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MOTIVATIONS

Au moment de commencer cette these, une des directions que je
souhaitais explorer concernait les assemblages multimoléculaires dyna-
miques : comment les propriétés de I'assemblage dépendent-elles des pro-
priétés de ses constituants ? Quelles relations y a-t-il entre la dynamique
des composants et celle de 'assemblage ? Comment réconcilier des des-
criptions a deux échelles différentes, celle de la molécule, celle de l'as-
semblage ? Et peut-étre naivement, en quoi les assemblages biologiques
different-ils des assemblages “chimiques” étudiés in vitro ?

Ces questionnements mont portée a l'interface de plusieurs disci-
plines : jai choisi détudier le mouvement diffusif d'une des protéines qui
constituent la synapse neuronale, dans son environnement cellulaire. J’ai
donc développé mon projet de thése en utilisant des outils associés a la
physique et a la biologie. Le risque de cette approche est de ne maitriser
aucun des outils, et de ne rien proposer de pertinent pour aucune des
disciplines. J’ai donc le souci que ce manuscrit soit lisible par le biolo-
giste et le physicien, pour que chacun puisse critiquer les approches qui
le concernent.

La protéine dont jai choisi de caractériser le mouvement diffusif se
nomme la syntaxin. Dans l'introduction de ce manuscrit, je présente
d'abord lenvironnement dans lequel le mouvement de cette protéine sera
étudié (la synapse et son organisation), puis les caractéristiques de la syn-
taxin, et enfin les propriétés dynamiques des éléments qui constituent l'as-
semblage synaptique. Dans la seconde partie, je présente les méthodes
que nous avons utilisées pour étudier le mouvement diffusif de la syn-
taxin et je rappelle brievement les résultats de ma thése qui sont détaillés
dans larticle joint. Enfin, je propose de discuter ces résultats, ainsi que
lapproche que nous avons choisie pour mener ce projet. Une courte
conclusion et quelques perspectives closent cette derniére section, et l'an-
nexe contient les articles et la revue qui résultent de ce travail de these.
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RESUME

La synapse est un assemblage macromoléculaire dynamique : les protéines
synaptiques sont constamment et rapidement échangées par un mouvement
diffusif entre I'assemblage synaptique et la région extrasynaptique, alors que
Passemblage reste stable. Par ailleurs, dans le compartiment présynaptique, les
cycles dendo- et dexocytose des vésicules synaptiques imposent une réorgani-
sation dynamique de la membrane plasmique. La syntaxinlA est une protéine
membranaire impliquée dans lexocytose. Quelles sont les caractéristiques de
la diffusion latérale de la syntaxin et ses implications pour la transmission sy-
naptique ?

Nous avons étudié la diffusion latérale de la syntaxin a Iéchelle de la popu-
lation (méthode de retour de fluorescence apres photoblanchiment, FRAP) et
a Iéchelle de la molécule individuelle (suivi de particule unique, SPT). Nous
avons montré que la syntaxin diffuse rapidement dans la membrane plasmique
et présente des périodes d'immobilisation transitoire, qui reflétent des inter-
actions moléculaires impliquées dans la formation du complexe exocytotique.
Enfin, nous avons construit un modéle computationnel qui réconcilie les des-
criptions de la diffusion latérale de la syntaxin a léchelle de la population et de
la molécule individuelle. Ce modéle a permis de caractériser les cinétiques des
interactions entre la syntaxin et ses partenaires, qui conduisent a sa stabilisa-
tion a la synapse.

Mots clés : syntaxin, diffusion latérale, synapse, neurones, suivi de particule
unique (SPT), retour de fluorescence aprés photoblanchiment (FRAP), complexe
exocytotique, SNARE

ABSTRACT

The synapse is a dynamic molecular assembly : synaptic proteins are rapidly
exchanged by diffusion between the synaptic assembly and the extrasynaptic
region, while the assembly remains stable. In addition, in the presynaptic com-
partment, cycles of endo- and exocytosis of synaptic vesicles impose a dynamic
remodeling of the plasma membrane. Syntaxin 1A is a presynaptic membrane
protein involved in exocytosis. What are the characteristics of the lateral diffu-
sion of syntaxin and its implications for synaptic transmission ?

We have characterized the lateral diffusion both at the population level (by
fluorescence recovery after photobleaching, FRAP) and the molecular level (by
single particle tracking, SPT). We have shown that syntaxin rapidly diffuses wi-
thin the plasma membrane and exhibits periods of transient immobilisation,
which reflect molecular interactions related to the formation of the exocytotic
complex. Finally, we have built a computational model which reconciles the
descriptions of the lateral diffusion of syntaxin at the population and molecu-
lar levels. This model allowed to characterize the kinetics of the interactions
between syntaxin and its partners that lead to its stabilisation at the synapse.

keywords : syntaxin, lateral diffusion, synapse, neurons, single particle tra-
cking (SPT) , fluorescence recovery after photobleaching (FRAP), exocytotic com-
plex, SNARE
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POUR QUE TOUT LE MONDE AIT UNE PETITE IDEE...

Mon projet de these a consisté a étudier le mouvement d’une des pro-
téines qui constituent la synapse. Pour commencer, quelques repéres :

UNE MOLECULE D’EAU. Une molécule est consti-
tuée d’atomes. Par exemple, la molécule deau ci-
contre est constituée d'un atome doxygene (bleu)
et de deux atomes d’hydrogeéne (rouge). La taille
d’'une molécule deau est denviron o.1nm (nano-
metre).

UNE PROTEINE. Les étres vivants sont constitués
de différents types de molécules, entre autres les
protéines, les lipides et les glucides. Ces molécules
sont constituées de nombreux atomes, parfois plu-
sieurs milliers. Ci-contre, une représentation de
I’hémoglobine (une protéine présente dans les glo-
bules rouges du sang), qui mesure environ 6 nm.

UNE CELLULE. Une cellule est comme une bulle,
un sac, constitué de molécules. Les molécules se
lient les unes aux autres pour former différentes
structures. Une cellule peut mesurer d'un micro-
metre a quelques dizaines de micrometres.

Les NEURONES sont les cellules qui
constituent le systeme nerveux. Ils sont
caractérisés par des prolongements tres
longs, qui les connectent entre eux
et avec dautres cellules. Les neurones
propagent et transmettent des informa-
tions.

Les sYNAPSES sont les zones de contact
entre les neurones (zone encadrée ci-
contre). Elles assurent la transmission
de l'information d’'un neurone a l'autre.
Elles ont une taille denviron 200 nm de
diamétre.

Dans les neurones, I'information est propagée sous forme de signal
électrique. Pour étre transmis d'un neurone a l'autre, ce signal est d'abord
converti en signal chimique, puis a nouveau en signal électrique qui se



propage dans le neurone suivant. La synapse permet cette conversion, et
elle permet également de moduler lefficacité de la transmission du signal
d’un neurone a l'autre.

Les synapses sont impliquées dans les phénomeénes de mémorisation.
Par exemple, l'apprentissage d’un nouveau geste se traduit par la forma-
tion de nouvelles synapses, ou par la modification de la composition de
synapses existantes.

Une synapse est constituée de protéines, qui interagissent les unes avec
les autres et forment un assemblage moléculaire. Cependant, ces interac-
tions entre les protéines sont transitoires : les protéines se lient, se disso-
cient, et sont constamment en mouvement. Décrire le mouvement des
protéines de 'assemblage synaptique peut aider a comprendre comment
une synapse peut rester stable ou étre modifiée.

Pendant ma these, jai étudié le mouvement d'une des protéines sy-
naptiques, la syntaxin (prononcez “syntaxine”). En particulier, jai étudié
comment le mouvement de la syntaxin reflete certaines interactions mo-
léculaires qui sont impliquées dans la transmission du signal entre deux
neurones. Une petite contribution a un vaste projet !

xi
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CONSTITUTION DE ’ASSEMBLAGE
PRESYNAPTIQUE ET DYNAMIQUE DES ELEMENTS
SYNAPTIQUES

Dans cette introduction nous décrivons le contexte dans lequel a lieu
la diffusion latérale de la syntaxin : quelles sont lorganisation et la com-
position de I'assemblage moléculaire présynaptique, et en particulier, en
quoi consiste lexocytose des vésicules synaptiques ? Quelles sont les pro-
priétés de la syntaxin ? Quelles sont les caractéristiques du mouvement
diftusif des autres éléments synaptiques déja étudiés, et quelles sont les
spécificités et les implications de la diffusion latérale de la syntaxin ?

