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Introduction

Introduction générale : la physique du vivant

Au milieu du siécle dernier, E. Schroedinger se demandait dans son ou-
vrage What is life ¢ comment les propriétés remarquables des organismes
vivants pouvaient s’exprimer & partir des lois fondamentales de la physique
[134]. Si I'évidence force & admettre que 'état des connaissances actuelles
ne répond pas a cette question, la problématique qu’elle pose a notablement
transformé ’approche scientifique des systéme vivants. En effet, face aux ex-
traordinaires variété et complexité du vivant, les démarches physiques sont
longtemps restées insuffisantes. La conviction de la possibilité d’une réduc-
tion des complexes fonctions biologiques en phénoménes physico-chimiques
élémentaires est ainsi une idée neuve.

L’avénement de la génétique moléculaire a depuis lors transformé la com-
préhension des systémes biologiques en expliquant certains phénomeénes fon-
damentaux, comme 1’hérédité ou la production de protéines, en termes d’in-
teractions biochimiques simples. La biologie moléculaire est ainsi devenue
un champ nouveau des sciences de la vie; le nom méme de cette discipline
contient I’essence de cette révolution épistémologique, ol le vivant est devenu
explicable au niveau moléculaire. Le séquencgage complet du génome humain
[36] en est le point d’orgue. En identifiant I’ensemble des protéines de 'or-
ganisme et des génes qui les encodent sur ’ADN, il semblait que le vivant
pouvait se réduire aux différentes combinaisons possibles entre ces génes et
protéines. Le nombre réduit de génes identifiés dans le génome humain - de
I’ordre de 20 000- pouvait laisser a penser que le jeu moléculaire serait de
plus relativement simple.

Il parait cependant clair aujourd’hui que la compréhension de nombreux
phénomeénes biologiques, au niveau de l'organisme ou méme de la cellule, ne
se réduit pas au dénombrement des protéines qu’ils mettent en jeu. Le fonc-
tionnement du systéme nerveux, la mobilité dirigée des bactéries vers leurs
sources de nourriture, la morphogénése lors du développement embryonnaire
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INTRODUCTION

[62], ... sont des problémes de natures trés différentes mais pour lesquels la
génétique échoue a proposer des explications complétes.

De fagon générale, le processus menant des interactions entre molécules
a 'accomplissement d’une fonction physiologique est encore bien souvent in-
compris. L’adaptation d’un organisme & son environnement ou la communi-
cation cellulaire, par exemple, nécessitent de pouvoir moduler la transduction
de signaux extérieurs a ’aide d’'un nombre limité d’acteurs moléculaires. La
complexité de la physiologie d’un organisme ou d’une cellule, issue de la sim-
plicité d’interactions biochimiques, requiert un autre niveau de régulation. Il
apparait que l'organisation dans le temps et ’espace au niveau moléculaire
est ainsi cruciale dans la cellule [68] 126]. Le caractére stochastique des in-
teractions moléculaires est également un aspect essentiel du fonctionnement
cellulaire [92]. La description physique du fonctionnement cellulaire est ainsi
apparue pertinente au méme titre que sa biochimie.

De nouveaux thémes de recherche en physique orientés vers la biologie ont
ainsi émergé depuis une vingtaine d’année. Depuis les études structurales de
la conformation des protéines jusqu’aux travaux portant sur des organismes
entiers, un large spectre d’échelle spatiale est balayé par des travaux d’ins-
piration physique. Leur motivation commune est 'intégration de données
physico-chimiques élémentaire vers la description d’une fonction biologique
complexe. Des développements instrumentaux et conceptuels permettent a
la biophysique d’aborder aujourd’hui une grande variété de questions. Com-
ment une bactérie peut elle créer les forces nécessaires & sa locomotion ?
Comment peut elle détecter ses aliments 7 Comment une enzyme peut elle se
déplacer sur IJADN] et trouver éventuellement sa cible ? Comment la commu-
nication entre neurones permet elle de générer les fonctions du cerveau?...
Les exemple sont multiples, inscrits dans des problématiques de biochimie
ou de biologie cellulaire.

Face a l’ensemble de ces questions, deux approches différentes appa-
raissent : la description physique d’objets du vivant au niveau moléculaire ou
supramoléculaire d’une part, et ’étude de systémes biologiques réels ou mo-
déles a I'aide de concepts et d’outils de la physique d’autre part. Les travaux
du premier type se sont par exemple penchés sur les mouvement de moteurs
moléculaires [I76] ou sur I'organisation du cytosquelette [91]. 11 s’agit essen-
tiellement d’études complémentaires de la biochimie, permettant de préci-
ser le comportement dynamique ou statistique des molécules du vivant. La
seconde approche vise & appréhender un systéme biologique fonctionnel, a
I’aide de systémes simplifiés ou réels. L’utilisation de systémes modéles per-
met de reconstruire a partir d’ingrédients minimaux un systéme de moindre
complexité que le systéme vivant, et d’ainsi en comprendre son fonctionne-
ment. L’analyse de systéme réels a pour but d’extraire d’un systéme complet
les éléments et phénoménes simples expliquant son fonctionnement. Le tra-
vail présenté dans ce rapport s’inscrit dans cette démarche, en s’intéressant
au probléme du guidage axonal dans le systéme nerveux.
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Les manipulations de molécules uniques

Les systémes biologiques sont complexes et le nombre élevé d’acteurs
moléculaires en interaction qu’ils mettent en jeu rend difficile leur analyse.
Une idée simple afin de résoudre cette complexité consiste & essayer de voir
directement ces acteurs au niveau élémentaire : celui de la molécule unique.
Si la biochimie met en évidence des propriétés moyennes par des mesures
d’ensemble, I’étude au niveau de la molécule individuelle peut révéler des
phénomeénes inobservés jusqu’alors. En effet, les processus mis en jeu dans
la vie cellulaire se déroulent & une échelle de temps et d’espace ot les effets
de diffusion deviennent importants et ou les fluctuations d’une molécule &
une autre ne sont pas négligeables par rapport au comportement moyen d’un
ensemble de molécules. Le nombre réduit de molécules identiques dans une
cellule rend les effets stochastiques importants. La mesure en molécule unique
est donc une approche pertinente pour comprendre le déroulement dans le
temps et ’espace d’'un processus biologique.

La premiére expérience en molécule unique est la mesure électrophysiolo-
gique d’ouverture de canaux ioniques de Neher et Sakmann [I17], qui a trans-
formé la compréhension de la transmission nerveuse et notablement élargi les
possibilités d’investigation du systéme nerveux. Depuis lors, différents sys-
témes instrumentaux ont été développés afin d’observer et de manipuler des
molécules uniques : pinces magnétiques [145] [152], pinces optiques [111 [13],
microscopie de fluorescence [67, 101} I76], suivi de billes d’or [129] ou de
latex [16],...

La plupart des études en molécules uniques se sont toutefois le plus sou-
vent limitées jusqu’a aujourd’hui & des problémes moléculaires in vitro, mais
il existe un intérét croissant pour les expériences sur des systémes vivants et
I’observation de phénomeénes in vivo. La visualisation de molécules uniques
est ainsi un outil trés puissant dans nombre de problémes comme la moti-
lité, la transduction du signal ou le chimiotactisme [90) [166]. Ce mémoire
présente dans cette perspective une étude au niveau de la molécule unique
du chimiotactisme du neurone, ou guidage axonal.

Le développement du systéme nerveux

Les interactions des cellules nerveuses entre elles et avec leur environne-
ment sont déterminantes dans la formation et le fonctionnement du systéme
nerveux. La fidélité de son auto-organisation est remarquable : des axones
croissant sur des distances macroscopiques sont capables d’atteindre leur
cible pour créer une connexion avec un dendrite avec une précision micro-
métrique. Cette capacité provient la faculté du neurone de sonder son en-
vironnement a ’aide de récepteurs membranaires détectant des signaux de
guidage dans le milieu qui ’entoure. La mise en jeu simultanée de multiples
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signaux permet alors un adressage fin de ’axone.

Une approche possible de ce probléme complexe consiste a porter son
attention sur une voie de signalisation particuliére, en I'occurrence celle du
lacide y-aminobutyrique -ou GABA- dans le travail rapporté dans ce mé-
moire. L’organisation des récepteurs et leur comportement dynamique sont
susceptibles d’étre responsables de propriétés physiologique du guidage de
I’axone, comme nous le détaillerons plus loin. La visualisation de récepteurs
individuels est un outil naturel pour étudier ce sujet. Les récepteurs mem-
branaires aux substances de guidage sont en nombre a priori restreint [108]
et évoluent a des échelles ou la diffusion brownienne est importante. L’image-
rie en molécule unique est donc indiquée pour comprendre leur organisation
spatiale et temporelle.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la capacité du neurone en
croissance de détecter avec une extréme sensibilité les signaux de guidage de
son environnement, tel que le GABA. Quels sont les mécanismes moléculaires
responsables de cette propriété remarquable ? Comment l'organisation spa-
tiale de récepteurs membranaires peut elle y contribuer ? Nous avons tenté
d’y répondre en étudiant la dynamique de récepteurs du GABA individuels.

Cette theése s’est voulue un travail a 'interface entre la physique et la
biologie, en essayant d’exprimer en termes élémentaires une organisation re-
marquable & ’échelle de 'organisme. Ce mémoire s’organise en quatre cha-
pitres. Tout d’abord, nous ferons un tour d’horizon des propriétés connues
du guidage axonal, notamment par le GABA, afin de mieux mettre en évi-
dence la problématique dans laquelle s’inscrit ce travail. Nous présenterons
ensuite une étude du comportement dynamique des récepteurs du GABA, ré-
vélateur des interactions responsables de leur organisation. Nous montrerons
ensuite 'implication de celle-ci dans le processus de détection de signaux
de guidage, ce qui nous permettra d’élaborer un modéle sommaire d’auto-
organisation des récepteurs menant & une amplification de ces signaux. Dans
le dernier chapitre, nous montrerons comment une modélisation stochastique
peut décrire cette auto-organisation des récepteurs et rendre compte de nos
observations expérimentales.
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Chapitre

Le guidage axonal

St je désire une eau d’Europe, c’est la flache noire
et froide o, wvers le crépuscule embaumé, un enfant
accroupi plein de tristesse ldiche wun bateau, fréle
comme un papillon de mai.

Arthur Rimbaud



CHAPITRE 1 LE GUIDAGE AXONAL

1.1 La croissance dirigée de ’axone

Le systéme nerveux mature d’un vertébré tel que ’étre humain contient
prés de dix milliards de neurones. Afin de constituer un réseau fonctionnel,
ceux-ci réalisent entre eux de nombreuses connexions. Durant son dévelop-
pement, des milliards d’axones croissent avec une sélectivité directionnelle
suffisante pour atteindre le ou leurs dendrites cible. Ce processus est appelé
guidage axonal. Dans ce chapitre, nous présenterons succinctement un état
des connaissances en la matiére tant sur le plan physiologique que molécu-
laire, et ce plus particulierement dans la voie de signalisation du GABA.
Nous replacerons ensuite ce phénomeéne dans un cadre plus général, celui de
la motilité cellulaire dirigée -ou chimiotactisme- dans ses aspects expérimen-
taux et formels.

1.1.1 Le cOne de croissance

L’établissement de connexions adéquates et précises entre neurones re-
pose sur la capacité de ’axone de croitre dans une direction controlée.

Ce choix directionnel est effectué par une structure spécialisée située a
I’extrémité en croissance de ’axone appelée le cone de croissance, observée
il y a prés d’un siécle par Ramén Y Cajal [25].

Fic. 1.1 — Neurone de moelle épiniére de rat en culture (3 jours) marqué
pour les neurofilaments NEF3 (marquage spécifique de l'azone, vert), l'ac-
tine (rouge) et le noyau (bleu) (A). Le cone de croissance est situé au bout
de l’axone présentant une région centrale riche en extrémités de microtu-
bules et une région périphérique riche en actine. Cone de croissance de neu-
rone en culture (8 jours) marqué pour les microtubules (B). En magorité,
les microtubules pointent vers extrémité du cone de croissance, pénétrant
éventuellement dans la zone périphérique et formant également des boucles.

Au sein de cette structure, trés riche en microtubules et en filaments
d’actine [162] (Figure|1.1]), va s’effectuer la décision d’orientation déclenchant
la cascade de signalisation menant a 1’élongation de I’axone vers une direction
choisie.
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Structure du cone de croissance

Au niveau structurel, il est possible de distinguer plusieurs régions dans
un céne de croissance. La région centrale est riche en microtubules venus
depuis I'axone et orientés avec leurs extrémités {4} dans le cone de crois-
sance [84]. La région périphérique, le lamellipode et les filopodes sont riches
en actine, corticale ou organisée en filaments, branchée sur les microtubules
(Figure [I.2A-B). La membrane du cone de croissance contient de plus de
nombreux récepteurs transmembranaires, dont le récepteur du GABA 4 (Fi-
gure ), dont certains sont essentiels pour la croissance et le guidage
axonal.

Fic. 1.2 — Cone de croissance azonal (A)marqué pour lactine (en rouge)
et pour les microtubules (en wvert). La région centrale est indiquée par la
segmentation verte et la région périphérique par la rouge (B). Neurone en
culture (C) marqué pour les microtubules (vert), ’ADN (bleu) et la sous-
unité v, (en rouge) des récepteurs du GABA 4 membranaires

Fonction du céne de croissance

Un neurone en croissance est plongé dans un environnement riche en
divers signaux chimiques régulant sa survie et son développement. Ceux-ci
peuvent diffuser dans le milieu ou étre adhérents au substrat et provenir
d’autres neurones voisins ou de cellules non-neuronales.

Ces signaux sont des ligands permettant ['activation de récepteurs spé-
cifiques dans la membrane du cone de croissance. Ceux-ci, lorsqu’ils sont
activés de fagon asymétrique par un gradient de ligand, sont capables de
déclencher une cascade de signalisation aboutissant a la réorganisation du
cytosquelette. Le réarrangement de la membrane induit alors la réorientation
du codne de croissance et permet la croissance de ’axone dans la direction
adaptée [44] (Figure[L.3). Ainsi, dans le cone de croissance se déroulent deux
processus complémentaires : une détection des signaux chimiques extérieurs
et une modification spatiale de l'activité du cytosquelette, les microtubules
et les filaments d’actine. Le couplage de ces deux processus est essentiel pour
I’accomplissement de la fonction biologique du cone de croissance. L’impor-
tance de la phase de détection sur l'organisation spatiale du céne de crois-
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sance est évidente, et nous allons préciser au niveau moléculaire la nature
des interactions menant de la détection d’un signal chimiotactique jusqu’au
cytosquelette.

Fi1c. 1.3 — Modéle de détection et de réorganisation du cone de croissance.
La détection d’un gradient de ligand chimioattractif permet & la fois la ré-
organisation des microtubules et des filaments d’actine, qui viennent former
une protrusion initiant le virage de l’axone dans la direction de la source de
ligand.

1.1.2 Les voies de signalisation

Les voies de signalisation moléculaire permettant le guidage de ’axone
sont nombreuses, relativement complexes, et sont étudiées attentivement de-
puis une quinzaine d’années. La présentation ci-dessous n’est pas exhaustive
mais se restreint a exposer les principes généraux de la détection de signaux
de guidage par 'axone ainsi que les grandes familles de signalisation dans le
cone de croissance [78§].

Les molécules de guidage

L’axone est guidé lors de sa croissance par des chimioattractants et des
chimiorépulsants, qui peuvent étre liés au substrat ou diffusant dans le milieu
extérieur. Le premier type inclut les ephrines [41] ou les protéines d’adhé-
sion et le second les netrines [34], les neurotrophines [77], les sémaphorines
[124], certaines homéoprotéines [23] et certains neurotransmetteurs, comme
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le glutamate, I’acétylcholine ou le GABA [I75, [179]. Ces voies de signali-
sation mettent en jeu des intermédiaires moléculaires qui leur sont propres
mais également de nombreux intermédiaires communs, ce qui est vraisem-
blablement un élément clé pour la précision du guidage axonal.

Chaque voie de signalisation posséde un ou plusieurs récepteurs mem-
branaires de natures différentes. Les neurotrophines, comme (Nerve
Growth Factor) ou (Brain Derived Neurotrophic Factor), sont ainsi
détectées par les récepteurs TrKa ayant une activité kinase (c’est-a-dire ca-
talysant des réactions de phosphorylation) [78, [148]. Les netrines activent
des récepteurs de la famille DCC déclenchant leur cascade de signalisation
par un changement de conformation de leur domaine intracellulaire.

Les neurotransmetteurs activent leurs récepteurs pouvant alors agir par
leur activité de canal ionique, pour les récepteurs ionotropiques, ou par 1’in-
termédiaire d’un messager secondaire, pour les récepteurs métabotropiques.
Un méme ligand peut produire une réponse différente & un méme signal de
guidage en fonction des types de récepteurs présents & la membrane. Dans le
cas de la netrine par exemple, le récepteur complexé sous la forme DCC-DCC
déclenche un signal attractif tandis qu'un complexe DCC-UNC5H induit une
répulsion [73].

L’activation d’une cascade de signalisation active un nombre important
de protéines intracellulaires, qui ne sont pas encore toutes identifiées, ayant
pour effet terminal de réguler I'activité du cytosquelette, soit directement,
soit en interagissant avec les GTPAses Rho, Rac et Cdc42 (Figure [1.4)).

Ces GTPases sont alors capables de moduler la dynamique et 'organi-
sation du cytosquelette, en régulant sa croissance, sa stabilisation, ses bran-
chements,... selon des mécanismes encore imparfaitement connus. Parmi les
nombreux messagers secondaires mis en évidence dans la transduction du si-
gnal, il convient de distinguer certains intermédiaires qui interviennent dans
plusieurs voies de signalisation différentes et sont parfois indispensables pour
un guidage fonctionnel. Les kinases [PI(3)K] et [PKC| sont ainsi essentielles
dans le guidage axonal et sont par ailleurs conservées dans la voie de si-
gnalisation du chimiotactisme chez Dictyostelium Discoideum, comme nous
I’évoquerons plus loin. Le calcium est également un élément clé de la trans-
mission du signal : sa séquestration intracellulaire empéche le guidage par
les netrines ou 'acétylcholine par exemple, et une application intracellulaire
asymétrique de calcium suffit & induire une rotation du céne de croissance
[112, 59, 178, [74]. La concentration de calcium intracellulaire est susceptible
d’intervenir sur le niveau d’activation de kinases médiatrices du signal de
guidage, comme [PKC| ou directement sur la machinerie de régulation du
cytosquelette.
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Fi1G. 1.4 — Récapitulatif schématique des réseaux d’interaction dans le cone
de croissance, d’aprés Song et Poo, Nature Cell Biology, 2001

Principe de la réponse a un signal de guidage

Les acteurs moléculaires impliqués dans le guidage axonal sont ainsi nom-
breux, mais ’organisation mécanistique d’une voie de signalisation a ’autre
demeure similaire (Figure [L5)). Il est possible de distinguer deux modules
principaux : le premier consiste & détecter le gradient extérieur de sub-
stances de guidage et le convertir en une régulation de 'activité de protéines
de controle du cytosquelette, comme certaines GTPases, et le second est la
régulation du cytosquelette par ces GTPases, qui est commune & tous les
systémes impliquant le cytosquelette [172].

La réponse motrice de 'axone & un signal de guidage est rendue pos-
sible par I'articulation de ces deux modules reliés entre eux par des systémes
d’interactions qui peuvent étre complexes, comme ceux évoqués dans la sec-
tion précédente. L’efficacité du processus de guidage est remarquable : il a
été montré in vitro que 'axone pouvait répondre & des gradients de signaux
créant une différence maximale de concentration de quelques pour cents entre

la partie du cone de croissance la plus proche et la plus éloignée de la source
[5, (60, 110] 128].

1.1.3 La régulation

La fonction du cone de croissance est de détecter les gradients de facteurs
de guidage et la modulation de sa réponse au cours du temps et en fonction
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Fic. 1.5 — Schéma général de la réponse a un signal de guidage. Le gra-
dient extérieur est détecté par les récepteurs membranaires, converti par les
messagers secondaire en un signal pour les effecteurs du cytosquelette

de son environnement est essentielle. L’exemple du chiasme optique [171]
est & ce titre caractéristique : soumis & un méme signal de guidage, une
expression localisée d’ephrine, ’axone croise le chiasme s’il provient de la
rétine contralatérale ou I'évite s’il provient de la rétine ipsilatérale (Figure

13).

La régulation moléculaire

La régulation de I'activité de la cascade de transduction est fondamentale
et peut se produire a différents niveaux, aussi bien a celui des récepteurs eux-
mémes que des messagers secondaires. Ainsi le guidage au niveau du chiasme
optique s’explique par l'expression d’un récepteur aux ephrines spécifique
(EphB1) uniquement dans les neurones ipsilatéraux qui sont repoussés par
le gradient d’ephrine.

Un des régulateurs majeurs de la réponse chimiotactique du céne de
croissance est l cyclique ou [100) 112], 147]. Dans le cas d’une
stimulation par une netrine, une neurotrophine ou de l'acétylcho-
line, la réponse est ordinairement attractive. Cependant, lorsque ’action du
est inhibée (par 'addition d’un agoniste non fonctionnel) la réponse
aux mémes stimulations devient répulsive.

La concentration de calcium est également un élément clé de la mo-
dulation de l'activité du coéne de croissance, permettant d’exalter des si-
gnaux attractifs ou de convertir des signaux répulsifs en signaux attractifs
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Fi1G. 1.6 — Lors de la formation du systéme de la vision, les axones rétiniens
projettent vers le cortex visuel en étant guidé par un gradient d’ephrine du a
une production sur la ligne médiane.

[74, [111], 146]. Elle régule également l'existence de phase de désensibilisa-
tion du céne de croissance, permettant son adaptation a de large plages de
concentration de signal de guidage [113]. Une question cruciale pour la com-
préhension du fonctionnement du céne de croissance est alors I’établissement
et le maintien d’un niveau de régulation adapté a la situation. Comment les
concentrations de calcium et de sont elles fixées au cours du temps ?
Par quel processus d’auto-organisation le cone de croissance module-t-il sa
réponse pour optimiser sa fonction dans le guidage axonal 7 Quelques résul-
tats récents ont démontré l'existence de mécanismes permettant d’ajuster
les concentrations de et de calcium au cours du processus de gui-
dage. L’activation de récepteurs de la netrine est ainsi capable d’induire une
augmentation intracellulaire de [37]. De fagon analogue, les netrines
[168] ou les neurotrophines [99] sont capables d’induire une entrée de cal-
cium dans le milieu intracellulaire par l'intermédiaire de canaux calciques
(TRPC)). Ces observations laissent entrevoir la possibilité d’une organisation
de la signalisation chimiotactique fondée sur une boucle de rétroaction entre
les récepteurs et les régulateurs de leurs cascade de signalisation, calcium ou

lcAMPI

La régulation spatiale

Outre les méthodes de régulation fondées sur la biochimie des cascades
d’interaction, la distribution spatiale des molécules de la voie de signalisa-
tion peut permettre un controle de la réponse du cone de croissance. Cette
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organisation s’avére essentielle pour le chimiotactisme des cellules eukaryotes
(Section suivante). La présence de radeaux lipidiques est ainsi requise pour le
guidage par le[BDNF]et la concentration de récepteurs liés a ces radeaux est
asymétrique dans un gradient de BDNF [65]. L’organisation de la transduc-
tion du signal extérieur autour de ces plates-formes membranaires permet
la création de signaux secondaires locaux asymétriques. Cette forme d’or-
ganisation pourrait éventuellement permettre une amplification précoce du
signal extérieur en concentrant asymétriquement certains éléments du sys-
téme de détection en aval des récepteurs membranaires. De plus, une activité
localisée dans I’espace au niveau du cone de croissance peut étre requise pour
l'accomplissement du guidage axonal [I80]. L’organisation spatiale des élé-
ments de la cascade de signalisation semble donc décisive pour la fonction
du cdne de croissance et constitue un niveau de régulation supplémentaire
en plus de la régulation biochimique.

1.2 Le guidage par le GABA

1.2.1 Les récepteurs du GABA

Il existe trois familles différentes de récepteurs du GABA : les récepteurs
GABA 2R, GABAgR et GABACR. Le récepteur GABA 4R est un canal io-
nique pour les ions chlore, ayant une structure quaternaire pentameérique
[116]. 11 existe au moins 17 différentes sous-unités regroupées en six classes
a, 3,0, 7, € et o, chacune ayant plusieurs isoformes et une masse moléculaire
de l'ordre de 50 kDa. Il se rencontre in vivo différents assemblages de ces
sous-unités formant un récepteur fonctionnel, en proportions variables selon
les tissus. Dans le systéme nerveux un récepteur fonctionnel se compose ma-
joritairement de deux sous-unités «, deux sous-unités § et une sous-unité =y
(Figur. Il est & noter que l'isoforme o est présente de fagon ubiquitaire
dans les récepteurs GABA 4R du systéme nerveux central [55]. La structure
du GABA 4R en fait une protéine transmembranaire présentant dans son do-
maine extracellulaire des sites spécifiques pour différents agonistes (GABA,
baclofen,...), antagonistes (gabazine, bicuculine,.. ) et modulateurs (benzo-
diazépines, barbituriques, ethanol,...). Un assemblage de sous-unités «, (3 et
~ est suffisant pour reproduire ’ensemble de ces propriétés pharmacologiques
dans un systéme hétérologue [70] et constitue un récepteur du GABA 4 type.

1.2.2 La voie de signalisation du GABAR

Le GABA dans le systéme nerveux mature

Le ligand du GABA 4R , le GABA ou acide y-aminobutyirique, est un
acide aminé de formule chimique C4HgNOg (Figure .

La fixation de deux molécules de GABA au récepteur provoque 1’ou-
verture de celui-ci suivant une dynamique coopérative entre sous-unités déja
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F1G. 1.7 — Représentation schématique du récepteur du GABAA composé de
cing sous-unités, ici dans la steechiométrie la plus fréquente : deuxr sous-unités
«a et B et une sous-unité ~y

F1G. 1.8 — Formule développée de 'acide y-aminobutyrique (GABA)

supposée par Hodgkin et Huxley [7I] pour les canaux potassiques et sodiques.
Dans un systéme mature, le GABA est un neurotransmetteur inhibiteur dont
la fixation sur un récepteur produit un influx d’ions chlore dans le neurone,
provoquant une hyperpolarisation avec une dynamique temporelle spécifique
de 'ouverture coopérative des récepteurs GABA 4R . Le GABA est ainsi le
vecteur majoritaire de I'inhibition dans le cerveau adulte avec la glycine et
fait 'objet de nombreuses études physiologiques (addiction alcoolique [156],
épilepsie, processus mnésiques [135],..) ou moléculaires.

Le GABA durant le développement du systéme nerveux

Durant les phases initiales du développement du systéme nerveux le
GABA est un neurotransmetteur excitateur [6, 150, [174], ouverture du
canal chloride provoquant un efflux de chlore et donc une dépolarisation
membranaire du neurone. Les récepteurs du GABA, ainsi que d’autres ré-
cepteurs aux neurotransmetteurs tels que le glutamate ou I'acétylcholine sont
exprimés dans les axones de neurones en croissance. Il a ainsi pu étre montré
in vitro et in vivo que le GABA modulait la croissance de 1’axone et pouvait
étre un chimioattractant [50] [175].

Le résultat net de I’action de sources de GABA sur I’axone est complexe.
En effet, les récepteurs GABA 4R et GABAp n’induisent pas la méme ré-
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ponse a la stimulation [I75], les premiers provoquant une chimioattraction
et les seconds une chimiorépulsion. Le comportement du céne de croissance
résulte alors d’un équilibre entre les deux voies de signalisation, qui dépend
notamment du type de neurones et de la région cérébrale.

Un mécanisme d’action du GABA passant par les récepteurs GABA 4R a
été proposé en 1996 [57]. L’activation du récepteur par le GABA provoque-
rait ’entrée d’ions chlore dans le milieu intracellulaire. La dépolarisation in-
duite permettrait alors 'ouverture de canaux calciques voltage dépendants.
La concentration locale de calcium serait alors capable, comme détaillé plus
haut, de moduler 'activité de certaines kinases comme PKCa ou PKCg,
modifiant alors I’état de phosphorylation de protéines de régulation du cy-
tosquelette comme [M ARCK S| ou [GAP43| (voir Figure . Ces deux der-
niéres protéines, liées initialement & la membrane, sont en effet capables de
se localiser vers le cytoplasme et de se lier aux microtubules dans leur état
phosphorylé et ainsi modifier la croissance de ’axone.

Fia. 1.9 — Cascade de signalisation putative du GABAAR dans le cone de
croissance. Ce schéma simplifié est adapté du travail de Fukura et al. [57]
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Les méthodes utilisées pour établir ce mécanisme sont cependant indi-
rectes : ce mécanisme n’a pas été observé mais inféré a partir de données ex-
traites de préparations biochimiques de cones de croissance [57]. Ce modéle
permet cependant de mettre en avant un élément essentiel de la signalisation
par le GABA : une élévation locale de la concentration de calcium [I75] due
a l'activation du récepteur déclenchant une cascade de signalisation vers le
cytosquelette.

Questions ouvertes

De nombreuses questions restent ouvertes quant au mode d’action du
GABA dans le guidage axonal. Les mécanismes moléculaires sont encore
peu caractérisés; la régulation de la signalisation par le GABA est encore
peu connue. La modulation de la réponse est essentielle, comme nous ’avons
noté plus haut, pour rendre compte des propriétés remarquables des cones de
croissance. Comment expliquer en effet leur sensibilité alliée & leur robustesse
de détection? Des différences de concentration de l'ordre de quelques pour
cents peuvent ainsi déclencher le virage du céne de croissance [66}, 147, 175,
179] sans pour autant que la croissance du neurone soit sensible au bruit,
comme le montre la précision de l'adressage axonal in vivo. Le mécanisme
que nous venons d’évoquer pour le GABA ne saurait rendre compte de ces
propriétés ; la question de la régulation de la détection de gradient de GABA
est encore ouverte.

