément
de réponse [56]. En effet, contraire-
ment à ce qui était réalisé dans le tra-
vail de Htun et al. [53], les cellules
utilisées dans cette étude ne contien-
nent dans leur génome que les sites
naturels des gènes réglés par les
minéralocorticoïdes. Le nombre de
points fluorescents ne correspon-
drait donc pas au nombre de gènes
cibles. Les auteurs retiennent l’hypo-
thèse d’un regroupement des GFP-
MR sur des régions de la chromatine
qui dirigeraient ces récepteurs acti-
vés vers leurs gènes cibles [56].

GFP-AR 

Nous avons développé une étude de
la protéine de fusion GFP-AR [55].
Dans un premier temps, nous avons
vérifié que la protéine de fusion
conservait les caractéristiques fonc-
tionnelles de l’AR. Nous avons,
notamment, mesuré sa constante
d’affinité pour l’androgène non méta-
bolisable (le R1881), ainsi que sa
capacité d’induire une activité trans-
criptionnelle sur un gène rapporteur
luciférase sous la dépendance d’un
promoteur spécifique des andro-
gènes. Nos résultats montrent que la
fusion de la GFP sur le domaine
amino-terminal de l’AR ne modifie
pas ses caractéristiques fonctionnelles.
Ces propriétés étant conservées, nous
avons analysé par fluorescence la
GFP-AR exprimée dans des cellules
COS-7 transfectées transitoirement.
Alors que la GFP est distribuée uni-
formément dans la cellule entre le
cytoplasme et le noyau, GFP-AR
réside de manière prédominante
dans le cytoplasme en absence d’hor-
mone et devient nucléaire en pré-
sence d’androgène (figure 4). Nous
avons alors étudié la cinétique de la
dynamique de l’AR en présence

d’androgènes. Les cellules sont incu-
bées en présence de R1881 sous le
microscope à épifluorescence. Ce
microscope est relié à une caméra
CCD qui permet une capture et un
stockage de l’image de la cellule.
Nous observons et nous enregistrons
le mouvement de la GFP-AR dans la
même cellule toutes les 15 minutes
environ. Nous avons observé que des
enregistrements plus fréquents de la
cellule ne diminuent pas la fluores-
cence mais sont létales pour la cel-
lule. Pour chaque image acquise,
nous pouvons quantifier le pourcen-
tage de la fluorescence nucléaire par
rapport à la fluorescence totale. Nous
avons démontré que l’AR, qui est
cytoplamique en l’absence d’hor-
mone, est rapidement transporté
dans le noyau. Ce phénomène est
visible après seulement quelques
minutes d’incubation ; il est complet
après une heure d’incubation en pré-
sence de forte concentration
d’androgènes (R1881 10– 6 M). Cette
dynamique intracellulaire de l’AR
dépend de la concentration. Ce n’est
pas la vitesse d’entrée du récepteur
dans le noyau qui varie en fonction
de la concentration d’hormone mais
la quantité de récepteurs importés
dans le noyau. La quantité de récep-

