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Imagerie biologiqueImagerie biologique

�� Quelques Quelques ééllééments de biologie cellulairements de biologie cellulaire

�� Etude dEtude d’’article : article : 
Limitation de la diffusion des rLimitation de la diffusion des réécepteurs AMPA GluR1 lors de lcepteurs AMPA GluR1 lors de l’’activitactivitéé synaptiquesynaptique
(M. D. (M. D. EhlersEhlers, M. Heine, L. , M. Heine, L. GrocGroc, M., M.--C. Lee, D. Choquet (C. Lee, D. Choquet (NeuronNeuron –– Mars 2007)Mars 2007)

�� Etude dEtude d’’article : article : 
RRéépartition asympartition asyméétrique des rtrique des réécepteurs cepteurs àà GABA suivant un gradient de GABA GABA suivant un gradient de GABA 

CCéédric Bouzigues, Mathieu Morel, Antoine Triller, Maxime dric Bouzigues, Mathieu Morel, Antoine Triller, Maxime DahanDahan Mars 2007Mars 2007



La cellule La cellule 

•• Une structure compartimentUne structure compartimentéée et organise et organiséée e 



La cellule La cellule 

•• ADN, ARN et protADN, ARN et protééinesines

•• Et de nombreuses autres Et de nombreuses autres 
molmoléécules : lipides, cules : lipides, 
mméétabolites, ionstabolites, ions……

••Le cytosquelette, structure Le cytosquelette, structure 
de la cellulede la cellule



Le neuroneLe neurone

•• Une structure particuliUne structure particulièèrere

••La synapse, zone de La synapse, zone de 
communication entre les communication entre les 
neuronesneurones



Transmission de lTransmission de l’’influxinflux

�� Le long de lLe long de l’’axoneaxone
Le potentiel dLe potentiel d’’actionaction

�� Au niveau de la synapseAu niveau de la synapse
Les neurotransmetteursLes neurotransmetteurs



Les rLes réécepteurs synaptiquescepteurs synaptiques

Des protDes protééines transmembranaires sont capables ines transmembranaires sont capables 
de former des pores permde former des pores permééables ables àà certains ionscertains ions



Les membranes cellulairesLes membranes cellulaires

�� Une structure complexe, mobile et activeUne structure complexe, mobile et active



DiffusionalDiffusional trappingtrapping of GluR1 of GluR1 

AMPA AMPA ReceptorsReceptors by Inputby Input--

SpecificSpecific SynapticSynaptic ActivityActivity

M. D. M. D. EhlersEhlers, M. Heine, L. , M. Heine, L. GrocGroc, M., M.--C. Lee, D. C. Lee, D. 
ChoquetChoquet

((NeuronNeuron –– Mars 2007)Mars 2007)



RRéécepteurs cepteurs ionotropiquesionotropiques AMPA et AMPA et 

NMDANMDA

�� RRéécepteurs rcepteurs réégulant lgulant l’’activitactivitéé de canaux ioniques de canaux ioniques 
au niveau de la membrane postau niveau de la membrane post--synaptique.synaptique.

�� ActivActivéés par glutamate (a.a.); sps par glutamate (a.a.); spéécifiquement cifiquement 
activactivéés par AMPA et NMDA respectivement.s par AMPA et NMDA respectivement.

�� TTéétramtraméériquesriques(ex: GluR1 sous(ex: GluR1 sous--unitunitéé dd’’AMPAR)AMPAR)



PlasticitPlasticitéé synaptiquesynaptique

= Variabilit= Variabilitéé de la transmission du signalde la transmission du signal

LongLong--TermTerm PotentiationPotentiation

vs. Longvs. Long--TermTerm DepressionDepression

Facteur essentiel: nombre de rFacteur essentiel: nombre de réécepteurs cepteurs 
stabilisstabiliséés et activs et activéés dans les densits dans les densitéés posts post--
synaptiques (PSD)synaptiques (PSD)



Stabilisation des rStabilisation des réécepteurscepteurs

ModModèèle principal (annle principal (annéées 90): es 90): 
protprotééines dines d’é’échafaudages = protchafaudages = protééines sousines sous--
membranaire, en lien avec le cytosquelettesmembranaire, en lien avec le cytosquelettes

Au cAu cœœur des interactions : PSDur des interactions : PSD--9595

NMDA: OK.NMDA: OK.
AMPA: mAMPA: méécanisme plus obscur que cela.canisme plus obscur que cela.