Nous allons nous intéresser maintenant aux études effectuées sur le chi-
miotactisme des organismes unicellulaires. Ce domaine présente une problé-
matique analogue & celui du guidage axonal : comment une cellule est elle
capable de détecter un signal extérieur avec sensibilité et précision ? Ce point
est bien documenté pour le chimiotactisme ; nous nous appuierons donc sur
ce systéme voisin afin de mettre en relief les questions clés dans la compré-
hension de la régulation du guidage par le GABA.

1.3 Le chimiotactisme

Afin de remplir certaines fonctions vitales, comme la recherche de nourri-
ture ou 'organisation supracellulaire, de nombreux organismes unicellulaires
et types cellulaires ont développé la capacité, appelée chimiotactisme, de se
mouvoir en réponse a des stimulations chimiques externes. Nous allons pré-
senter ici quelques éléments sur les mécanismes moléculaire conférant cette
faculté et comment ils peuvent produire une réponse motile efficace a des
signaux externes faibles. Nous verrons alors comment ils peuvent nous éclai-
rer sur les mécanismes du guidage axonal. Les systémes de chimiotactisme
nous serviront de références pour nos résultats sur le cone de croissance, nous
allons donc les présenter plus en détail.
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1.3.1 Les systémes biologiques

Le chimiotactisme a été étudié pour deux grandes familles de systémes
biologiques : les bactéries, essentiellement FEscherichia Coli, et les cellules
eukaryotes, essentiellement les neutrophiles ou 'amibe Dictyostelium Discoi-
deum.

Les bactéries

La bactérie Escherichia Coli, ou E. Coli mesure environ 1um et dispose
en moyenne de 6 flagelles rotatifs d’environ 100 nm de longueur permettant
son déplacement [7] (Figure [1.10)).

F1G. 1.10 — Schéma du moteur et reconstruction atomique du flagelle d’une
bactérie (tiré de Samatey et al, Nature, 2004 [131)]).

Le moteur mettant le flagelle en mouvement est actionné par un flux io-
nique et est réversible. Lorsqu’il tourne dans le sens des aiguilles d’une montre
la bactérie se déplace peu et de fagon chaotique. En revanche, lorsqu’il tourne
dans le sens inverse, la bactérie se déplace rapidement en ligne droite (Figure
. L’alternance de périodes de déplacement rapide -ou courses- et de dé-
placement réduit -ou culbutes- et la régulation de leurs durées permettent
a E. Coli de se déplacer vers les sources de nutriments comme ’aspartate.
Le rallongement de la durée des courses dirigés vers les fortes concentrations
d’aspartate permet a la bactérie de remonter le gradient de nutriment vers
sa source.

Les cellules eukaryotes : Dictyostelium Discoideum

Dictyostelium Discoideum est une amibe sociale se nourrissant de bac-
téries. Pour cela, elle est capable de détecter la présence d’AMP cyclique
(cAMP)) sécrété par celles-ci et de se diriger vers sa source pour finalement
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Fi1G. 1.11 — Mouvement schématique d’une bactérie dans un gradient de nutri-
ment. Son mouvement alterne entre courses (en vert) et culbutes (en rouge).
Le rallongement relatif des courses dirigées vers les nutriments produit le
chimiotactisme.

phagocyter la bactérie [33]. Le génome de Dictyostelium Discoideum est au-
jourd’hui complétement séquencé et annoté, et sa manipulation génétique
par mutagéneése dirigée utilisant la recombinaison homologue est possible.
D’autre part, cet unicellulaire d’une taille d’environ 20 pum est assez plat, ce
qui rend son imagerie aisée. Ces caractéristiques en font aujourd’hui un des
systémes modéles les plus utilisés dans ’étude du chimiotactisme des cellules
eukaryotes.

Description macroscopique

Les deux systémes modéles présentés ici semblent trés similaires. Les
mouvements d’F. Coli et de Dictyostelium sont tous deux correctement dé-
crits au niveau macroscopique par ’équation phénoménologique du chimio-
tactisme [114] :

2
ZTZ = Dgz - XE(TL@)
x Or" Oz
ou n(x,t) est le nombre de cellules en = a 'instant ¢ et a(x, t) la concentration
local de chimioattractant. Cette équation d’évolution de la concentration
cellulaire n présente deux composantes : le premier terme décrit la diffusion
des cellules et le second traduit leur mouvement dirigé par la présence d’'un
gradient d’activateur a. Une cellule est chimiotactique dans la mesure ol
son mouvement est influencé par la présence de la substance a, c’est-a-dire
lorsque x la susceptibilité chimiotactique est non nulle. Quelle est 'origine
moléculaire de cette susceptibilité macroscopique? Il s’agit de comprendre

(1.1)
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comment une cellule peut détecter un signal chimique extérieur et le convertir
en une réponse motrice.

1.3.2 Les mécanismes de détection

Le chimiotactisme a été observé dés le 19™¢ siécle (W. Pfeffer en 1884
[122]), mais la compréhension du mécanisme permettant & un organisme uni-
cellulaire d’intégrer certains signaux extérieurs pour aboutir & une mobilité
dirigée est récente et reste encore incompléte. Si la description macrosco-
pique des bactéries et des eukaryotes est semblable, les tailles sensiblement
différentes d’une bactérie et d'une cellule eukaryote (de l'ordre de ~ 1 pym
pour une bactérie et de ~ 10 pum pour une amibe) laissent supposer que
les mécanismes permettant ’accomplissement de la fonction chimiotactique
peuvent étre différents.

La détection temporelle et la détection spatiale

Le chimiotactisme implique deux systémes : un systéme de détection de
gradients extérieurs appuyé sur des récepteurs membranaires (les récepteurs
MCP pour E. Coli [104] et les récepteurs cAR1 pour Dictyostelium), et un
systéme moteur (les flagelles pour une bactérie, le cytosquelette pour une
cellule eukaryote). Comment le systéme de détection d’une cellule est il ca-
pable de mesurer un gradient de concentration de chimioattractant ? Deux
méthodes génériques sont envisageables [120] : une méthode dite spatiale
et une méthode dite temporelle. Dans une méthode temporelle, la cellule
ressent la concentration moyenne de chimioattractant autour d’elle puis se
déplace. Elle conserve la mémoire de la concentration mesurée durant un cer-
tain temps 7 et mesure celle a sa nouvelle position. La comparaison des deux
permet alors de choisir la direction du déplacement vers les hautes concen-
trations de chimioattractants. Dans une méthode spatiale, la cellule compare
la concentration d’attractant entre deux différents points de sa membrane,
puis se réorganise afin de remonter le gradient. De facon intuitive, un modéle
spatial semble peu adéquat pour un organisme de trop petite taille comme
une bactérie, mais plus adapté pour une amibe.

Le chimiotactisme bactérien

Dans le cas bactérien, il a été montré qu’E. Coli était capable de réa-
liser une comparaison temporelle de la concentration ambiante d’aspartate
sur un temps 7 = 4 s [12, [136]. En effet, lorsque une bactérie collée sur une
surface est soumise & une impulsion d’aspartate de quelques millisecondes,
son flagelle augmente durant une seconde son taux de rotation anti-horaire
(donc le déplacement de la bactérie) et le diminue en dessous de son taux au
repos durant les trois secondes suivantes (Figure . Un signal chimioat-
tractant est ainsi intégré sur 4 secondes, sous une forme similaire & la dérivée
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temporelle du signal extérieur [136]. Ceci permet a la bactérie d’ajuster son
déplacement au cours du temps : le déplacement est augmenté rapidement
suite & 'augmentation brutale d’aspartate (phase montante de I'impulsion),
puis diminué sous sa valeur a I’équilibre suite & la baisse d’aspartate (phase
descendante de I'impulsion). Ainsi, une bactérie dans un gradient d’aspartate
peut orienter son déplacement vers les hautes concentrations. Le mécanisme

Fic. 1.12 — Réponse motrice d’Escherichia Coli (points noirs) a une im-
pulsion d’aspartate, indiquée par le trait (tiré de Segall et al., PNAS, 1986
[1536]).

responsable de cette propriété integrative est aujourd’hui bien connu. L’ac-
tivation des récepteurs MCP induit une activation du flagelle par I'action de
plusieurs protéines, dont CheA, CheY et CheW. Ceci produit I'augmenta-
tion du déplacement quand la concentration d’aspartate devient plus élevée.
Cependant, I’activation de CheA permet celle de CheB, qui favorise la dé-
méthylation et donc l'inactivation des récepteurs (Figure .

Cette boucle de rétroaction négative est plus lente que I'activation et reste
encore transitoirement en action aprés l'extinction du signal attractant, ce
qui explique la période de déplacement amoindri observée. Elle permet éga-
lement & la bactérie de s’adapter & des milieux ol les niveaux moyens d’as-
partate sont différents : la boucle restaure le niveau de rotation anti-horaire
au repos. La sensibilité remarquable de la détection peut s’expliquer par un
ajustement optimisé de la densité de récepteur [8, O] et I'existence d’inter-
actions (essentiellement médiées par CheA et CheW) causant la formation
de groupes de récepteurs membranaires. Ils forment un systéme de détec-
tion coopératif permettant Pamplification du gradient externe |20} [149]. Le
chimiotactisme bactérien repose ainsi sur une détection "exploratoire" : la
bactérie compare la concentration extérieure de chimioattractant a ses posi-
tions successives dans le temps. Ce systéme est adapté & un petit organisme
pouvant induire son déplacement rapidement, sans profonde modification
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F1G. 1.13 — Signalisation chimiotactique chez E. Coli. L’activation rapide et
Uinhibition plus lente par CheB explique la forme de la réponse chimiotactique
de la bactérie).

morphologique, comme les bactéries propulsées par leurs flagelles. Les pro-
priétés des cellules eukaryotes sont bien différentes, leur mobilité repose sur
un réarrangement du cytosquelette. Le mécanisme bactérien n’est donc pas
transposable directement mais fait apparaitre les problémes essentiels a ré-
soudre dans un systéme chimiotactique : la lecture du gradient, le couplage
au systéme moteur, 'adaptation et la sensibilité de la détection.

Le chimiotactisme de Dictyostelium Discoideum

Les cellules eukaryotes ont également la capacité de détecter de trés
faibles gradients (~1%) [I81]. L’amibe Dictyostelium Discoideum peut se
déplacer ainsi de fagon directionnelle vers une source de Ce mouve-
ment est dépendant de la réorganisation des filaments d’actine a I'intérieur de
la cellule et une faible stimulation extérieure est ainsi capable de déclencher
des modifications majeures de 'organisation cellulaire. Une amplification du
signal par la chaine de transduction semble donc nécessaire.

L’utilisation d’outils génétiques a permis d’identifier les acteurs molécu-
laires de la détection chimiotactique [106] (Figure [L.14).

33



CHAPITRE 1 LE GUIDAGE AXONAL

FiGc. 1.14 — Cascade de signalisation du chimiotactisme de Dictyosteliumm
Discoideum (tiré de Manahan et al., Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 2004 [100)]).

Sans entrer dans une description exhaustive des interactions moléculaires
mises en jeu dans la détection d’un gradient de mentionnons simple-
ment quelques points marquants. Le est détecté par des récepteurs
membranaire (cAR1) couplés a des protéines G. Ce messager secondaire fa-
vorise l'activité kinase de La phosphorylation des phosphoinositides
comme PI(4,5)P9 étant permise par PI3K et inhibée par ceci in-
duit "augmentation de la proportion de la forme phosphorylée P1(3,4,5)Ps3.
Celle-ci déclenche alors plusieurs cascades d’activation menant & la motilité,
en régulant notamment la dynamique de l'actomyosine et en activant des
protéines & domaine PH (pour Pleckstrine Homologue) comme (Cy-
tosolic Regulator of Adenylyl Cyclase) induisant la production de par
I’amibe. Cependant, la détermination de ce réseau d’interactions n’est pas
suffisante pour comprendre la détection de signaux de guidage et I’amplifi-
cation observée du signal extérieur. A quel niveau ’asymétrie apparait elle
dans la distribution des molécules de la cascade de signalisation ?

La visualisation directe des différents intermeédiaires [53] est une méthode
puissante pour apporter quelques éléments de réponse a ces questions. L’ima-
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gerie en molécule unique des récepteurs cAR1 libres ou liés a du [166]
ainsi que des protéines G [81] [83] révélent que les composants les plus en
amont de la cascade de signalisation restent distribués de fagon homogéne.
En revanche, les protéines & domaines PH (CRAC|ou PKB)[I19] 139] et les
régulateurs PTEN et PI3K de la production PIP3 [58] sont localisés asymétri-
quement lorsque la cellule est soumise a un gradient de[cAMP] PI3K est diffus
dans le milieu intracellulaire en ’absence de stimulation extérieure, mais en
présence d’'un gradient de il est recruté a la membrane plasmique fai-
sant face & la source. Dans le méme temps PTEN, qui est initialement lié & la
membrane, se détache vers le cytoplasme depuis la membrane la plus proche
de la source. PI3K et PTEN ont ainsi une localisation complémentaire dans
la cellules (Figure [L.15).

Fi1a. 1.15 — Distribtution de PISK et PTEN en présence d’un gradient de
cAMP, provenant ici de la droite (tiré de Franca-Koh et Devreotes, Physio-

logy, 2004 [53]).

L’asymétrie de ces deux effecteurs est ainsi visiblement plus prononcée
que celle du signal extérieur, dont la différence entre les deux extrémités de
la cellule est de 'ordre de quelques pour cents. Ces observations permettent
de constater I’amplification réalisée lors de la transduction du signal. Il peut
a priori s’agir simplement de la réponse non-linéaire de la cascade de signa-
lisation ou d’une réorganisation du systéme de détection. Le mécanisme a
I’origine de cette asymétrie initiale est alors intéressant.

1.3.3 Modéles de chimiotactisme eukaryote
Excitation locale et inhibition globale

Un modéle d’amplification de ’asymétrie simple et étayé expérimentale-
ment est celui dit de 'excitation locale et de 'inhibition globale [53, 110, [144].
Ce modéle est essentiellement fondé sur I'observation suivante : quand une
amibe est plongée dans un bain de une augmentation rapide (~ 10s)
du recrutement membranaire de PI3K (ou de [120] est observée, sui-
vie par un lent retour a la distribution initiale. L’amibe est ainsi capable
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de s’adapter & une concentration moyenne plus élevée de chimioattractant.
Cette expérience révéle de plus que le niveau d’asymétrie dans la cellule
semble étre le résultat de deux phénoménes antagonistes : un processus d’ex-
citation rapide et un processus d’inhibition plus lent (Figure . En sup-
posant d’autre part que I’excitation reste localisée dans ’espace et refléte la
stimulation extérieure et que l'inhibition est une interaction a longue portée
non compartimentée, on peut rendre compte de la création d’'une asymétrie
forte, et ce méme dans un faible gradient. En effet, I'inhibition est iden-
tique dans toute la cellule, maintenue & un niveau plus élevé qu’au repos
suite a 'application du gradient. L’excitation localisée est ainsi trop faible
a l'arriére de la cellule pour surmonter cette inhibition, au contraire du coté
faisant face au gradient (Figure . L’asymétrie des messagers secondaires
est ainsi plus prononcée que celle dans la concentration de extérieur :
le gradient est amplifié.

FiG. 1.16 — Evolution temporelle de lexcitation et de Uinhibition de la ré-
ponse, d’'une cellule a une stimulation homogéne (A) ou par un gradient de
cAMP (a lavant en B et a Uarriére en C). L’inhibition est indiquée par en
trait rouge plein, l’excitation en vert pointillé et la réponse nette en bleu.

La voie excitatrice est bien caractérisée au niveau moléculaire : 'activa-
tion du récepteur puis celle des protéines G causent la translocation de PI3K
vers la membrane et celle de PTEN vers le cytoplasme. L’inhibition est par
contre moins connue. Certaines protéines régulant l'activité des protéines G
[106, 153] ou celle de PI3K [144] sont néanmoins suspectées de pouvoir jouer
ce role (Figure . Le caractére globale de I'inhibition qui en résulterait
est encore spéculatif.

Pertinence du modéle

Le modéle d’excitation-inhibition permet d’expliquer une amplification
du signal extérieur dans les régions les plus exposées au facteur attractant.
Le gradient extérieur faible est converti en une asymétrie plus marquée au
niveau des effecteurs PTEN et PI3SK par la modulation de leur translocation
vers la membrane. Le cytosquelette n’est pas nécessaire pour cette étape
qui peut donc étre trés rapide. Ce modéle simple peut rendre compte de la
sensibilité élevée des cellules eukaryotes aux signaux extérieurs. Il prédit de
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Fic. 1.17 — Modele d’excitation-inhibition. Les récepteurs sont les cylindres
rouges, le cAMP les ovoides bleus et PISK les sphéres vertes. Les fleches in-
diquent une interaction positive et les T une inhibition. L’épaisseur des traits
indique amplitude de l'interaction. Le mécanisme de ’inhibition globale est
ENCOTE PEU CONNAL.

plus que la polarisation de la cellule peut s’établir suite & une stimulation
bréve en un temps lié a la biochimie de la cascade de signalisation, c’est-a-
dire quelques secondes, ce qui est conforme aux observations expérimentales
[53].

Ce modele est cependant incapable en ’état d’expliquer 'ensemble des
propriétés chimiotactiques des cellules eukaryotes. Une asymétrie établie se-
rait difficile a renverser, la cellule étant piégée dans un état de polarisation
acquise dont elle ne pourrait sortir que par la dégradation de ’activateur
[110]. Ce comportement résulterait en une alternance de périodes sensibles
et de périodes ot la détection d’un gradient extérieur serait impossible. Ceci
est en contradiction avec les observations expérimentales [137], qui montrent
que Dictyostelium Discoideum est capable de répondre a des stimulations
"minute" indépendamment du moment de la stimulation. Il est possible de
développer des modéles plus complets permettant de rendre compte de cette
propriété en introduisant & partir du schéma général d’excitation locale et
inhibition globale, un inhibiteur local d’action plus lente que les deux autres
acteurs [110]. L’interprétation moléculaire de tels modéles est cependant en-
core largement hypothétique.

1.3.4 Analogies et différences

L’acquisition de capacités chimiotactiques repose sur l’existence d’un sys-
téme de détection réalisant des comparaisons de concentration de signaux
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extérieurs dans le temps, comme les bactéries, ou dans I'espace comme Dic-
tyostelium Discoideum. Le probléme de I'amplification du signal extérieur
apparait crucial dans les deux cas et les études menées ont permis de révéler
certains mécanismes généraux permettant d’obtenir cette amplification.

Le cone de croissance est sensible a de trés faibles différences de concen-
trations, tout comme les cellules eukaryotes. Une étape d’amplification semble
également requise pour répondre aux gradients de signaux de guidage. L’am-
plification est cependant susceptible d’étre de nature différente d’un systéme
a lautre, en raison de leur utilisation physiologique différente du chimiotac-
tisme. En effet, 'amplification du signal extérieur dans Dictyostelium Dis-
cotdeum par exemple, doit permettre de respecter la fonction "de chasse" du
chimiotactisme de I’amibe. Un modéle cohérent, comme celui présenté dans
la section précédente, doit étre capable de rendre compte de la capacité de
I’amibe de réagir en un temps trés bref a un gradient extérieur, méme fugace,
et de s’adapter rapidement & une nouvelle direction d’attraction.

A linverse, le guidage axonal n’est pas un processus de chasse ou d’explo-
ration mais un processus d’adressage. Un axone a en effet une cible unique
dans sa croissance; il n’a pas pour fonction de collecter de la nourriture,
en explorant éventuellement de vastes régions de ’espace comme le fait une
amibe. Le réle du cone de croissance est de sélectionner une direction précise
définie par un signal extérieur persistent, afin de réaliser un guidage axonal
précis. En ce sens, il est différent des systémes chimiotactiques eukaryotes
"usuels".

Il apparait donc crucial de déterminer la base moléculaire du processus
d’amplification dans le cone de croissance et surtout comment, il peut confé-
rer de la robustesse et de la sensibilité au choix de la direction de croissance de
I’axone. Le mécanisme d’excitation locale et d’inhibition globale est il perti-
nent dans le chimiotactisme nerveux ou existe-t-il des mécanismes alternatifs
capables de produire une asymétrie amplifiée dans le cone de croissance ?

Les travaux sur Dictyostelium Discoideum mettent d’autre part en évi-
dence I'importance de la visualisation des protéines de la cascade de signa-
lisation. Leur dynamique est susceptible de révéler des informations sur les
mécanismes de détection dans le cone de croissance. De plus, ’organisation
spatio-temporelle des protéines intracellulaires et membranaires semble de
fagon générale un élément clé dans le fonctionnement cellulaire [19] [87]. Ces
considérations ont motivé notre intérét dans la visualisation des mouvements
des récepteurs du GABA. Dans le chapitre suivant, nous nous intéresserons
ainsi aux méthodes d’imagerie de ce récepteur et & sa dynamique dans la
membrane du céne de croissance.
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L’organisation spatiale du systéme de détection de gradient de substances
de guidage dans le cone de croissance apparait essentielle pour comprendre
les propriétés remarquables du guidage axonal évoquées dans le chapitre
précédent [59, [148| [161]. Afin de comprendre la dynamique et 'organisation
des GABA 4Rs dans la membrane, il est important de mettre en évidence
les interactions moléculaires qui gouvernent leurs déplacements. La taille
nanométrique des récepteurs implique que ceux-ci se trouvent dans un envi-
ronnement oil les contributions browniennes et les fluctuations stochastiques
sont importantes et ne peuvent étre révélées par des mesures dynamiques
moyennes. Il est ainsi nécessaire d’observer la dynamique des récepteurs au
GABA de réaliser au niveau de la molécule unique. Nous présenterons ici les
outils mis en ceuvre pour réaliser ces mesures qui permettent de proposer un
modéle de locomotion des récepteurs du GABA 4, dont nous discuterons la
pertinence biologique.

2.1 Aspects expérimentaux

2.1.1 Systéme biologique

Toutes les expériences présentées dans la suite de ce rapport ont été
effectuées sur des cultures primaires d’interneurones de moelle épiniére de
rat [I05]. Celles-ci sont obtenues sur des embryons de rat 14 jours aprés
fécondation. A l'aide d’instruments de microchirurgie, les moelles sont pré-
levées sur les animaux et conservées dans du [PBS| additionné de glucose
4 3.3.1072 mol.L~! avant leur dissociation. Elles sont ensuite coupées en
morceaux millimétriques, traitées par la trypsine afin d’éliminer les pro-
téines d’adhésion intercellulaires, et dissociées mécaniquement en présence
de afin d’éviter I'agrégation spontanée des cellules autour de 1JADN|
présent dans le milieu suite a la nécrose cellulaire induite par la dissection.
Les neurones sont alors précipités par centrifugation et mis en culture sur
des lamelles de verre préalablement recouvertes de polyornithine (un poly-
peptide favorisant 1’adhésion) et de sérum afin de reproduire in vitro les
conditions les plus proches des conditions natives. Aprés mise en culture, les
neurones ont perdu leurs prolongements pour adopter une forme sphérique
et sont dispersés sur toute la surface de la lamelle. Lorsque ceux-ci sont pla-
cés en conditions de culture adéquates (milieu Neurobasal supplémenté par
de la glutamine et du B27 sous atmosphére a 5% de a 37°C), ils vont
pouvoir se développer et faire croitre leur neurites, reproduisant sur lamelle
le développement du systéme nerveux. Dans les conditions de culture choi-
sies, seuls des interneurones sont supposés survivre en culture. En effet, la
moelle épiniére a ce stade de développement est composée presque exclusive-
ment d’interneurones, et I’absence de sérum est censée prévenir la croissance
d’autres types cellulaires (fibroblastes, macrophages,...). Ceux-ci peuvent
néanmoins étre sporadiquement présents en cas de prélévement imparfait de
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la moelle épiniére avec présence d’autres tissus comme la peau ou le sang.
Aprés 1 & 2 jours en culture les axones vont croitre vers les neurones voisins
et aprés 7 & 9 jours en culture, un réseau de neurones mature se sera formé.
L’observation de cénes de croissance et du guidage axonal est donc optimale
entre 3 et 6 jours en culture.

2.1.2 La microscopie de fluorescence

Depuis plus d’'une décennie, s’est posée la question de savoir comment
observer une molécule unique en action dans un systéme vivant. Un outil
naturel pour atteindre cet objectif est la microscopie de fluorescence. En effet,
pourvu qu’il soit possible de munir une protéine d’intérét d’un marqueur
fluorescent, il est possible de la voir directement en I’éclairant a la longueur
d’onde d’excitation du marqueur et en collectant la lumiére émise lors de sa
désexcitation radiative (Figure [2.1)).

Fia. 2.1 — Diagramme de Jablonski. Dans un systéme simple & deux états,
la molécule est excité depuis son état fondamental vers un état excité. Les
excitations vibrationnels sont perdues de fagon non-radiative (fleche noire)
et la molécule se désexcite vers son état fondamental (fleche droite rouge)
en émettant un photon (fleche rouge courbe). Le décalage entre [’émission et
lexcitation - ou décalage de Stokes - permet de les séparer spectralement.

Si le principe d’une telle méthode est simple, la nature du marqueur et
son mode de couplage a la cible sont déterminants et sont le plus souvent les
facteurs limitants en microscopie de fluorescence. Aujourd’hui deux grandes
méthodes de marquage fluorescent sont disponibles : le marquage endogéne
par la Green Fluorescent Protein (GFP) et ses homologues et le marquage
exogéne a ’aide de fluorophores.

La GFP est une protéine naturellement fluorescente, originellement dé-
couverte chez une méduse Aequorea victoria [1411 [165], qui se décline aujour-
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d’hui en de nombreux mutants - et autant de couleurs - produits par génie
génétique. Une protéine de fusion GFP-protéine d’intérét exprimée dans une
cellule ou un organisme entier peut alors étre observée par fluorescence.

Les fluorophores organiques exogénes (Cy3, ) peuvent marquer
une protéine par un attachement biochimique a ’aide d’anticorps, comme
nous le détaillerons plus loin pour les récepteurs membranaires. L’observa-
tion en molécule unique pour ces deux types de marquage est alors possible
moyennant un systéme d’illumination et de détection suffisamment perfor-
mant.

Les champs d’application de ces méthodes sont cependant limités par le
phénomeéne de photoblanchiment. Aprés un nombre fini de cycles de fluores-
cence, la GFP ou les fluorophores organiques (Cy3, A488,...) peuvent transi-
ter vers un état triplet sombre de longue durée de vie (Tr ~ us contre Ty ~ ns
pour Iétat fluorescent) particuliérement réactif. Le fluorophore dans son état
triplet peut étre impliqué dans une réaction aboutissant & la formation d’un
état noir dénaturé, provoquant ’extinction définitive de la fluorescence. Le
mécanisme chimique exacte de ce processus est encore imparfaitement connu.

Un fluorophore organique ordinaire a une section efficace d’absorption est
o ~ 10716 ¢cm? et un rendement quantique proche de 1, et son nombre maxi-
mal de photons émis avant photoblanchiment est Nyqz ~ 10° — 10% photons
[4]. S’il est éclairé contintiment avec une puissance non saturante de I'ordre
de 100 W.cm™2 & une longueur d’onde A~1 pm, il émet I' ~ oI\/hc ~
10° photons.s™! (c est la vitesse de la lumiére). La durée maximale de I’ob-
servation de la fluorescence est donc T;,q: =~ 1 — 10 s. Le photoblanchiment
est donc un facteur limitant pour une étude de la dynamique d’une protéine
unique aux échelles de temps plus grandes que la seconde. Ce fait a motivé
le développement et I'utilisation de nouvelles sondes fluorescentes stables a
Iillumination : les nanocristaux semi-conducteurs.

2.1.3 Utilisation de nanocristaux

Les nanocristaux que nous avons utilisés sont des structures sphériques
solides, composés d’un coeur d’'un premier semiconducteur enveloppé par
une coquille d’'un second semi-conducteur dont les bandes interdites ne se
recouvrent pas (Figure, en l'occurrence le sélénure de cadmium (CdSe) et
le sulfure de zinc (ZnS). Ils peuvent étre synthétisés par voie chimique depuis
une dizaine d’années avec un diamétre bien controlé entre 5 et quelques
dizaines de nanomeétres.

Les propriétés optiques des nanocristaux

Sous une excitation lumineuse, un exciton est créé et confiné dans le coeur
du nanocristal : un nanocristal constitue une boite quantique. Une étude dé-
taillée des propriétés physiques de ces objets [2I] sort du cadre de cette étude,
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F1G. 2.2 — Schéma d’un nanocristal de CdSe (A). Image en microscopie
électronique d’un nanocristal de CdSe (B, image du groupe de P. Alivisa-
tos, Berkeley University). Spectre d’absorption (traits pleins) et d’émission
(traits pointillés) de différents nanocristauz (C). Image de fluorescence de
solutions de nanocristauz de différentes tailles (D). Les images C et D ont
été empruntées au site de Quantum Dot™

mais certaines caractéristiques remarquables peuvent étre détaillées. Les pro-
priétés spectroscopiques d’un nanocristal sont celles d’une particule confinée
dans une boite dont la taille serait le diamétre du cceur. Les énergies propres
sont données pour un nanocristal isotrope par Ey, ., = Sfifg (n? +m?+p?),
ou L est le diamétre du cceur. On remarque que les niveaux d’énergie élevées
sont trés rapprochés et que ’énergie des transitions radiatives possibles varie
comme l'inverse du carré de la taille du coeur. Les nanocristaux ont ainsi un
spectre d’absorption large et une longueur d’onde d’émission de fluorescence

accordable suivant leur taille (Figure [2.2)).

Ces objets ont une propriété singuliére de scintillement : ils alternent
entre un état lumineux, avec des cycles de fluorescence, et un état sombre.
La durée de vie des états sombres est distribuée suivant une loi de puissance ;
il n’y a donc pas de temps caractéristique au-deld duquel il serait possible
de s’affranchir de l'existence de ces alternances [22]. Le scintillement est une
propriété intrinséque d’un nanocristal unique détectable & toutes les échelles
de temps. Son origine est encore mal connue mais est probablement due &
I'existence d'un état ionisé [49] de longue durée de vie. Les nanocristaux
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n’ayant pas la méme réactivité chimique qu’un fluorophore organique, ils
sont de plus stables sous illumination.