teurs importés dépend également de
l’affinité du récepteur pour le ligand.
Ainsi, pour les trois principaux
androgènes testés, l’importance du
transfert nucléaire est formulée
ainsi : R1881 > dihydrotestostérone >
testostérone. Le transport nucléaire
de l’AR est donc également hor-
mono-dépendant.
Les androgènes, via l’AR, sont impli-
qués dans la différenciation, le déve-
loppement et le maintien des organes
génitaux internes et externes. De
nombreuses mutations de l’AR ont
été rapportées au cours d’insensibili-
tés partielles aux androgènes (IPA) et
d’insensibilités complètes aux andro-
gènes (ICA) [58, 59]. Parmi les
diverses mutations décrites dans
notre groupe [60, 61], nous avons
appliqué le modèle de la GFP-AR à
trois mutations. L’une d’entre elles,
la substitution L707R est associée à
une ICA [62] et deux autres muta-
tions, R840C et dans une forme plus
sévère G743V sont associées à des IPA
[63]. Ces trois mutations sont situées
dans le domaine de liaison de l’hor-
mone du récepteur. Elles présentent
toutes une altération de l’affinité
pour R1881, allant jusqu’à l’absence
totale de liaison de l’hormone pour
la mutation L707R. Cependant, une
différence importante apparaît entre
les mutants R840C et G743V : bien
qu’ils présentent une diminution
similaire de l’affinité pour le R1881,
l’augmentation de la vitesse de disso-
ciation qu’ils induisent est nettement
plus élevée pour G743V que pour
R840C. Nous avons réalisé des ciné-
tiques sur des cellules COS-7 transfec-
tées par des vecteurs d’expression
codant pour chacun de ces récep-
teurs mutés. Les cellules sont alors
incubées en présence de 10– 6, 10– 7 ou
10– 9M de dihydrotestostérone. La
GFP-AR-L707R est cytoplasmique en
l’absence d’hormone et reste dans le
cytoplasme en présence de DHT
10– 6M. GFP-AR-R840C et GFP-AR-
G743V entrent dans le noyau en pré-
sence de 10– 6M de DHT, de manière
quasi identique au récepteur sauvage.
En revanche, à une concentration
physiologique (10– 9M), GFP-AR-
R840C entre très lentement et partiel-
lement dans le noyau alors que GFP-
AR-G743V n’y est que faiblement
transporté même après 24 heures
d’incubation (figure 5) [63]. Une cer-
taine instabilité du complexe hor-
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Figure 4. Localisation cellulaire de la
GFP et de la protéine de fusion GFP-
AR. La GFP et la protéine de fusion
entre GFP et le récepteur des andro-
gènes (GFP-AR) sont exprimées dans
des cellules COS-7 puis observées en
microscopie à fluorescence. La GFP
est distribuée uniformément dans
toute la cellule et cette localisation
n’est pas modifiée en présence
d’androgène non métabolisable
(R1881). GFP-AR, en l’absence d’hor-
mone, est cytoplasmique et elle est
nucléaire après addition de R1881.
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mone-récepteur due à cette baisse
d’affinité du récepteur pour l’hor-
mone et surtout à une vitesse de dis-
sociation augmentée peut expliquer
ces données. Nous observons que la
capacité de ces mutants à entrer dans
le noyau est en corrélation avec le
degré de sévérité de l’insensibilité
aux androgènes des trois patients.
Contrairement à d’autres techniques
in vitro, le modèle GFP-AR nous per-
met d’observer la dynamique du com-
plexe hormone-récepteur dans des
cellules vivantes et aussi l’impact
d’une mutation du LBD. Ainsi, nous
mettons en évidence une relation
directe entre la dynamique intracellu-
laire de l’AR et le degré de sévérité de
l’insensibilité associée à des muta-
tions du LBD. GFP-AR devient alors
un outil complémentaire pour la
compréhension des relations struc-
ture/fonction de l’AR dans le cadre
des IPA.
Les anti-androgènes agissent à travers
une compétition avec les androgènes

pour une liaison à AR. Après liaison à
l’AR, certaines de ces molécules ont
une action antagoniste mais égale-
ment une activité agoniste aux fortes
concentrations. Il s’agit alors d’ago-
nistes partiels contrairement aux
autres antihormones qui sont des
antagonistes purs. Nous avons ana-
lysé la capacité de plusieurs anti-
androgènes de freiner le transfert de
GFP-AR dans le noyau et essayé de la
corréler à leurs activités agonistes et
antagonistes. Nous avons testé des
anti-androgènes stéroïdiens (l’acé-
tate de cyprotérone et le RU 2956) et
des anti-androgènes non stéroïdiens
(l’hydroxy-flutamide, le casodex,
l’inocotérone et le nilutamide). En
l’absence d’androgène, la plupart
des anti-androgènes ont la capacité
d’induire le transport de GFP-AR
dans le noyau (figure 6). Cependant,
le casodex et le nilutamide n’indui-
sent que peu le transfert de GFP-AR
dans le noyau. De plus, en compéti-
tion avec l’androgène, ces deux anti-

androgènes sont capables de retenir
partiellement GFP-AR dans le cyto-
plasme (figure 6). Ces deux anti-
androgènes peuvent être considérés
comme des anti-androgènes purs par
leur seule activité antagoniste.
GFP-AR apparaît alors comme un
nouvel outil de criblage d’anti-andro-
gènes.