RRéécepteurs AMPA trcepteurs AMPA trèès mobiless mobiles

Observation du laboratoire de Daniel Choquet:Observation du laboratoire de Daniel Choquet:

RRéécepteurs AMPA non stables dans les synapses: cepteurs AMPA non stables dans les synapses: 
diffusion latdiffusion latéérale permettant un transport rale permettant un transport 
vvéésiculaire intense et un cycle de vie rapide.siculaire intense et un cycle de vie rapide.





Observation complexeObservation complexe

�� RRéécepteur AMPA: 8 par 10 nmcepteur AMPA: 8 par 10 nm
�� PSD: 300 nmPSD: 300 nm

Multiples contraintes biologiques Multiples contraintes biologiques --> plusieurs > plusieurs 
techniques dtechniques d’’observation simultanobservation simultanéées.es.

�� ProtProtééine GFP: temps caractine GFP: temps caractééristique de ristique de 
fluorescence 2nsfluorescence 2ns

�� Quantum dots: 5nmQuantum dots: 5nm



Green FluorescentGreen Fluorescent--ProteinProtein

�� Origine: mOrigine: mééduseduse

�� Fluorescente sous lumiFluorescente sous lumièère bleue.re bleue.

�� SynaptophysinSynaptophysin--GFP : vGFP : véésicules synaptiques sicules synaptiques 
fluorescentsfluorescents

�� CoCo--exprimexpriméée avec la toxine e avec la toxine TetTxTetTx

--> Boutons synaptiques: fluo = endormi> Boutons synaptiques: fluo = endormi



Localisation de GluR1Localisation de GluR1

�� PSDPSD--95, VGLUT1 etc. ind95, VGLUT1 etc. indéépendants de lpendants de l’’activitactivitéé
�� GluR1 se concentre sur les synapses activesGluR1 se concentre sur les synapses actives



Suivi de GluR1 par des Quantum Suivi de GluR1 par des Quantum 

DotsDots

Electrons enfermElectrons enferméé dans une bodans une boîîte quantiquete quantique

Fluorescence sous U.V.Fluorescence sous U.V.

Avantages de la mAvantages de la mééthode:thode:

�� Acceptable biologiquementAcceptable biologiquement

�� Visible en continu Visible en continu 



MobilitMobilitéé rrééduite au niveau des duite au niveau des 

synapses activessynapses actives

QuantumQuantum--Dots marquant GluR1Dots marquant GluR1

LLéégende:gende:
�� Rouge: GluR1 (QD)Rouge: GluR1 (QD)

�� Vert: synapse inactiveVert: synapse inactive

�� Bleu: synapse activeBleu: synapse active

PIIS0896627307002899.mmc2.avi



MobilitMobilitéé rrééduite au niveau des duite au niveau des 

synapses activessynapses actives

QuantumQuantum--Dots marquant GluR1Dots marquant GluR1

LLéégende:gende:
�� Rouge: GluR1 (QD)Rouge: GluR1 (QD)

�� Vert: synapse inactiveVert: synapse inactive

�� Bleu: synapse activeBleu: synapse active



PiPiéégeage de GluR1geage de GluR1

PIIS0896627307002899.mmc3.avi



Analyse haute rAnalyse haute réésolutionsolution
Diffusion libre

Mouvement confiné

Membrane extra-synaptique

Synapse inactive

Synapse active

Mécanismes de réduction de la diffusion latérale de GluR1
• dépendant de l’activité synaptique spontanée
• indépendants de l’activité synaptique spontanée



ModModèèle de recrutement de GluR1le de recrutement de GluR1

Mesures antMesures antéérieures:rieures:

Apport rapide de GluR1 en rApport rapide de GluR1 en rééponse ponse àà un signalun signal

RRéésultats des sultats des éétudes de D. Choquet et al.:tudes de D. Choquet et al.:
�� Stabilisation de GluR1 avec une activitStabilisation de GluR1 avec une activitéé synaptique basale.synaptique basale.