La section efficace d’absorbtion d’un nanocristal est environ dix fois plus
élevée que celle d’un fluorophore organique. Ils sont donc particuliérement
brillants. Si on suppose que l'efficacité de collection de photons fluorescents
est de ordre de quelques pour cents, le taux de photons de fluorescence
détectés 7. est de l'ordre de 10* photons.s™!. En se placant dans la limite
du bruit de photon, le rapport signal & bruit est Spu. = 1//77: ou 7
est le temps d’acquisition. Dans nos expériences, 7 est de l'ordre de 100
ms, ce qui fournit Sp,q. 2 30. Ce rapport signal & bruit est de l'ordre de
grandeur de celui observé a l'aide de notre dispositif expérimental (Figure
. L’ensemble de ces propriétés optiques a motivé leur utilisation comme
marqueurs biologiques.

Marquage de protéines individuelles par un nanocristal

Les nanocristaux sont des objets colloidaux solubles dans les solvants or-
ganiques mais qui s’agrégent en solvant aqueux et donc en milieu biologique.
De travaux effectués au cours de la derniére décennie ont permis de solu-
biliser des nanocristaux dans 1’eau. Le principe des différentes formulations
proposées est identique : le nanocristal est recouvert d’une enveloppe de mo-
lécules permettant la répulsion entre deux nanocristaux, par encapsulation
ou effet électrostatique ou stérique [28] [47), [103]. 11 est aujourd’hui possible
de faire ’acquisition commerciale de tels objets fonctionnalisés (Figure .

Fi1G. 2.3 — Nanocristal solubilisé : le cristal est recouvert d’un assemblage mo-
léculaire complexe (polymeres, composés amphiphiles,...) et éventuellement
de streptavidine permettant sa liaison o un anticorps biotinylé. Cette image
est issue de la documentation fournie par Quantum Dot™™
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Dans le cadre de nos expériences sur le GABA 4R dans la membrane de
neurones vivants, nous avons utilisé une méthode de marquage standard avec
des fluorophores organiques pour les protéines membranaires en se servant de
nanocristaux semiconducteurs comme sondes. Les neurones en culture sont
tout d’abord placés dans un milieu proche de leur milieu de culture mais
tamponné (par de ’Hepes) pour avoir un pH neutre a I’air ambient. Ils sont
alors incubés successivement avec un anticorps spécifique de la sous-unité
72 du GABA 4R produit chez le cochon d’Inde, puis avec un fragment [FaD]
d’un anticorps spécifique du cochon d’Inde couplé a une biotine et enfin avec
des nanocristaux émettant a 605 nm fonctionnalisés avec de la streptavidine

(Figure [2.4).

FiG. 2.4 — Construction biochimique

Cet assemblage biochimique réalisé par deux interactions immunologiques
et une interaction spécifique permet le marquage de récepteurs membranaires
uniques. L’observation de récepteurs marqués par des nanocristaux fluores-
cents est faite a ’aide d’un microscope de fluorescence standard (Figure .

Les lamelles couvertes de neurones en culture marqués sont illuminées par
une lampe & mercure munie d’un filtre d’excitation & 525nm et sont observées
al’aide d’un objectif & immersion (grossissement x60 et ouverture numérique
1.4) & travers un filtre d’émission & 605mn sur une caméra[CCD] [I8, 42]. Une
image en transmission peut étre obtenue par le méme systéme expérimental
et comparée a I'image de fluorescence (Figure. Les spots fluorescents sont
des nanocristaux uniques ou des agrégats de nanocristaux. Le scintillement
permet alors de détecter avec vraisemblance le signal d’un nanocristal unique.
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Fi1G. 2.5 — Microscope de fluorescence : schéma.

L’unicité du nanocristal n’assure pas a priori I'unicité du récepteur dans
la construction. Cependant, I'utilisation d’un fragment [Fab| pour Panticorps
secondaire et 'utilisation d’anticorps et de nanocristaux trés dilués permet de
minimiser les possibilités de liaisons d’un nanocristal sur plusieurs récepteurs.
La spécificité du marquage a été vérifiée en supprimant I'un des étages de
la construction biochimique : dans tous les cas le marquage est supprimé,
ce qui assure la spécificité de la construction. Les concentrations de chaque
anticorps et de nanocristaux sont alors ajustées afin de pouvoir observer sur
un méme cone de croissance une dizaine de récepteurs.

Afin d’étudier la dynamique du récepteur du GABA 4, nous avons en-
registré des séquences continues d’images de fluorescence avec un temps
d’intégration pour chacune de 75 ms, et ce pendant des temps plus longs
que la minute. Les nanocristaux restent fluorescents et scintillants pendant
la durée totale de I'enregistrement, permettant la détection de phénoménes
inaccessibles jusqu’alors.

La présence des récepteurs marqués par les nanocristaux durant toute
la durée des expériences a été vérifiée a l'aide d’un lavage acide. Les neu-
rones marqués sont plongés durant 2 minutes & 4°C dans du milieu dont le
pH est ajusté a 2 par ajout d’acide chlorhydrique molaire. Ce traitement
permet d’éliminer toutes les constructions attachées en surface. Une heure
aprés le marquage, un lavage acide est capable d’éliminer 90% du signal de
fluorescence. Les récepteurs sont donc peu internalisés durant la durée de
I'expérience et demeurent & la surface du coéne de croissance. Nous allons
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Fi1G. 2.6 — Exemple de marquage sur un neurone de trois jours en culture.
Limage de fluorescence est superposée sur une image de transmission en
contraste de phase prise avec un objectif X60 NA=1.4

maintenant détailler les méthodes utilisées afin d’extraire de l'information
physique et biologique des données brutes enregistrées.

2.1.4 Le suivi de molécules uniques

La premiére étape dans 'analyse des données expérimentales consiste &
reconstituer les trajectoires de récepteurs uniques observés dans la membrane
du cone de croissance. Nous présentons ici le principe de la méthode employée
afin de reconstruire les trajectoires, un exposé plus complet étant disponible
aux références indiquées [14, [15].

Détection des nanocristaux

Les spots sont tout d’abord détectés sur chaque image de I’enregistrement
a l'aide d’une méthode de corrélations. La réponse impulsionnelle de notre
systéme optique, c’est-a-dire 'image formée sur le détecteur par un point
source, a été mesurée en faisant 'image d’un nanocristal unique immobilisé
sur une surface (voir Figure 2.7). En effet, a la longueur d’onde utilisée
(A = 605nm) les nanocristaux sont des objets ponctuels et leur image est
celle de la diffraction d’un point source. Le calcul de la corrélation entre une
image et la réponse impulsionnelle présente alors des maxima locaux aux
positions des points source. Les images obtenues étant bruitées, il apparait
des maxima locaux artéfactuels; ceux-ci sont alors exclus en ne conservant
que les maxima au dessus d’un seuil de signification statistique.

La position plus précise des spots peut étre obtenue en ajustant le signal
de fluorescence au voisinage des points détectés par une courbe gaussienne,
qui est une bonne approximation d’une fonction d’Airy, le signal théorique
attendu. La qualité de 'ajustement est directement dépendant du rapport
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F1G. 2.7 — Réponse impulsionnelle du systéme optique utilisé (A) : il s’agit
en fait du profil d’intensité d’un nanocristal unique. Image typique de fluo-
rescence (B) : les récepteurs du GABA ont été marqué comme décrit dans le
texte par des nanocristauz observés en épifluorescence (excitation a 530 nm,
émission & 605nm pour un temps d’acquisition de 75 ms) et en transmission
(C) avec une trajectoire reconstruite d’un coéne de croissance

signal & bruit, qui est ainsi le parameétre régulant la précision de pointé. La
détermination du centre de chacune de ces courbes gaussiennes fournit alors
la position des nanocristaux avec une précision de 'ordre de 20 nm. La mé-
thode utilisée permet de repérer un point source avec une précision meilleure
que celle imposée par le critéere de Rayleigh. Ce procédé est cependant un
calcul de position de spot isolé et ne saurait permettre la résolution de deux
points source plus proches que la distance de Rayleigh R = % ou A est
la longueur d’onde et [NA] 'ouverture numérique de l'objectif utilisé. Avec le
dispositif utilisé, la résolution est ainsi de l'ordre de 260 nm.

Reconstruction des trajectoires

Une fois cette étape de détection accomplie, les points source détectés
sur des images différentes doivent étre associés afin de reconstituer les tra-
jectoires. Pour cela, la probabilité pour chaque spot détecté sur une image
donnée d’appartenir a une trajectoire reconstruite sur les images précédentes
est calculée. Cette probabilité est estimée en considérant que le mouvement
de toutes les particules est brownien avec un coeflicient de diffusion évalué
sur la partie de la trajectoire déja reconstituée. Cette hypothése ne préjuge
pas de la dynamique réelle des particules : celle-ci peut ne pas étre purement
brownienne, mais entre deux images successives la diffusion est dominante
sur tout autre type mouvement. Chaque spot est alors rattaché a la trajec-
toire a laquelle il est significativement le plus susceptible d’appartenir. Le
scintillement est pris en compte dans cette approche en autorisant la recons-
truction de trajectoires incomplétes et en recherchant pour chaque point-
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source détecté un raccord avec des trajectoires interrompues avant l'image
précédente. Les trajectoires de l’ensemble des récepteurs uniques marqués
dans la membrane du céne de croissance sont alors reconstruites (Figure
et contiennent toute I'information accessible par le suivi de récepteurs
individuels. Il s’agit donc a ce stade de pouvoir trouver de I'information dans
ces trajectoires quant a la nature des interactions subies par les récepteurs.

2.2 Mouvements dirigés dans la membrane

La membrane plasmique peut étre décrite comme un fluide visqueux ou
une mosaique fluide [93] [140]. Les récepteurs s’y déplacent avec une compo-
sante brownienne importante aux échelles de temps et d’espace observées, ce
qui nécessite I'utilisation de méthodes d’analyse adaptées.

2.2.1 Meéthodes d’analyse
Le déplacement quadratique moyen

Une quantité adéquate pour l'analyse de ce type de trajectoires est le
Déplacement Quadratique Moyen (DQM]). Considérons un ensemble de réa-
lisations indépendantes de trajectoires {z;(t) };en unidimensionnelles de par-
ticules se déplagant sous l'effet des mémes lois physiques. Le déplacement
quadratique moyen est défini par :

DQM(t) =< (z(t) — z(0))? > (2.1)

oll < ... > désigne la moyenne d’ensemble sur toutes les trajectoires. Le
déplacement quadratique moyen permet de caractériser la nature du mou-
vement des trajectoires considérées. Dans le cas de la diffusion pure, la par-
ticule suit une marche au hasard : la position de la particule z(t + 7) a
I'instant ¢ + 7 est donnée en fonction de sa position x(¢) a U'instant ¢t par
z(t+7) = x(t) + V2D7€ ot D est le coefficient de diffusion £ une va-
riable aléatoire gaussienne, c’est-a-dire de moyenne < £ >= 0 et de variance
< €2 >= 1. Cette formulation du mouvement brownien est la solution de
I’équation de Smoluschowski en dimension 1 en I'absence de potentiel exté-
rieur et est équivalente a la formulation de Langevin dans la limite visqueuse
(7 > 107!4s), ol les effets inertiels sont négligeables. Le déplacement qua-
dratique moyen est alors :

DQM(t) =< 2Dt&* >= 2Dt (2.2)

Dans le cas ou le mouvement de la particule est la combinaison d’un mou-
vement brownien et d’'une dérive avec une vitesse moyenne v, nous avons

z(t+7) = 2(t) + V2D7E + vT et ainsi :
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DQM (t) =< (V2Dt€ + vt)? >= 2Dt 4 v*t> (2.3)

Une résolution de I’équation de Smoluschowski dans un puits unidimension-
nel a bords réfléchissants de dimension L [94] (Annexe 4.4]) permet de déter-
miner le déplacement quadratique moyen pour un mouvement confiné. Dans
ce cas :

L? 161 & 1 _epr)?2De
DQM(t) = — — e 1 (2.4)
6 4 (2p+1)4
p=0
dont une approximation au premier ordre en ¢ peut étre donnée par :
16L2 _ Dtn?
DQM (t) ~ = (I1—e 7)) (2.5)

Le terme constant a été ajusté dans cette approximation afin de vérifier
qu’aux temps courts -ceux ou la particule ne voit pas encore les bords- le
déplacement quadratique moyen est identique a celui d’une particule en dif-
fusion libre de méme coeflicient de diffusion. Le calcul du déplacement qua-
dratique permet ainsi de caractériser la nature d’un ensemble de trajectoires
comportant une composante brownienne : un mouvement diffusif produit une
forme linéaire en fonction du temps tandis qu'un mouvement dirigé a une
signature quadratique. De plus, il est possible d’en extraire des informations
quantitatives comme le coefficient de diffusion D ou la vitesse d’entraine-
ment v, fournis par un ajustement polynomial du déplacement quadratique
moyen.

La précision de pointé

Si on considére un ensemble de trajectoires réelles, la précision obtenue
par ce calcul est affectée par l'erreur expérimentale inhérente a la mesure
optique. En effet, la position d’une particule & chaque instant est déterminée
a une erreur prés : la précision de pointé. Si la position réelle est z(t), la
position observée sera ,,(t) = z(t) + € ott < ¢ >= 0 et < 2 >= 02 o1 7 est
la précision de pointé. On obtient ainsi dans le cas d’un mouvement brownien
un déplacement quadratique mesuré DQM,,(t) = 2Dt + 202. L’ajustement
correct n’est donc plus linéaire mais affin, son ordonnée & ’origine étant une
mesure de la précision du systéme optique. Estimons ’ordre de grandeur du
décalage introduit suite a la précision de pointé finie. Dans nos mesures, que
nous détaillerons plus loin, o ~ 20nm et D ~ 10 'um?.s~!. Le décalage
devient négligeable dés que t > % ~ 1ms. A notre cadence d’acquisition,
celui-ci est donc négligeable dés les premiéres positions enregistrées et nous
pourrons considérer comme exactes les formes théoriques du déplacement
quadratique moyen pour chaque type de mouvement.
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Le temps d’acquisition

La détection expérimentale de la position d’une particule a I'instant ¢ par
un détecteur se fait en un temps d’acquisition fini 7. La position de la par-
ticule mesurée par le détecteur n’est donc pas sa position réelle x(t) mais sa
position moyenne durant la durée de I’acquisition soit Z,,es = % tt+T x(t)dt'.
Le déplacement quadratique moyen est alors :

DQM() < (7, a(udu — fy o(u)du))? >
f”Tfu 0<:c( u)z(w )>dudw
+ft+Tf )>dudw~l—f 0 u0<a:() r(w) > dudw)/T?
(2.6)
or < z(u)x(w) >= 2D min(u,w), et par conséquent

1
DQM,,(t) = ﬁ(—QDT?’ +2DtT% 4+ DT3/3 + DT3/3) (2.7)

DQM, (1) = 2Dt - ) 29
Dans le cas de la diffusion pure, l'effet dii au temps d’acquisition non nul
est analogue & celui de la précision de pointé et peut étre traité par la méme
méthode pour 'ajustement du déplacement quadratique. Dans le cas d’'un
mouvement confiné, par exemple, une correction supplémentaire doit cepen-
dant étre introduite & cause des corrélations dans le mouvement dues aux
bords du domaine de confinement [45], 125]. Cet effet n’est important que
lorsque 'écart au mouvement brownien n’est pas négligeable a 1’échelle du
temps d’acquisition. L’existence de zones de confinement de taille compa-
rable a celle de la région explorée par diffusion durant le temps d’acquisition
impose de tenir compte de cette correction. Pour un temps d’acquisition
T de 75 ms et un coefficient de diffusion de 0.25 um?.s~!, cette taille est
dmin = V4DT ~ 0.3um. Dans le cas d’'un mouvement dirigé, la correction
due au temps d’acquisition est négligeable dés lors que le déplacement di a
la vitesse d’entrainement v reste petit devant la contribution diffusive, c’est-
a-dire pour v < /4D /T ~ 13um.s~'. Les propriétés des mouvements que
nous avons observés (Section sont telles que ces corrections dues au
temps d’acquisition du détecteur sont négligeables. Nous n’en avons donc
pas tenu compte dans notre analyse.

Analyse de trajectoires individuelles

Nous venons de décrire une analyse valable pour un ensemble infini, ou
du moins thermodynamique, de trajectoires indépendantes et de méme loi.
Nos expériences sont loin d’étre dans ce cadre : il s’agit en effet d’analyser des
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trajectoires uniques discrétes de durée finie {x(n)},_, z ot T et 7 sont res-
pectivement la durée totale de la trajectoire et le temps Td’acquisition. 11 faut
alors développer un estimateur du déplacement quadratique moyen pour une
trajectoire unique. Considérons tout d’abord un ensemble fini de N trajec-
toires {x;(t) };=1..n indépendantes. Un estimateur naturel non biaisé du dé-
placement quadratique moyen est simplement la moyenne des déplacements
quadratiques de chaque trajectoire DQM,(t) = + Zfil(xz (t)—z;(0))2. Nous
pouvons alors remarquer qu’une trajectoire unique composée de L points est
en fait un ensemble de trajectoires de longueur moins grande que L (Figure

23).

Fi1G. 2.8 — Principe d’échantillonnage des trajectoires dans le calcul du dé-
placement quadratique moyen : quelques sous-trajectoires de longueur L = 3
sont représentées en couleurs différentes. Ayant des segments en commun,
elles ne sont pas indépendantes.

Un estimateur du déplacement quadratique moyen est alors [123], 132] :

L—n

LS (aln ot k) — a(k))? (2.9)
=1

L—n
k

plt = (n—1)7) =

Celui-ci se généralise pour une trajectoire en dimension quelconque r(n)
en remplacant (z(n + k) — x(k))? par la distance (r(n + k) — r(k))%. La
construction de cet estimateur utilise des points situés en différentes régions
de la trajectoire : la mesure qu’il fournit est donc nécessairement globale et
refléte les propriétés moyennes du mouvement sur l’ensemble de la trajec-
toire.

54



CHAPITRE 2 DYNAMIQUE DU RECEPTEUR DU GABA

L’erreur statistique

Il faut de plus remarquer que, suite au nombre fini de trajectoires dans
I’ensemble, il existe une erreur statistique venant se rajouter a l'erreur ex-
périmentale. En outre, les sous-trajectoires extraites de la trajectoire unique
ne sont pas indépendantes (Figure 2.8). L’erreur Ap(t) n’est donc pas sim-
plement e;,4(t) l'erreur qui serait donnée par l’application du théoréme de
la limite centrale sur le méme nombre de trajectoires indépendantes, pour
laquelle Perreur statistique est réduite d'un facteur VN, N étant le nombre
de trajectoires indépendantes. Leur non-indépendance implique que Ierreur
statistique inhérente & la méthode est nécessairement supérieure & e;,4. Dans
le cas d’'un mouvement purement brownien, il est possible de calculer ’erreur
statistique en chaque point [123] :

n?(L—n —n—n?
Ap(t)Q — (4Dt)2[4 (L().n()];r_%f)2 ] pour n < L/2 (2.10)
Ap(t)? = (4Dt HHUE b nbin) pour > L/2

L’erreur statistique commise dépend du nombre de points dans la tra-
jectoire et du point auquel on se place. Elle croit rapidement au fur et a
mesure que l’on s’intéresse a un temps plus proche de la longueur totale de
la trajectoire car le nombre de sous-trajectoires extraites diminue. Il faut
de plus noter que l'erreur statistique est dépendante du modéle utilisé pour
le mouvement : celle-ci est a priori différente pour un mouvement dirigé ou
confiné. Les calculs dans ces deux cas étant significativement plus complexes,
il est possible de la déterminer a I'aide de simulations numériques. Pour un
type de mouvement donné, 500 trajectoires de L points sont simulées (pour
la méthode de simulation voir en annexe) et p(n) est calculée pour chaque
trajectoire. La mesure de la variance empirique de p(n) donne alors I'erreur
statistique E(n,L) au temps n pour une trajectoire de L points. Afin de
pouvoir analyser toutes les trajectoires expérimentales éventuelles, la méme
opération est effectuée pour L entre 10 (longueur minimale des trajectoires
conservées) et 1024 (longueur totale d'un enregistrement). Cet algorithme
permet donc d’obtenir la base de donnée E(n, L)n—1..1:1=10...1024-

2.2.2 Reésultats

Des enregistrements en fluorescence de récepteurs individuels on été ef-
fectués sur plusieurs cones de croissance en culture. Plus d’une centaine de
trajectoires de récepteurs du GABA 4 ont ainsi pu étre reconstituées. La
taille de celles-ci n’est pas systématiquement celle de ’enregistrement com-
plet (1024 images acquises a la cadence de 13 Hz), bien que les nanocristaux
ne subissent pas de photoblanchiment. Il existe de nombreuses autres rai-
sons expliquant la difficulté de reconstruction : période de scintillement trop
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longue, croisement de plusieurs particules,... Pour tous les résultats présen-
tés ici, seules les trajectoires de plus de 100 points ont été conservées. Deux
populations de récepteurs peuvent étre préalablement séparées sur de simple
critéres morphologiques : les récepteurs présent dans la région du codne de
croissance riche en actine (le lamellipode et les filopodes) et ceux de la région
centrale riche en microtubules. L’analyse des trajectoires permet de mesurer
leurs coefficients de diffusion (Figure par ajustement linéaire sur les cinq
premiers points de leur déplacement quadratique moyen.

Fi1c. 2.9 — Distribution des coefficients de diffusion dans la zone centrale

(n=115)

Dans la région centrale, le coefficient de diffusion moyen est D,, = 0.25+
0.01pm?.s™! (n=115), ce qui est de l'ordre de grandeur attendu pour la
diffusion libre d’une protéine dans une membrane [48] ou d’un neurorécepteur
dans D'espace extra-synaptique [42]. Ceci indique que les mouvements des
récepteurs du GABA ne sont pas controlés par des effets géométriques ou
visqueux dans la membrane du coéne de croissance. La faible dispersion de la
distribution du coefficient de diffusion (¢ = 0.13um?2.s71) et son ajustement
gaussien correct dénotent que la population de récepteurs dans le cone de
croissance est relativement homogeéne.

La longueur des trajectoires enregistrées, grace a I'utilisation de nanocris-
taux, permet de caractériser plus finement les trajectoires individuelles. En
conservant le premier cinquiéme de chaque déplacement quadratique moyen
calculé -pour ne conserver qu’une région ou 'erreur statistique est faible- sa
courbure a été observée. Une courbure positive permet un ajustement par
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une forme quadratique et révéle un mouvement dirigé [94] (Figure [2.10]).

Fig. 2.10 — Principe du critére de détection de mouvements dirigés sur
des trajectoires individuels. Sur cet exemple, le premier cinquiéme du dé-
placement quadratique moyen de deux trajectoires artificielles de 500 points
(D=0.25 um?.s7%) est tracé. L’une a une vitesse d’entrainement (v=0.3
,um.s_1 en vert) et l'autre non (en rouge). Leur position par rapport a la
droite d’équation MSD = 4Dt permet d’identifier leur type de mouvement.

80% des trajectoires enregistrées dans la zone centrale du cone de crois-
sance s’avérent dirigées avec une vitesse moyenne v,, = 0.29 4 0.02um.s~!
(n=92) (Figure [2.11)). Les mouvements dirigés ne présentent pas d’orienta-
tion particuliére : ils sont symétriques par rapport a 'axe de 'axone (voir
le Chapitre suivant) et ne sont pas spécifiquement rétrogrades comme les
mouvement dus au flot d’actine [I38].

Fi1G. 2.11 — Distribution des vitesses d’entrainements des mouvements dirigés
dans la région centrale du cone de croissance (n=292)

L’homogénéité des propriétés dynamiques des récepteurs dans la région
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centrale indique qu’ils sont plongés dans le méme environnement physique,
ce qui justifie le recours & des moyennes d’ensemble sur plusieurs trajec-
toires. Afin de confirmer les effets non browniens détectés avec une précision
statistique suffisante, nous avons effectué la moyenne des déplacements qua-
dratiques moyens de chaque trajectoire. L’estimation de 'erreur statistique
détaillée dans la section précédente permet alors d’exclure avec certitude la
possibilité de mouvements des récepteurs purement diffusifs. Le mouvement
moyen de ceux-ci est la combinaison d’un mouvement brownien avec coef-
ficient de diffusion D = 0.25um?.s™! et d’'un mouvement dirigé avec une
vitesse 7 = 0.28um.s~! (Figure .

F1G. 2.12 — Moyenne d’ensemble du déplacement quadratique moyen dans la
zone centrale. Les courbes présentées avec les données sont les ajustements
linéaire (mouvement brownien) et quadratique (mouvement dirigé) tenant
compte de l’erreur statistique

Les vitesses moyennes d’entrainement v etwv,, sont comparables, ce qui
souligne la cohérence des deux méthodes d’estimation. En moyenne, les ré-
cepteurs du GABA de la région centrale du céne de croissance ont donc avec
certitude un mouvement dirigé.

Les mémes mesures on été effectuées pour les récepteurs présents dans
la région périphérique du coéne de croissance. Il apparait dans ce cas un
comportement diffusif comparable (D = 0.26 + 0.02um?2.s~!, n=38) mais il
n’existe pas de mouvement dirigé (Figure .

La présence de mouvements dirigés exclusivement dans la région centrale
indique une probable implication des microtubules. En utilisant des cellules

58



CHAPITRE 2 DYNAMIQUE DU RECEPTEUR DU GABA

F1c. 2.13 — Distribution des coefficients de diffusion dans la région périphé-
rique du cone de croissance (n=38)

transfectées & 'aide d’un plasmide codant pour une protéine de fusion EB3-
GFP | il est possible de détecter et de suivre les extrémités des microtubules.
Cette protéine se lie aux extrémités des microtubules dans leur phase de
polymérisation. L’observation de son déplacement dans la cellule permet
alors de déterminer la vitesse d’extension des microtubules in vivo.

Cette vitesse d’élongation mesurée dans un neurone [I5I] est voisine de
la vitesse moyenne d’entrainement détectée dans nos expériences. Ce fais-
ceau de suppositions nous a amené & nous intéresser plus avant au role de
cytosquelette.

2.3 Interactions avec le cytosquelette

L’organisation cellulaire est étroitement liée & ’agencement et a la dy-
namique du cytosquelette dans les neurones, comme dans tout autre type
de cellule. Ses deux principaux éléments, les filaments d’actine et les mi-
crotubules sont des polymeéres formant des filaments conférant & la cellule
sa forme, déplagant certains organelles [70] par leur dynamique propre ou a
'aide de moteurs moléculaire, et structurant la membrane plasmique [56, [30].
Outre les arguments que nous avons avancés dans la section précédente, ces
éléments éveillent 'intérét pour le role éventuel du cytosquelette dans les
mouvements des récepteurs dans la membrane.

2.3.1 Reésultats expérimentaux

Réle des microtubules

Afin d’étudier le role des microtubules, ceux-ci ont été dépolymérisés par
un traitement au nocodazole 1 pmol.L~! pendant une heure. La méthode
d’analyse des trajectoires est identique a celle déja présentée. La diffusion
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n’est pas notablement modifi¢e (D = 0.23 & 0.01 pm?.s~!, Figure ,
mais les mouvements dirigés sont abolis puisque seuls 5% des trajectoires
présentant un mouvement dirigé (Figure , ce que confirme le calcul de
la moyenne du déplacement quadratique moyen. (Figure .

Fic. 2.14 — Moyenne du déplacement quadratique moyen (A) comparé a
un ajustement linéaire et a I’ ajustement résultant des données dans le cas
controle et distribution des coefficients de diffusion (B) en présence de noco-
dazole (n=103)

L’effet du traitement par le nocodazole est réversible : lorsque les neu-
rones précédemment traités sont rincés avec du milieu de culture frais et
laissés a reposer a 37°C pendant au moins une heure, les propriétés des mou-
vements des récepteurs sont restaurées. 80% des trajectoires sont des mou-
vements dirigés (Figure avec une vitesse moyenne v7¢¢ = 0.27um.s~!
(Figure [2.15)).

La vitesse d’entrainement observée sur les mouvements des récepteurs
est donc spécifiquement abolie par la dépolymeérisation des microtubules.

Role de ’actine

Le role des filaments d’actine, révélé par leur dépolymeérisation par un
traitement de latrunculine (3pmol.L~! pendant 20min), est plus ambigu. En
effet, si le coefficient de diffusion n’est pas significativement modifié (D =
0.23 4 0.01 pm?.s~!, n=114), les propriétés des mouvement sont altérées
mais sans pouvoir exclure I'existence d’'un mouvement dirigé moyen. 30%
des trajectoires sont dirigées (Figure avec une vitesse moyenne v'% =
0.28 + 0.02um.s~!(n = 38) comparable au cas controle. Le role direct de
I’actine semble donc mineur dans I’existence de mouvements dirigés.

Le couplage connu [127, 130, [I55] entre la dynamique des microtubules
et celle de 'actine pourrait expliquer 'influence secondaire de 'actine sur les
mouvements des récepteurs dans la membrane de la région centrale du céne

de croissance.
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Fi1c. 2.15 — Distribution des vitesses d’entrainement aprés traitement par le
nocodazole et restauration (n=35)

Fi1G. 2.16 — Proportion de mouvements dirigés détectés par la méthode d’ana-
lyse de trajectoires uniques, dans le cas controle (bleu clair, 78%), apres trai-
tement par la latrunculine (rose, 33%), le nocodazole avant (violet, 5%) ou
aprés une période de restauration (bleu, 79%)

Modéles de locomotion
Mouvement actif et passif

L’étude pharmacologique précédente fait apparaitre 1'existence d’inter-
actions de nature indéterminée des récepteurs avec les microtubules respon-
sables des leurs mouvements dirigés. Cependant, le mode de locomotion pré-
cis du récepteur et la nature des interactions qui le crée restent inconnus. Les
récepteurs se meuvent ils de fagon active sur les microtubules, par exemple
par l'entremise d’un moteur moléculaire, ou sont ils passivement déplacés
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par la dynamique propre des microtubules ? (Figure [2.17)).