Conclusions
et perspectives

L’application de la GFP aux récep-
teurs stéroïdiens a permis de déter-
miner que GR et AR sont cytoplas-
miques en l’absence d’hormone alors
que le MR semble être dans le cyto-
plasme mais également dans le
noyau. En présence de ligand, GFP-
AR, GFP-GR et GFP-MR sont
nucléaires. Les protéines de fusion
GFP-récepteurs stéroïdiens apportent
de nombreuses informations sur leur
dynamique dans la cellule et sur leur
mécanisme d’action ; elles ouvrent
également de nombreuses pistes
d’investigation nouvelles. Les récep-
teurs stéroïdiens sont des protéines
qui, tout au long de leur action dans
la cellule, sont associées à des pro-
téines. Il s’agit des protéines chape-
ronnes telles que les heat shock protein
ou encore des facteurs de transcrip-
tion lors de l’action transcription-
nelle. L’une des applications de la
GFP est l’étude d’interaction pro-
téine-protéine. Elle repose sur l’utili-
sation de deux protéines GFP et BFP
qui ont, par leur spectre d’absorp-
tion, la capacité de se transférer de
l’énergie à condition que ces pro-
téines soient physiquement assez
proches [26, 65]. Cette application a
notamment été développée avec une
protéine de fusion dénommée
« caméléon ». Elle est constituée en
tandem d’une GFP, de la calmodu-
line, une protéine qui fixe le cal-
cium, d’un peptide M13 capable de
se lier à la calmoduline et d’une BFP.
Après fixation de calcium, le peptide
M13 interagit avec la calmoduline, ce
qui favorise un rapprochement des
deux GFP et permet ainsi un trans-
fert d’énergie. Ce transfert d’énergie
est réversible. La protéine caméléon
représente un nouveau système de
dosage de la concentration de cal-
cium. Ce transfert d’énergie pourrait
être adapté aux récepteurs stéroï-
diens et les protéines avec lesquelles
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Figure 5. Dynamique intracellulaire de mutants naturels du AR fusionnés à la
GFP. De nombreuses mutations du AR ont été décrites chez des patients
atteints d’insensibilité aux androgènes. Les trois mutations étudiées se
situent dans le domaine de liaison de l’hormone : deux mutations associées
à des insensibilités partielles (la substitution R840C et dans un stade plus
sévère la mutation G743V) et une mutation décrite dans une insensibilité
complète (L707R). Ces trois mutants présentent tous des caractéristiques de
liaison de l’androgène anormales. Leur dynamique intracellulaire a été éva-
luée après fusion de ces récepteurs à la GFP par l’observation régulière des
cellules transfectées en présence d’androgène. Alors que la GFP-AR est très
rapidement nucléaire, les mutants GFP-AR-R840C et GFP-AR-G743V entrent
dans le noyau de manière lente et partielle. GFP-AR-L707R reste cytoplas-
mique en présence d’androgène. Une étude complète de ces mutants révèle
une corrélation directe entre la capacité de ces mutants à entrer dans le
noyau et le degré de sévérité de l’insensibilité des trois patients.
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ils interagissent en construisant par
exemple des protéines chimères
GFP-récepteurs stéroïdiens et BFP-
heat shock protein afin de visualiser les
interactions entre ces protéines in
situ dans la cellule. Day et al. ont tout
récemment décrit la visualisation de
la formation d’un homodimère du
facteur de transcription Pit-1 par
FRET entre GFP- et BFP-Pit1 [66].
De plus, l’un des moyens d’étude par
la GFP est le photoblanchiment ou
inversement la surfluorescence d’une
région de la cellule. Cette méthode
est aujourd’hui utilisée pour analyser
le mouvement de protéines fluores-
centes au sein de la cellule. Le pho-
toblanchiment est abordé selon deux
approches : sous le nom de FLIP
(fluorescence loss in photobleach) et sous
le nom de FRAP (fluorescence recovery
after photobleach). L’une (FLIP)
consiste à éblouir par un laser un
point de la cellule et de suivre la dis-
parition progressive de fluorescence
dans toute la cellule, qui révèle le
passage des molécules fluorescentes
dans la zone d’irradiation du laser.
Le FLIP est déjà utilisé pour des pro-
téines du réticulum endoplasmique
et de l’appareil de Golgi [67].
L’autre (FRAP) consiste à blanchir
une zone de la cellule et à observer la
réapparition de la fluorescence dans
cette zone qui est due à la migration
de protéines fluorescentes. La sur-
fluorescence consiste à illuminer
dans un premier temps en UV, ce qui
modifie les propriétés de la GFP et