1.1 DE LA SYNAPSE AU COMPARTIMENT PRESYNAPTIQUE

Nous commengons par une présentation succinte de la synapse, et plus
particulierement de lorganisation spatiale du compartiment présynap-
tique dans le modele détude que nous avons choisi, la synapse dans le
systéme nerveux central des murins. Nous décrirons ensuite brievement
comment 'assemblage synaptique permet d’assurer la transmission d’'un
signal électrique d’un neurone a lautre.

111 La synapse

Avant de présenter la structure de la synapse, voici quelques étapes de
Ihistoire de la description de la synapse (Bennett 1999).

1111 Une bréve histoire de la synapse

Au quatrieme siecle avant J.-C., Aristote s'interrogeait sur la communi-
cation ou la conduction d'une “information” entre les différents organes.
Pour Aristote, lorgane central était le coeur : le coeur serait capable de
transmettre des informations et des ordres aux autres organes par le sang,
qui transporterait une substance particuliére, “vitale”

Aux deuxiéme et troisieéme siécles apres J.-C., Galien et ses étudiants
ont observé que les nerfs étaient essentiels pour les fonctions sensorielles
et motrices, et que ces nerfs provenaient du cerveau et de la moelle épi-
niére. Pour réconcilier cette observation avec la théorie d’Aristote (selon
laquelle une substance vitale est transmise du coeur aux organes par le
sang), ils ont suggéré que cette substance vitale passerait du coeur vers
le cerveau, ou elle serait transformée en une autre substance, “psychique”
qui serait elle-méme transmise aux organes par les nerfs.

Ce nest quau dix-huitieme siecle que la nature de la “substance”
conduite par les nerfs fut découverte : Galvani découvrit par accident



INTRODUCTION

que les nerfs conduisent Iélectricité. Ensuite, au début du dix-neuviéme
siécle, les progreés de la microscopie et des méthodes de marquage des
cellules ont permis les premieres descriptions des cellules dont les pro-
longements se regroupent en faisceau et forment les nerfs, cest-a-dire
les neurones (voir figure 1). Ces marquages ne permettaient pas de dis-
tinguer si les neurones étaient des entités distinctes, en contact étroit les
unes avec les autres mais séparées, ou s’ils nétaient qu'un réseau continu
(figure 1 - A). Cette question fut loccasion d’un long débat, dont deux fi-
gures furent Golgi, défendant la continuité des neurones, et Ramon y Ca-
jal, convaincu que chaque neurone constituait une cellule indépendante.
Ramon y Cajal eut finalement raison (Ramon y Cajal 1906). En particu-
lier, une de ses expériences montra que lorsque deux populations de neu-
rones sont connectées, la dégénération d’'une des deux populations n’af-
fecte pas l'autre, indiquant que les neurones étaient des entités distinctes
mais connectées.

La zone de contact entre les neurones fut ensuite identifiée par Sher-
rington comme le lieu de la transmission unidirectionnelle d'un signal
électrique, a la fin du dix-neuviéme siécle. Sherrington baptisa cette jonc-
tion “synapse” (du grec “syn” - ensemble et “haptein” - toucher, saisir).

FIGURE 1.: Un neurone. A. Dessin de neurones dans ’hippocampe, aprés mar-
quage par un colorant, par Ramon y Cajal (1901). B. Dessin d’un
motoneurone, daprés une planche de Deiters et Ramon y Cajal, dix-
neuviéme siécle. C. Image d’'un fragment de neurone de moelle épi-
niére en culture (vert). Les synapses sont marquées en rouge (et cer-
taines par des fleches). La taille de I'image correspond approximati-
vement a lencadré sur la figure B.

1.1.1.2  Les synapses dans le systéme nerveux des vertébrés — modeéle
détude

Chez les vertébrés, on distingue classiquement le systéme nerveux cen-
tral et le systéme nerveux périphérique : le systeme nerveux central com-
prend le cerveau et la moelle épiniere ; le systéme nerveux périphérique
est constitué d’'une part des nerfs sensoriels et moteurs, et dautre part
des nerfs et ganglions nerveux qui gerent les fonctions automatiques de
régulation (par opposition aux fonctions “conscientes”).

Le systeme nerveux est constitué de différents types de cellules spécia-
lisées. Les neurones sont impliqués dans la conduction d” “information”



1.1 LE COMPARTIMENT PR},ESYNAPTIQUE

entre différentes parties du systéme nerveux, ou entre le systéme nerveux
et dautres organes comme des muscles. Le neurone est composé d’'un
corps cellulaire prolongé de deux types de neurites : 'axone, qui conduit
le signal électrique depuis le corps cellulaire vers les points de contact
entre I'axone et les neurones voisins, et les dendrites, qui conduisent le
signal électrique vers le corps cellulaire. Comme décrit ci-dessus, la zone
de contact établie entre deux neurones (ou entre un neurone et un autre
type de cellule) qui assure la transmission d'un signal d'une cellule a
autre est la synapse (voir figures 1 et 2). On distingue classiquement la sy-
napse chimique et la synapse électrique : dans la synapse chimique, le si-
gnal électrique est converti en signal chimique, alors que dans la synapse
électrique, le signal est transmis de maniere électrique par I'intermédiaire
des jonctions communicantes (gap junctions). Par la suite, nous nous in-
téresserons uniquement a la synapse chimique, qui est majoritaire dans
le systéme nerveux des vertébrés.

Nous avons choisi détudier la synapse dans les neurones du systéme
nerveux central du rat ou de la souris. En effet, les murins constituent
un modele détude classique chez les vertébrés en raison notamment
d’'une manipulation aisée (taille, cotit, taux de reproduction...) et des
nombreuses techniques développées sur ce modeéle, comme la culture cel-
lulaire de neurones que nous utilisons. Les descriptions de la synapse qui
suivent dans cette introduction concernent donc les synapses du systéme
nerveux central, en particulier chez les murins.
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FIGURE 2.: La synapse neuronale. A. Schéma d’une synapse neuronale. La sy-
napse est constituée par lapposition d’un compartiment présynap-
tique et d’un compartiment postsynaptique, séparés par la fente sy-
naptique. Le compartiment présynaptique contient des vésicules sy-
naptiques remplies de neurotransmetteurs. Ces vésicules peuvent fu-
sionner avec la membrane plasmique (exocytose) puis étre recyclées
(endocytose). Ce schéma ne respecte pas les échelles des différents
éléments. B. Cliché de microscopie électronique, montrant la mor-
phologie d’'une terminaison présynaptique dans des neurones du sys-
téme nerveux central de rat. Les différents compartiments sont indi-
qués, et les récepteurs sont dessinés pour représenter leur taille. On
note également une densité électronique importante sous la mem-
brane postsynaptique. Un cliché utilisant une méthode plus récente
est présenté sur la figure 4.
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1.1.1.3 La synapse : organisation et ordres de grandeurs

La synapse est caractérisée par une organisation moléculaire spéci-
fique et localisée. Le contact synaptique entre deux neurones sétend sur
une région de lordre de 200 a 300 nm de diametre. La synapse est classi-
quement divisée en trois régions : le compartiment pré-synaptique (en-
viron 1pum), la fente synaptique (lespace entre les deux neurones, de
lordre de 20 nm) et le compartiment post-synaptique (qui sétend égale-
ment sur quelques centaines de nanometres). Le compartiment présy-
naptique contient des vésicules synaptiques, denviron 50 nm de diametre,
remplies de molécules appelées neurotransmetteurs. Certaines de ces vé-
sicules sont ancrées a la membrane plasmique, d’autres constituent un
“réservoir” situé dans le bouton présynaptique (figure 2).