Fic. 2.17 — Modéles de dynamique du récepteur : modeéle passif (A) ot un
intermédiaire inconnu permet une interaction avec les extrémités du micro-
tubules déplagant le récepteur par sa dynamique et modéle actif (B) ot un
intermédiaire inconnu permet un déplacement sur le microtubule

Traitement par le taxol

Afin de répondre a cette question, les neurones sont traités par le taxol
(10 mg/mL pendant une heure). Ce traitement a pour effet de geler la dy-
namique des microtubules en les maintenant dans leur état polymeérisé. Il
permet donc de discriminer entre les deux modéles : dans le cas d’'un mouve-
ment actif le long des microtubules, la dynamique des récepteurs ne devrait
pas étre modifiée si ce n’est en un renforcement des mouvements dirigés.
En revanche, un mouvement dépendant de la dynamique des microtubules
devrait étre aboli.

Le traitement par le taxol résulte en la disparition de tout mouvement
dirigé. La moyenne des déplacements quadratiques moyens fait méme appa-
raitre un mouvement moyen de confinement ou de diffusion anomale (Figure
, les deux modéles étant indiscernables & ce niveau. Nous pouvons ce-
pendant remarquer que les trajectoires enregistrées se situent réguliérement
au niveau de la zone ol les extrémités de microtubules sont ordinairement les
plus abondantes. Les récepteurs pourraient ainsi étre confinés au voisinage
des extrémités des microtubules dans une région de taille typique L = 1.2 ym
déterminée par I'ajustement moyen du déplacement quadratique moyen par
un modéle de diffusion confinée. La suppression des mouvements dirigés par
le taxol exclut, quoi qu’il en soit, le modéle de dynamique active. Les ré-
cepteurs sont déplacés par la dynamique des microtubules et susceptibles
d’interagir avec leurs extrémités.

Le déplacement quadratique est cependant une mesure globale sur la tra-
jectoire et rend donc impossible la détection de périodes d’interaction entre
récepteurs et microtubules. Il serait alors intéressant de mettre directement
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Fi1G. 2.18 — Trajectoire typique d’un récepteur dans le cone de croissance en
présence de tazxol (A) et moyenne (n=97) du déplacement quadratique moyen
en présence de taxol (B) , comparée a un modéle de mouvement confiné
(quadratique), brownien (linéaire) et dirigé (saturation exponentielle).

en évidence 'existence de ces interactions et de déterminer si les récepteurs
interagissent de facon permanente avec les extrémités des microtubules. Afin
de répondre a ces questions, nous nous sommes intéressés aux changements
de dynamique dans la trajectoire des récepteurs.

2.3.2 Meéthode d’analyse locale

Les outils de calcul pour une détection locale de mouvements dirigés
n’étant pas disponibles dans la littérature existante, ils ont été développés
au cours de cette thése en s’inspirant des travaux effectués pour la détection
de périodes transitoires de confinement & 'aide de 'indice de confinement
[109, 142]. Cet indice repose sur l'estimation locale d’une fonction d’essai
caractéristique d’une diffusion plus lente que la moyenne sur la trajectoire,
a laide d’une moyenne glissante. Des périodes de diffusion ralentie peuvent
ainsi étre détectées avec certitude par cette méthode.

Principe de I'Indice de Corrélations en Vitesse

Il s’agit ici de produire une fonction qui révéle localement un mouvement
dirigé. Un mouvement dirigé présente des corrélation temporelle dans sa
vitesse, & l'inverse d’'un mouvement brownien. Nous avons donc développé
une méthode d’estimation locale des corrélations dans la vitesse : I'Indice de
Corrélations en Vitesse (ICV) [17] afin de détecter les périodes de mouvement
dirigé.

Mise en ceuvre

Il faut obtenir une estimation des correlations dans la vitesse suffisam-
ment locale pour détecter des événements éventuellement brefs, mais égale-
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ment suffisamment moyennée dans le temps afin de pouvoir extraire un signal
mesurable malgré les fluctuations dues au bruit brownien. Pour concilier ces
deux besoins antagonistes, nous avons suivi l'algorithme suivant. Pour une
trajectoire {z(7)}i=1.. n, on définit une taille de fenétre L < N. Il est alors
possible de regrouper les points de la trajectoire en un ensemble de segments
de longueur L. Le rassemblement en segments est en fait arbitraire : suivant
le choix du premier point inclus dans le premier segment, le regroupement
en segments est différent (Figure . Le choix de l'origine est, pour une
taille de fenétre L, compris entre 1 et L définissant L — 1 cadres de lecture
et L ensembles de regroupements [{Sk(j)}x=1..L-

Fi1G. 2.19 — Principe de calcul de ’Indice de Corrélation des Vitesses. Le
schéma présente par souct de simplicité le cas L=2

Pour chaque segment dans chaque cadre de lecture, la vitesse moyenne
Vi(j) est calculée et attribuée a chaque point du segment. La corrélation
moyennée au point ¢ dans le cadre de lecture k est définie par :

Vi(j)-Vi(G+1)
(IViG)-[ V(G + 1)
ou le point ¢ appartient au segment j dans le cadre de lecture k. On peut
remarquer que les points ¢ de la trajectoire ot ¢ < L ou ¢ > N — L ne sont
pas pris en compte dans tous les cadres de lecture. Par conséquent, dans

O(i) = (2.11)
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I’étape suivante ces points ne sont pas considérés. L’indice de corrélation au
point ¢, C(i), est défini par :

C(i) =< Cr(i) >k (2.12)

ol la notation < ... >, désigne la moyenne sur I’ensemble des cadres de
lecture. C'(i) est compris entre —1 et 1, un mouvement dirigé pur et mono-
directionnel donnant la valeur 1 et un mouvement purement diffusif la va-
leur 0 en moyenne. Le choix de L est important dans 'utilisation de cet
algorithme : il régule le caractére local de l'indice de corrélations des vi-
tesses. Un choix pertinent pour L est une durée pour laquelle le déplace-
ment di & la vitesse d’entrainement devient au moins comparable a celui
dti au mouvement brownien. Une valeur minimale L,,;, est alors donnée par
VLminT =2 /4D LyyinT, 80it Lipin == 4D/v27' ou 7 est le temps entre deux
points consécutifs de la trajectoire, D le coefficient de diffusion et v la vi-
tesse d’entrainement. Avec des paramétres raisonnables (D = 0.25 um?.s~!,
v = 0.8 ,um.sf1 et 7 = 75 ms), Ly, est de Uordre de 20 images. Dans
toute notre analyse, présentée plus avant, nous avons utilisé L=30 images,
soit 2.25 s. Cette valeur permet de réduire suffisamment le bruit et de pou-
voir s’affranchir des fluctuations browniennes, tout en conservant le caractére
local de I'indice.

Détection de mouvements dirigés

La détection de périodes de mouvement dirigé se fait alors en repérant
les zones de fort indice de corrélation. Il est cependant essentiel de définir un
seuil de certitude permettant de discriminer entre les pics de C() réellement
dus & un mouvement dirigé et les artefacts dus aux fluctuations browniennes.
Ce seuil a été déterminé en testant ’algorithme sur des trajectoires simulées
numériquement. Celles-ci sont purement browniennes et ne présentent donc
pas de pics "réels" dans leur indice de corrélation. Pour différentes hauteurs
critiques H.(= [0.950.90.850.80.750.70.65 0.6]) dans 'indice de corrélation,
nous avons mesuré un temps critique 7, pendant lequel I'indice a une pro-
babilité inférieure & 5% de rester contintiment au-dessus de H, suite a des
fluctuations stochastiques (Figure .

Ainsi, une période continue plus longue que T, ou l'indice reste supérieur
a H, a une probabilité supérieure & 95% de correspondre réellement & une pé-
riode de mouvement dirigé. Cette approche a été validée par simulations nu-
mériques : cent trajectoires browniennes ont été générées (D = 0.25um?s~1)
avec une unique période de mouvement dirigé (v = 0.8um.s~!) de durée
donnée par une loi exponentielle de temps caractéristique T, = 4.1 s et leur
indice de corrélation a été calculé. Pour des valeurs de H. décroissantes, on
recherche les événements dus au mouvement dirigé & 95% de certitude (Fi-
gure . Le temps durant lequel C(¢) > H™" ott H™" est la plus petite
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F1G. 2.20 — Détermination du seuil de confiance dans I’Indice de Corrélation
des Vitesses. Exemple de calcul de SCI sur une trajectoire simulée présentant
une période de mouvement dirigé délimitée par les traits pointillés verticaux
(A) et seuil de confiance (B). Un événement se produisant dans la zone grisée
ne peut pas étre du auzr fluctuations browniennes avec 95% de certitude.

valeur de H. donnant un événement significatif est alors mesuré et constitue
notre estimation de la durée de la période de mouvement dirigé.

Avec les paramétres utilisés, 65% de ces événements sont détectés, ce
qui permet de reconstruire la distribution des temps d’entrainement (Figure
. La distribution mesurée refléte la forme de la distribution réelle :
elle est ajustée correctement par une distribution exponentielle de temps
caractéristique T, = 4.5s. La surestimation du temps caractéristique reste
faible, mais est logique compte tenu de la difficulté de détecter les événements
les plus courts.

Validation synthétique

Une validation plus compléte de cette méthode de détection par corré-
lation des vitesses a été effectuée en explorant systématiquement ses para-
métres critiques : les valeurs relatives du coefficient de diffusion et de la
vitesse et le temps caractéristique des périodes d’interaction. Il est clair que
plus la vitesse d’entrainement dans les périodes de mouvement dirigé est éle-
vée, plus la détection est aisée. Ceci a été vérifié sur une gamme de vitesse
comprise entre 0.2 et 1.5 um.s~!. La détection passe ainsi de 35% a 75%
entre les deux valeurs extrémes de cet intervalle (Figure [2.22)). Ce résultat
permet de fixer les limites de la méthode de 'ICV, qui ne peut pas détecter
de trop faibles vitesses par rapport au coefficient de diffusion.

Le taux de détection des événements est également sensible & la durée
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F1a. 2.21 — Comparaison des durées du mouvement dirigé réels (courbe verte)
et mesurées a laide de 'ICV (histogramme et courbe rouge)

F1G. 2.22 — Taux de détection des événements de mouvement dirigé en fonc-
tion de leur vitesse
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de ceux-ci, les plus courts ne pouvant étre extraits du bruit brownien. En
faisant varier le temps caractéristique des durées des phases de mouvement
dirigé entre 2.25 s et 7.5 s, une augmentation du taux de détection de 53%
a 75% (Figure est observée. Ceci est du a la plus grande abondance
dans une distribution a plus faible temps caractéristique d’événements trop
courts pour étre détectés.

Cependant, les distributions des temps d’interaction mesurées & partir du
calcul de I'ICV sont peu différentes des distributions réelles (Figure avec
une surestimation du temps caractéristique 7 de la distribution exponentielle
limité & 20% dans le pire des cas envisagé (7=2.25s) et de 'ordre de 0,1%
pour le plus favorable (7=7.5 s).

Fi1G. 2.23 — Tauz de détection des événements de mouvement dirigé en fonc-
tion du temps caractéristique de la distribution de leur durée (A) et taux
d’identité dans la mesure de ce temps (B)

2.3.3 Reésultats : interactions transitoires avec les microtu-
bules

La méthode de I'indice de corrélation étant ainsi validée sur des données
synthétiques, nous ’avons appliquée sur les données expérimentales pour
détecter d’éventuelles alternances dynamiques dans le mouvement des ré-
cepteurs du GABA. L’application de 'indice de corrélation en vitesse aux
80% de trajectoires ayant une vitesse d’entrainement permet de détecter au
moins un événement transitoire de mouvement dirigé dans 60% des cas. La
distribution des durées de ces périodes d’interaction avec les microtubules
suit une loi exponentielle de temps caractéristique 7' = 4.0 s. (Figure .

La validité de cette approche a été vérifiée en calculant le déplacement
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F1G. 2.24 — Distribution des durées de mouwvement dirigé (n=59)

quadratique moyen sur les parties de trajectoires délimitées par 'utilisation
de l'indice. Dans les régions de faible indice, un déplacement quadratique
moyen linéaire, signature du mouvement brownien, est obtenu et, dans les
régions ot un mouvement dirigé est détecté, le déplacement quadratique
moyen est bien quadratique (Figure .

Fi1G. 2.25 — Moyenne du déplacement quadratique moyen dans les périodes
d’indice faible (A) et d’indice fort (B) avec leurs ajustements de mouvement
brownien et dirigé respectifs

La forme exponentielle de la distribution obtenue est caractéristique
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d’une transition en une seule étape d’'un mouvement dirigé vers un mouve-
ment purement brownien. Cette mesure conforte 'interprétation en termes
d’alternance entre diffusion avec interactions avec les microtubules et diffu-
sion libre. Les coefficients de diffusion sont voisins dans ces deux périodes ;
seule D'existence d’un mouvement d’entrainement les différencie. Ces deux
éléments sont la signature d’interactions transitoires des récepteurs avec les
microtubules et plus vraisemblablement avec leurs extrémités. La détection
d’alternances entre diffusion et entrainement atteste de plus que les mou-
vements dirigés observés sont une transition réversible dans le mouvement
contrairement & ce qui serait observé dans une endocytose.

2.4 Modéle de locomotion et portée fonctionnelle

Les données obtenues permettent de proposer un modéle complet de loco-
motion des récepteurs du GABA 4 dans la membrane du cone de croissance.
Ce modeéle est biologiquement intéressant pour l’organisation membranaire
et le fonctionnement du systéme de détection de gradients de GABA.

2.4.1 Le modéle du tapis roulant

Dans ce modéle, les récepteurs du GABA 4 diffusent librement dans
la membrane du cone de croissance avec un coefficient de diffusion D ~
0.25 pum?.s~1. Ils peuvent interagir avec les extrémités des microtubules. La
polymérisation du microtubule a alors pour effet de conférer aux récepteurs
une vitesse instantanée v; ~ 0.75 pm.s~!' en plus de leur diffusion dans
la membrane. Les récepteurs se détachent des microtubules avec un taux
kopr = 0.25 s~!. Le processus se répéte ainsi au cours du temps avec une
orientation et une distribution de vitesses d’entrainement reflétant la dyna-
mique et 'organisation spatiale des microtubules. Les récepteurs sont ainsi
transportés dans la membrane selon le modéle connu dans la littérature sous
le nom de "tapis roulant" [I33].

2.4.2 Microtubules et organisation membranaire

L’association transitoire entre récepteurs et microtubules est potentiel-
lement utile pour la détection d’un gradient externe de signaux de guidage.
En effet, la dynamique des microtubules est capable de réguler I’exploration
spatiale de la membrane par les récepteurs et éventuellement le processus
de transduction de signaux extérieurs. Il existerait ainsi un couplage entre
I’étape sensorielle et ’architecture cellulaire déterminée par le cytosquelette.
La dynamique des microtubules aurait alors un réle dans le chimiotactisme
du neurone, non seulement au niveau de la réorganisation morphologique
[159] mais aussi au niveau de I’étape de détection du gradient [24, 27]en
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F1G. 2.26 — Modéle de transport du récepteur du GABA 4 dans la membrane
du coéne de croissance

régulant les déplacements des récepteurs dans la membrane. Le role organi-
sateur des microtubules est bien connu dans les phénoménes cytoplasmiques,
comme le ballet chromosomique [26, [61] lors de la mitose ou le trafic intra-
cellulaire, mais il est encore peu caractérisé dans la membrane. Il pourrait
cependant s’avérer essentiel, dans les phénomeénes de chimiotactisme ou de
plasticité synaptique par exemple. Le couplage direct ici mis en évidence
entre systéme senseur et systéme moteur laisse entrevoir la possibilité de
mécanismes efficaces de détection de signaux extérieurs. Nous allons nous
intéresser dans le chapitre suivant & ce dernier point, afin de de mettre en
évidence les implications fonctionnelles de ce couplage dynamique entre chi-
miorécepteurs et cytosquelette.
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CHAPITRE 3 L’INTEGRATION FONCTIONNELLE

3.1 Reégulation spatiale par les microtubules

Dans le chapitre précédent, nous avons pu mettre en évidence le role des
microtubules dans la dynamique membranaire des récepteurs du GABA du
cone de croissance. Cette observation permet de supposer leur implication
dans 'organisation spatiale des récepteurs & la membrane, ce qui pourrait
avoir une importance fonctionnelle en couplant le systéme senseur au systéme
moteur du cone de croissance.

3.1.1 Dispositif expérimental

Le changement de direction de croissance d’un axone se produit sur des
temps allant de plusieurs minutes jusqu’a ’heure. Il est par conséquent inté-
ressant de s’intéresser a ’organisation des récepteurs dans la membrane & ces
échelles. Afin d’observer les récepteurs du GABA dans un temps pertinent
avec la fonction du cone de croissance, la méthode suivante a été utilisée.
Les récepteurs ont été marqués par la construction décrite dans le chapitre
précédent. Ils ont alors été observés durant vingt a quarante minutes en ac-
quérant une image toutes les secondes avec un temps d’exposition de 75 ms.
Ce type de mesure est rendue possible par I'utilisation de nanocristaux semi-
conducteurs. Aucune autre méthode ne permet & ce jour une acquisition en
paralléle de molécules uniques sur des temps aussi longs.

3.1.2 Meéthodes d’analyse

L’objectif de tels enregistrements n’est pas la reconstruction de trajec-
toires de récepteurs individuels, mais 1’observation de leur organisation au
cours du temps. Aussi, nous avons utilisé deux outils de visualisation de 1’or-
ganisation des récepteurs : leur zone d’exploration et leur position moyenne,
celle-ci étant le barycentre géométrique des positions des récepteurs.

La zone d’exploration est définie de la fagon suivante. Pour une séquence
de N images {I(k)}r=1..n, une seconde séquence d’'images de méme taille
{Ieapi (k) }k=1...N, appelée séquence d’exploration, est créée. Initialement tous
les points des images {Iczpi(k)} ont une amplitude nulle. Chaque image de
la séquence est alors seuillée de fagon a faire apparaitre la position des ré-
cepteurs. La position des points ayant une intensité supérieure au seuil est
repérée, révélant les maxima locaux sur I'image. La séquence d’exploration
est alors construite. Pour chaque temps kg , 'amplitude des points a la
position des maxima locaux détectés sur toutes les images {I(k)}r<k, est
fixée & 1000 sur {Iezpi(ko)}. La séquence d’exploration décrit alors la zone
d’excursion par l’ensemble des récepteurs au cours du temps (Figure ,
c’est-a-dire I’ensemble des points oli un récepteur au moins est passé.
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3.1.3 Existence d’une barriére axonale

Nous avons effectué des enregistrements de récepteurs du GABA dans
des cones de croissance dans deux situations : sans ajout extérieur ou apreés
traitement par le nocodazole. Dans le cas controle (Figure, les récepteurs
se déplacent dans la membrane du céne de croissance et n’en sortent pas,
tandis qu’aucun nouveau récepteur n’y arrive depuis ’axone. Celui-ci est
d’ailleurs pauvre en récepteurs membranaires, ceux-ci se concentrant dans le
cone de croissance, le soma et les dendrites.

F1G. 3.1 — Image en transmission (A) et région explorée a t = Omin (B),
t =8min (C) et t =1Tmin (D)

Il existe donc une barriére de diffusion entre le céne de croissance et
le reste de l’axone ainsi qu’entre le soma et le segment initial de l’axone.
Ce type de compartimentation a déja été observé pour le segment initial de
I'axone [115] et semble fondamental pour les fonctions de nombreux systémes
cellulaires polarisés. La capacité d’une cellule de compartimenter ses popula-
tions moléculaires en surmontant 1’entropie tendant a les homogénéiser dans
I’espace est en effet essentielle pour son fonctionnement. Le neurone en est
un bon exemple : la polarisation entre axone et dendrite nécessite un triage
moléculaire fort et modulé dans le temps.

3.1.4 Roéble des microtubules

Quelle est I'origine de cette barriére de diffusion ? Aprés traitement par
le nocodazole, les récepteurs diffusent également dans le soma, ’arbre den-
dritique, le cone de croissance et ’axone, passant librement de 'un a 'autre
(Figure . La barriére de diffusion est ainsi abolie par la dépolymérisation
des microtubules. Cette expérience démontre le role des microtubules dans
lorganisation membranaire des récepteurs du GABA, dont la localisation
correcte est impossible sans le cytosquelette.

Nous avons ainsi mis en évidence le role du cytosquelette dans 'orga-
nisation membranaire du cone de croissance. Le role fonctionnel de cette
propriété reste a préciser. L’organisation des récepteurs du GABA dans le
cone de croissance lors de la détection d’un gradient extérieur de GABA est
alors une question essentielle.
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Fi1G. 3.2 — Image en transmission (A) et région explorée a t = Omin (B),
t =8min (C) et t = 17min (D) en présence de nocodazole

3.2 Expériences de guidage

3.2.1 Le guidage artificiel

Afin de s’intéresser & une voie de signalisation précise -celle du GABA
dans notre cas-, il est intéressant de disposer d’un moyen permettant de
stimuler uniquement celle-ci. En effet, de nombreux signaux différents sont
détectés par le cone de croissance (voir Chapitre 1), la réponse du cone de
croissance étant l'intégration de ces différents signaux. Nous avons utilisé un
systéme développé depuis une vingtaine d’années [66, [100] pour créer arti-
ficiellement des signaux de guidage in wvitro, qui a permis la caractérisation
de nombreux signaux de guidage diffusants et de leurs mécanismes d’action
[121), 147, [163] (175, [179]. Le principe en est simple : une pipette étirée de dia-
meétre d’ouverture micrométrique est remplie de substance de guidage qui est
périodiquement éjectée afin d’en créer un gradient permanent au voisinage
du cone de croissance (Figure .

Les pipettes sont fabriquées de la fagon suivante : un tube de verre de
1 mm de diamétre intérieur est mis sous tension & ses extrémités et chauffé en
son milieu par un faisceau laser, provoquant son étirement puis sa rupture.
Ceci permet d’obtenir des pipettes étirées a ouverture grossiére d’une taille
de lordre du micron. Celles-ci sont alors rectifiées sur une micro-forge re-
couverte d’une enveloppe de verre & point de fusion plus bas que le matériau
utilisé pour la pipette. A la mise en chauffe I'enveloppe fond et pénétre lége-
rement dans la pipette ; ’arrét brutal du chauffage provoque sa solidification
et rompt l'extrémité de la pipette, donnant une ouverture nette d’environ

2 pm (Figure .
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F1G. 3.3 — Schéma du dispositif de guidage artificiel

Fi1G. 3.4 — Pipette étirée observée avec un grossissement de x40. La barre
d’échelle représente 10 pm
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Celle-ci est alors remplie de solution & éjecter par aspiration a partir
de son extrémité. La pipette est attachée sur un support déplacé par trois
vis micrométriques dans les trois directions de ’espace, et reliée & un sys-
téme pneumatique commandé par une vanne électromécanique. L’éjection
de liquide depuis la pipette se fait en appliquant dans le systéme une pres-
sion de diazote comprise entre 0 et 2 bars. La vanne électromécanique (de
type Picospritzer®) a un temps d’ouverture réglable entre 2 ms et 100 s et
peut étre commandée par un générateur de tension délivrant un signal pé-
riodique afin de permettre une ouverture réguliére. Afin de pouvoir utiliser
ce dispositif correctement, il est important qu’il soit calibré afin de controler
raisonnablement la concentration et le gradient imposés au niveau du céne de
croissance. A cet effet, nous avons observé le profil d’éjection d’une solution
de Cy3 par le systéme pneumatique (Figure afin d’estimer le volume
expulsé.

FiG. 3.5 — Ezemple d’éjection de Cy3 par le systéeme pneumatique pour une
pression de 0.4 bars de et un temps d’ouverture de 5 ms

Modélisons le processus mis en jeu ici : un volume source de Cy3 diffuse
en trois dimensions. Considérons alors que la distribution initiale de Cy3
a une forme gaussienne dont I'écart-type donne la dimension typique de la

12+ 2+z2
gouttelette initiale N(x,t = 0) = Npaz€ = . Dans ce cas, la résolution
de I’équation de la diffusion pour la distribution de fluorophore au cours du
224y 422

temps donne N (x,t) = Npaz(t)e o2+4Dt . L’image observée sur la caméra
est une projection sur le plan (zy) et par conséquent la fluorescence mesurée
F a la forme suivante :

22402
F(xz,y,t) = Fy(t)e oZ+aDt (3.1)

La mesure de 'écart-type de la gaussienne obtenue par ’ajustement du
profil de fluorescence (Figure fournit alors D le coefficient de diffusion
de Cy3 dans l'eau et o la taille typique du volume initial.

Nous avons alors pu mesurer ¢ ~ 10 pum et D ~ 70 pum?s~ !, qui
est une valeur attendue pour une molécule de taille nanométrique diffu-
sant dans l'eau (D = kT/6mna ~ 100 pym?.s~!, oil k est la constante de
Boltzmann, T' la température, n la viscosité du liquide et a la taille de la
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F1G. 3.6 — Profil d’éjection par la pipette (pression de 0.4 bars et temps
d’ouverture de 5 ms). Les temps initiauz ne sont pas pris en compte, le
voisinage de la pipette rendant complexe 'interprétation du profil.

molécule). Considérons alors un point M situé a (=100 pm de la source.
Lorsque le gradient est maximal en ce point, c’est-a-dire lorsque le profil
de diffusion a pour écart-type [ la concentration y est de l'ordre de Co%
ou Cy est la concentration dans la pipette. Ainsi, la concentration en M
est donc approximativement 1000 fois inférieure celle présente dans la pi-
pette. Estimons alors le gradient produit en ce point. La concentration en
M s’écrit sous la forme : C(M) = Aexp (_%)Iz—z et le gradient est alors

G(M) = \%Kaz =1) = 2%. En remplissant, par exemple,une pipette de
GABA 4 la concentration de 10 mmol.L~! placée & environ 100 zm d’un céne
de croissance, la concentration typique & son voisinage est de 10 ymol.L~*
et le gradient de 0.1 gmol.L™'.um™!. Afin de générer ce gradient de facon
quasi-permanente, il suffit alors de répéter périodiquement 1’éjection avec
une fréquence suffisamment élevée (2 Hz dans nos expériences). Ce dispositif
est ainsi capable de créer un gradient dont la forme n’est pas précisément
controlé ; seuls des ordres de grandeur de la concentration moyenne et la
pente du profil de concentration peuvent étre obtenus.

3.2.2 Réponse au GABA

Afin de réaliser un dispositif de guidage artificiel, il faut stimuler les
récepteurs du cone de croissance dans une gamme de concentration en ligands
voisine de leur affinité pour celui-ci. En placant une solution de GABA a
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10 mM.L™! dans la pipette résultant en une concentration de l'ordre de
10 pM.L~! au niveau du céne de croissance, ces conditions sont alors remplies
pour les récepteurs du GABA 4. Le guidage axonal artificiel de neurones
spinaux a été effectué en plagant une pipette distante de 50 — 100 ym du
coOne de croissance orientée a 45° par rapport a la direction initiale de I’axone

(Figure [3.7).

FiG. 3.7 — Azone en croissance de neurone isolé. La pipette, placée a ~ 100
um est remplie de GABA 10 mM.

Pour observer une éventuelle rotation de ’axone, nous avons considéré
des cones de croissance mobiles, c’est-a-dire peu étalés sur le substrat, qui
sont abondants dans des conditions d’adhésion faible. La concentration de
culture est par ailleurs choisie suffisamment peu élevée (5.10% cellules/mL)
pour observer des neurones isolés. La préparation des lamelles de culture
(Chapitre 1) est ajustée afin de minimiser 'adhésion et de maximiser les
mouvements rapides des cones de croissance. Ceci peut étre accompli en
diminuant (d’un facteur trois) la concentration de polyornithine utilisée dans
le traitement des lamelles par rapport & 'utilisation standard. L’observation
des neurones s’effectue entre trois et six jours aprés la mise en culture de
fagon a ce que la polarité des neurones soit établie mais que le réseau ne soit
pas encore formé. Du GABA est alors éjecté depuis la pipette & une fréquence
de 2H z et le cone de croissance est observé durant une heure de stimulation
par le gradient produit de la facon détaillée dans la section précédente.

Il apparait en moyenne qu’aprés une heure de stimulation par un gradient
de GABA, l'axone modifie significativement sa direction de croissance en
direction de la source (Figure avec un angle de déviation moyen 6 =
17.1 £4.9° (n=17).

Cette observation permet de vérifier dans notre systéme expérimental les
propriétés de guidage du GABA déja observées par ailleurs [50, [175]. Placé
dans ce gradient artificiel, le cone de croissance peut effectivement accomplir
sa fonction chimiotactique.
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Fia. 3.8 — Distribution cumulative des angles de déviation par un gradient
de GABA (A). Azone au début de 'application du gradient (B) et aprés une
heure (C)

3.2.3 Distribution des récepteurs

Lorsque le cone de croissance adhére fortement au substrat, sa membrane
s’étale sur quelques dizaines de microns. Il est en pause, c’est-d-dire dans
une phase ol son déplacement est trés limité et ou son activité consiste
a détecter les signaux de guidage avant son déplacement ultérieur. Nous
avons observé de tels cones de croissance, placés dans un gradient artificiel
de GABA, avec leurs récepteurs membranaires du GABA 4 marqués par des
nanocristaux fluorescents. Des enregistrements en fluorescence des récepteurs
ont été réalisés pendant des temps de 'ordre de mille secondes, a raison d’une
image par seconde, tandis qu’un gradient était appliqué depuis le début de
I’enregistrement & la perpendiculaire de la direction du segment terminal de
I’axone.

Les récepteurs sont initialement répartis de fagon homogéne dans la mem-
brane et y diffusent librement. Aprés une dizaine de minutes, ils commencent
a explorer préférentiellement la région la plus proche de la source de GABA
et semblent se redistribuer en moyenne vers celle-ci (Figure .

F1G. 3.9 — Récepteurs dans la membrane d’un cone de croissance initialement
(A) et aprés 17 minutes de stimulation (B). La fleche indique la provenance
du GABA et la barre étalon représente 5 um
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Position moyenne des récepteurs

Un indicateur caractérisant cette redistribution peut étre ’évolution du
barycentre de la position des récepteurs sur chaque image de l'enregistre-
ment. Cette procédure a été répétée sur onze cones de croissance différents.
Neuf présentent un déplacement moyen de leurs récepteurs vers la source
de GABA, aucun déplacement significatif n’étant remarqué pour les deux
autres. La moyenne de ces déplacements est présentée sur la Figure [3.10];
son amplitude (~ 3.5 pm soit ~ 15 — 20% de la taille d'un cone de crois-
sance) est significative comme le montre la comparaison a une expérience
controle sans gradient extérieur (Figure .