entraîne une augmentation de la
fluorescence lors de l’excitation à
470 nm. Cette surfluorescence per-
met d’étudier la diffusion de la pro-
téine marquée en mesurant, soit la
disparition au point d’irradiation,
soit l’apparition de la fluorescence
dans des zones non irradiées par le
laser UV [14].
La vitesse de diffusion (ou coefficient
de diffusion) d’une protéine peut
être également évaluée par la mesure
de corrélation de fluorescence. Il
devrait être possible de déterminer la
taille du complexe formé contenant
la protéine fluorescente et ainsi
d’étudier les interactions avec
d’autres constituants de la cellule.
Ces techniques apparaîssent donc
comme des nouveaux moyens
d’étude de la dynamique des récep-
teurs stéroïdiens dans le cytoplasme
et dans le noyau et permettent de
visualiser dans une cellule vivante des
modifications de l’environnement
cellulaire et des interactions entre
macromolécules ■

RÉFÉRENCES
1. Prasher DC, Eckenrode VK, Ward WW,
Prendergast FG, Cormier MJ. Primary struc-
ture of the Aequorea victoria green-fluores-
cent protein. Gene 1992 ; 111 : 229-33.

2. Chalfie M, Tu Y, Euskirchen G, Ward
WW, Prasher DC. Green fluorescent protein
as a marker for gene expression. Science
1994 ; 263 : 802-5.

3. Gubin AN, Reddy B, Njoroge JM, Miller
JL. Long-term, stable expression of green
fluorescent protein in mammalian cells. Bio-
chem Biophys Res Commun 1997 ; 236 : 347-50.

4. Wang S, Hazelrigg T. Implications for
bcd mRNA localization from spatial distri-
bution of exu protein in Drosophila ooge-
nesis. Nature 1994 ; 369 : 400-3.

5. Prasher DC. Using GFP to see the light.
Trends Genet 1995 ; 11 : 320-3.

6. Kojima S, Hirano T, Niwa H, Ohashi M,
Inouye S, Tsuji FL. Mechanism of the redox
reaction of the Aequorea green fluorescent
protein (GFP). Tetrahedron Lett 1997 ; 38 :
2875-8.

7. Heim R, Prasher DC, Tsien RY. Wave-
length mutations and posttranslational
autoxidation of green fluorescent protein.
Proc Natl Acad Sci USA 1994 ; 91 : 12501-4.

8. Li XQ, Zhang GH, Ngo N, Zhao XN,
Kain SR, Huang CC. Deletions of the Aequo-
rea victoria green fluorescent protein define
the minimal domain required for fluores-
cence. J Biol Chem 1997 ; 272 : 28545-9.

9. Cody CW, Prasher DC, Westler WM,
Prendergast FG, Ward WW. Chemical struc-
ture of the hexapeptide chromophore of
the Aequorea green-fluorescent protein.
Biochemistry 1993 ; 32 : 1212-8.