La taille des protéines est de lordre de quelques nanométres a quelques
dizaines de nanometres. Le nombre de protéines présentes a la sy-
napse varie entre moins de dix et plus de cent, suivant le type de pro-
téines. La densité de protéines dans la synapse est donc élevée, on
parle d’encombrement moléculaire. Cet encombrement moléculaire a des
conséquences sur le mouvement diffusif des protéines dans la région sy-
naptique. De maniere générale, les membranes cellulaires comme le cy-
toplasme des cellules ont une concentration élevée en protéines, ce qui
modifie les processus diftusifs et biochimiques (en comparaison a leurs
propriétés mesurées in vitro, Ellis 2001).

1.1.2  La transmission synaptique

1.1.2.1  Conduction électrique dans les neurones

Dans un neurone, 'information est transmise d’'une région a une autre
sous forme de signal électrique, plus précisément de dépolarisation de la
membrane du neurone. En effet, au repos, la membrane d’un neurone
est polarisée, la différence de potentiel entre I'intérieur et lextérieur du
neurone est de lordre de -60 mV. Cette différence de potentiel est due a
des différences de concentration d’anions et de cations dans et hors de la
cellule. En particulier, les ions K* et les molécules organiques phosphory-
lées (chargées négativement) sont présents dans le milieu intracellulaire,
et lesions Ca**, Na* et Cl~ sont dans le milieu extracellulaire. Les diffé-
rences de concentration de ces ions (et donc le potentiel de membrane)
sont maintenues par des pompes ioniques.

Lorsquen un point de la membrane, une stimulation provoque une
dépolarisation membranaire suffisante, supérieure a une valeur seuil, un
potentiel daction est déclenché : un potentiel d’action correspond a une
dépolarisation brutale et transitoire de la membrane qui se propage le
long de la membrane a partir du point excité. La propagation de cette
dépolarisation implique des canaux ioniques sensibles au voltage (i.e. au
potentiel de membrane), qui sont les canaux sodiques et potassiques.

Au point de contact entre deux neurones, ie a la synapse, le signal ne
peut étre transmis de maniere électrique. La synapse permet la conver-
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sion d’un signal électrique en un signal chimique qui traverse la fente sy-
naptique et est ensuite converti a nouveau en signal électrique qui pourra
se propager le long du neurone postsynaptique.

11.2.2  Transmission synaptique

I est désormais communément accepté que la transmission synap-
tique suit les étapes suivantes (voir figure 3 et Lisman et al. 2007) :

1. ATarrivée du potentiel d’action dans la terminaison présynaptique,
la membrane se dépolarise. Des canaux calciques présents dans la
membrane plasmique et sensibles au voltage souvrent, et un flux
d’ions Ca** pénétre dans la terminaison présynaptique (Meir et al.
1999). La conversion du signal électrique en signal “chimique” est
ainsi initiée puisque le calcium va ensuite étre impliqué dans des
processus de liaison / changements de conformation des protéines,
qui vont aboutir a la transmission d’un signal chimique vers le com-
partiment postsynaptique.

2. Dans la terminaison présynaptique, les ions calcium se lient a la
synaptotagmin, une protéine présente dans la membrane des vé-
sicules synaptiques (Chapman 2008). Cette protéine “détecte” le
calcium (et détecte ainsi l'arrivée du potentiel d’action). Comme
décrit plus bas, quelques vésicules synaptiques sont ancrées a la
membrane plasmique. Les protéines de synaptotagmin présentes
dans les vésicules qui sont ancrées a proximité des sites dentrée
du calcium vont donc se trouver exposées a une concentration en
calcium élevée.

3. La synaptotagmin interagit avec certaines protéines qui parti-
cipent a l'ancrage des vésicules a la membrane (par exemple des
protéines SNARE, voir section 1.2.1). La liaison du calcium a la
synaptotagmin provoque vraisemblablement un changement de
conformation de certaines protéines impliquées dans cet ancrage,
ce qui va mener a la fusion de la vésicule avec la membrane plas-
mique (voir section 1.2.2, Jackson and Chapman 2006).

4. La fusion de la vésicule synaptique avec la membrane plasmique
saccompagne de la libération des neurotransmetteurs quelle
contient dans la fente synaptique.

5. Ces neurotransmetteurs diffusent dans la fente synaptique, et se
lient a des protéines postsynaptiques, appelés récepteurs des neu-
rotransmetteurs. Ces récepteurs sont — pour la plupart — des ca-
naux ioniques, dont louverture dépend de leur liaison aux neuro-
transmetteurs. La liaison des neurotransmetteurs a ces récepteurs
provoque donc louverture de ces canaux ioniques.

6. Le flux d’ions a travers ces canaux ioniques (récepteurs) provoque
un changement de potentiel de la membrane plasmique, et I'initia-
tion d’un signal électrique qui peut étre propagé dans le neurone
postsynaptique.

7
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La transmission synaptique est tres rapide : 1 ms sépare l'arrivée du po-
tentiel d’action dans le terminal présynaptique du changement de poten-
tiel de la membrane postsynaptique. Létat de I'assemblage synaptique est
cependant modifié sur une durée un peu plus longue : dans le compar-
timent présynaptique, lorganisation et la composition de la membrane
présynaptique est modifiée suite a la fusion de la vésicule synaptique, et
dans le compartiment postsynaptique, certains récepteurs vont se trou-
ver un moment “désensibilisés”. Ces phénomeénes seront décrits plus loin
(voir sections 1.2 et 1.5.4).

ivée du uvertu ux iqu
Arrivée d QOuverture des canaux calciques
potentiel d'action sensibles au voltage

Bouton
présynaptique

4
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et liaison a la synaptotagmin vésicule synaptique dans la fente synaptique

Co

FIGURE 3.: La transmission synaptique. Sont illustrées les différentes étapes dé-
crites dans le texte. D’aprés Lisman et al (Lisman et al. 2007).
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113 Organisation du compartiment présynaptique

Plusieurs régions ou éléments fonctionnels peuvent étre distingués
dans le compartiment présynaptique (figure 4) : la zone active ou a lieu
la libération de neurotransmetteurs, la réserve des vésicules synaptiques,
etla cytomatrice présynaptique, qui désigne l'assemblage moléculaire qui
fait office déchafaudage et “structure” la terminaison présynaptique. Une
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région périsynaptique et un domaine mitochondrial sont parfois aussi
mentionnés (Dresbach et al. 2001).

Réservoir de

synaptiques

Cytomatrice?

Vésicules ancrées
a la zone active

FIGURE 4.: Organisation de la terminaison présynaptique. A. Cliché de micro-

1.1.3.1

scopie électronique d’'une terminaison présynaptique dans des neu-
rones de I'hippocampe, sur lequel sont indiqués les différents élé-
ments de la terminaison présynaptique. Dapres Siksou et al (Sik-
sou et al. 2007). B. Reconstitution de lorganisation des vésicules
synaptiques dans la terminaison présynaptique a partir de clichés
de microscopie électronique. Les vésicules bleues sont ancrées a la
membrane, les vésicules jaunes appartiennent au réservoir, et des
filaments (roses) relient ces vésicules entre elles et a la membrane.
D’apres Siksou et al (Siksou et al. 2007). C. Représentation de la zone
active par Dresbach et al, qui suggére lencombrement moléculaire
dans cette région (Dresbach et al. 2001).

La zone active

La zone active est définie comme la région ou les vésicules fusionnent

avec la membrane plasmique. Elle est particulierement reconnaissable
sur des clichés de microscopie électronique, puisque des vésicules synap-
tiques y sont ancrées a la membrane. Environ une dizaine de vésicules
sont ancrées a chaque synapse (Rizzoli and Betz 2005; Schikorski and
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Stevens 1997). Ces vésicules sont en contact avec du matériel “électron-
dense” observé sur la face intérieure de la membrane (Siksou et al. 2007).
De nombreuses vésicules sont également présentes dans le bouton présy-
naptique sans étre en contact avec la membrane plasmique : elles consti-
tuent le “réservoir” décrit dans le paragraphe suivant.