�� Pas de rPas de rééactivitactivitéé immimméédiate diate àà chute dchute d’’activitactivitéé..

�� Domaine extraDomaine extra--synaptique = rsynaptique = rééservoir de AMPARservoir de AMPAR



Cycle des rCycle des réécepteurs AMPAcepteurs AMPA



AsymetricAsymetric distribution of GABA distribution of GABA 

receptorsreceptors duringduring GABA gradient GABA gradient 

sensingsensing by nerve GC by nerve GC analyzedanalyzed by by 

single QD single QD imagingimaging

CCéédric Bouzigues, Mathieu Morel, Antoine dric Bouzigues, Mathieu Morel, Antoine 
Triller, Maxime Triller, Maxime DahanDahan

MARS 2007MARS 2007



I. CONTEXTE : I. CONTEXTE : 

ddééveloppement du SNveloppement du SN

�� Croissance Croissance axonaleaxonale

•• Implique signaux de directionImplique signaux de direction
(guidance (guidance cuescues) : CHIMIOTAXIE) : CHIMIOTAXIE

•• Cascades Cascades 
de signalisationde signalisation
bien connues bien connues 
(rôle Ca (2+))(rôle Ca (2+))

= GC

http://www.brain.riken.jp/bsi-news/bsinews38/no38/research1e.html



MMééconnaissance des mconnaissance des méécanismes de canismes de 

transductiontransduction

�� Redirection du GCRedirection du GC
→→ asymasyméétries nombreuses ([Ca(2+)], vtries nombreuses ([Ca(2+)], véésicules de sicules de 
transport, transport, lipidlipid rafts,rafts,……))

�� LipidLipid rafts = plateformes de signalisationrafts = plateformes de signalisation

�� HypothHypothèèse dse d’’un un lien entre rlien entre rééponse chimiotactiqueponse chimiotactique
(d(déépendante de lpendante de l’’actine et des MT) actine et des MT) et relocalisation des et relocalisation des 
chimiorchimioréécepteurscepteurs

→→ suivi dsuivi d’’un run réécepteur en particuliercepteur en particulier



GABAGABAAARRSS

�� GABA : une des principales                        GABA : une des principales                        
molmoléécules inhibitricescules inhibitrices

�� Rôle de chimioattractantRôle de chimioattractant

�� ÉÉtude des rtude des réécepteurs GABAcepteurs GABAAA (canaux ioniques)(canaux ioniques)

http://edpharmacologystuff.blogspot.com/



MethodeMethode de suivi : QD vs. GFPde suivi : QD vs. GFP

�� FluorophoresFluorophores type GFPtype GFP

PB : PB : photobleachingphotobleaching

�� QD = quantum dotsQD = quantum dots

�� On veut suivi INDIVIDUEL des rOn veut suivi INDIVIDUEL des réécepteurscepteurs

�� CrCrééation dation d’’un AC (contre sousun AC (contre sous--unitunitéé ɣɣ22))

�� Comment visualiser ?Comment visualiser ?

+



QD (quantum dots)QD (quantum dots)

http://en.wikipedia.org/wiki/File:QD_mini_rainbow.jpghttp://en.wikipedia.org/wiki/File:QD_mini_rainbow.jpg



II. DEMARCHE II. DEMARCHE 

EXPERIMENTALEEXPERIMENTALE

�� Redistribution de GABARedistribution de GABAAARRS S en en fontionfontion dd’’un gradient un gradient 
de GABAde GABA

→→ Observation par imagerie QDObservation par imagerie QD

•• Neurones embryonnaires de ratsNeurones embryonnaires de rats

•• Lampe Lampe àà Hg, acquisition par camHg, acquisition par camééra CCDra CCD

→→ 2/3 des GABA2/3 des GABAAARRSS dans la rdans la réégion proximale au bout de gion proximale au bout de 
10 min. 10 min. 

GC inchangGC inchangéés s pdtpdt. ~ 20 min.. ~ 20 min.



SpSpéécificitcificitéé ??