10. Örmo M, Cubitt AB, Kallio K, Gross LA,
Tsien RY, Remington SJ. Crystal structure of
the Aequorea victoria green fluorescent pro-
tein. Science 1996 ; 273 : 1392-5.

11. Yang FY, Moss LG, N PG. The molecular
structure of green fluorescent protein. Nat
Biotechnol 1996 ; 14 : 1246-51.

12. Chattoraj M, King BA, Bublitz GU,
Boxer SG. Ultra-fast excited state dynamics
in green fluorescent protein : multiple states
and proton transfer. Proc Natl Acad Sci USA
1996 ; 93 : 8362-7.

13. Niwa H, Inouye S, Hirano T, et al. Che-
mical nature of the light emitter of the
Aequorea green fluorescent protein. Proc
Natl Acad Sci USA 1996 ; 93 : 13617-22.

14. Yokoe H, Meyer T. Spatial dynamics of
GFP-tagged proteins investigated by local
fluorescence enhancement. Nat Biotechnol
1996 ; 14 : 1252-6.

15. Brejc K, Sixma TK, Kitts PA, et al. Struc-
tural basis for dual excitation and photoiso-
merization of the Aequorea victoria green
fluorescent protein. Proc Natl Acad Sci USA
1997 ; 94 : 2306-11.

16. Heim R, Cubitt AB, Tsien RY. Improved
green fluorescence. Nature 1995 ; 373 : 663-4.

53m/s n° 1, vol. 15, janvier 99

Figure 6. Effet des anti-androgènes sur la localisation cellulaire du AR. Les
anti-androgènes, largement utilisés en clinique, sont classés comme ago-
nistes partiels ou purs antagonistes. Ont été testés des anti-androgènes sté-
roïdiens (acétate de cyprotérone et RU2956) et des anti-androgènes non sté-
roïdiens (inocotérone, hydroxy-flutamide, casodex et nilutamide). Leur effet
sur la localisation cellulaire d’AR est évalué par l’incubation des cellules en
présence de chaque anti-androgène seul ou en compétition avec le R1881.
En l’absence d’androgène, la plupart des anti-androgènes testés induisent un
transfert d’AR dans le noyau. Le casodex et le nilutamide ont la capacité de
retenir partiellement GFP-AR dans le cytoplasme.
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Summary
Green fluorescent protein :
its application to the study
of intracellular dynamics
of steroid receptors

The green fluorescent protein
(GFP) comes from the Aequorea
victoria jellyfish. In vivo, it acquires
the capacity of fluorescence by
activation of aequorin. In vitro, it is
activated by simple exposure to
standard long-wave ultraviolet or
blue light. GFP does not require
the addition of substrate or cofac-
tors for generation of its green
light and it represents a new tool
for monitoring the dynamic pro-
cesses in living cells and organisms.
It can produce fluorescence in
various organisms, such as bacte-
ria, plants and mammals. GFP is
now applied as a reporter for gene
expression, as a marker to study
cell lineage and as a tag to localize
proteins in living cells. GFP does
not require cell fixation or other
chemical steps for analysis,
contrary to immunocytochemistry.
Immunodetection needs fixation
and permeabilization steps, which
may lead to artefacts in the pattern
of localization. This would explain
particularly the contradictory
results about the localization of the
steroid receptors. Several studies
have thus been developed using
GFP tagged to different steroid
receptors : glucocorticoid receptor
(GR), mineralocorticoid receptor
(MR) and androgen receptor
(AR). In absence of hormone,
GFP-GR and GFP-AR were descri-
bed to be cytoplasmic, while the
GFP-MR was both cytoplasmic and
nuclear. In presence of each speci-
fic ligand, GFP-steroid receptors
were all nuclear. Formation of
nuclear clusters were observed in
the presence of agonists for GFP-
GR and GFP-MR. GFP permits the
analysis of dynamic cellular events
and has already been etablished as
an important tool for many
branches of biological research.
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