Ce matériel électron-dense observé a proximité de la membrane peut
correspondre a plusieurs types de protéines présentes a la zone active. On
y trouve notamment des protéines d'adhésion, des canaux ioniques qui
régulent le potentiel de membrane et lentrée de calcium dans le bouton
présynaptique qui précéde lexocytose, et des protéines impliquées dans
Pancrage des vésicules synaptiques (appelées protéines SNARE, voir sec-
tion 1.2.1).

Les protéines d’adhésion interagissent avec des protéines membra-
naires postsynaptiques, participant ainsi au contact entre les neurones
pré- et post-synaptiques. Ces protéines sont engagées dans des interac-
tions homophiliques (avec des protéines identiques mais du coté post-
synaptique) ou hétérophiliques (avec des protéines postsynaptiques dif-
férentes). Elles incluent notamment les neurexins (qui interagissent avec
les neuroligins), les cadherins et syn CAM (Dean and Dresbach 2006; Wa-
shbourne et al. 2004). Des protéines d'adhésion telles que les catenins et
cadherins, ont également été observées a la périphérie de la zone active
(Uchida et al. 1996).

Selon une revue publiée en 1999, quarante types de canaux ioniques au-
raient été identifiés dans différentes terminaisons nerveuses (Meir et al.
1999). Parmi les canaux sensibles au voltage, les canaux calciques de
type N, P/Q et R sont directement impliqués dans lexocytose (Ertel et al.
2000). Par exemple, les canaux de type P/Q sont accumulés dans les ré-
gions synaptiques de I'hippocampe (Bucurenciu et al. 2008). D’autres ca-
naux ioniques sensibles au voltage régulent le potentiel de membrane
dans la terminaison présynaptique, notamment les canaux sodiques, po-
tassiques et chloriques (Meir et al. 1999).

Enfin, deux protéines particuliéres associées a la membrane plasmique
sont impliquées dans la fusion des vésicules synaptiques : syntaxini et
SNAP 25. Ces protéines interagissent avec une troisieme protéine pré-
sente dans la membrane des vésicules synaptiques pour former un com-
plexe appelé complexe SNARE, qui est au coeur du processus dexocytose.
Les protéines de ce complexe sont détaillées dans la section 1.2.1.2.

1.1.3.2  Le réservoir de vésicules synaptiques

Le compartiment présynaptique contient une centaine de vésicules sy-
naptiques (entre 50 et 200), qui ne sont pas ancrées a la membrane plas-
mique et constituent un réservoir (Rizzoli and Betz 2005; Schikorski and
Stevens 1997; Siksou et al. 2007). Les vésicules sont reliées entre elles par
des filaments observés en microscopie électronique (Siksou et al. 2007, et
voir figure 4). Ces filaments pourraient en partie étre consitués de synap-
sin. La synapsin est une protéine qui peut sassocier a la membrane des
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vésicules synaptiques et au cytosquelette dactine (Bihler and Greengard
1987). Lorsque la synapsin est phosphorylée, elle se dissocie du cytosque-
lette, les vésicules synaptiques se trouvent ainsi “relachées” et disponibles
pour devenir compétentes pour la fusion (Chi et al. 2001). La synapsin
peut donc participer a la régulation de la répartition spatiale des vésicules
dans le bouton synaptique.

La composition protéique de la membrane des vésicules synaptiques
est trés différente de celle de la membrane plasmique. Lors de Iexocytose,
la composition de la membrane plasmique se trouve donc modifiée, et au
site dendocytose, la membrane plasmique doit avoir une composition lo-
cale qui correspond a celle d'une vésicule synaptique. La composition
moléculaire des vésicules synaptiques a récemment été analysée et quan-
tifiée, environ 80 protéines membranaires ont été identifiées (Takamori
et al. 2006). La protéine la plus abondante est VAMP2/synaptobrevin 2
(70 par vésicule), la protéine SNARE, qui interagit avec les deux autres
protéines SNARE de la membrane plasmique syntaxin 1 et SNAP 25 pour
former un complexe impliqué dans lexocytose (voir section 1.2.1.2). Une
autre protéine des vésicules synaptiques impliquée dans lexocytose est
la synaptotagmin, qui a un rdle de détecteur du calcium (voir section
1.2.2 et Chapman 2008). De nombreuses autres protéines sont présentes,
impliquées dans la régulation de lexocytose, de lendocytose, du remplis-
sage des vésicules avec les neurotransmetteurs, et de l'acidification des
vésicules par exemple.

1.1.3.3 La cytomatrice

Le terme cytomatrice est défini de maniére assez floue. Il désigne les
molécules qui vraisemblablement ont un réle structural, mais ces molé-
cules restent parfois peu caractérisées.

Lorganisation en 3D de la terminaison présynaptique dans les neu-
rones de 'hippocampe chez la souris a été observée en microscopie élec-
tronique avec une technique de congélation a haute pression qui évite
les artefacts dus a l'utilisation de fixateurs chimiques (Siksou et al. 2007).
D’apres ces données, le bouton présynaptique contient un réseau de fila-
ments qui relient les vésicules du réservoir entre elles, relient les vésicules
localisées a la périphérie de ce réseau a la membrane plasmique par des
filaments plus longs, et relient les vésicules ancrées a la membrane plas-
mique. La zone active est plus dense en filaments que le reste de la termi-
naison. La nature de ces filaments na pas encore été identifiée, mais ils
pourraient étre composées de protéines de la cytomatrice.

Parmi les molécules identifiées de la cytomatrice, on trouve des pro-
téines de la famille MAGUK (membrane-associated guanylate kinase),
Munc13, Rim (Garner et al. 2000), et les protéines Bassoon, Piccolo,
CAST et liprine (Dresbach et al. 2001; Fenster et al. 2000; Takao-Rikitsu
et al. 2004). Toutes ces protéines sont des protéines multidomaines qui
se lient a plusieurs partenaires. Les protéines MAGUKSs (comme CASK,
SAP9go, SAP97) ne sont pas spécifiquement localisées a la zone active,
contrairement a Munc 13, Rim, Bassoon et Piccolo.

11
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Le cytosquelette d’actine est également présent dans la terminaison
présynaptique. Il semble qu’il ait un role dans lorganisation des vésicules
du réservoir (Sankaranarayanan et al. 2003). En particulier, le cytosque-
lette d'actine interagit avec la synapsin qui est associée a la membrane des
vésicules synaptiques, comme indiqué dans le paragraphe précédent.

N.B. : La zone active, le réservoir de vésicules et la cytomatrice ne
sont pas trois “éléments” séparés : des interactions moléculaires ont lieu
entre ces éléments, et les vésicules ainsi que les protéines sont en mouve-
ment (voir section 1.5). Par exemple, les vésicules synaptiques du réser-
voir peuvent étre amenées a étre ancrées a la zone active. A titre indicatif,
vous trouverez sur la figure 5 une représentation de lorganisation mo-
léculaire du compartiment présynaptique selon Ziv et Garner (Ziv and
Garner 2004) — toutes les molécules présentes sur cette illustration ne
sont pas décrites dans ce manuscrit. Dans la section suivante, nous décri-
rons le processus dexocytose des vésicules synaptiques, qui constitue un
processus dynamique particulier dans lequel est impliquée la syntaxin.
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Ziv et Garner (Ziv and Garner 2004).
1.2 L’EXOCYTOSE DES VESICULES SYNAPTIQUES

La transmission du signal présynaptique au neurone postsynaptique
est assurée par lexocytose des vésicules synaptiques qui liberent les neu-



1.2 L’EXOCYTOSE DES VESICULES SYNAPTIQUES

rotransmetteurs dans la fente synaptique. La fusion d’'une vésicule avec la
membrane plasmique est un événement régulé : la fusion est tres rapide,
et répond a lentrée de calcium dans le bouton présynaptique. Au cceur de
ce processus dexocytose se trouve le complexe SNARE. D’autres protéines
interagissent ensuite avec ces protéines SNARE, pour former le complexe
exocytotique. Ci-dessous nous décrivons le complexe SNARE puis les pro-
téines qui participent au complexe exocytotique, et enfin le processus de
fusion de la membrane de la vésicule avec la membrane plasmique.