Fic. 3.10 — Position moyenne des récepteurs dans la membrane du cone
de croissance soumis a un gradient de GABA (points cyan, n=9) ou sans
gradient extérieur (croiz vertes, n=10)

La redistribution des récepteurs suit un déroulement temporel particulier
et reproductible d’un céne de croissance & un autre. Aprés une dizaine de
minutes ot les récepteurs restent sensiblement distribués de fagon homogéne,
ceux-ci se déplacent vers la zone ou la concentration de GABA est la plus
élevée avec un temps caractéristique de 10.3 min. Il faut noter que ceux-ci ne
semblent pas piégés dans une région particuliére du coéne de croissance mais
continuent de diffuser, en explorant préférentiellement le c6té proche de la
pipette (Figure .

Lorsque le gradient est coupé aprés avoir induit l'asymétrie dans la dis-
tribution des récepteurs, celle-ci relaxe en quelques minutes vers 1’équilibre,
les récepteurs étant & nouveau répartis de fagon homogéne dans la membrane

(Figure 3.12)).
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F1G. 3.11 — Régions explorées dans la membrane du cone de croissance (A)
durant les 500 premiéres secondes de stimulation (B) et les 500 secondes
suivantes (C)

FiG. 3.12 — Déplacement du barycentre de la position des récepteurs sur un
cone de croissance. La stimulation asymétrique est activée durant les 34 pre-
mieres minutes et éteintes durant les 17 suivantes. Le méme type de relaxa-
tion a €té observé sur 3 come de croissance différents
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L’absence de redistribution aux premiers instants de la stimulation par
le gradient extérieur révéle un systéme non linéaire, résultant vraisemblable-
ment d’un processus de régulation complexe. Pour rendre compte de cette
observation, la courbe de redistribution des récepteurs a été ajustée de fagon
heuristique par une loi de puissance avec saturation de type At"/(T™ + t")
ou A et T sont des constantes. Cette loi est inspirée de celles rencontrés
pour décrire la concentration de produits de réactions enzymatiques coopé-
ratives en fonction de la concentration de substrat. Dans ce cadre, I’exposant
n est une mesure du degré de coopérativité dans la réaction - c’est-a-dire du
nombre de partenaires impliqués dans la réaction - appelé coefficient de Hill.
Ici, n est une estimation de la non-linéarité du processus de redistribution.

Nos données sont ajustées par une loi d’exposant n = 4.9 (Figure .
La valeur élevé de I'exposant témoigne de la non-linéarité du phénomeéne
observé et du renforcement de la redistribution au cours du temps. Ceci
suggére l'existence de mécanismes d’amplification de cette réorganisation.

Distribution des récepteurs

Initialement, les récepteurs sont répartis de facon homogéne dans la mem-
brane du cone de croissance. Ceci s’observe sur la forme de leur distribu-
tion cumulative initiale Sp(z) , qui est approximativement linéaire.
L’application d’un gradient de GABA provoque un déplacement significatif
(p < 5.1073, test de Kolmogorov-Smirnov) des récepteurs de 15% de la taille
totale du cone de croissance vers l'origine du GABA (Figure .

La forme de la distribution cumulative Sg(x) résultant de I'application
du signal de guidage est compatible avec un modéle de déplacement des ré-
cepteurs dans un potentiel linéaire U(z) = —AkT'z/L, ou A est une constante
sans dimension, T' la température, k la constante de Boltzmann et L la taille
du cone de croissance (Figure . Dans ce cas la distribution cumulative
est donnée par :

Az

Solr) =~ (3:2)

L’ajustement des données expérimentales est satisfaisant (A = 1.7, Fi-
gure . Ceci permet de supposer que les récepteurs se réorganisent sous
leffet d’interactions reflétant le gradient extérieur linéaire qu’ils détectent.
Il serait a ce titre intéressant de réaliser des expériences de redistribution en
variant précisément la pente du gradient imposé au cone de croissance, ce
qui est impossible avec notre dispositif expérimental. Ceci permettrait d’éva-
luer la dépendance de la distribution avec la force du gradient et de vérifier
qu’elle est bien donnée & 1’équilibre par une répartition de Boltzmann.
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F1G. 3.13 — Distribution cumulative de la position relative de des récepteurs
sur 9 comes de croissance en fonction de la distance normalisée par rapport
a la source x, = x/L ou L est la taille du cone de croissance, avant (bleu,
n=109) et apres (rouge, n=93) application de 1000 s d’un gradient de 10%
de GABA. L’ajustement de la distribution expérimentale par une distribution
sous un potentiel linéaire est la courbe noire.

3.2.4 Spécificité de la réorganisation
Distribution des récepteurs NCAM

La distribution des récepteurs a été observée dans la membrane
de cones de croissance soumis & un gradient extérieur de GABA. [NCAM]
est une protéine transmembranaire d’adhésion du systéme nerveux, sans lien
connu avec la voie de signalisation du GABA et non couplée au cytosque-
lette [97]. Elle est visualisée dans la membrane du cone de croissance par un
marquage séquentiel avec un anticorps primaire spécifique produit chez le
lapin (offert par R.M. Mege), un fragment Fab d’anticorps anti-lapin bioti-
nylé et un nanocristal (QD605) couvert de streptavidine. Contrairement au
cas des récepteurs du GABA, la distribution de demeure inchangée
par Papplication du gradient (Figure .

La redistribution observée n’est donc pas le résultat d’'un réarrangement
d’ensemble de la membrane, mais bien d’une action spécifique et ciblée vers
les récepteurs GABA 4.

Inhibition de P’activation des récepteurs

Des expériences de redistribution ont été effectuées sur des neurones sou-
mis & un gradient de GABA plongés dans un bain de gabazine, un antagoniste
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spécifique du récepteur du GABA 4 (voir Chapitre 1). Dans ces conditions,
les récepteurs ne sont pas redistribués vers la source et leur position moyenne
au cours du temps n’est pas significativement différente de celle en ’absence
de stimulation (Figure [3.14).

La redistribution des récepteurs est donc spécifiquement induite par leur
activation asymétrique.

Fia. 3.14 — Déplacement moyen des récepteurs du GABA 4 en bain de gaba-
zine (A) et de NCAM (B), tous deux en présence d’un gradient de GABA

Ce phénoméne est susceptible d’étre particuliérement intéressant sur le
plan fonctionnel. En effet, la brisure de symétrie dans la densité des récep-
teurs a la membrane induite par le gradient extérieur rend a prior: le cone
de croissance plus sensible & ce gradient. L’asymétrie du signal extérieur
pourrait alors étre renforcée par la régulation asymétrique du nombre de
récepteurs.

Stimulation par un gradient d’acétylcholine

Nous pouvons nous demander si la redistribution des récepteurs est le
signe visible de la réponse du céne de croissance a un stimulus de guidage
quelconque ou s’il s’agit d’'une réorganisation spécifique de la cascade du
GABA. Afin d’évaluer la réponse des récepteurs du GABA & une stimulation
d’un autre chimioattractant, les cones de croissance ont été soumis & un
gradient d’acétylcholine (100 mmol. L~ dans la pipette) [I79]. Lorsque les
neurones sont cultivés en condition de faible adhésion, une déviation vers
la source d’acétylcholine est observée (Figure d’un angle moyen de
15.3 £4.6°
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F1G. 3.15 — Distribution cumulative des angles de déviation par un gradient

de GABA.

L’acétylcholine est ainsi un chimioattractant [I79] au méme titre que le
GABA dans notre systéme.

Cependant, les récepteurs du GABA 4 ne se redistribuent pas dans la
membrane du cone de croissance lorsqu’il soumis a un gradient d’acétyl-
choline (Figure [3.16). Les deux voies de signalisation sont susceptibles de
partager des éléments communs, au moins au niveau du cytosquelette, qui
est la cible terminale de tout signal de guidage, mais ’activation de la cas-
cade de 'acétylcholine seule ne suffit pas a provoquer la réorganisation des
récepteurs du GABA 4.

Toutefois, lorsque les récepteurs du GABA 4 sont simultanément activés
de fagon homogéne par un bain de GABA (10 pM), ils se redistribuent de
fagon significative en direction de la source d’acétylcholine (Figure |3.16)).

F1G. 3.16 — Position moyenne des récepteurs GABA 4 dans 7 cones ce crois-
sance différents soumis a un gradient d’acétylcholine avec (points bleus) ou
sans (cercles verts) bain GABA 10 pumol.L='. L’amplitude est de 1.2 pum
pour un temps caractéristique de 10.1 minutes
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Cette observation réveéle ainsi que les deux voies de signalisation, celle du
GABA et celle de 'acétylcholine, partagent bien des éléments moléculaires
communs, du moins en aval des récepteurs. En effet, la réorganisation spé-
cifique des récepteurs du GABA dans la membrane peut étre médiée par un
signal d’acétylcholine. Cependant, I'activation des récepteurs est nécessaire
a la sensibilité des récepteurs du GABA & cette stimulation croisée ; 'acti-
vation est donc un préalable spécifique a la génération d’asymétrie dans la
distribution des récepteurs GABA 4.

3.2.5 Le mécanisme de redistribution
Role des microtubules

Le cytosquelette est un des éléments communs de la cascade de signa-
lisation du GABA et de I'acétylcholine. Son réle connu dans ’organisation
membranaire et l'interaction mise en évidence (voir Chapitre 2) entre les
récepteurs et les microtubules rend vraisemblable leur implication dans la
redistribution des récepteurs.

Lorsque les neurones sont traités par le nocodazole afin d’éliminer les
microtubules (voir Chapitre 2), la redistribution est abolie : les récepteurs
restent en moyenne au voisinage de ’axe médian du cone de croissance (Fi-
gure . Les microtubules sont donc nécessaires pour la réorganisation
membranaire des récepteurs.

Role du calcium

La concentration intracellulaire de calcium est un régulateur de la dyna-
mique des microtubules [85, [86] et un messager secondaire central dans le gui-
dage axonal [59] 69, [74], 178], notamment par le GABA [57] (voir Chapitre 1).
Le niveau local de calcium constitue de la sorte le message généré par le sys-
téme de détection (les récepteurs) vers le systéme moteur (le cytosquelette).
L’utilisation du BAPTA-AM permet de tamponner le calcium dans le milieu
intracellulaire. Le BAPTA est un composé organique capable de complexer
spécifiquement les ions Ca®t. La fonction AM permet au BAPTA d’entrer
dans le milieu intracellulaire. Aprés fixation & la membrane, le BAPTA-AM,
qui est un ester de BAPTA, peut passer sur la face cytoplasmique de la mem-
brane et ensuite étre clivé par une estérase du cytosol, relachant le BAPTA
dans le milieu intracellulaire. Le calcium intracellulaire est ainsi piégé par ce
chélateur.

Lorsque les neurones sont traités par le BAPTA-AM (20 minutes a 30 M)
la redistribution des récepteurs est également abolie (Figure, ce qui met
en évidence le role du calcium dans la voie de signalisation du GABA.

Ces différentes observations permettent de proposer un mécanisme d’auto-
organisation spatiale des récepteurs du GABA sous un gradient. La légére
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F1G. 3.17 — Déplacement moyen des récepteurs en présence d’un gradient de
GABA et de nocodazole (carrés gris)et de BAPTA (triangles bleus)

asymétrie dans l'activation des récepteurs due au gradient extérieur indui-
rait une anisotropie dans la concentration de calcium, initialement faible.
Celle-ci modifierait a son tour 'organisation du cytosquelette, de sorte que,
griace a l'interaction entre les microtubules et les récepteurs, ces derniers
seraient redistribués vers la source de GABA. L’asymétrie, notamment du
signal calcique, serait alors renforcée, le tout formant une boucle de rétro-
action positive (Figure , capable d’amplifier le signal extérieur et de
mener finalement & la réorientation du cone de croissance.

F1G. 3.18 — Modéle de boucle amplificatrice pour la détection de gradient de
GABA

Ce modéle, cohérent avec nos observations, fournit deux prédictions. La
premiére concerne le déplacement des récepteurs : si l'interaction avec les
microtubules est responsable de la redistribution des récepteurs, le gradient
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de GABA devrait modifier leur dynamique de fagon anisotrope. La seconde
concerne 'amplitude de la réponse. Dans notre modéle, la mesure de la
concentration locale de calcium est une lecture directe de la réponse du
systéme : si le modéle est correct, une amplification de ’asymétrie de la
concentration calcique devrait étre observée.

3.3 Dynamique des récepteurs en présence de GABA

Deux mesures différentes de la dynamique des récepteurs en présence de
GABA ont été effectuées : une premiére dans un bain uniforme de GABA et
une seconde lorsque le cone de croissance est soumis & un gradient de GABA
capable d’induire la redistribution des récepteurs.

3.3.1 Dynamique en bain de GABA

Les mémes mesures et analyses que dans la situation contrdle (voir Cha-
pitre 2) ont été effectuées avec du GABA ajouté au milieu de montage des
neurones pour obtenir une concentration dans le bain de 10 gmol.L~!. La
proportion de mouvements dirigés, leur vitesse moyenne et la distribution
des durées des périodes du mouvement avec un entrainement par les micro-
tubules ont été mesurées. Il apparait que les caractéristiques de la dynamique
des récepteurs ne sont pas sensiblement modifiées par une application ho-
mogéne de GABA. En effet, le coefficient de diffusion moyen est Dgapa =
0.2540.02 pm?.s71, la vitesse moyenne vgapa = 0.284£0.02 ym.s~! (n=53)
et le temps moyen d’interaction avec les microtubules Tgapa = 3.9 s (Figure
. Ces valeurs ne sont pas significativement différentes de celles mesurées
en absence de GABA.

F1G. 3.19 — Distribution du coefficient de diffusion (A), de la vitesse d’en-
trainement (B) et du temps d’interactions avec les microtubules (C) des ré-
cepteurs en présence d’un bain de GABA (10uM)

L’application de GABA ne semble donc pas modifier la biochimie des
interactions entre les microtubules et les récepteurs. La redistribution des
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récepteurs serait due non pas & un renforcement local de leurs liaisons avec
les microtubules mais & une réorganisation spatiale du cytosquelette.

3.3.2 Dynamique sous gradient de GABA

Afin de mesurer I'influence d’une stimulation asymétrique sur la dyna-
mique membranaire des récepteurs, nous avons analysé leurs mouvements
sur plusieurs cones de croissance (n=3) soumis a un gradient de GABA, a
I'instant initial d’une part, et aprés 10 minutes de stimulation d’autre part.
Dans les deux cas, ~80% des trajectoires ont une composante dirigée, avec
une vitesse moyenne voisine : v = 0.26 £ 0.03 um.sf1 initialement et
v19g = 0.24 4+ 0.03 ,um.s._1 aprés 10 minutes de stimulation. En revanche,
I'orientation des mouvements dirigés, déterminée par la direction moyenne
des récepteurs sur I’ensemble de leur trajectoire, est notablement modifiée
par Papplication du gradient (voir Figure .

F1G. 3.20 — Orientation des mouvements des récepteurs aprés 0 (A) et 10
minutes (B) de stimulation par un gradient du GABA. La fléche indique la
direction du gradient

Aux instants initiaux, aucune orientation privilégiée n’apparait : les mou-
vements sont symétriques par rapport & I’axe de I'axone. Aprés 10 minutes,
les mouvements des récepteurs sont préférentiellement dirigés vers la source
de GABA.

Les distributions des angles d’orientation des mouvements des récepteurs
sont significativement différentes. En choisissant 1’origine des angles a 1’'op-
posé de la direction du gradient, la mesure du cosinus moyen de ’angle
d’orientation des vitesses < cos(f) > est une quantité adaptée pour quan-
tifier la déviation induite par le gradient. Aprés 10 minutes, < cos(f) >=
—0.4 £ 0.1, attestant d’une déviation significative vers la source de GABA,
tandis qu’initialement < cos(f) >= 0.1 £ 0.1, signe d’une absence de direc-
tion privilégiée. La mesure des orientations et des amplitudes des mouve-
ments dirigés (Figure permet de déterminer que le déplacement moyen
des récepteurs se fait avec un angle de 166 4 30° (soit —14° £ 30° par rap-
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port a la direction de la source) avec une vitesse moyenne de déplacement
Vgep = 0.09 £0.03 pm.s~! vers celle-ci.

Fic. 3.21 — Vitesses observées apres 10 minutes de stimulation par un gra-
dient de GABA

Ces expériences permettent de relier la dynamique des récepteurs a leur
organisation, vérifiant une des prédictions fournies par notre modéle. Leur
interaction avec les microtubules est effectivement responsable de leur re-
distribution. Ce processus n’implique pas de modification de la nature des
interactions entre les récepteurs et les microtubules mais refléte la réorga-
nisation de ces derniers. Les récepteurs du GABA, lorsqu’ils sont activés,
réalisent une cartographie des directions de croissance des microtubules, ce
qui est cohérent avec les observations faites dans un gradient d’acétylcholine.

3.4 La réponse calcique

La quantification de la réponse du cone de croissance a une stimulation
asymétrique peut étre faite en mesurant la concentration locale de calcium
intracellulaire lorsqu’il est plongé dans un gradient de GABA.

3.4.1 L’imagerie calcique
Principe

Le calcium régule de nombreux phénomeénes biologiques et I'imagerie de
sa concentration intracellulaire est devenu un enjeu important en biologie
cellulaire depuis plus d’une trentaine d’années. Le développement de sondes
fluorescentes sensibles au calcium [64], [164] a permis de répondre a ce besoin.
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Il s’agit de chélateurs de calcium fluorescents ayant la propriété de modifier
Pintensité ou la longueur d’onde de leur émission en fonction de la concen-
tration de calcium libre dans leur environnement. On trouve aujourd’hui
dans le commerce de nombreuses sondes ayant des propriétés spectrales et
d’affinité pour le calcium différentes permettant de couvrir une large gamme
de besoins de besoins d’imagerie biologique (activité neuronale [29], motilité
cellulaire [3],...). L’affinité K  de chaque indicateur indique la concentration
typique au dessus de laquelle celui-ci peut lier le calcium. Un indicateur est
donc approprié pour mesurer des niveaux calciques de 'ordre de son affinité :
une concentration trop faible ne produit pas de signal et & une concentration
trop élevée l'indicateur est saturé, empéchant la détection des variations de
concentration de calcium. L’entrée d’indicateur calcique & 'intérieur d’une
cellule peut se faire de plusieurs fagons : par microinjection, 'indicateur
étant directement injecté dans le cytoplasme ou en utilisant des indicateurs
fonctionnalisés AM (voir Section précédente).

Mise en ceuvre expérimentale

Dans notre cas, nous avons utilisé comme indicateur le Fluo4-AM. Celui-
ci devient fluorescent autour de 520 nm en présence de calcium. Son affinité
pour la calcium (K; = 345 nM) est voisine des concentrations estimeées des
signaux calciques dans le cone de croissance [69, [168], ce qui le rend adapté
pour notre systéme. La simple mesure d’augmentation de fluorescence d’un
indicateur calcique n’est cependant pas suffisante pour obtenir une estima-
tion de la concentration intracellulaire : en effet les variations de fluorescence
observées peuvent provenir d’autre sources que du changement de la concen-
tration de calcium. La fluorescence étant intégrée sur toute l’épaisseur de
la cellule dans nos expériences, les éventuelles variations morphologiques du
cone de croissance peuvent notablement affecter le niveau de fluorescence
mesuré. Pour tenir compte de cet effet, nous avons utilisé simultanément au
Fluo4, un indicateur fluorescent de morphologie cellulaire, la Calcéine Orange
AM. Cette sonde fluorescente & 590 nm est insensible au calcium et permet
de normaliser le signal de fluorescence obtenu pour le Fluo4. Le rapport de
fluorescence Friyos/Fcaiceine €st ainsi l'estimateur de la concentration de
calcium que nous avons utilisé.

La méthode employée réveéle les variations relatives de la concentration
de calcium en s’assurant que les fluctuations de fluorescence ne sont pas dues
a des effets de morphologie ou de photoblanchiment. L’objectif n’étant pas
de mesurer la concentration absolue de calcium, une mesure ratiométrique
ne s’impose pas. Celle-ci nécessiterait une mesure de fluorescence en absence
de calcium dans un coéne de croissance, c’est-a-dire en déplétant le milieu
extérieur de calcium et en perméabilisant la membrane du neurone.

Sur le plan expérimental, des neurones en culture sur lamelle de verre
sont incubés durant 10 minutes en présence de Fluo4 (1 pM) et de Calcéine
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Orange (4 puM). Les lamelles sont alors montées sur le microscope de fluo-
rescence décrit au Chapitre 1 équipé d’un systéme de visualisation en deux
couleurs (DualView”™) (Figure|3.22) afin d’observer simultanément les deux
indicateurs fluorescents.

Fi1G. 3.22 — Principe du dispositif DualView. Le signal de fluorescence to-
tal provenant de l’échantillon est collimaté par une lentille convergente puis
séparé spectralement par un filtre dichroique. Les longueurs d’onde d’intérét
sont sélectionnées dans chaque canal par des filtres passe-bande. La sépa-
ration spatiale est réalisé par un jeu de miroir modifiant 'inclinaison des
faisceaux paralléles, qui sont alors focalisés par une seconde lentille identique
en des points différents de la puce de détection.

3.4.2 Mesure d’amplification

Dix cones de croissance ont été observés dans ces conditions expérimen-
tales en présence d'un gradient de GABA identique & ceux déja évoqués. En
acquérant une image toutes les 8 secondes durant 20 minutes, la concentra-
tion calcique en chaque point est estimée au cours du temps par le rapport de
fluorescence entre Fluo4 et Calcéine Fr/Fr. Ce rapport effectué sur chaque
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image permet d’obtenir une séquence d’images de la concentration de cal-

cium (Figure |3.23)).

Calcéine

F1G. 3.23 — Image issue du rapport de fluorescence d’un cone de croissance
axonal

Lorsque le cone de croissance est soumis au gradient de GABA, la concen-
tration de calcium se modifie de fagon asymétrique (Figure . L’obser-
vation révéle une augmentation du signal calcique moyen préférentiellement
dans la région du coéne de croissance la plus proche de la source de GABA
(ou zone proximale) par rapport a la région la plus éloignée (zone distale).
Ces deux zones sont séparés par l'axe de I'axone dans le cone de croissance.

F1a. 3.24 — Image de la concentration calcique & t=0 (A) ou apreés 20 minutes
de stimulation (B). La fléche blanche indique la provenance du GABA. La
barre d’échelle représente 10 pm. Les régions en cerclées de points et de tirets
sont respectivement la zone distale et la zone proximale
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Afin de quantifier cet effet, nous avons mesuré la concentration moyenne
dans le cone de croissance entier (Figure |3.25|) et le rapport de concentration
R(t) = Cprozimale/Cdistale €ntre chacune de ces deux régions (Figure ,

et nous avons suivi leurs évolutions.

Fi1c. 3.25 — Evolution de la concentration moyenne de calcium. La courbe
représente [’élévation relative de niveau de calcium par rapport au niveau
initiale AF/F

L’augmentation de la concentration intracellulaire de calcium dans le
cone de croissance est de 'ordre de 30% aprés 20 minutes de stimulation.
Ceci confirme I'implication du calcium dans le guidage axonal par le GABA.
D’autre part, 'augmentation immeédiate de la concentration calcique
indique que le calcium joue un role dans les processus initiaux de la réponse
chimiotactique de I'axone, c’est-a-dire dans 1’étape de détection.

Il apparait de plus une asymétrie significative dans le signal calcique,
comparée par exemple au rapport de fluorescence constant de la calcéine
orange (Figure [3.26]).

L’apparition de cette asymétrie semble se décomposer en deux étapes.
Dans un premier temps, ’asymétrie augmente de fagon linéaire avec le temps
pour finalement sembler saturer vers 1.05 et est correctement approximée
par un ajustement heuristique de la forme K Ti-s-t Il se produit alors une
seconde augmentation rapide de ’asymétrie se produisant aprés un temps
T = 1142 min de stimulation. Il est remarquable que celle-ci apparaisse ainsi
en un temps comparable & celui de la redistribution des récepteurs (Figure
5.27).

Ces observations appellent deux remarques. Tout d’abord, la mesure de
son asymétrie induite montre que la concentration locale calcium permet
bien de lire la réponse du cone de croissance au gradient extérieur. Nous pou-
vons ensuite formuler une hypothése pour décrire le signal calcique observé.
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F1G. 3.26 — Fvolution du rapport des concentrations entre la zone proximale et
la zone distale (triangles bleus). Les courbes présentent la moyenne du signal
observé sur 10 cones de croissance. Les carrés noirs indiquent [’évolution du
rapport du signal de fluorescence ce la calcéine

L’asymétrie initiale serait due a la lecture du gradient par une population de
récepteurs répartie de fagon homogéne dans la membrane, tandis que 'induc-
tion de leur redistribution par cette asymétrie calcique primaire donnerait
lieu a la seconde réponse non-linéaire due a une stimulation asymeétrique
d’une distribution anisotrope de récepteurs. Ceci permettrait d’amplifier la
réponse calcique au signal extérieur (Figure .

F1G. 3.27 — La variation de ’asymétrie calcique (triangle bleus) se décompose
en la somme de deux composantes : une asymétrie initiale (pointillés noirs) et
une asymétrie secondaire concomitante avec la redistribution des récepteurs
(cercles roses).
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Afin de vérifier cette hypotheése, la redistribution des récepteurs a été
abolie par un traitement au nocodazole (voir Sections précédentes). En ce
cas, l'asymétrie initiale apparait de facon identique & la situation contréle,
mais il ne se produit pas de seconde asymétrie (Figure .

Fi1a. 3.28 — Evolution du rapport des concentrations entre la zone proximale
et la zone distale en présence de nocodazole (carrés rouges) comparée a la
situation controle (triangles bleus).

L’augmentation secondaire de ’asymétrie de la concentration de calcium
est ainsi vraisemblablement due a la redistribution des récepteurs. La zone
proximale s’enrichissant significativement en récepteurs a partir d’environ 10
minutes d’application du gradient, le signal calcique induit devient locale-
ment plus fort dans cette région. La seconde étape de la réponse calcique est
ainsi une mesure directe de 'amplification réalisée par le cone de croissance
grace a la réorganisation des récepteurs dans la membrane (Figure .

3.5 Meécanisme d’amplification

Les observations décrites dans la section précédente permettent de pro-
poser un modéle d’amplification des signaux de guidage axonal fondée sur
la réorganisation spatiale des récepteurs membranaires, cohérent avec l'en-
semble des faits expérimentaux.

3.5.1 Une rétroaction positive

Lorsque le cone de croissance est plongé dans un gradient de GABA,
méme faible, les récepteurs sont activés de fagcon asymétrique. Ceux-ci sont
uniformément répartis dans la membrane et induisent un signal calcique local
anisotrope, éventuellement faible, que nous avons identifié comme la réponse
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primaire du céne de croissance. Les récepteurs sont & tout instant mobiles
dans la membrane, alternant des périodes de diffusion libre et des périodes
ou ils sont entrainés par la dynamique des microtubules. Leur croissance
est renforcée par 'augmentation du niveau de calcium, modifiant alors la
dynamique des récepteurs.

F1G. 3.29 — Modéle de redistribution des récepteurs et d’amplification du gra-
dient de GABA

Les récepteurs sont ainsi capables d’induire leur déplacement préférentiel
vers les zones de forte activation. Une boucle de rétroaction positive est
formée (Figure , I’activation des récepteurs modifiant le cytosquelette
qui réorganise en retour les récepteurs du GABA dans la membrane. Ceci
permet & une asymétrie initiale éventuellement minime d’étre amplifiée pour
aboutir a la redistribution des récepteurs et 'apparition d’un signal calcique
renforcé.

3.5.2 Discussion

Si le modéle proposé est capable de rendre compte de I'ensemble des
données expérimentales, certains éléments du mécanisme demandent encore
a étre approfondis.
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Fi1a. 3.30 — Modéle de redistribution des récepteurs et d’amplification du gra-
dient de GABA : lorigine du calcium et la nature moléculaire du couplage
entre les récepteurs et le cytosquelette ne sont pas encore élucidées.

Couplage entre les microtubules et les récepteurs

Le ou les intermédiaires moléculaires permettant l'interaction entre les
récepteurs et les microtubules sont encore inconnus. Si le couplage par un
moteur semble exclu par nos données (voir Chapitre 2), I'interaction directe
entre le récepteur du GABA 4 et les microtubules est également impossible.
Il existe cependant des éléments dans la littérature indiquant une interac-
tion indirecte entre le récepteur et les microtubules. L’interaction d’une pro-
téine appelée (pour GABA Receptor Associated Protein) avec
la boucle intracellulaire de la sous-unité v du récepteur du GABA 4 a été
identifiée par une expérience de double-hybride [169] [170]. Cette interaction
a été confirmée in vitro par immunocytochimie : les récepteurs du GABA co-
localisent avec les GABARAPs dans des neurones corticaux. Cette protéine
est également capable d’interagir avec la tubuline et les microtubules [169].
De plus, il a été démontré que [GABARAP] jouait un role fonctionnel dans
différents aspects de 'organisation et le transport des récepteurs du GABA.

est ainsi impliquée dans la formation des groupes de récepteurs
du GABA post-synaptiques [32] nécessaires pour une fonction normale [40].
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Cette protéine intervient également dans le transport intracellulaire des ré-
cepteurs en vue d’un adressage & la membrane [89]. Ces propriétés de
[BARAP] en font un candidat intéressant pour jouer un role d’intermédiaire
entre les récepteurs et les microtubules.