�� Redistribution spRedistribution spéécifique de GABAcifique de GABAAARRSS ??
•• MolMoléécules Ncules N--CAM restent dCAM restent déélocalislocalisééeses
•• Autre chimioattractant (Autre chimioattractant (AchAch) : pas de r) : pas de rééponseponse
•• MAIS : gradient MAIS : gradient AchAch + GABA uniforme+ GABA uniforme
→→ ASYMETRIEASYMETRIE
→→ implication du cytosquelette ?           implication du cytosquelette ?           
(commun (commun àà plusieurs voies de signalisation)plusieurs voies de signalisation)



Approche mApproche méécanistiquecanistique

�� Rôle des MT ? Rôle des MT ? 

�� NocodazoleNocodazole :: ddéépolympolyméérisationrisation

→→ SYMETRIE des GABASYMETRIE des GABAAARRSS

http://www.answers.com/topic/growth-cone



Etude du mouvement individuelEtude du mouvement individuel

�� En absence de gradient : En absence de gradient : 

Mouvement Brownien Mouvement Brownien 

�� Avec gradient GABA :Avec gradient GABA :

Mouvement de convectionMouvement de convection

Angles de trajectoires individuelles



MT MT –– ddéépendance du mouvement de pendance du mouvement de 

convectionconvection

�� NocodazoleNocodazole : reprise du : reprise du mvtmvt. Brownien même en . Brownien même en 
prpréésence de gradient GABAsence de gradient GABA

�� Taxol : stabilise les MT : Taxol : stabilise les MT : 
mvtmvt. de convection s. de convection s’’arrête !!arrête !!

�� CCL : probablement interaction des rCCL : probablement interaction des réécepteurs avec cepteurs avec 
MT via. molMT via. moléécules intermcules interméédiaires. diaires. 

MT participent activement MT participent activement àà la relocalisation.la relocalisation.



Rôle de CA(2+) ?Rôle de CA(2+) ?

�� Utilisation dUtilisation d’’un chun chéélateurlateur

→→ pas de rpas de rééponse ponse àà gradient GABAgradient GABA

http://www.tocris.com/dispprod.php?ItemId=5296



[Ca(2+)][Ca(2+)]

�� Acquisition de la fluorescence dAcquisition de la fluorescence d’’un colorant sensible un colorant sensible àà la la 
prpréésence de calciumsence de calcium

�� Max. de [Ca(2+)] aprMax. de [Ca(2+)] aprèès t ~ 10 min. s t ~ 10 min. 

�� Lien probable avec la redistribution des rLien probable avec la redistribution des réécepteurs :cepteurs :

→→ ddéépolarisation fait entrer Ca(2+)polarisation fait entrer Ca(2+)

→→ même temps caractmême temps caractééristique que relocalisationristique que relocalisation



RRéésultats obtenussultats obtenus

�� Activation des GABAActivation des GABAAARRSS

�� DDéépolarisation polarisation 
membranairemembranaire

�� Ouverture des canaux Ouverture des canaux 
Ca(2+)Ca(2+)

�� Effet sur les MTEffet sur les MT

�� Relocalisation des Relocalisation des 
rréécepteurscepteurs

�� BOUCLE de rBOUCLE de réétroactiontroaction

�� AMPLIFICATIONAMPLIFICATION



III. BILANIII. BILAN

�� Pb. des 10 min : limite lPb. des 10 min : limite l’’expexpéérience, indique le rience, indique le 
rôle drôle d’é’étape amplificatricetape amplificatrice

�� Cas des amibes : relocalisation des molCas des amibes : relocalisation des moléécules cules 
intracellulaire en ~ 1s.intracellulaire en ~ 1s.

�� ReflReflèète les diffte les difféérences de rôle physiologique des rences de rôle physiologique des 
gradients entre organismes. (stabilitgradients entre organismes. (stabilitéé et et fliabilitfliabilitéé
vs. rapiditvs. rapiditéé du processus)du processus)



IV. OUVERTUREIV. OUVERTURE

�� Approche applicable Approche applicable àà dd’’autres systautres systèèmesmes

�� Reste de multiples domaines dReste de multiples domaines d’’investigation investigation 
(attraction par contact, r(attraction par contact, réépulsion par contact, pulsion par contact, 
chimiorchimioréépulsionpulsion,,……))



ConclusionConclusion

�� Mesures adaptMesures adaptéées aux ordres de grandeur en jeues aux ordres de grandeur en jeu

�� Recherche des fonctions dynamiquesRecherche des fonctions dynamiques