12.1  Le complexe SNARE

La fusion de deux membranes opposées nest pas un processus spon-
tané. Elle nécessite le franchissement d’une importante barriére énergé-
tique, en particulier parce quelle requiert la déshydratation des tétes po-
laires des lipides pour quelles entrent en contact les unes avec les autres,
puis un changement de courbure important des membranes. In vitro, la
fusion de liposomes peut prendre des heures (Weber et al. 1998). Dans
les synapses, la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane a lieu
en moins d’'une milliseconde. Elle repose d’abord sur trois protéines, les
protéines SNARE.

1.2.1.1  Identification des protéines SNARE

Plusieurs approches indépendantes ont mené a l'identification des
trois protéines SNARE. D’une part, le groupe de Rothman a étudié le
transport dans l'appareil de Golgi : ils ont d'abord identifié des facteurs so-
lubles essentiels pour le transport (NSF - N-ethylmaleimide sensitive fac-
tor), puis les protéines adaptatrices de ces facteurs (SNAP - soluble NSF
attachment proteins), et enfin les “récepteurs” de ces SNAPs, les SNAREs
(SNAP REceptors, Sollner et al. 1993). Ces protéines SNARE correspon-
daient en fait a trois protéines déja identifiées : VAMP 2/synaptobrevin 2
Stidhof et al. 1989), SNAP 25 (Synaptosome-associated protein, Oyler
et al. 1989), et syntaxin 1 (Bennett et al. 1992).

Simultanément, les protéines SNARE ont été identifiées comme cibles
de la toxine tétanique et des toxines botuliques qui bloquent la neuro-
transmission : la libération de neurotransmetteurs est fortement inhibée
par la toxine botulique A qui clive sélectivement SNAP 25 (Blasi et al.
1993a), la toxine botulique C1 qui clive syntaxin 1 (Blasi et al. 1993b), et la
toxine botulique B qui clive synaptobrevin 2 (Blasi et al. 1993b). Ces ob-
servations ont attribué a ces trois protéines un role clé dans lexocytose
(Schiavo et al. 2000).

En 1994, Rothman et Warren postulent la “SNARE hypothesis”, selon
laquelle le mécanisme de fusion vésiculaire serait commun pour les diffé-
rents types de membrane et de cellules et impliquerait une méme famille
de protéines, chaque protéine de cette famille étant associée spécifique-
ment a un type de fusion (Rothman and Warren 1994). Par exemple, le
transport vésiculaire au sein de l'appareil de Golgi tout comme la fusion

13
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des vésicules synaptiques impliqueraient des protéines de la méme fa-
mille. Il Savére effectivement que les processus de fusion des vésicules
chez les eucaryotes reposent tous sur des protéines SNARE (Bock et al.
2001).

Lhypothése selon laquelle ces trois protéines sont au coeur de lexocy-
tose est en effet séduisante : la syntaxin1 et SNAP 25 sont associés a la
membrane plasmique, et la synaptobrevin 2 est présente dans la mem-
brane des vésicules. Ces protéines interagissent pour former un com-
plexe qui permettrait d’ancrer les vésicules synaptiques a la membrane
plasmique pour les mener a la fusion (voir section suivante, Sutton et al.
1998). La confirmation de leur implication directe dans la fusion des vési-
cules a été obtenue par des expériences in vitro : la présence de protéines
SNARE dans les protéoliposomes accélére la vitesse de fusion de ces vési-
cules (Weber et al. 1998). Le complexe SNARE est maintenant considéré
comme la machinerie minimale pour la fusion des vésicules.

12.1.2  Le complexe SNARE

Dans les neurones, les trois protéines syntaxin 1, SNAP 25 et synapto-
brevin 2 interagissent pour former un complexe trimérique, le complexe
SNARE voir figure 6 (Brunger et al. 2009; Jahn and Scheller 2006; Siid-
hof and Rothman 2009). Ce complexe (décrit ci-dessous), est constitué
d’'un domaine de la syntaxin 1, d'un domaine de la synaptobrevin 2 et de
deux domaines de SNAP 25. Ces domaines sont tous appelés “domaines
SNARE”. Voici d'abord quelques caractéristiques structurales de ces pro-
téines :

FIGURE 6.: Structure du complexe SNARE. D’apres Sutton et al (Sutton et al.
1998). Les domaines SNARE de la syntaxin (rouge), de synaptobre-
vin (bleu), et de SNAP 25 (vert) forment un faisceau de quatre hé-
lices. Quatre étoiles indiquent les résidus palmitoylés de SNAP 25.

SYNTAXIN 1 estune protéine de 35 kDa, constituée d'un domaine trans-
membranaire C-terminal, du domaine SNARE, et d'un domaine
N-terminal, organisé en un faisceau de trois hélices antiparalleles
(voir section 1.3 pour une description plus détaillée).
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SNAP 25 est constitué de deux domaines SNARE reliés par un “lien” qui
comprend quatre résidus palmitoylés, qui s'insérent dans la mem-
brane plasmique (Fasshauer et al. 1997; Veit et al. 1996).

SYNAPTOBREVIN 2 est une protéine de la famille VAMP (vesicle asso-
ciated membrane protein) ; les protéines VAMP sont impliquées
dans différents processus de fusion des vésicules. En particulier,
VAMP 1 et VAMP 2, également appelées synaptobrevins, sont im-
pliquées dans lexocytose des vésicules synaptiques. Synaptobre-
vin2 est une petite protéine membranaire des vésicules synap-
tiques (18 kDa), constituée d'un domaine transmembranaire C-
terminal (dans la membrane des vésicules synaptiques) suivi du
domaine SNARE et d'un court domaine N-terminal.

Par la suite, nous noterons syntaxin 1 seulement syntaxin et synaptobre-
vin 2 synaptobrevin.

Ces trois protéines interagissent pour former le complexe SNARE (tri-
meérique), ainsi que d’autres complexes dimériques (Brunger et al. 2009).

SYNTAXIN-SNAP 25 La syntaxin et SNAP 25 forment un complexe bi-
naire, qui constitue vraisemblablement un complexe “accepteur”
pour synaptobrevin 2 (Fasshauer and Margittai 2004; Weninger
et al. 2008). La formation de ce complexe binaire serait ainsi une
étape dans la formation du complexe SNARE. Des expériences
de FRET menées in vitro a Iéchelle de la molécule unique ont
révélé que la conformation de ce complexe est variable : soit les
trois domaines SNARE des molécules interagissent ensemble et
forment une triple hélice, soit un seul des deux domaines SNARE
de SNAP 25 interagit avec le domaine SNARE de la syntaxin, le
deuxieme domaine de SNAP 25 restant dissocié¢ (Weninger et al.
2008). La présence de la synaptobrevin stabilise la conformation
en triple hélice du complexe binaire (et abolit I'alternance entre les
différentes conformations), et permet la formation du complexe
SNARE. 11 est a noter que la conformation en triple hélice est
également stabilisée par des protéines comme la synaptotagmin,
Munc 13, ou Munc 18 (de Wit et al. 2009; Weninger et al. 2008; Zilly
et al. 2006).

SYNTAXIN-SYNAPTOBREVIN Une interaction existe également entre
la synaptobrevin et la syntaxin, en 'absence de SNAP 25. Cette in-
teraction reste faible, et le complexe formé est bien moins stable
que le complexe SNARE (Liu et al. 2006). Cependant, on notera
que la fusion de protéoliposomes est possible en présence de la
syntaxin et de la synaptobrevin uniquement, sans SNAP 25 (Liu
et al. 2005), et que dans les souris knock-out pour SNAP 25, la fu-
sion spontanée des vésicules synaptiques nest pas abolie (Schoch
et al. 2001; Washbourne et al. 2002).

LE COMPLEXE SNARE Dans ce complexe, les domaines SNARE de la
syntaxin, de la synaptobrevin 2 et de SNAP 25 forment un faisceau
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de quatre hélices paralléles (figure 6, Sutton et al. 1998). Le com-
plexe SNARE est particulierement stable in vitro (Hayashi et al.
1994). La formation de ce complexe entre deux membranes est as-
sociée a une énergie de 21 kcal/mol (la fusion des membranes re-
quiert une énergie de lordre de 24 kcal/mol, voir section1.2.2.7).