Une autre protéine connue pour son role dans l'organisation des récep-
teurs du GABA a la membrane est la protéine d’échafaudage appelée géphy-
rine [39], méme si son role exact est encore controversé [2]. La géphyrine est
une protéine de 93 kDa connue pour interagir avec les microtubules et le ré-
cepteur de la glycine [88], 'autre neurotransmetteur inhibiteur principal du
systéme nerveux. Ses interactions avec les récepteurs du GABA sont encore
incomplétement connues. Cette protéine de I’échafaudage post-synaptique
régule la dynamique du récepteur du GABA aux synapses [80] et a été ob-
servée en culture dans l’axone de neurones jeunes [39], pour une fonction
encore non déterminée. Ces deux protéines sont donc deux candidats poten-
tiels, non exclusifs I’un de ’autre, pour expliquer ’existence d’une interaction
effective entre les récepteurs du GABA et les microtubules dans le cone de
croissance. Il serait ainsi prometteur de s’intéresser aux mémes mesures que
nous avons pu faire sur des neurones ou la production de géphyrine serait
limitée, par exemple par une interférence a IJARN]

Activation des récepteurs et couplage aux microtubules

L’interaction entre les récepteurs et les microtubules révélée par nos ré-
sultats résulte vraisemblablement d’un mécanisme élaboré. En effet, il appa-
rait que I'activation des récepteurs ne modifie pas leurs interactions avec les
microtubules mais qu’elle est néanmoins nécessaire pour permettre une inter-
action avec les microtubules en croissance asymétrique. Ces deux points ne
sont pas contradictoires, mais il semble que l'interaction entre microtubules
et récepteurs responsable de leur redistribution implique des modifications
des extrémités des microtubules spécifiques de leur croissance asymétrique
induite par les récepteurs.

La coiffe d’un microtubule dans une cellule au repos ou dans une cellule
en mouvement avec une organisation asymétrique du cytosquelette est en
effet de composition différente. Des protéines, comme APC (Adenomatous
Polyposis Coli protein) [10] et CLASP (CLIP ASsociated Protein) [I] ont
été identifiées a la coiffe de microtubules dans des régions motiles comme
des épithéliums de cellules mobiles ou a la périphérie du céne de croissance
[1, 98, [180]. Cette propriété provient de la modulation spatiale de leur affinité
pour les extrémités des microtubules [173]. Les propriétés de la coiffe des
microtubules sont donc susceptibles d’étre modifiées par une stimulation
asymétrique et de n’interagir en ce cas qu’avec les récepteurs activés.

Par ailleurs, plusieurs partenaires de CLASP, comme CLIP-115 et CLIP-
170 sont connus pour leur action dans ’organisation et la polarisation du neu-
rone [75, [I77] et pourrait étre impliqués dans la régulation des interactions
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entre les récepteurs et les microtubules. Le mécanisme précis d’action des mi-
crotubules reste ainsi a élucider. La cohérence du modéle d’auto-organisation
des récepteurs n’en est toutefois pas dépendante; I’observation phénoméno-
logique de la redistribution des récepteurs par les microtubules est suffisante
pour rendre compte de I'amplification du gradient extérieur.

Origine du calcium

L’origine du calcium provoquant une augmentation asymétrique de la
concentration intracellulaire n’a pu étre précisée par les expériences présen-
tées ici. Nous ne pouvons pour l'instant pas savoir s’il s’agit d’une entrée de
calcium extracellulaire par les canaux calciques ou d’un relargage depuis les
stocks internes. Les deux mécanismes sont impliqués dans la signalisation de
la croissance et du guidage axonal [I18| [I58]. Cependant, la voie de signa-
lisation des récepteurs GABA 4 semble plutot utiliser les canaux calciques
sensibles au potentiel de type L [57, [I75], méme si nous n’en avons pas de
preuve expérimentale directe sur notre systéme. La modalité d’entrée éven-
tuelle de calcium dans le milieu intracellulaire par 'intermédiaire de canaux
membranaires n’est pas encore éclaircie. Des mécanismes reposant sur la dé-
polarisation locale [57] ou sur la génération d’une tension osmotique de la
membrane cellulaire due & l'activation des récepteurs de GABA [31], [157] ont
été proposés mais pas encore directement observés.

Nous pouvons nous demander également si le signal calcique asymétrique
est le résultat d’une activation anisotrope d’une distribution homogéne de
canaux calciques ou si ces canaux sont eux-mémes redistribués [59] par un
mécanisme similaire aux récepteurs du GABA. Cette question reste ouverte
et pourrait trouver sa réponse a ’avenir en visualisant les canaux calciques
a la membrane du coéne de croissance.

3.5.3 Portée biologique
Une boucle amplificatrice

Le mécanisme d’amplification mis en évidence par les données présentées
dans ce chapitre a une importante signification fonctionnelle pour le guidage
axonal. Il s’agit en effet, & notre connaissance, du premier mécanisme décrit
permettant de relier des interactions moléculaires & une amplification fonc-
tionnelle du gradient extérieur. La détection sensible de signaux de guidage,
nécessaire au chimiotactisme de 1’axone (voir Chapitre 1), est ainsi rendue
possible par un jeu d’interactions entre le systéme initial de détection (les
récepteurs) et le systéme moteur terminal (le cytosquelette) formant une
boucle de rétroaction positive.
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Filtrage temporel

Le déroulement temporel du processus d’amplification est également ré-
vélateur. Sur le plan fonctionnel, une simple boucle d’amplification ne semble
a priori pas optimale pour produire une réponse précise. La détection serait
sensible mais elle ne serait pas robuste car le bruit extérieur serait également
amplifié. Il est alors significatif de remarquer que ’amplification démontrée
dans ce travail ne se produit qu’aprés dix minutes de stimulation conti-
nue. Le mécanisme d’amplification par redistribution des récepteurs consti-
tue ainsi un filtre passe-bas, éliminant la contribution des signaux de guidage
de hautes fréquences (typiquement supérieure & 2 mHZ). Les signaux para-
sites transitoires seraient ainsi incapables de provoquer le déclenchement de
la cascade de signalisation amplificatrice, signe de la robustesse du systéme
de détection du coéne de croissance.

L’équilibre entre la diffusion, tendant & homogénéiser la population des
récepteurs et leur déplacement induit par leur activation produit un systéme
trés particulier de boucle de rétroaction positive intrinséquement régulée.
Ceci tient essentiellement au mode de redistribution asymétrique des récep-
teurs qui se renforce lui-méme au cours du temps par l'intermédiaire des
microtubules, ce qui résulte en une interaction effective entre récepteurs ac-
tivés. Une asymétrie extérieure faible, mais continue dans le temps, peut
étre amplifiée en induisant une brisure de symétrie de la distribution des
récepteurs.

Le cone de croissance posséde ainsi la fonction remarquable, inverse de
celle observée dans les systémes de chimiotactisme bactérien [12, 43|, [136], de
pouvoir intégrer un signal temporel dans ’espace. Une combinaison d’excita-
tion locale et d’inhibition globale évoquée pour le chimiotactisme eukaryotes
[53] [1T0L 1T9] est ainsi réalisée. La diffusion inhibe globalement la réponse en
favorisant une distribution homogéne de récepteurs dans la membrane et de
calcium dans le milieu intracellulaire. L’excitation locale provient alors de la
stimulation localisée de la croissance des microtubules par 1’élévation de la
concentration de calcium suite & l'activation des récepteurs. Ceci provoque
une exaltation de la réponse dans la région proche de la source de GABA,
suite & 'augmentation du nombre de récepteurs et une inhibition simultanée
ailleurs par la déplétion de récepteurs.

La nécessité de la redistribution pour le guidage par le GABA n’est ce-
pendant pas complétement démontrée. Faute de disposer d’un inhibiteur
spécifique de la relocalisation spatiale, nous n’avons pu vérifier que ce phé-
nomeéne précis était un préalable indispensable & la réponse chimiotactique
du cone de croissance.
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Modéle d’auto-organisation dynamique

Nos résultats, la simplicité et la généralité du modéle qui en découle,
peuvent avoir une portée plus générale, au dela du probléme du guidage
axonal. Ils peuvent nourrir la réflexion pour des questions de mobilité cel-
lulaire, mais aussi dans des systémes ot la modulation dynamique d’une
réponse & un stimulus extérieur est utile. Nous avons ainsi apporté quelques
réponses, sur un systéme particulier, au probléme central en biologie cellu-
laire de ’adaptation dans le temps et ’espace de la réponse d’une cellule &
un environnement complexe.

Role de la diffusion

Les propriétés du modéle exposé reposent sur l'organisation dynamique
de récepteurs membranaires et donc sur 'existence de diffusion dans la cel-
lule. Il apparait aujourd’hui qu’elle est un élément important pour de nom-
breuses propriétés cellulaires [19, 87]. La diffusion introduit un niveau de
régulation spatiale en plus du niveau de régulation biochimique, ce qui per-
met une modulation dynamique des voies de signalisation. Elle régule par
exemple le nombre de récepteurs synaptiques et donc 'efficacité de la trans-
mission du message nerveux [35]. En limitant la durée de vie des complexes
de signalisation, la diffusion peut méme jouer un réle moteur dans la trans-
duction du signal, comme pour la conversion en message chimique du signal
lumineux par les photorécepteurs [96]. Dans le modéle proposé dans ce mé-
moire pour la redistribution des récepteurs du GABA, la diffusion est éga-
lement essentielle. Les récepteurs sont capables d’explorer ’espace et de se
lier de fagon stochastique aux microtubules dans leur voisinage. L’absence de
diffusion empécherait ce processus et 'amplification qui en résulte. Le role
précis de la diffusion sera étudié plus en détail dans les approches analytiques
du modele au chapitre suivant.

Un modéle simple (Figure semble rendre compte, du moins qualita-
tivement, de ’ensemble de nos données expérimentales. Il est donc intéressant
de tenter de valider ce modéle en examinant plus quantitativement si les in-
grédients qu’il contient sont suffisants pour expliquer la forme des résultats
expérimentaux. Nous avons donc mené une série d’expériences numeériques
ou "in silico”, qui sont ’objet du chapitre suivant.
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CHAPITRE 4 MODELISATION

L’intérét pour la modélisation mathématique en biologie est trés ancien
et s’est porté sur des domaines aussi variés que ’écologie des populations
[102), 167], le chimiotactisme [I14], ou plus récemment l’organisation du cy-
tosquelette [63], [154], les réseaux d’interactions protéiques [54] [107] ou la
signalisation cellulaire [72]. L’objectif de ces travaux est multiple. La modé-
lisation est tout d’abord une fagon de produire une explication d’un phéno-
méne uniquement décrit par les résultats expérimentaux. L’analyse mathé-
matique d’'un modéle peut étre & ce titre une vérification de la vraisemblance
des hypothéses qui le soutiennent. Un systéme formalisé mathématiquement
est ensuite un outil puissant pour tester 'influence éventuelle sur le sys-
téme de différents parameétres physiques inaccessibles expérimentalement ; on
parle alors d’expérience in silico. Enfin, la modélisation peut prédire certains
comportements du systéme, ceux-ci pouvant le cas échéant étre vérifiés ex-
périmentalement. Ces trois objectifs nous ont poussés a élaborer un systéme
formel rendant compte du modéle qualitatif que les résultats expérimentaux
nous ont amenés a proposer.

Nous avons proposé un modéle, appuyé sur nos résultats expérimentaux,
pour expliquer 'organisation des récepteurs du GABA 4 dans la membrane
du cone de croissance axonal. L’évolution temporelle de la distribution des
récepteurs a une forme particuliére présentant un temps de latence avant la
redistribution (voir Chapitre 3). Une modéle quantitatif apte a reproduire ce
comportement singulier est donc requis pour confirmer qu’une mise en équa-
tion adéquate des hypothéses minimales esquissées au chapitre précédent
peut étre satisfaisante. De plus, I’exploration par ce modéle de paramétres
inaccessibles par I’expérience, tels que le nombre de récepteurs ou de micro-
tubules et le coefficient de diffusion, peut permettre de préciser le mécanisme
de redistribution des récepteurs.

4.1 Modéle numérique de la redistribution des ré-
cepteurs

4.1.1 Modélisation

La modélisation que nous proposons décrit la dynamique des récepteurs
et la dynamique des microtubules. Ces deux quantités sont couplées, ce qui
constitue le coeur du modéle. Nous ne disposons cependant pas de données
moléculaires précises, que ce soit sur l'interaction des microtubules avec les
récepteurs ou sur l'effet exact de 'activation des récepteurs sur les micro-
tubules. Sur le premier point, les données expérimentales suggérent que les
récepteurs interagissent avec les extrémités des microtubules en croissance,
qui les poussent. Le second point est par contre une véritable boite noire :
hormis le réle du calcium, il n’existe que peu d’informations quantitatives
sur la nature de la modification de la dynamique des microtubules, dans les
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données expérimentales présentées ici ou dans la littérature.

Dynamique en ’absence de couplage

Les récepteurs, en ’absence de microtubules, diffusent librement dans la
membrane avec un coefficient D. Celui-ci est connu par les mesure présen-
tées dans le deuxiéme chapitre : D ~ 0.25 ym?.s~!. Les microtubules ont
une dynamique plus complexe, alternant stochastiquement entre des phases
de polymérisation et de dépolymeérisation [5I]. Il est cependant possible de
représenter chaque microtubule par le comportement moyen d’une assem-
blée de microtubule. Ainsi, I’évolution de la longueur d’un microtubule est
donnée par la superposition d’une loi déterministe, régie par des taux de po-
lymérisation ki et de dépolymérisation k_, et de fluctuations régies par un
coefficient de diffusion moyen Dj;. En notant x la position d’un récepteur et
L la position d’'un microtubule, on obtient alors le systéme découplé suivant :

x = v2Dw, (A1)
L =ky —k_L+2Dywir = 2=t 1 /2Dy wis '
ol Legg = Z—f est la longueur d’équilibre d’un microtubule et 7 = k% son

temps de relaxation vers ’équilibre. Formellement, ce systéme d’équation
peut décrire le déplacement d’un récepteur dans le plan (cas vectoriel) ou a
une dimension (cas scalaire). Dans le premier cas, les variables de la premiére
équation sont vectorielles et dans le second scalaires ; ’équation décrivant la
dynamique des microtubules est toujours scalaire, la direction d’un microtu-
bule étant considéré comme fixe. Dans un céne de croissance, se trouvent N,
récepteurs et Ny microtubules. En considérant que tous les récepteurs d’une
part et tous les microtubules d’autre part ont des propriétés identiques, la
dynamique du systéme est donnée par :

{ X = V2Dl k=1...N,

L.n:LLT_L—l—\/QDMu'JMm n=1...Ny

oll wy(t) et wy(t) définissent un mouvement brownien, c’est a dire sont tels
que < w(t + 1) —w(t) >=0 et < (w(t +t') —w(t))? >=t' pour tout . La
variable w, est de dimension 2 dans le cas vectoriel et de dimension 1 dans
le cas scalaire, tandis que wy;s est toujours de dimension 1.

(4.2)

Couplage des récepteurs aux microtubules

Les récepteurs interagissent cependant avec les extrémités des microtu-
bules ; ceci peut étre modélisé en considérant qu’il existe un potentiel d’inter-
action attractif localisé & I'extrémité mobile de chaque microtubule, biaisant
la diffusion des récepteurs. Ceci s’exprime de fagon équivalente en disant que,
lorsque les récepteurs sont au voisinage de I'extrémité d’un microtubule, ils
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sont piégés par le potentiel et entrainés avec la vitesse du microtubule. L’en-
semble des microtubules crée alors un potentiel U dans lequel les récepteurs
diffusent. En utilisant la relation d’Einstein entre la friction ¢ et le coeffi-
cient de diffusion D, D{ = kT ou kp est la constante de Boltzmann et
T la température, le mouvement des récepteurs s’exprime alors de la fagon
suivante :

Xp = —pop VU +V2Dw, . k=1...N, (4.3)

Cette équation a ’avantage de pouvoir rendre compte du mouvement di-
rigé des récepteurs, suite au déplacement des minima de potentiel, de 'alter-
nance des phases browniennes et dirigées par les entrées et sortie des puits
de potentiel et de l'invariance du coefficient de diffusion entre les phases
browniennes et dirigées.

Régulation de la dynamique des microtubules par les récepteurs

La dynamique des microtubules est également affectée par les récepteurs.
Une fagon de modéliser ce phénomeéne peut étre la suivante. Lorsqu’un récep-
teur k est & la position xj ot la concentration de GABA est C(xy) il produit
un champ d’activation Ag(x,xy) localisé autour de sa position. L’ensemble
des récepteurs crée alors un champ résultant A(x, {xx}r=1..n,). La crois-
sance des microtubules est alors renforcée dans les régions de champ fort.
Leur longueur d’équilibre Leq = ’]j—i est ainsi variable au cours du temps et sa
variation dépend du niveau d’activation A & 'extrémité du microtubule. Une
activation forte cause une augmentation de L., et une faible activation sa dé-
croissance. Pour un microtubule n dont I'extrémité est & la position &, a l'ins-
tant ¢, ceci se traduit en Leg(t + dt) = Leg(t) + g[A(&n(t), {xk(t) }o=1...N,)]dt
ol ¢ est une fonction positive lorsque A est grand et négative sinon.

Cette loi markovienne pour L., est peu commode, car elle introduit
une mémoire dans I’évolution de la longueur du microtubule, ce qui rend
la formalisation délicate. Une forme plus aisée & manipuler pour L., est
Leq(t) = fIA(&n(t), {xk(t) th=1..N,)] ol f est une fonction croissante. Cette
approximation revient & supposer que les microtubules ont une longueur
proche de leur longueur moyenne d’équilibre & tout temps. Cette loi plus
simple conserve les variations souhaitables pour L.,. En ce cas, la dyna-
mique des microtubules est régie par les équations suivantes :

L, = FAGn (xkdr=r. o)=Ly VZDywitn n=1...Ny (4.4)

T

Nous avons ainsi obtenu un systéme complet d’équations pour la descrip-
tion de 'organisation des récepteurs et des microtubules :

Xp, = =25 VU + V2Dw; k=1...N,
L, = f[A(ﬁn,{Xk}jzl...Nr)}*L +V2Dpywit, n=1...Ny
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Celui-ci est couplé, non séparable et non linéaire ; il est possible d’obtenir
a partir de celui-ci I’équation de Fokker-Planck du systéme complet, mais
sa résolution analytique ou numérique semble hors de portée. Nous avons
donc réalisé des simulations numériques aprés avoir spécifié une géométrie
simplifiée pour le systéme et la forme des fonctionnelles manquantes A et U.

4.1.2 Modélisation numérique
Géomeétrie du céne de croissance synthétique

L’organisation des microtubules est complexe dans le cone de croissance.
Bien qu'ils soient tous orientés avec leur extrémité {4} vers la partie distale
de I'axone, les microtubules sont flexibles et capables de former des boucles.
Dans un premier temps, il est cependant difficile de tenir compte de ces
propriétés et leur considération pourrait sembler non pertinente, eu égard aux
approximations drastiques effectuées par ailleurs (voir les sections précédente
et suivante). Dans I’ensemble des simulations numériques présentées ici, la
géométrie utilisée est ainsi la suivante. Le cone de croissance est considéré
comme un demi-cercle fixe de 10 um de rayon contenant N, récepteurs et
Njs microtubules rigides, de directions fixes, réparties uniformément dont
I'origine est placée au centre du cercle, (Figure et de longueur plus petite
que le rayon du céne de croissance. Le gradient est imposé horizontalement
depuis la droite.

Fi1G. 4.1 — Modélisation de la géométrie du cone de croissance. Les micro-
tubules sont en rouge et les récepteurs en bleu. La fleche grise indique la
provenance du gradient. Le trait pointillé noir indique les limites du cone de
croissance.

Le nombre de récepteurs est constant dans toute la simulation. Ce choix
est justifié par I’absence d’endocytose significative durant la durée de I'expé-
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rience et I'existence d’une barriére de diffusion entre le cone de croissance et
I'axone (Chapitre 3) : il n’y a de pertes de récepteurs ni par diffusion latérale
ni par internalisation. La néo-synthése de récepteurs ne peut toutefois pas
étre exclue mais en ’absence de données sur ce point, nous I’avons négligée
dans une premiére approximation.

Discrétisation du temps

La simulation numérique d’équations stochastiques telles que celles éta-
blies dans la section précédente nécessite une discrétisation du temps. A cet
effet, et ce essentiellement pour des limitations de temps de calcul, la posi-
tion des récepteurs et des extrémités des microtubules est calculée toutes les
10 secondes, ce qui permet & I'aide des moyens de calcul & notre disposition
de mener une simulation en une dizaine de minutes.

La fonction de couplage des récepteurs

Nous disposons de peu d’éléments expérimentaux pour expliciter U ou
A. Le potentiel d’interaction des récepteurs avec les microtubules est ici un
potentiel effectif qui ne saurait étre le reflet d’interactions moléculaires, mais
le résultat d’un ensemble d’interactions moyennées sur une période grande
par rapport au temps mis en jeu dans une interaction entre molécules.

En P’absence de données particuliéres, il est raisonnable de décrire une
interaction locale par un potentiel parabolique coupé ou gaussien V(x) =

—Kexp —(xfd# (Figure , qui est le choix que nous avons fait. La spé-
cification du potentiel se réduit alors a définir sa profondeur et sa largeur
caractéristique.

Sa largeur est choisie comme la taille de la région ot évolue 'extrémité
du microtubule a I’échelle de la résolution temporelle choisie dans les simu-
lations. En considérant que la vitesse d’élongation d’un microtubule est de
I'ordre de 0.3 pum.s~!, une largeur caractéristique acceptable pour le puits
de potentiel, & une échelle de quelques secondes d’intégration, est de I'ordre
de 1 pm.

Les récepteurs étant capable de se défaire de leurs interactions avec les
microtubules dans un temps bref (T ~ 4s), sa profondeur doit étre choisie
de l'ordre de quelques kT, ol kg est la constante de Boltzmann et T la
température. Dans ce cas, oul le puits est peu profond, le temps de sortie est
typiquement le temps de diffusion dans la largeur du puits, qui est de 'ordre
de quelques secondes pour un puits de taille micrométrique.

Dans les simulations nous avons ainsi utilisé un puits gaussien de largeur
0.5um et de profondeur de 4kpT. L’ensemble des microtubules crée ainsi un

N,
potentiel U(x) = — f Kexp —(x_d#, ou &, désigne la position du micro-
n=1

tubule n, formé d'un réseau de puits (Figure [4.2)) dans lequel les récepteurs
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diffusent.

F1G. 4.2 — Représentations des microtubules (A), du potentiel attaché a l'ex-
trémité d’un microtubule (B)et de l'opposé —U du potentiel d’interaction
résultant avec les récepteurs

La fonction de régulation de la dynamique des microtubules

L’action des récepteurs sur les microtubules peut étre modélisée de fagon
analogue. A un instant donné, un récepteur est a une position (z,,y,), ou la
concentration de GABA est C(z,). Un champ d’activation gaussien centré en
(y,yr) d’amplitude proportionnelle a C'(x,) et d’extension spatiale o = 2 ym
est créé. Le choix de o n’est pas complétement arbitraire : il s’agit d’une
distance typique qu’un récepteur explore par diffusion au cours d’un pas de
temps de la simulation.

Cette modélisation est incompléte dans la mesure ou elle ne tient pas
compte de la réponse réelle des récepteurs du GABA 4 a leur ligand, qui
n’est pas linéaire, contrairement au choix effectué ici. Notre choix se justifie
dans la mesure ou la concentration de GABA utilisée dans nos expériences
se situait dans une gamme ot la réponse du récepteur est quasi-linéaire.

L’ensemble des récepteurs du céne de croissance génére ainsi une carte
d’activation A(z,y), somme de l'activation de tous les récepteurs individuels
(Figure , qui fixe la nouvelle longueur d’équilibre du microtubule dont
I'extrémité est en (z,y).

Le choix le plus simple pour la nouvelle longueur d’équilibre d’un micro-
tubule est de choisir la fonction de couplage f comme une fonction affine :
Leg(t+dt) = Leg(t) + A (A(x’ﬂ2&<’4(w’y’t)>dt, ou < ... > désigne la moyenne

Yt)>
sur tout le cone de croissance. Il apparait par ailleurs dans les simulations que
les résultats obtenus sont sensiblement comparables en utilisant cette loi ou
la loi simplifiée pour L, (t) présentée dans la section précédente ot Leq ne dé-
pend que du niveau instantané de 'activation : L, (t) = N(A(mvzig(_wiﬁgiy’tb
avec p une constante. Le paramétre A est a prior: arbitraire et défini I’échelle
de vitesse & laquelle un microtubule peut se déplacer, il a simplement été
fixé au cours de la simulation afin que dsteq reste dans une limite de quelques
dixiémes de microns par seconde. En ’absence de données supplémentaires,
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F1G. 4.3 — Représentations des récepteurs (A) et de la carte d’activation A
des microtubules correspondante (B)

A= 0.1 um.s~! est ainsi un choix satisfaisant et a été retenu pour les simu-
lations.

4.1.3 Reésultats

Les simulations sont menées de la facon suivante : initialement les ré-
cepteurs sont répartis de facon homogéne et les microtubules ont tous une
longueur initiale égale a leur longueur a l’équilibre en ’absence de toute
activation Lo=7 pm. Cette valeur est typiquement ’extension de la zone
occupée par les microtubules dans un coéne de croissance [I55]. La position
des récepteurs et des microtubules est actualisée toutes les 10 secondes, la
partie brownienne de leurs mouvements étant simulée comme indiqué en An-
nexe [£.4] . Ces positions sont ainsi générées durant en temps correspondant

a 1000 s (voir Figure [1.4).

F1G. 4.4 — Position des récepteurs et des microtubules initiale (A), aprés 300
secondes (B) et aprés 800 secondes (C)
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Redistribution moyenne des récepteurs

La position moyenne au cours du temps des récepteurs est alors calculée.
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au cas de 200 récep-
teurs et 50 microtubules présents dans le cone de croissance soumis & un
gradient de 10% de GABA, c’est-a-dire a un profil ou la différence relative
de concentration entre le point le plus éloigné et le plus proche de la source
est de 10%. Le nombre de microtubules choisi est de 'ordre de celui mesuré
expérimentalement [I55]. Par ailleurs, la densité de récepteurs a I'extérieur
d’une synapse est limitée & une dizaine par pum? [160], comme le confirme la
possibilité de I'enregistrement de courant de canaux uniques dans un neu-
rone & 'aide d’une pipette de verre d’ouverture micrométrique. L’influence
de ces paramétres sera discutée plus avant.

Afin de pouvoir comparer aux données expérimentales, la simulation a
été répétée 10 fois avec ces paramétres. La moyenne de la position suivant
la direction x est présentée sur la Figure [4.5]

Fi1G. 4.5 — Barycentre de la position des récepteurs soumis & un gradient
de 10% dans la direction x (points bleus) moyenné sur dix simulations. La

courbe rouge est l’ajustement heuristique du résultat par une fonction de la

tn
forme AW

Comparaison aux données expérimentales

La forme de la redistribution des récepteurs dans la simulation est vi-
suellement similaire & celle observée expérimentalement. L’ajustement par
une fonction de type Atnfr% est en accord avec les données expérimentales,
avec un temps caractéristique Tsim=10.2 min et un exposant ngjm, = 4.3
a comparer a T=10.3 min et n = 4.9 pour les données expérimentales (voir
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Figure [4.6). La valeur absolue de 'amplitude n’est pas un paramétre per-
tinent dans notre comparaison, car elle dépend de la géométrie particuliére
choisie.

F1G. 4.6 — Comparaison des courbes de redistribution moyenne réelle (points
bleus) et obtenue par la simulation numérique (courbe rouge). L’amplitude
de cette derniére a été ajustée a celle de la redistribution expérimentale.

La simulation semble donc suffisante pour rendre compte des données
expérimentales. Le modéle proposé est ainsi validé a posteriori par la si-
mulation numérique : le systéme sommaire d’interactions entre récepteurs
et microtubules, méme incomplet au niveau moléculaire, est suffisant pour
expliquer l'organisation des récepteurs du GABA dans la membrane du céne
de croissance.

Simulation a4 cadence rapide

Il faut cependant remarquer que les simulations présentées ici ne sont
pas rigoureusement équivalentes aux observations expérimentales. En effet,
la différence de cadence d’acquisition -0.1 Hz contre 1 Hz- pourrait introduire
des effets artefactuels dans la simulation. Le pas de temps retenu n’est pas
neutre du point de vue de la modélisation car il impose une échelle temporelle
sur laquelle la dynamique de tous les éléments du modéle est moyennée. Afin
de vérifier que ceci n’était pas décisif dans notre modéle, nous avons réalisé
des simulations & cadence égale a celle des acquisitions expérimentales (voir
Figure .

Il apparait que la forme de la redistribution est sensiblement équivalente
a celle observée dans les simulations précédentes (7=10.3 min et n=2.9) et
dans les expériences. Pour des raisons d’économie de temps de calcul, il est
ainsi possible de se restreindre & des simulations numériques & une cadence
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Fi1c. 4.7 — Redistribution des récepteurs a la cadence utilisée expérimentale-
ment)

de 0.1 Hz sans perte de qualité dans la modélisation du systéme. Le premier
objectif assigné a la modélisation au début de ce chapitre est donc atteint ;
les simulations numeériques confirment que le modéle élaboré est suffisant
pour rendre compte des données observées.

4.2 Exploration des paramétres

L’exploration de paramétres inaccessibles expérimentalement a pour ob-
jectif de permettre d’une part d’estimer la robustesse du mécanisme par rap-
port a la variation de ces paramétres et d’identifier qualitativement d’autre
part les différentes étapes du processus de redistribution.

4.2.1 La densité de récepteurs

La densité de récepteurs, comme signalé dans la section précédente, est un
paramétre dont I'ordre de grandeur peut certes étre estimé par des moyens
indirects mais qui est malgré tout arbitraire dans le modéle. Des simula-
tions avec différents nombres de récepteurs présents dans la membrane en
conservant les autres parameétres inchangés (Figure ont été réalisées.

L’amplitude de la redistribution est croissante avec le nombre de récep-
teurs présents dans la simulation. Il apparait notamment que pour N, infé-
rieur a 20, la redistribution est impossible. L’interprétation de cette obser-
vation est simple. Le couplage réciproque entre microtubules et récepteurs
équivaut de fait & une interaction attractive récepteurs-récepteurs. L’aug-
mentation de leur nombre a ainsi pour effet naturel de renforcer la coopé-
rativité entre récepteurs et favorise leur redistribution. Il est intéressant de
remarquer que dans une large gamme de densité de récepteurs, raisonnable
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Fic. 4.8 — Redistribution pour différents nombres N, de récepteurs :
N, =10 (losanges bleus), N, =50 (carrés verts), N, =100 (triangles rouges),
N, =10000 (cercles roses)

dans un cone de croissance réel (de I'ordre de quelques centaines de récep-
teurs dans la membrane), la redistribution est possible. Ceci permet de vé-
rifier que la modélisation proposée est bien susceptible de rendre compte
de phénoménes réels de réorganisation de récepteurs dans la membrane, en
utilisant des paramétres physiologiquement acceptables.

4.2.2 Le coefficient de diffusion

Il parait clair que le coefficient de diffusion est essentiel dans la régulation
de l'organisation des récepteurs dans la membrane. Celui-ci est le paramétre
clé de la dynamique du systéme. Il est également le reflet de la tempéra-
ture dans le modéle et régit donc la répartition des récepteurs dans 1’état
stationnaire. L’impact du coefficient de diffusion a été évalué en simulant
la redistribution de 200 récepteurs en présence de 50 microtubules dans un
différentiel de concentration de 10% (voir Figure pour différentes valeurs
de D.

Dynamique de la redistribution

Le temps nécessaire a la redistribution décroit avec le coefficient de diffu-
sion. Cette observation est attendue dans la mesure ot D est lié a la viscosité
du systéme. L’augmentation de D correspond & une diminution de la visco-
sité; la dissipation dans le systéme est alors plus faible et la transition de la
distribution des récepteurs vers une configuration favorisée énergétiquement
est plus rapide. Il apparait que le temps caractéristique de redistribution Tp
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Fi1G. 4.9 — Redistribution normalisée en amplitude pour différents nombres
coefficients de diffusion : D=0.1 um?.s~* (triangles bleus), D=0.15 pm?.s~!
(cercles rouges), D=0.2 um?.s~' (carrés noirs), D=0.25 um?.s~% (croiz
vertes), D=0.5 um?.s~% (losanges roses)

est correctement approché par une fonction linéaire de I'inverse du coefficient
de diffusion : Tp = % (Figure .

Fi1c. 4.10 — Vartation de l'inverse du temps caractéristique de redistribution
en fonction du coefficient de diffusion (croix bleus) ajustée par une fonction
linéaire)

Cette loi pour le temps de redistribution est caractéristique du temps mis
par une particule diffusant librement pour trouver une cible dans ’espace
[143].

Cette information est particuliérement intéressante pour la compréhen-
sion du mécanisme de redistribution des récepteurs. Il semble qu’il existe
une premiére étape limitante due & la diffusion des récepteurs avant leur re-
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distribution. L’observation est cohérente avec un processus en deux étapes.
Dans un premier temps, les récepteurs diffuseraient a la recherche de leur
cible, 'extrémité d’un microtubule en croissance. Ce n’est qu’une fois cette
étape accomplie que les récepteurs pourraient en moyenne étre déplacés par
les microtubules dont ils induiraient la croissance asymétrique.

Amplitude a I’équilibre

L’amplitude de la redistribution aux temps longs dépend du coefficient
de diffusion. A ’équilibre, les propriétés dynamiques n’entrent plus en jeu
mais le coefficient de diffusion étant proportionnel & la température, ses
variations ont un effet identique & celle de cette derniére. L’amplitude de la
redistribution a saturation est présentée sur la Figure [4.11

Fic. 4.11 — Amplitude de la redistribution (croixz bleues) en fonction du co-
efficient de diffusion

L’asymétrie & I’équilibre est décroissante avec le coefficient de diffusion,
les récepteurs étant moins sensibles au profil énergétique asymétrique aux
hautes températures. Il est possible d’estimer la forme du profil énergétique
d’équilibre responsable de la distribution stationnaire des récepteurs. La po-
sition d’un récepteur, normalisée par le rayon du cdéne de croissance, est
désignée par z. Lorsque le systéme est soumis a un gradient venant du coté
des valeurs positives, on peut supposer qu’a 1’équilibre celui-ci est plongé
dans un potentiel en loi de puissance Ugy(2) = akp(l — 2)" ol a et n sont
des constantes. Ce potentiel est maximal en z = +1 et minimal en z = —1
et le systéme est formellement similaire & une généralisation du parama-
gnétisme de Langevin. Dans I’ensemble canonique a la température T, la
position moyenne des récepteurs < z > est donnée par :
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_a(l-x)"

fjll ze T dz

_a(l—z)"

[Hle o7 de

<z >= (4.6)

On obtient alors :

1
coom T Dm0
a Tie(2n2, Dr(d)

T’'n n

(4.7)

ou I' et 'y, sont respectivement la fonction I' et la fonction I' incompléte
définies par :

. fg e~ ttP—14¢ (48)

D) = 5o ettt
Finc(l'ap) = T(p)

Seul le cas n = 1, le paramagnétisme de Langevin, est analytique, don-
nant pour < z > la fonction de Langevin : < z >= coth 7 — % L’ajustement
non linéaire des données par la formule théorique de la distribution permet
alors de déterminer la forme du potentiel d’équilibre U, (Figure . Nous
obtenons n = 1.3 et a = 0.4 K. La profondeur du potentiel a ’équilibre est
ainsi de 'ordre de kT et semble reproduire le gradient extérieur.

F1G. 4.12 — Amplitude de la redistribution (croix bleues) ajustée par la for-
mule théorique de distribution d’équilibre dans un potentiel asymétrique en

loi de puissance (courbe rouge) (A) et potentiel effectif déterminé par cette
méthode (B)

Les récepteurs suivent & I’équilibre une distribution thermodynamique
dans un potentiel effectif dii & la présence du gradient de GABA, ce qui a été
observé dans nos expériences (Figure . Ce potentiel effectif provient de
la distribution des extrémités de microtubules & 1’équilibre. La vérification
expérimentale de cette répartition thermodynamique apparait essentielle et
nécessitera la génération de gradients précisément calibrés.
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4.2.3 La valeur du gradient

Une question centrale dans I’étude du chimiotactisme du cone de crois-
sance est la variabilité de sa réponse en fonction du gradient extérieur. Cette
question est difficilement accessible par le dispositif expérimental présenté
dans ce mémoire. Aussi, I’expérience in silico peut fournir une prédiction
utile, qui pourra étre validée ou non par des expériences ultérieures ot le gra-
dient extérieur pourra étre précisément maitrisé. Des simulations ont ainsi
été effectuées sous différents gradients, avec une différence de concentration
entre la partie distale et la partie proximale du céne de croissance comprise
entre 1% et 50% (Figure [4.13)).

Fi1G. 4.13 — Amplitude de la redistribution (croiz bleues) en fonction de la
différence de concentration entre les deux faces du cone de croissance

La redistribution est significative dés la plus faible valeur de gradient
utilisé (1%). Ceci met en évidence la sensibilité du modéle proposé pour la
redistribution des récepteurs. L’amplitude de la redistribution est, de facon
logique, augmentée par un raidissement du profil de concentration, la réponse
étant cependant de plus en plus faiblement modifiée avec le renforcement du
gradient (Figure .

Au contraire de son amplitude, le temps caractéristique du processus de
redistribution est indépendant du gradient extérieur (Figure [4.14)).

Le temps caractéristique du processus de redistribution ne dépend pas de
la stimulation extérieure (Figure mais uniquement des propriétés dyna-
miques intrinséques des récepteurs (Figure au travers de leur coefficient
de diffusion. Cette observation est cohérente avec un modéle de redistribu-
tion limitée par la diffusion ol le temps de latence observé serait da a la
recherche brownienne des extrémités des microtubules.
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F1G. 4.14 — Temps de redistribution normalisé (croix bleues). Le temps de
redistribution pour 10% de différence de concentration est choisi comme ré-
férence et tous les temps sont rapportés a celui-ci.

Ces résultats ouvrent la possibilité d’une validation expérimentale ulté-
rieure du modéle : 'application d’'une gamme de gradient permettrait de
tester les prédictions fournies par les simulations.

4.2.4 Le nombre de microtubules

L’evolution temporelle de la distribution des récepteurs obtenue par la si-
mulation avec un jeu de paramétres raisonnables est proche de celle observée
réellement. La redistribution semble connaitre une premiére étape limitée
par la diffusion introduisant un temps de latence du a la recherche brow-
nienne des extrémités des microtubules. La variation de leur nombre modifie
la taille de la zone & rechercher et peut donc étre critique pour le temps
de redistribution. Nous avons donc réalisé des simulations numériques pour
différents nombres de microtubules (Figure [4.15)).

Il apparait que le temps caractéristique de redistribution décroit avec
I’augmentation du nombre de microtubules. Ceci n’est pas surprenant : un
nombre de microtubules supérieur correspond a une surface de cible plus
grande, ce qui provoque une diminution du temps de diffusion nécessaire
pour l'atteindre. Les variations de ce temps de redistribution sont limitées a
~ 10% pour des nombres physiologiquement raisonnables de microtubules,
compris entre 10 et 200. Notre modéle est donc robuste pour la variation du
nombre de microtubules.

La cohérence des données numériques et expérimentales ne tient donc
pas & un choix particulier de parameétres mais témoigne de la vraisemblance
de notre modélisation de I'auto-organisation des récepteurs.
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Fic. 4.15 — Temps caractéristiques Ty de redistribution en fonction du
nombre de microtubules N. Les temps sont normalisés par rapport a Tiop
le temps de redistribution pour 100 microtubules

4.2.5 Un ajustement optimal ?

Les deux caractéristiques nécessaires a un fonctionnement correct du cone
de croissance sont sa sensibilité aux signaux faibles et sa résistance au bruit.
Dans le modéle exposé dans ce mémoire, cette robustesse repose sur le temps
de latence inhérent au meécanisme de redistribution, la sensibilité pouvant
étre estimée par 'amplitude de la redistribution des récepteurs. Ces deux
quantités sont régulées par la densité de récepteurs et le coefficient de diffu-
sion. Un fonctionnement optimal du cone de croissance est ainsi obtenu pour
un jeu de paramétres particulier.

Un coeflicient de diffusion trop élevé accroitrait la rapidité de la réponse
du codne de croissance mais limiterait sa sensibilité en restreignant la réor-
ganisation des récepteurs. A I'inverse, un coefficient de diffusion trop faible
exalterait la redistribution mais celle-ci se produirait dans un temps trop
long, éventuellement incompatible avec la croissance du systéme nerveux. Le
systéeme de détection du GABA dans le cone de croissance pourrait ainsi
constituer un optimum tant par ses propriétés dynamiques (coefficient de
diffusion des récepteurs) que par son organisation (densité de récepteurs).

4.3 Développements analytiques

La simulation numérique permet d’étudier le comportement d’un systéme
in silico aussi proche que possible du systéme réel. Il est cependant également
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intéressant de proposer une résolution analytique du modéle, quitte & recourir
a des simplifications. En effet, outre I'intérét intrinséque de la recherche d’une
telle solution, il serait pertinent de pouvoir exhiber une forme générique
rendant compte des éléments essentiels du modéle et transposable a des
systémes biologiques différents.

4.3.1 Modéle analytique complet

Les équations régissant la dynamique de N, récepteurs et de Nj; microtu-
bules établies précédemment constituent un systéme de NV, + Njs équations
stochastiques de type équation de Langevin. Il est ainsi a prior: possible
d’effectuer leur transformation canonique afin d’obtenir leur équation déter-
ministe associée -I’équation de Fokker-Planck-, contenant toute l’informa-
tion sur I’évolution du systéme. On note par X; la position dans le plan
du récepteur 7 et par L; celle de I'extrémité du microtubule j; ces deux
variables sont donc définies dans R2. Définissons une variable vectorielle

globale Z(t) = {X1(t),...,Xn,,L1,...,Ln,,} dans une base (R2)Nr+Nu
(ul,. .. uNrtNar)
bules et deux tenseurs d’évolution du systéme ¢ : le tenseur de diffusion et

B le tenseur de déplacement déterministe. Le premier est donné par :

pour repérer la position des récepteurs et des microtu-

o= Z wiu' @ (4.9)

ol

w; =2Dyé si i> N,

ou les {&}i=1. n,4+n, sont des mouvements browniens. On considére un
modéle ot les récepteurs interagissent avec les microtubules dés lors qu’ils
en sont plus proches qu’'une distance €. En ce cas, ils sont entrainés a la vitesse
du microtubule et la longueur a I’équilibre du microtubule est modifiée en
fonction de l'activation du récepteur. Le tenseur de déplacement est alors
défini par :

R - LG <
{wl V2D.& st i < N, (4.10)

Ny+N » ,
A Z ]J\[J\F/Tﬁ E(4, J)ng ®uj pour i < N, (411)
Z = Z] TLEG DO ®@uj —ut @u;  pour i > Ny
ou
E(i,j) = V(Xi, Lj—n,) (4.12)

est une fonction de voisinage entre les récepteurs et les microtubules valant 1
lorsque le récepteur ¢ et le microtubule j sont plus proches que € et 0 sinon,

125



CHAPITRE 4 MODELISATION

et ou f est la fonction réponse de la longueur du microtubule & 'activation
du récepteur.

Dans ce cas, ’équation régissant le comportement complet du systéme
s’écrit dans le formalisme de Langevin :

Z=BZ+ol (4.13)

ou I est le vecteur identité. L’équation de Fokker-Planck associée pour la
probabilité jointe p(Xi,...,Xn,, L1,...,Ln,,) de trouver les N, récepteurs
et Nps micriotubules dans {X; +dX1,..., Xy, +dXn,, L1+dLy,..., Ly, +
dLn,,} est alors :

% =c:0'Ap—V.(pB.2) (4.14)

4.3.2 Modéle analytique simplifié

Il est ainsi possible de formuler le processus de redistribution des récep-
teurs en une équation analytique unique contenant toute la complexité du
probléme. Cependant, I’équation de Fokker-Planck obtenue ne posséde pas
de solution analytique ou numérique calculable. Nous proposons ici une sim-
plification pour obtenir un systéme résoluble et suffisant pour rendre compte
du comportement observé dans les simulations du modéle complet.

Modéle unidimensionnel

Une simplification naturelle consiste a rechercher un équivalent unidi-
mensionnel du systéme complet. Le gradient extérieur introduit en effet une
brisure de symétrie uniaxiale et la géométrie exacte du systéme est peu sus-
ceptible de jouer un role décisif dans la forme de la redistribution des ré-
cepteurs. D’autre part, la position moyenne des récepteurs étant la mesure
la plus intéressante, il est raisonnable de considérer les mouvements d’un
récepteur «moyeny reflétant ceux de I'’ensemble des récepteurs. Le systéme
complet se raméne ainsi a I’étude de la dynamique d’un récepteur repéré par
sa position X et d’un microtubule unique de longueur L en une seule di-
mension (Figure . Le récepteur équivalent diffuse en interagissant avec
un microtubule croissant ou décroissant selon son niveau d’activation. L’en-
semble est plongé dans un gradient imposant une activation du récepteur
différente en fonction de sa position.

Considérons un microtubule toujours orienté vers le gradient (L>0), de
longueur maximale 21,4, avec son origine en — L4, et un récepteur diffu-
sant entre —Lyq0 €t Linaz-

De fagon générale, un tel modéle unidimensionnel peut s’écrire de la fagon
suivante :
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F1G. 4.16 — Simplification du modéle complet (A) en un systéme a un récep-
teur et un microtubule (B)

' ' 4.15
[=-Lolaled) | A DEM o

ol M est une fonction de locomotion décrivant le couplage entre récepteurs
et microtubules.

{ X :M(X7L’L)+ V2D7‘1D§"I’

Couplage avec ’ensemble du microtubule

Considérons tout d’abord un récepteur interagissant de fagon permanente
avec ’ensemble du microtubule et étant entrainé par celui-ci. Dans ce cas
simple, M (X, L, L) = L. Une forme envisageable pour Ly est une fonction
affine de X, Loy = Lo + a(X + Lyaz), qui permet de traduire la présence
du gradient créant une activation asymétrique des récepteurs. Le couplage
entre récepteurs et microtubules est ainsi nul pour X = —L;,4; et maximal
pour X = +Lyq.. En ce cas le systéme se réduit a :

{X:L+WD;D;

L — _L—LO_QS-X+Lmaz) _|_ QD}\JDgM

(4.16)

Les équations d’évolution de X et L les valeurs moyennes de X et L sont
alors :

<X>=<L>
[~ — _ <L>-Lo—a(<X>+Lmax) (4.17)
{<L>_— 0
Ce systéme est résoluble. La premiére équation fournit < X (t) >= X (0)+ <
L(t) > —L(0) et en reportant dans la seconde, on obtient :

1 X(0) — L(0)) + Lo + aLmax
21y sy KO- LO) 4o to

<X >=( (4.18)
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En choisissant L(0) = Ly, la longueur d’équilibre du microtubule en I’absence
de récepteur, on obtient

. -1 X(0 L
<X>:(a )<X>+M (4.19)
T T
< X > est alors donné par :
X(0 L X(0 L a—
< x(t) 5= X0 Folnas _ aX(0) + aLmas ooy (4.20)

l—« l—«

Initialement la symétrie n’est pas brisée et la position initiale du récepteur
est donc X (0) = 0. Par conséquent :

oLy
X(t = 1-—
< X(t) > l—a( e

a—lt

) (4.21)

Cette équation est valable dans un milieu infini, il faut donc la modifier
lorsque X est limité & L,q, en :

OéLmaz (1 . ea;l

< X(t) >= min[Laz, B (4.22)

11—«

ou minfa,b] désigne le minimum de a et b. La forme de la redistribution

moyenne est déterminée uniquement par la valeur de . L’amplitude de la
almax

redistribution est ainsi min(Lae, “722*) et sa forme est une exponentielle
croissante coupée (o > 1) ou une exponentielle décroissante (a < 1) (Figure

ATY).

Fi1G. 4.17 — Courbes de redistribution moyenne en fonction de la valeur de
a (a=0.01 : carrés bleus, a=0.1 : cercles noirs, a=0.5 : triangles rouges, «
=0.9 : ligne violette, a=1.5 : étoiles vertes)
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La courbe de redistribution est ainsi coupée pour les valeurs de « supé-
rieures a %, pour lesquelles la position d’équilibre serait située au deld de
Lmaz~

Ce modéle unidimensionnel est ainsi capable de produire une redistribu-
tion, mais ne peut rendre compte du comportement observé expérimentale-
ment et numériquement, méme & un niveau qualitatif. La redistribution suit
en effet immédiatement ’application du gradient, ce qui n’est pas observé
expérimentalement. Ce point semblant étre essentiel dans la fonction du cone
de croissance en lui conférant une certaine robustesse, le modéle développé
ici n’est donc pas satisfaisant.

D’autre part, le temps de la redistribution ne dépend pas du coefficient
de diffusion du récepteur : ce processus unidimensionnel n’est pas limité par
la diffusion mais par la force du couplage avec les microtubules. Ceci est
4 nouveau contraire aux informations obtenues par simulation numérique

(Figure et [4.10)).

Le comportement résultant de ce modéle est analogue a celui d’un récep-
teur dans un potentiel linéaire V' (r) = —pux entre deux bords réfléchissants
(Annexe, Figure. Ces modéles sont adaptés pour décrire I’évolution
d’un récepteur dans un potentiel fixe, ce qui néglige un point fondamental
du modéle complet, ol le potentiel causant le mouvement du récepteur est
produit par le récepteur lui-méme. Ils peuvent au mieux décrire le com-
portement du récepteur au voisinage de 'équilibre mais pas son évolution
temporelle. Les approximations effectuées sont trop simplificatrices, notam-
ment celle d’'une interaction du récepteur avec I’ensemble du microtubule qui
impose un couplage permanent avec le récepteur. Ceci confirme I’hypothése
d’une interaction localisée avec I’extrémité du microtubule.

Couplage avec ’extrémité du microtubule

Un modéle plus pertinent dérivé du précédent est celui ou le couplage du
récepteur et du microtubule est conditionné a la proximité du récepteur avec
I'extrémité du microtubule (Figure [4.18)).

Ce concept de proximité est ici équivalent aux potentiels d’interaction
entre récepteurs et microtubules du systéme complet utilisé pour les simu-
lations. Il convient ainsi de définir deux fonctions de voisinage a prior: dis-
tinctes Ve sy (X, L) et Viyyr—gr(X, L). Celles-ci définissent respectivement
les conditions sur X et L pour que 'activation des récepteurs modifie la dy-
namique du microtubule et et pour que le microtubule entraine le récepteur.
Ces deux fonctions valent ainsi 1 lorsque les conditions de proximité sont
satisfaites, et 0 sinon.

Dans ce cas, les équations (4.16)) se modifient en :
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Fic. 4.18 — Systeme a un récepteur et un microtubule ot [activation du
microtubule par le récepteur et [’entrainement du récepteur par le microtubule
ne se produisent que lorsque le Técepteur est au voisinage de ’extrémité du
microtubule

(4.23)

{ X = LVyr—r(X,L) + /2D1D¢,

7 L—Lo—(a(X+Lmasz)Vr—nmr(X,L :
L=— 0—(a(X+ o Weaonr(X,L) | 2D]1\/j[ij

Dans un souci de simplification, les fonctions de voisinage peuvent étre
choisies identiques Vi yr(X, L)=Vyr—gr(X,L) = V(X, L) sans notable-
ment modifier la nature du probléme. Le systéme unidimensionnel obtenu
est alors :

X = LV(X, L) + \/2DIPE, »
L:_L—Lo—(a(X—i-TLmax)V(X,L)) n 2D]1\4D€M (4.24)
avec
V(X,L)=1 si |[X—-L|<d
{ V(X,L)=0 si |[X—L|>d (4.25)

ou d est la distance caractéristique du voisinage.
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Analyse du modéle

Le systéme simplifié introduit n’est pas soluble directement & cause de
la non-linéarité de la fonction de voisinage. Quelques remarques qualitatives
peuvent cependant permettre de mieux analyser ce systéme. En ’absence
de diffusion avec les conditions initiales utilisées précédemment le systéme
aurait une solution triviale < X (t) >= 0 et < L(t) >= L¢. La diffusion est
ainsi un élément moteur dans ce systéme, et les interactions entre le récepteur
et le microtubule ne peuvent se produire que suite aux fluctuations brow-
niennes permettant d’amener stochastiquement le récepteur au voisinage de
Iextrémité du microtubule. Une fois ceci effectué, le couplage est possible
et le récepteur peut activer la croissance du microtubule qui 'entraine alors
avec lui. Ce second processus est semblable au modéle déja étudié dans cette
section. Cette étape est ensuite limitée par la saturation du déplacement des
récepteurs, pour raisons géométriques ou par 1’établissement d’une nouvelle
position d’équilibre pour le microtubule et le récepteur. Ce modele, présen-
tant une phase initiale de latence limitée par la diffusion est donc susceptible
de rendre compte du comportement attendu. Ceci est effectivement vérifié
par simulation numeérique (Figure . Le coefficient de diffusion D,1p du
récepteur équivalent & une population de N récepteur doit étre choisi tel que
D,1p = D, /N. Dans ce cas, la redistribution du récepteur se produit aprés
un temps de l'ordre de 10 minutes (7' = 8.5 min), comme dans la simulation
compléte.

Fi1c. 4.19 — Redistribution moyenne pour 10 simulations indépendantes dans
le modéle unidimensionnel avec fonctions de voisinage.

Les trois régimes différents identifiés dans la redistribution du récepteur :
recherche brownienne, déplacement couplé et saturation peuvent alors étre
étudiés séparément. Il est ainsi possible de proposer une résolution asymp-
totique du systéme.
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4.3.3 Résolution asymptotique
Régime diffusif

La premiére étape dans le modéle de redistribution des récepteurs est la
rencontre stochastique du récepteur et de ’extrémité du microtubule. Il s’agit
en fait d’un probléme standard de diffusion avec échappement : la particule
diffuse librement sauf en un point particulier ou elle est piégée lors de son
premier passage. Dans la géométrie que nous utilisons, le modéle se réduit a
I’étude d’une particule libre diffusant depuis la position X (0) = 0 dans un
domaine avec un bord réfléchissant en X = —L,,,4 et un bord absorbant en

X = Lo (Figure [4.20]).

F1G. 4.20 — Modele de redistribution des récepteurs dans la phase d’amorcage
de la redistribution

Dans ce régime les équations régissant le mouvement des récepteurs
peuvent étre formulées sous la forme d’une équation de Fokker-Plank pour la
densité de probabilité P(X,t) du récepteur d’étre a la position X a l'instant
t. En I'absence de potentiel, le systéme se réduit a I’équation de la diffusion :

oP o%p
— =D— 4.26
ot Ox? ( )
avec les conditions aux limites suivantes :
%(_Lmamt) =0
p(Lmazx,t) =0 (4.27)

p(z,0) = d(x)

Le probléme posé ici consiste a déterminer la fonction de Green G(z, ¢, 0, 0).
En effet G(z,t,&,7) est la réponse a un profil de probabilité impulsionnel
placé en £ a l'instant 7. Cette fonction peut étre déterminée a l'aide de la
méthode des images [95]. Considérons tout d’abord une particule diffusant li-
brement depuis sa position certaine en x = & a ¢t = 7. Dans ce cas la fonction
de Green associée est :
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1 _ (=82
Gripre(T 8, 6,7) = ——— " aD0m) 4.8
llbre( g ) QW ( )

Considérons maintenant 1’existence d’un bord absorbant en x = Lg. Dans
ce cas la fonction de Green GG doit s’y annuler également. Ceci est possible
en rajoutant un terme puits symétrique du terme source par rapport a Lg

(Figure {4.21).

Fi1G. 4.21 — Equivalence entre la diffusion d’une particule avec un bord ab-
sorbant avec une source initiale (vert) et la diffusion libre avec une source
(vert) et un puits (rouge) initiauz

La fonction de Green devient alors :

e 4D(i-7) — ¢ 4D(t—7)

Gl($7t7§77) =

(z—9)? _ (ete—2L0)?
) (4.29)

1
Wozol

Afin de simplifier les notations et sans perte de généralité, nous pouvons
choisir Lj,q; telle que Ly, = Lg. La présence d’'un bord réfléchissant est
équivalent a la présence d’'un terme source supplémentaire symétrique par
rapport & —Lg en x = —2Lg — £. La présence des deux bords en Ly et —L
génére alors une série de réflexions successives et rend le systéme équivalent
a une diffusion libre avec une infinité de sources et de puits. (Figure .
Les sources images sont situées en z = 2(4dp — 1)Ly + £ etx = 8pLg + £ et les
puits images en x = 2(4p — 3)Lo + £ et = 2(4dp — 2) Lo + & avec p € Z.
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F1a. 4.22 — Systéme équivalent avec un réseau infini de puits (rouge) et de
sources (verts)

Ainsi la fonction de Green de systéme complet est :

S (z—2(4p—1)Lg)>2 (z—8pLg)>
G(x,t,0,0) = L d>oe” 1Dt + e~ 4Dt
2V Dt p=—c0 (4 30)
X (z—2(4p—3)Lq)* (z—2(4p—2)L()? :
Z e~ 1Dt — e~ 1Dt
p=—00

La densité de probabilité de la position de la particule est donc :

e (z—2(4p—1)Lg)*? _ (@—=8pLg)>
p(.’L’ t) 2\/@ Z e 4Dt +e 1Dt
80 (z— 2(4p 3)L0)2 (1—2(4p—2)L0)2 (431)
— > e apt  —e T apt

p=—00

La probabilité de présence de la particule évolue d’une distribution symé-
trique vers une distribution biaisée vers le bord réfléchissant (Figure ,
suite a ’absorption au bord opposé.

Calculons maintenant la probabilité de survie de la particule S(t), c’est-
a-dire la probabilité qu’elle n’ait pas encore été absorbée a l'instant t. S(t)
est donnée par :

Lo

S(t) = / p(x,t)dz (4.32)

—Lo
L’expression obtenue pour la distribution de probabilité permet d’estimer

S(t) :

Lo(3 — 8p) Lo(1 +8p) Lo(8p = 7)
Z 2Brf( Nev] = T+ Erf(W) + Erf(ﬁ)

pf—OO

ou Erf est la fonction erreur définie par :

Erf(x / —a? dz 4.34
=7 (4.34)
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Fi1G. 4.23 — Densité de probabilité pour différents temps t : en unités ar-
bitraires t = 0.1 (cercles bleus), t = 1 (ligne pleine rouge), t = 2 (ligne
pointillée mauve), t = 10 et (ligne alterné point-tiret noire) t = 1000 (ligne
de tirets verte) )

Initialement présente avec certitude dans entre les deux bords, la particule a
une probabilité décroissante avec le temps de ne pas encore avoir été absorbée

en z = Lo (Figure [4.24)).

Fi1G. 4.24 — Probabilité de survie de la particule entre —Lg et Lo en fonction
du temps (unités arbitraires)
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La position moyenne de la particule conditionnée par son absence d’ab-
sorption au bord < zn,4ps >, est défini par < z >, /S(t) ou :

Lo
<X >ip= / zp(z,t) (4.35)
—Lo

d’out

<& >ip= i Fdp—1)+ F(4p) — F(4p—2) — F(dp—3)  (4.36)

—00

2
1 Lo _(@=2Loy)” o U
avec F(y) = ) f—Lo xre bt . Qualitativement, < x >;, va décroitre

vers des valeurs négatives, suite a la présence du bord absorbant. La dispa-
rition des particules en x = + Ly impose alors la croissance de < = >;, qui
sature en x = 0 aprés 'absorption compléte (Figure (4.25)).

Fi1G. 4.25 — Position moyenne de la particule sous condition qu’elle ne soit
pas piégée par le bord absorbant

Il est alors possible de calculer la position moyenne de la particule au
cours du temps. Connaissant la moyenne conditionnée par la non-absorption
au bord < x >pnoaps €t celle conditionnée par ’absorption Lg, la position
moyenne est simplement la somme de ces deux moyennes conditionnelles
pondérées par la probabilité respective de chaque condition. Par conséquent :

< x(t) >= S(t) <z >Noaps +Lo(1 — S(1)) (4.37)
soit :
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o0
<z(t)>= {3 2 2Erf(Leltr)y | g Lelitn) | g LoGrT)yy

2o V4Dt V4Dt 4Dt
{> F(4p—1)+ F(4p) — F(4p —2) — F(4p —3) — Lo} + Lo

(4.38)
Apreés un temps ot le déplacement reste faible, le récepteur bouge en moyenne
vers le bord absorbant (Figure . Le motif caractéristique observé ex-
périmentalement et dans les simulations est ainsi conservé dans ce modéle
simplifié.