1.2.2  Le complexe exocytotique

La fusion des vésicules synaptiques présente des propriétés spécifiques.
Elle est particuliéerement rapide : in vitro la fusion de protéoliposomes
contenant uniquement des protéines SNARE reste plus lente que la fu-
sion des vésicules synaptiques (5 a 10 ms au plus rapide, alors que la fu-
sion des vésicules synaptiques a lieu en moins d’1 ms, Wang et al. 2009).

De plus, la fusion est précisément controlée : les vésicules sont ancrées
ala membrane sans pour autant fusionner spontanément avec celle-ci. La
fréquence dexocytose spontanée est de lordre de 1 a 2 vésicules par mi-
nute (Fredj and Burrone 2009). En revanche, a la suite d’'une stimulation,
la probabilité qu'une vésicule fusionne avec la membrane est de lordre
de 0.5, alors méme quenviron une dizaine de vésicules sont ancrées a la
membrane (Verhage and Toonen 2007 ; la probabilité de fusionner par
vésicule est donc de lordre de 0.05).

Ces propriétés sont obtenues avec la participation d’autres protéines
au complexe exocytotique (voir figure 7 et Brunger et al. 2009; Jackson
and Chapman 2006, 2008; Jahn and Scheller 2006; Rizo and Rosenmund
2008).

Synaptotagmin

N - Munc18

Complexin

FIGURE 7.: Le complexe exocytotique. Différentes protéines participent a Iexo-
cytose des vésicules synaptiques dont les suivantes : les protéines
du complexe SNARE (syntaxin, synaptobrevin, SNAP25), Munci3,
Munci8, synaptotagmin, canaux calciques, complexin.
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1.2.21 Munci8

Le role de Munc18 dans lexocytose nest pas encore totalement élu-
cidé, mais son caractére essentiel pour la fusion et ses interactions avec
la syntaxin et le complexe SNARE indiquent qu’il joue un rdle impor-
tant dans lorganisation spatiale et temporelle du complexe exocytotique
(Deak et al. 2009; Rizo and Sudhof 2002; Siidhof and Rothman 2009).

Dapreés des expériences in vitro, Munc18 a dabord été considéré
comme ayant un role inhibiteur dans la transmission synaptique :
Munc18 se lie a la syntaxin lorsque la syntaxin adopte une conforma-
tion particuliere, dans laquelle elle ne peut sengager dans la formation
du complexe SNARE (Dulubova et al. 1999; Misura et al. 2000). En effet,
le domaine N-terminal de la syntaxin peut se replier sur son domaine
SNARE, formant ainsi un faisceau de quatre hélices, ce qui correspond
a la conformation fermée de la syntaxin. Dans cette conformation, le do-
maine SNARE ne peut interagir avec les autres protéines SNARE, la sy-
naptobrevin et SNAP 25. En revanche, lorsque la syntaxin est engagée
dans le complexe SNARE, son domaine N-terminal n’'interagit pas avec
son domaine SNARE, il s’agit alors de la conformation ouverte (voir sec-
tion 1.3.2). Munc 18 interagit avec la conformation fermée de la syntaxin,
englobant le faisceau de quatre hélices, empéchant ainsi la formation du
complexe SNARE (Dulubova et al. 1999).

Cependant, Munc 18 est une protéine essentielle pour la fusion des vé-
sicules synaptiques : dans les souris knock out (KO) pour Munc 18, toute
fusion évoquée ou spontanée est abolie (Verhage et al. 2000). De plus,
dans des protéoliposomes contenant les protéines SNARE, la présence
de Munc18 favorise la fusion des vésicules les unes avec les autres (Ta-
reste et al. 2008). En effet, il existe une interaction directe entre Munc 18
et le complexe SNARE in vitro : Munc 18 englobe également un faisceau
de quatre hélices, mais cette fois il sagit du complexe SNARE (Dulubova
et al. 2007). Munc 18 semble étre particuliérement adapté pour envelop-
per des faisceaux de quatre hélices. Les auteurs de ces résultats suggerent
que l'interaction entre Munc 18 et le complexe SNARE est un mode d’in-
teraction assez général dans le processus de fusion de vésicules, mais que
sa liaison a la syntaxin est particuliére a lexocytose neuronale.

1.2.2.2 Munc 13

Munc13 est également fortement impliqué dans le complexe exocy-
totique, comme en témoigne l'abolition de toute fusion en son absence,
et son interaction avec la syntaxin. En effet, comme pour Munc 18, I'ab-
sence de Munc13 (de ses deux isoformes Munc 13-1 et Munc 13-2) dans
les neurones abolit toute fusion, évoquée ou spontanée (Varoqueaux et al.
2002). Par ailleurs, chez C. elegans, le blocage de I'interaction entre Unc 13
(homologue de Munc 13) et la syntaxin provoque une perturbation de la
transmission synaptique (Madison et al. 2005). Unc 13 pourrait stabiliser
la conformation ouverte de la syntaxin, lui permettant ainsi de senga-
ger dans le complexe SNARE (Hammarlund et al. 2007; Richmond et al.
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2001). En accord avec cette hypothése, des expériences in vitro montrent
que Munc 13 pourrait stabiliser le complexe accepteur SNAP 25-syntaxin.
De plus, chez C. elegans ainsi que chez les murins, le nombre de vésicules
ancrées a la membrane est trés réduit en absence de Unc13 / Munc13
(Siksou et al. 2009; Weimer et al. 2006). Enfin, dans les cellules neuroen-
docrines, Munc13 semble également favoriser le passage des vésicules
synaptiques d’un état ancré a un état capable de fusionner avec la mem-
brane plasmique (Ashery et al. 2000; Nofal et al. 2007).

1.2.2.3 Complexin

Selon I'hypothése actuelle, la complexin se lie au complexe SNARE
d’'une maniére qui le met dans un état “métastable’, qui peut rapidement
basculer vers la fusion des vésicules lorsque le calcium entre dans la ter-
minaison synaptique (Giraudo et al. 2006; Siidhof and Rothman 2009;
Tang et al. 2006).

En effet, chez la souris, lexocytose évoquée est séverement diminuée
en 'absence de complexin (Xue et al. 2008), mais également si sa concen-
tration locale est trop élevée (Tokumaru et al. 2001). D’apreés des expé-
riences menées in vitro, la présence de complexin dans un systéme de fu-
sion de protéoliposomes inhibe la fusion, et cette inhibition est levée par
lajout de synaptotagmin (Schaub et al. 2006). Du point de vue structural,
la complexin se lie au complexe SNARE, en prenant une conformation
hélicoidale et en particulier semble stabiliser I'interaction entre les do-
maines SNARE de la syntaxin et de la synaptobrevin (Chen et al. 2002).
Le fait que la complexin interagisse avec le complexe SNARE déja formé
suggere quelle intervient immédiatement avant la fusion, et pourrait par
exemple réguler [ouverture du pore de fusion entre la vésicule et la mem-
brane (dans les cellules neuroendocrines, An et al. 2010). Le mécanisme
daction de la complexin reste controversé. Son étude est dautant plus dif-
ficile que son role varie d’'un organisme a l'autre comme le montre une
étude récente menée chez la souris et la drosophile (Xue et al. 2009).

Enfin, un réle de la complexin dans loligomérisation du complexe
SNARE en “super-complexes” (Tokumaru et al. 2001) a été proposé (voir
section 1.2.2.7 pour loligomérisation du complexe SNARE), mais cette
observation n'a pu étre confirmée et semble étre due a un artefact (Pabst
et al. 2002).

1.2.2.4 Synaptotagmin

La synaptotagmin est désormais considérée comme le détecteur de cal-
cium du complexe exocytotique (Chapman 2008). Différentes mutations
de la synaptotagmin affectent son affinité pour le calcium, et modifient
la probabilité de libération dans lexocytose évoquée (Fernandez-Chacon
et al. 2001), ou la fréquence de libération spontanée (Xu et al. 2009). De
plus, la liaison entre la synaptotagmin et le complexe SNARE est critique
pour la transmission synaptique (Pang et al. 2006).
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Le mécanisme d’action de la synaptotagmin nest cependant pas encore
élucidé (Brunger et al. 2009; Jackson and Chapman 2006). La synapto-
tagmin comprend notamment deux domaines C2 qui lient les ions cal-
cium. La liaison aux ions calcium pourrait par exemple provoquer un
changement de conformation de la protéine et une insertion partielle
de ces domaines C2 dans la membrane, et pourrait ainsi contribuer a
lexocytose (Bai et al. 2004). Mais la dépendance au calcium de lexocy-
tose telle quelle est observée in vivo n'a pas encore été reconstituée dans
des protéoliposomes. Par ailleurs, la synaptotagmin interagit avec les pro-
téines SNARE : SNAP 25 (dans les cellules neuroendocrines, de Wit et al.
2009), la syntaxin (in vitro, Kee and Scheller 1996), le complexe binaire
syntaxin - SNAP 25 (dans des proteoliposomes, Weninger et al. 2008) et
le complexe SNARE déja formé (in vitro, Bowen et al. 2005). Toutes ces
interactions pourraient également contribuer a la sensibilité au calcium
de lexocytose.

1.2.2.5 Canaux calciques

Les canaux calciques permettent lentrée des ions calcium dans la ter-
minaison présynaptique a l'arrivée du potentiel d’action. Ces protéines in-
teragissent notamment avec la syntaxin, via son domaine SNARE (Sheng
et al. 1994) et quelques résidus transmembranaires (Bezprozvanny et al.
2000). Cette interaction pourrait permettre aux canaux calciques détre
placés pres des vésicules et donc de la synaptotagmin. La synaptotagmin
serait alors exposée a une concentration élevée d’ions calcium et détecte-
rait ainsi rapidement larrivée du potentiel daction dans la terminaison
synaptique (Shahrezaei and Delaney 2004).

1.2.2.6  Autres protéines

D’autres protéines sont impliquées dans la régulation de lexocytose,
comme par exemple la tomosyn, un partenaire de la syntaxin. Le role de
la tomosyn nest pas clairement élucidé. Une revue récente présente les
différents arguments pour un role facilitateur ou inhibiteur de la tomo-
syn dans la transmission synaptique (Ashery et al. 2009).

Rab3, une GTPase, semble également réguler la probabilité de libéra-
tion : les souris KO pour Rab 3 meurent rapidement apres la naissance,
et lexocytose évoquée est diminuée de 30% (ni la structure des synapses
ni lexocytose spontanée ne sont modifiées, Schluter et al. 2004).

1.2.2.7  Oligomérisation du complexe SNARE

Du point de vue énergétique, un seul complexe SNARE ne semble
pas suffisant pour conduire a la fusion d’une vésicule avec la membrane
plasmique : la fusion des membranes requiert une énergie de lordre
de 24 kcal, et selon les techniques de mesure, l'assemblage du complexe
SNARE libere une énergie de lordre de 6.6 a 21kcal (Fasshauer et al.
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2002; Wiederhold and Fasshauer 2009). Par ailleurs, plusieurs types d’ar-
guments suggerent que les complexes SNARE sorganisent en un super-
complexe entre la vésicule et la membrane plasmique (figure 8, Lu et al.
2008; Tokumaru et al. 2001). En particulier, en microscopie a force ato-
mique, une structure en anneau a été observée sur des protéoliposomes
en contact, d'un diamétre de 20 nm (pour des vésicules de 50 nm) a
300 nm (pour des vésicules de 800 nm) (Cho et al. 2005). Le nombre de
complexes SNARE qui constituent cette structure varie de 3 a 15 selon
les études (Montecucco et al. 2005).
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F1GURE 8.: Oligomérisation du complexe SNARE. Les complexes SNARE sont
vraisemblablement impliqués dans lexocytose sous la forme d’'un
super-complexe en forme d’anneau. Le nombre de complexe impli-
qués varie de 3 a 15 selon les études. Vues de “profil” (A) et de
“dessus” (B) d’un super-complexe, proposées par Montecucco et al
(Montecucco et al. 2005).

1.2.2.8 Un scénario séquentiel ?

Il est difficile d’intégrer toutes ces informations pour proposer une des-
cription de la régulation de la fusion des vésicules synaptiques. Ci-dessus,
nous avons décrit la formation du complexe exocytotique comme si elle
procédait selon une séquence détapes, de maniére linéaire : Munc 18 in-
teragit avec la conformation fermée de la syntaxin, Munc 13 permet son
ouverture, le complexe SNARE se forme, est stabilisé par Munc18 et la
complexin, puis la fusion est déclenchée par la liaison de la synaptotag-
min au calcium entrant dans la terminaison synaptique. Alternativement,
on peut proposer que le complexe exocytotique puisse se trouver dans
des états différents (suivant les protéines présentes, leur conformation,
phosphorylation, etc.), qui correspondent a des probabilités de libération
différentes.

En effet, il semble que la fusion peut avoir lieu dans différentes condi-
tions avec des cinétiques différentes. Comme mentionné précédemment,
la fusion de protéoliposomes est possible sans SNAP 25, avec seulement
la syntaxin et la synaptobrevin 2 (Liu et al. 2005). De méme, dans les sou-
ris KO pour SNAP 25 ou pour synaptobrevin 2, la fusion évoquée est abo-
lie, mais la fusion spontanée des vésicules est encore possible (Schoch
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et al. 2001; Washbourne et al. 2002). Ainsi, Schoch et al ont proposé
que les protéines SNARE ne sont pas absolument requises pour la fu-
sion, mais sont essentielles dans la mesure ou elles sont cinétiquement
limitantes pour la fusion, et/ou impliquées dans la détection de la stimu-
lation (Schoch et al. 2001).

1.2.2.9 Différences entre les systémes détude

Le mécanisme de fusion d’'une vésicule avec une membrane peut étre
étudié dans différents systemes, qui vont des vésicules reconstituées in
vitro, aux cellules secrétrices comme les cellules neuroendocrines et aux
neurones de différents organismes. Les mécanismes de fusion dans ces
différents systemes peuvent partager des points communs, mais aussi pré-
senter des différences. Il est donc important de spécifier dans quelles
conditions les résultats sont obtenus et les modeles sont développés.
On observe effectivement quelques contradictions entre les observations
faites dans diftérents systemes.

Chez la drosophile, a la jonction neuromusculaire, I'absence de
syntaxinlA ne perturbe pas l'ancrage des vésicules, ni la fusion sponta-
née, mais aucune fusion nest observée en réponse a un stimulus (Broadie
et al. 1995). Contrairement a la drosophile, dans les cellules neuroendo-
crines, l'ancrage des vésicules est tres réduit apres clivage de la syntaxin 1
(de Wit et al. 2006).

De méme, alors que dans les souris KO pour Munc18-1, I'ancrage
des vésicules a la membrane plasmique nest pas perturbé (Verhage et al.
2000), chez C. elegans et dans les cellules neuroendocrines, le nombre de
vésicules ancrées est fortement diminué en 'absence de Munci18-1 (ou
de son homologue chez C. elegans, Gulyas-Kovacs et al. 2007; Toonen
et al. 2006; Weimer et al. 2003). Cependant, les cellules chromaffines
nexpriment qu'un isoforme, Munc 18-1, alors que les souris expriment
Munc 18-1 et Munc 18-2. Or, il semble que Munc 18-2 peut avoir la méme
fonction d’ancrage que Munc18-1, mais pas le méme role dans 'amor-
cage des vésicules (Gulyas-Kovacs et al. 2007). Cela pourrait expliquer
que l'ancrage est préservé dans les neurones de souris KO pour Munc 18-
1, malgré I'absence dexocytose. Enfin, il ne faut pas oublier que dans les
organismes KO, des mécanismes de compensation peuvent se mettre en
place, par exemple par des protéines impliquées dans d’autres processus
de fusion membranaire.

Une fois que le complexe exocytotique est formé et que les ions cal-
cium pénetrent dans la terminaison synaptique, la fusion de la vésicule
peut se poursuivre selon différents modes. Nous décrivons le processus
de fusion dans la section suivante.