F1G. 4.26 — Position moyenne du récepteur au cours du temps dans le régime
diffusif initial

Sortie du régime diffusif

La réponse obtenue par le modéle est donc susceptible de décrire cor-
rectement le comportement du systéme aux temps courts. Aux temps plus
longs, l'interaction du récepteur avec le microtubule ne peut plus étre né-
gligée et on passe au régime de couplage entre la dynamique du récepteur
et celle du microtubule, ou ceux-ci interagissent de facon permanente. La
durée de validité du régime diffusif peut étre estimée en calculant le temps
moyen Tgps pris par la particule pour étre absorbée. Pour ¢ < 745 le régime
diffusif est une bonne approximation et pour t > 745 le régime de couplage
est valable. La probabilité P(t) que le récepteur soit absorbé exactement a

das

Iinstant ¢ est donnée par P(t) = —%7(t). S(t) peut étre approximée par une

loi exponentielle S(t) ~ e T (Figure .
Le temps moyen de piégeage est alors :
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F1G. 4.27 — Ajustement de la probabilité de survie (A) par une loi exponen-
tielle (trait bleu pointillé) et position moyenne de la particule dans le régime
diffusif (B). La ligne pointillée noire indique le temps moyen d’absorbtion et
la zone non grisée est celle ou le régime diffusif est pleinement valable.

Tabs = / tP(t)dt =T (4.39)
0

Dans les unités arbitraires choisies 7,55 = T ~ 16 u.a. Par conséquent le
régime diffusif est valable uniquement pour ¢ < T (Figure [4.27)), donc typi-
quement pour t < % ~ 5.

Régime de couplage

Le second régime -ou régime de couplage- est décrit par le modeéle déja
exposé (voir section précédente) ou le récepteur interagit avec I’ensemble du
microtubule. Dans ce régime, le déplacement moyen < Az > (¢) durant cette
période est donné par :

< Az > (t) = min[Lmagz, (1—e 7Y (4.40)

Ce régime est valable pour les temps précédents la saturation. Initialement,
la variation de la position moyenne du récepteur dans ce régime est donc
linéaire .

Voisinage de I’équilibre

Lorsque la longueur d’équilibre Lg, est atteinte par le microtubule, &
la nouvelle position d’équilibre, si elle existe, ou a la limite géométrique
de croissance du microtubule, la dynamique du systéme est régie par celle
de la diffusion du récepteur dans un potentiel fixe défini par la position des
microtubules (Figure dans un domaine compris entre —L,,q0 €t +Ligz.
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F1G. 4.28 — Modéle de la dynamique du récepteur auz temps longs : diffusion
dans un domaine fini avec un potentiel local fize

Le systéme donnant la densité de probabilité de présence du récepteur
dans ce régime P, se réduit donc & celui-ci :

oP, 9P 9 OV

T =D 92 + 8m[ e () Pe(x,t)] (4.41)
avec les conditions aux limites suivantes :
oP, oP,

_Lmaxy = 5 Lma.z‘, = 4.42

(=L 0) = 5 (Lmas, 0) = 0 (1.42)

Une méthode générique pour la résolution d’une telle équation de Fokker-
Planck est le développement en série de Laplace de la solution. L’équation
aux valeurs propres associée est :

2 *
Ot 1o (@)P() = —AP() (.43

. . 0
Une fonction propre py, (z) d'une valeur propre \g vérifie alors g;o (x,t)+
Moz = 0 d’ott py, (7,t) = py, (v)e 20!

Les conditions aux limites imposent que le spectre de la solution soit

discret, et ainsi :

P.(x,t) = Z = appp(x)e M (4.44)
k

P.(x,t) est une densité de probabilité et reste donc intégrable pour tout ¢. Par

conséquent, A > 0 pour tout k. Il existe donc une valeur propre minimum,
_ V@)
en l'occurrence 0. Le vecteur propre associé est po(x) = £ DV*(y)
LZ““: e D dy
—Ltmax

et est la densité de probabilité & 1’équilibre. Le comportement aux temps
longs est ainsi régi par la plus petite valeur propre non nulle et dans cette

approximation, on obtient un développement de ps(z,t) :
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P.(z,t) = agpo(z) + arpi(x)e™ Mt + o(e™ 1Y) (4.45)

La position moyenne du récepteur est donc :

< 2(t) > Typae + Ke M0 (4.46)

Oll Zyqz est amplitude de la redistribution et t3 le temps & partir duquel le
troisiéme régime se met en place. La saturation est donc exponentielle aux
temps longs, le temps caractéristique de cette saturation dépendant de la
forme du potentiel.

Reconstruction de I’évolution temporelle

Nous pouvons alors reconstruire la forme de la redistribution du récepteur
au cours du temps (Figure [4.29)).

F1G. 4.29 — Déplacement moyen du récepteur dans les trois régimes successifs
et reconstruction d’un déplacement typique dans ce modeéle unidimensionnelle
a partir des trois résultats analytiques
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La reconstruction obtenue est compatible avec la forme attendue d’aprés
les expériences réelles et numériques. Ce résultat confirme la possibilité d’ex-
pliquer 'auto-organisation dynamique des récepteurs & partir d’éléments mi-
nimaux. En effet, 'existence d’un systéme d’interaction bouclé entre le ré-
cepteur et le microtubule est suffisant pour rendre compte des effets mesurés.

4.4 Bilan des résultats et prédictions

La modélisation mésoscopique proposée ici est capable de reproduire nu-
mériquement le comportement typique des récepteurs. Ceci est vrai pour la
simulation numérique a deux dimensions intégrant toutes les hypothéses sur
la dynamique et les interactions des récepteurs avec le cytosquelette, mais
aussi pour la résolution analytique d’une approximation unidimensionnelle.
Le modéle de détection que les expériences nous avait amenés a élaborer
est ainsi soutenu par I’analyse mathématique. Celle-ci permet également de
mieux comprendre le mode de redistribution des récepteurs du GABA. Dans
une premiére étape limitée par la diffusion, les récepteurs explorent I'espace
pour trouver 'extrémité d’un microtubule dans une région ot ils sont activés
par le chimioattractant. Le couplage entre les récepteurs et les microtubules
permet alors dans un second temps leur relocalisation active vers la source
de substance de guidage. Ce mécanisme est atypique en comparaison des
modéles proposés dans d’autres systémes chimiotactiques. A I'aune de ces
résultats, le cone de croissance semble étre un systéme particuliérement lent
et rigide, au sens o la diffusion doit étre surmontée avant I’amplification du
signal. Ceci peut étre significatif au niveau fonctionnel, ot la précision du
guidage est une caractéristique vitale du chimiotactisme nerveux.

La prédiction majeure issue de notre analyse mathématique du modéle
de redistribution des récepteurs est la variation de la réponse suivant le gra-
dient de substance de guidage appliqué. L’invariabilité du temps de réponse
devra ainsi étre vérifiée expérimentalement. Par ailleurs, le role physiolo-
gique de cette propriété n’est pas établi, mais pourrait étre essentiel pour la
coordination de la croissance de neurones différents.
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Les possibilités des nanocristaux

Ce travail a permis d’illustrer les possibilités de I'imagerie de fluorescence
de molécules uniques sur des systémes vivants. Les phénoménes dynamiques
observés nécessitent la détection de molécules individuelles et des mesures
d’ensemble ne permettraient pas de les mettre en évidence. L’observation
de récepteurs membranaires & des échelles de temps variant de ~ 100 ms
a plusieurs dizaines de minutes a permis d’explorer leur comportement de-
puis les interactions moléculaires élémentaires jusqu’a leur organisation et a
sa fonction dans le cone de croissance. A ce titre, I'utilisation de nouvelles
sondes fluorescentes, les nanocristaux semi-conducteurs, s’est révélée essen-
tielle et particuliérement fructueuse. Leur propriété de photostabilité ouvre
des possibilités d’investigations nouvelles, dont ce travail a présenté quelques
aspects.

Le suivi de protéines membranaires uniques est une technique utilisée
aujourd’hui couramment afin de révéler leurs interactions avec différents
éléments membranaires ou cytoplasmiques. Les trajectoires reconstituées
doivent cependant étre suffisamment longues pour permettre d’en extraire
cette information. Ceci a limité 1'utilisation de fluorophores organiques et
justifié le recours a des marqueurs non fluorescents et stables comme des
billes de latex micrométriques. Ces derniéres sondes ne sont toutefois pas
utilisées de facon paralléle, une seule bille a la fois pouvant étre suivie a la
surface d’une cellule.

L’imagerie de nanocristaux permet de s’affranchir de ces difficultés en
associant les avantages de l'imagerie de fluorescence et de l'utilisation de
fluorophores avec la photostabilité. Un échantillon de l'ordre de quelques
dizaines de protéines membranaires uniques marquées par des nanocristaux
peut étre suivi pour des durées arbitraires. Ceci nous a permis d’identifier
les interactions responsables de 'organisation des récepteurs du GABA. De
plus, la photostabilité des nanocristaux permet 1’étude dynamique de 1'or-
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ganisation d’une population de protéines, telle que celle des récepteurs du
GABA présentée dans ce mémoire. Les nanocristaux pourraient donc étre
un outil décisif dans I’étude de la polarité cellulaire.

Le nombre élevé de photons de fluorescence émis par les nanocristaux et
leur large spectre d’absorption rendent leur imagerie aisée par des moyens
optiques simples. Ces propriétés spectrales remarquables ouvrent de plus des
possibilités d’imagerie multi-couleurs. Il est en effet possible d’exciter des na-
nocristaux émettant a des fréquences différentes simultanément. Différentes
protéines, membranaires ou cytoplasmiques [38] peuvent alors étre observées
en méme temps, en révélant leurs interactions éventuelles. La visualisation
en temps réel de nombreux processus cellulaires est ainsi accessible.

Mécanisme générique de chimiotactisme

L’ensemble des résultats présentés dans ce travail permet de proposer
un mécanisme d’auto-organisation des récepteurs du GABA dans la mem-
brane du céne de croissance menant a une amplification du signal de guidage.
L’activation asymétrique des récepteurs membranaires du GABA par un gra-
dient extérieur faible induit une croissance limitée des microtubules vers la
source de GABA. Les interactions entre les microtubules et les récepteurs
provoquent une redistribution de ces derniers reflétant 1’organisation du cy-
tosquelette. Ce systéme est donc auto-amplifié et permet une redistribution
significative des récepteurs, responsable d’une amplification du signal exté-
rieur, mesurée par ’asymétrie de la concentration de calcium intracellulaire.

Cette amplification repose sur la réorganisation physique du systéme de
détection et est donc insensible & un bruit de haute fréquence dans les signaux
de guidage. En effet, la boucle de rétroaction positive entre les récepteurs et
les microtubules est limitée par la diffusion. Le temps précédant la redistribu-
tion est dii & une période de recherche brownienne par les récepteurs, comme
les expériences numériques 'ont confirmé, et seul un signal persistent peut
permettre de surmonter cette étape. Le processus mis en évidence est ainsi
intéressant dans ’accomplissement du guidage axonal. Nous avons identifié
un mécanisme moléculaire permettant une amplification des signaux de gui-
dage robuste pour les bruits transitoires, dont le filtrage est permis par le
temps d’intégration nécessaire di a la diffusion. Ceci constitue un élément
d’explication de la sensibilité et de la précision de la navigation de ’axone.

Ce type d’auto-organisation peut étre un modeéle de réponse cellulaire
d’application plus vaste que la détection de gradients de signaux de gui-
dage axonal. Le couplage entre le systéme de détection et le systéme moteur
peut étre un mécanisme générique de modulation de la réponse de la cel-
lule en fonction de I'environnement. La capacité pour une cellule de réguler
dans ’espace ses voies de transduction du signal est une question centrale en
biologie cellulaire et le mécanisme proposé ici pourrait étre une illustration
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d’un mode d’organisation universel fondé sur la dynamique du cytosquelette.
Il serait par exemple pertinent de s’intéresser aux mémes types de mesure
mais dans un environnement dendritique afin de déterminer si la synapse
peut se former ou se renforcer & partir d’un mécanisme analogue. Nos résul-
tats ont déja montré que l'activation de récepteurs aux neurotransmetteurs
peut déclencher une réorganisation du cytosquelette régulant en retour leur
distribution membranaire dans un contexte axonal. Dans la membrane post-
synaptique, ce processus pourrait permettre la localisation des récepteurs au
niveau des synapses les plus actives. Ceci constituerait une forme de plas-
ticité synaptique physico-chimique ou le nombre de récepteurs a la synapse
est régulé due a la réorganisation physique de la cellule par le cytosquelette.

Perspectives

Les données expérimentales et numériques mettent en évidence la néces-
sité d’utiliser un dispositif produisant des gradients d’amplitude précisément
controlée. De nombreuses questions ouvertes pourraient ainsi étre abordées,
comme la dépendance spatiale et temporelle de la distribution des récepteurs
en fonction de la forme du gradient. Afin de répondre & ces questions, un
systéme microfluidique générant des gradients maitrisés [46] [79, 82] peut étre
un outil puissant.

La visualisation simultanée du cytosquelette et des récepteurs membra-
naires est par ailleurs un enjeu essentiel. S’il parait clair d’aprés nos données
que les récepteurs se redistribuent sous ’action de la dynamique des micro-
tubules, la fagon dont leur activation modifie la dynamique du cytosquelette
n’est pas entiérement connue. L’utilisation de neurones transfectés par une
protéine de fusion GFP avec une protéine se liant & l'extrémité des mi-
crotubules (comme EB3-GFP) pourrait permettre de voir la réorganisation
du cytosquelette au cours d’un processus de redistribution des récepteurs.
L’établissement de corrélations entre la dynamique des récepteurs et celle du
cytosquelette serait une validation convaincante du modéle présenté ici.

Les intermédiaires moléculaires permettant ’action des microtubules sur
les récepteurs sont encore largement inconnus. La géphyrine, les[GABARAPY
et certaines protéines interagissant avec la coiffe des microtubules comme
CLASP sont susceptibles d’étre impliqués dans ce processus, mais nous n’en
possédons pas encore de preuve directe. Une interférence a 1JARN] d’'une de
ces protéines sur des neurones en culture permettrait d’identifier spécifique-
ment les molécules responsables du couplage entre le cytosquelette et les
récepteurs. Il serait alors possible d’inhiber exclusivement la redistribution
des récepteurs dans un cone de croissance et d’évaluer de fagon indiscutable
son role dans le processus de guidage.

Le guidage axonal est réalisé in vivo par de nombreuses substances de gui-
dage agissant simultanément ou séquentiellement. Cette variété de signaux
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semble responsable de la remarquable précision du systéme nerveux dans
sa construction. Il serait donc intéressant de pouvoir soumettre un coéne de
croissance & de multiples signaux afin d’observer leur intégration pour pro-
duire la réponse finale de ’axone. L’observation au niveau moléculaire d’'un
cone de croissance in vivo est une perspective plus lointaine et nécessitera
des développements instrumentaux importants au niveau de 'imagerie et du
marquage fluorescent mais elle constitue un objectif essentiel pour la com-
préhension de la formation du systéme nerveux.

Conclusion générale

L’objectif général de ce travail, rappelé dans 'introduction, était de pou-
voir expliquer en termes moléculaires un phénoméne biologique complexe, en
I’occurrence la détection de signaux de guidage par le neurone en croissance.
En étudiant la dynamique des récepteurs du GABA, nous avons pu mettre
en évidence les mécanismes de leur organisation spatiale dans la membrane
du cone de croissance et le jeu d’interactions avec le cytosquelette qui en est
responsable. Ce processus est susceptible d’étre physiologiquement pertinent
dans le guidage axonal et un modéle analytique mésoscopique s’avére suffi-
sant pour rendre compte de ’ensemble de ces observations. En ce sens, nos
objectifs semblent atteints dans la mesure oll nous avons pu expliquer une
propriété macroscopique a partir d’éléments moléculaires. Ce travail ouvre
de nombreuses perspectives et souléve de multiples questions, sur le systéme
que nous avons étudié mais aussi plus généralement sur la réponse d’une cel-
lule ou un organisme & son environnement. L’accroissement des possibilités
technologiques, notamment en imagerie biologique, laisse pressentir de nom-
breuses avancées dans la compréhension des phénoménes biologiques pour la
construction d’une véritable physique du vivant.
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Annexes

Unités, abréviations et notations
Unités
Toutes les unités employées sauf indication contraire et leurs notations

sont celles du systéme international.
Les concentrations molaires sont notées en M.L™! (=mol.L. =)

Abréviations

A488 : Fluorophore organique commercial de la famille Alexa. Le nombre
indique la longueur d’onde d’absorption du fluorophore (A488 absorbe
en l'occurrence a 488nm)

ADN : Acide déoxyribo-nucléique
AMP : Adénosine Mono-Phosphate
ARN : Acide ribo-nucléique

B27 : Nom d’un mélange commercial destiné & favoriser la survie de
neurones en culture, dont la composition est encore confidentielle.

BDNF : Brain Derived Neurotrophic Factor. Neurotrophine impliquée
dans le guidage axonal et la survie neuronale.

°C : degré Celsius
cAMP : Adénosine Mono-Phosphate cyclique

CCD : Charge Coupled Device : systéme de détection lumineux fonc-
tionnant par la conversion de photons incidents en électrons

CO, : dioxyde de carbone
CRAC : Cytosolic Regulator of Adenylyl Cyclase.

Cy3 : fluorophore organique commercial de la famille "Cye". Le chiffre
indique les propriétés spectrales du fluorophore (Cy3 émet en l'occur-
rence a 595nm)
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DNAse : enzyme de dégradation de ’ADN.
DQM : Déplacement quadratique moyen

Fragment Fab : Fragment Antigen Binding. Partie d’un anticorps com-
plet se liant & son antigéne.

GABA : acide ~-butyrique
GABA 4R : récepteur du GABA de type A. Le GABA 4R est un ré-

cepteur ionotropique (canal chloride).

GABABR : récepteur du GABA de type B. Le GABABR est un ré-

cepteur métabotropique (il est couplé & une protéine G).

GABARAP : GABA Receptor Associated Protein. Protéine interagis-
sant avec le récepteur du GABA 4

GAP43 : Growth Associated Protein

GFP : Green Fluorescent Protein.

ICV : Indice de Corrélation des Vitesses

MARCKS : Myristoylated Alanine-Rich C-Kinase Substrate
NA : ouverture numérique

NCAM : Neural Cell Adhesion Molecule. Protéine d’adhésion cellulaire
du systéme nerveux.

NGF : Nerve Growth Factor. Neurotrophine impliquée dans le guidage
axonal et la survie neuronale.

PBS : Phosphate Borate Solution. Le PBS est une solution de sel. de
phosphore et de bore en concentrations ajustées pour avoir un pH et
une osmolarité adéquate pour une cellule vivante.

PI3K : Phospholnositide 3 Kinase

PKC : Protein Kinase C.

PTEN :Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosom TEN
TRPC : Transient Receptor Potential Channel

Notations

Les vecteurs sont notés en gras.
Le produit scalaire est noté par un point.

Les moyennes d’ensemble sont indiqués par des crochets < ... >.
Simulation numérique de trajectoires de particules

uniques

L’ensemble des analyses et simulations numériques ont été réalisés a l’aide
du logiciel Matlab. La méthode pour simuler une trajectoire {z(k), y(k) }x=1.. N
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brownienne & deux dimensions de N points, séparés par un pas de temps
7 est la suivante. A chaque pas de temps, deux variables aléatoires dx et
0y gaussiennes de moyenne nulle et de variance 2D7 ou D est le coeffi-
cient de diffusion sont tirées. La trajectoire est alors construite en posant
z(k+1) =z(k)+dox, y(k+1) = y(k)+ dx et (0) = y(0) = 0. La génération
de trajectoire avec un mouvement dirigé de vitesse v est identique, en sub-
stituant dx + vT & dz. Les trajectoires avec une alternance de mouvement
brownien pur et de mouvement dirigé sont crées en définissant une période de
mouvement dirigé. Celle-ci débute & un temps aléatoire ¢y et dure un temps
T, donné par une loi exponentielle. Seules les trajectoires ot T'+tg < IV sont
conservées. Pour k < tg et k > tg + T, la trajectoire est alors simulée sui-
vant la méthode exposée ci-dessus pour les trajectoires browniennes, et pour
to < k < tg+ T suivant la méthode utilisée pour les mouvements dirigés.

Diffusion d’une particule dans un puits de potentiel

Considérons le probléme suivant : une particule brownienne de coefficient
de diffusion D se déplace & une dimension dans un puits de potentiel infini
V(z) (Figure [A. ). Les bords du puits sont en z = 0 et z = L et, pour
0<z<L,V(x)=—pymz, ol p est une constante et v est le coefficient de
frottement visqueux et m la masse de la particule. La particule est initiale-
ment en = y. On note Py(x,t) la probabilité pour la particule d’étre a la
position x a l'instant ¢.

Fic. A. 1 — Particule diffusant suivant la direction x dans un potentiel li-
néaire a bords infinis

La mise en équation du probléme est alors la suivante :
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oP 0%pP
9 _pgl
ot 0z2

avec pour conditions aux limites :

— uP (47)

{ 98.(0,t) — uP(0,t) = 9L(L,t) — uP(L,t) =0

Pl 0) = 5(y) (48)

Résolvons ’équation au valeurs propres associée (ce qui revient a suivre la
méthode de résolution historique introduite par Fourier [52]) :

d’ Py, dPy

—pu—= = AP 49
Si Py(x) en solution, alors e* Py (z) est solution de I'équation compléte. Par
conséquent, seules les valeurs de A < 0 sont acceptables comme valeurs
propres.

Le discriminant de ’équation aux valeurs propres est :

A = p? +4)\D (50)

Les solutions physiquement acceptables sont telles que A < 0.
Si A <0, les solutions de I’équation caractéristique sont :

_ 2
o VoAD -t (51)

"T 9D 2D
et la forme des solutions est :
Py(z) = 25 [ Ay cos(wz) + By sin(wz)] (52)
.9 —AD—u?
ol w? = =55k

Les conditions aux limites imposent alors que :

Ax(5 cos(wL) +wDsin(wL)) + By(§ sin(wL) — wD cos(wL))
= 0

A% - B)\CL)D

(53)

Il n’existe de solutions non triviales que lorsque le déterminant du systéme

précédent est nul, soit :

sin(wL) =0 (54)
d’ott w = ]%r, avec k € Z et
K*mD  p?
A==z "1 (55)

En ce cas, on a également :
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_Kh o, kL
By = 2wDA N 2k7TDA (56)

Par conséquent, le spectre des valeurs propres de ’équation compléte est dis-
cret et la solution peut se développer sur la base orthogonale de ses fonctions

propres.
Pour A\=0:

PRy pdp
de?2 D dx
d’ou dPO = Ke'D + K’ et Py(z) = KMDe% + K'z. Les conditions aux limites
unpObent alors K’ = 0. D’autre part Py(x) est la densité de probabilité a

(57)

I’équilibre et est donc normée par f Py(z)dz =1, d’'ou :

0
Po(w) = LeB(e'm — 1) (58)
D
et s’écrit :
P(z,t) = Le'5 (D — 1)L
kr uL _k2x2Dt (59)

+e2p(='5) 3 Agfeos(Er) 4 SBLgin(Ere))e L

Les conditions initiales imposent que P(x,0) = §(y) soit :

B (e'F — 1)1 +eF® 3 Agloos(E52) + L sin(EI)] = 5(y)  (60)

o=

d’ou
P(z,0)e 50 [cos(ET2) 4 1L gin(kr2)] gy

(61)

8(y))e b [cos(km) + 2k‘7rD sin(472)]dx

O%ho%h

) )

+ 2k7rD sin(~7

Déterminons alors les coefficients Ay. Nous avons, les termes croisés produit
de deux fonctions de pulsations différentes étant nuls :

= e 20 [cos(

P(z,0)e 20 [cos( L)+ 2k7rD Sll’l(kL )]dx

I
O O — O —

Aplcos(Fzz 4 KL D sin(12))2dg (62)
p Bz pl 1 krx km
+ £ex (e D —1)7 [cos(“FE + 2k7rD sin(“F2)]

De plus :
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- L

_ L L . -

= of = [cos(z) + 545 sin(z)]e 2k= dz] (63)
km I d LLz

et

L

pl . kwx.o . AL ul o
/Ak cos( 2k:7rD sin( 7 )] dx = (1+( )7) (64)
0

Par conséquent :

2 cos(Ty) + %WD sm(k%) B
Ak = — 2 e 2
L 1+ (2k7rD)

=
[

o

(65)

et en posant ¢y (z) = cos(kz )+ Q,gWLD sm(kzz) :

nx pnlL

Pa.t) = 5o (€D — 1) + Zefn )y W)on(a) e g

e pL 2
k=1 1+ (QkﬂD)

o

Zone de confinement

Le cas particulier d’une zone de confinement est celui d’un puits de po-
tentiel carré avec ;1 = 0. En ce cas la densité de probabilité P.(x,t) est donc
donnée par :

2 & /m: k7ry _ k222Dt
P.(x, *Z Lkz:: cos( L —2)e” 1?2 (67)

Le déplacement quadratique moyen pour une particule initialement en y est
alors donné par :

L

— k k 222D
/ Zcos Zx)COS( zy)e ) )dac (68)
o L=

Si au temps initial, la densité de probabilité de présence de la particule est
P(y), le déplacement quadratique devient alors a l'instant ¢ :
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2Dt
2 )dxdy (69)

L L
- [ [e—vruig LZ ) con(TTe "
0 0

soit pour une densité de probabilité initiale uniforme P(y) =1/L :

L L
= krx kmy k2
:// 2z:cos ——) cos(—)e~ )dxdy (70)
) L P L L
d’otlt :
2 2 (2p4+1)272
Ag2 = L2100 L (71)

6 4 ~ (2p+1)*

qui est la formule contenue dans le texte du mémoire.

Potentiel linéaire

Considérons maintenant 1’évolution d’une particule dont la densité de
probabilité initiale est uniforme mais pour g non nul. En ce cas, sa densité
de probabilité P(x,t) est :

pe p £ ( xf—) §
P(l‘,t) = —e 2D
D(e% -1) (kaD

) k2 2Dz/ ¢k 6 2Dydy
(72)

BT o0 N k _ kL 2.2
Pla,t) = “fL +ze$(z—“§)z pL ¢p(x)(1 = ( 1L) e QD)e—i’“ ™ Dt
D —1) L o D kr(L+ (555)%)?

(73)
et par conséquent la position moyenne de la particule < z(t) > est donnée
par :

uL L
Dep ( )+ 1 ML2 —1)*cosh(£5) —1 _ k 22D
<a(t) >= — b +4 E oD ( 20 Se (4D+ )t
Hoooen - T8 (km(1+ (55xp) ))

(74)
Le résultat obtenu est une somme d’exponentielles de poids décroissant avec
k, la forme typique obtenu est naturellement celle d’une saturation exponen-
tielle vers la nouvelle position d’équilibre (Figure |A. 2)).
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Fic. A. 2 — Position moyenne au cours du temps pour une particule dans un
puits de potentiel de pente constante tracée en conservant les 100 premiers
termes de la série. Les unités de temps sont arbitraires
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Résumé

Lors du développement du systéme nerveux, les axones en croissance choisissent une
direction d’extension avec précision. Ce processus est permis par la détection sensible de
signaux de guidage par les récepteurs membranaires de la membrane du céne de crois-
sance. Nous avons étudié la dynamique de récepteurs individuels du GABA marqués par
des nanocristaux fluorescents. Les récepteurs répartis également dans la membrane d’un
cone de croissance soumis a un gradient de GABA sont spécifiquement redistribués vers sa
source. Cette réorganisation est due a des interactions avec les microtubules déplagant les
récepteurs vers les régions a forte concentration de GABA, mises en évidence sur les tra-
jectoires des récepteurs. Son role fonctionnel a été révélé par la mesure d’'une amplification
de 'asymétrie de la concentration intracellulaire de calcium, qui régule I'organisation du
cytosquelette. Ces observations permettent ’élaboration d’un modéle d’auto-organisation
des récepteurs, permettant une amplification du signal extérieur. Une faible activation
asymétrique des récepteurs induit une asymétrie de concentration de calcium et de l’or-
ganisation du cytosquelette. Ceci crée une boucle de rétroaction positive en favorisant
la redistribution, qui renforce le signal induit par le gradient en amplifiant ’asymétrie
de la concentration de récepteurs et de calcium. L’auto-organisation des récepteurs est
décrite par un systéme d’équations stochastiques étudiées numériquement et analytique-
ment. Les travaux présentés permettent de proposer un mécanisme général d’amplification
de signaux extérieurs dans ’axone en croissance et dans les systémes chimiotactiques ou
polarisés.

Mots-Clés Molécule unique - Nanocristaux - Imagerie biologique - Chimiotactisme -
Cone de croissance - Guidage axonal - Récepteurs du GABA - Modélisation stochastique
en biologie

Abstract

During the development of the nervous system, extending axons choose accurately their
directions of growth. This step relies on the sensitive detection of guidance cues by re-
ceptors in the membrane of the growth cone. We studied the dynamics of single GABA
receptors tagged by fluorescent nanocrystals. The receptors are initially homogeneously
distributed in the growth cone membrane and are specifically relocalized toward the source
when submitted to a GABA gradient. This reorganization is due to interactions with the
microtubules that have been identified by single receptor trajectory analysis and that dis-
place the receptors toward regions of high GABA concentration. The functional role of
this phenomenon has been revealed by the measurement of a receptor redistribution in-
duced an amplification in the asymmetry of calcium concentration. These results support
a model of receptor self-organization providing an amplification of the external signal. A
weak asymmetric activation of receptors causes a weak asymmetry of calcium concentra-
tion and of the cytoskeleton organization. This creates a positive feedback loop by favoring
receptor redistribution that amplifies the gradient induced signal by enhancing the asym-
metry in the calcium concentration. The self-organization of the receptors can be correctly
described by a system of stochastic equations that has been analytically and numerically
studied. This study provides a general mechanism of amplification of external signals in
growing axons and also in chemotactic or polarized systems.

Keywords Single molecule - Nanocrystals - Biological imaging - Chemotaxis - Growth
cone - Axonal pathfinding - Stochastic modeling in biology
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