1.2.3 La fusion des membranes

ATinitiation de lexocytose d’une vésicule, un “pore de fusion” se forme
entre la vésicule et la membrane plasmique, libérant les neurotransmet-
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teurs dans la fente synaptique. Ensuite, la fusion peut se poursuivre selon
différents modes, qui auront notamment des conséquences différentes
sur la diffusion des lipides et des protéines de la vésicule synaptique dans
la membrane plasmique. La fusion des membranes et la diffusion de leurs
constituants ne sont pas trés bien caractérisées, voici cependant quelques
éléments de description de ces phénomenes.

1.2.3.1  Formation du pore de fusion

Lorsque la membrane plasmique et la membrane de la vésicule sont
en contact, les deux feuillets de chaque membrane peuvent fusionner
en méme temps ou successivement. Dans les vésicules lipidiques recons-
tituées, les feuillets “extérieurs” fusionnent avant les feuillets intérieurs.
Cet état intermédiaire, dans lequel les feuillets intérieurs nont pas en-
core fusionné, est appelé hémifusion (figure 9). La fusion de protéolipo-
somes contenant les protéines SNAREs semble également passer par cet
état d’hémifusion (Jackson and Chapman 2006; Reese et al. 2005).

Lorsque les feuillets intérieurs sont en contact, un pore de fusion se
forme, initiant la fusion des deux membranes. Dans le cas de la fusion
régulée par des protéines, deux modeles existent pour décrire le pore de
fusion. Dans le premier, des protéines permettent de “rapprocher” les
membranes. Les lipides entrent alors en contact et un pore lipidique se
forme (figure 9-A). Selon le deuxieéme modeéle, les protéines permettent
non seulement de rapprocher les membranes mais elles constituent égale-
ment le pore de fusion (figure 9-B). A la synapse, différentes expériences
suggerent que des protéines membranaires pourraient constituer ce pore
de fusion : par exemple, des mutations ponctuelles du domaine trans-
membranaire de la syntaxin modifient le flux de neurotransmetteurs
(Han et al. 2004; Jackson and Chapman 2006).

1.2.3.2  Différents modes dexocytose

Une fois qu'un pore de fusion sest formé, la fusion peut se poursuivre
de deux maniéres : ou bien le pore se referme, ou bien la membrane de la
vésicule est entierement intégrée a la membrane plasmique. Le premier
mode dexocytose est appelé kiss-and-run (KR), le second full-collapse-
fusion (FCF) (He et al. 2006). La question du mode prédominant selon
les circonstances est aujourd’hui ouverte (Balaji and Ryan 2007; Harata
et al. 2006).

Je mentionnerai en particulier le travail de léquipe de R. Tsien, qui
permet de suivre le mode de fusion et sa dynamique a léchelle de la vési-
cule unique (Zhang et al. 2009). Des quantum dots (des particules fluo-
rescentes denviron 15 nm de diameétre, voir section 2.2.2), dont la fluores-
cence est sensible au pH, sont internalisés dans les vésicules synaptiques.
Le pH de l'intérieur des vésicules est acide. En mode KR, lorsqu’un pore
de fusion souvre entre la vésicule et la membrane plasmique, le pH aug-
mente, ce qui se traduit par une augmentation transitoire de la fluores-
cence du quantum dot, suivie par un retour au niveau de fluorescence



1.2 L’EXOCYTOSE DES VESICULES SYNAPTIQUES 23

al a2 a3 a4 a5

b3

Plasma membrane
Vesicle membrane
Neurotransmitter
« Syntaxin
~ SNAP-25
"~ Synaptobrevin Il

FIGURE 9.: Deux modéles de la fusion des membranes. A. Modéle du pore lipi-
dique. Les protéines SNARE permettent le rapprochement des mem-
branes qui vont ensuite fusionner lorsquelle seront suffisamment
proches, sans autre intervention des protéines SNARE. B. Modele
du pore de protéines. Le pore de fusion est constitué des domaines
transmembranaires des protéines. Quand le pore se dilate, les lipides
envahissent le pore et les deux membranes fusionnent. Chémifusion
peut avoir lieu, mais ce nest pas nécessaire (b3-4). D’apres Jackson
et Chapman (Jackson and Chapman 2006).

initiale, sans changement de position (figure 10). En revanche, en mode
FCE la fluorescence augmente également au moment de la fusion, maisle
quantum dot disparait ensuite quand la membrane de la vésicule est entié-
rement intégrée dans la membrane plasmique. Cette approche a permis
de suivre les modes de fusion des vésicules dans différentes conditions,
et de mesurer leur cinétique.

Les différences entre ces deux modes de fusion ont plusieurs implica-
tions, notamment pour la cinétique de libération des neurotransmetteurs
dans la fente synaptique (He et al. 2006), la cinétique de réorganisation
de vésicules “fonctionnelles” apres lexocytose (Kavalali 2007), et le mé-
lange des membranes vésiculaires et plasmiques et le tri moléculaire qui
doit sopérer par la suite (Aravanis et al. 2003; Fernandez-Alfonso et al.
2006).

1.2.3.3  Diffusion latérale des lipides et des protéines apres la fusion

Quelques études ont décrit la diffusion des lipides d’une vésicule dans
la membrane plasmique apres fusion. Par exemple, dans les cellules bipo-
laires de la rétine, lorsque une vésicule individuelle est marquée avec le
lipide fluorescent FM 1-43, la diffusion des lipides de la vésicule apres sa
fusion peut étre suivie par fluorescence avec une résolution temporelle
de 15 ms (Zenisek et al. 2002). Le coeflicient de diffusion calculé est de
1.2 um?/s.
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FIGURE 10.: Observation des modes dexocytose, par Zhang et al. A. Deux
modes de fusion sont présentés : kiss-and-run (K&R) et full-
collapse-fusion (FCF). Les vésicules synaptiques contiennent des
quantum dots (rouge) dont la fluorescence est sensible au pH. Len-
vironnement acide de la lumiére des vésicules diminue l'intensité
de la fluorescence. Quand le quantum dot est exposé au milieu ex-
tracellulaire, sa fluorescence augmente. B. Exemples de traces de
lintensité du quantum dot en fonction du temps. Les fleches in-
diquent des stimulations électriques. Une augmentation de fluo-
rescence indique louverture de la vésicule. Si celle-ci se referme
(K&R) la fluorescence revient a son niveau initial, si la vésicule fu-
sionne complétement avec la membrane, la fluorescence “disparait”,
indiquant la libération du quantum dot. Zhang et al (Zhang et al.
2009).

Récemment, la fusion de vésicules lipidiques contenant les protéines
SNARE a été suivie avec une résolution temporelle d'une milliseconde
(Wang et al. 2009). Trois types de fusion sont distingués : (i) une fusion ra-
pide dans laquelle les lipides et le contenu des vésicules sont libérés simul-
tanément en 5 a 10 ms, (ii) une hémifusion “productive’, ou les feuillets
extérieurs des membranes fusionnent (environ 8 ms), puis le contenu est
libéré (100 ms), et (iii) une hémifusion non productive, ou les feuillets
extérieurs fusionnent sans libération du contenu.

Dans les synapses, la question de la diffusion latérale des protéines
apres lexocytose a un enjeu particulier : la composition de la membrane
des vésicules synaptiques est différente de celle de la membrane plas-
mique. La reconstitution de la composition locale de la membrane plas-
mique implique donc vraisemblablement la diffusion latérale des pro-
téines membranaires. Comme indiqué dans I'introduction, nous avons
choisi détudier la diffusion latérale de la protéine SNARE syntaxinlA ,
protéine membranaire présynaptique, impliquée dans lexocytose des vé-
sicules synaptiques.
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13 SYNTAXIN 1A
1.3.1  Isoformes

Aujourd’hui, une quinzaine de genes codant pour des protéines de la
famille des syntaxin ont été identifiés chez les mammiferes (Teng et al.
2001). Plus généralement, des séquences proches de celle de la syntaxin
sont présentes chez tous les eucaryotes qui ont été examinés.

Les syntaxin 1A et 1B sont exprimées dans les neurones et les cellules
sécrétrices. Les autres syntaxin (a lexception de syntaxiniy et 18) sont
présentes dans tous les tissus, mais impliquées dans différents processus,
comme le transport entre l'appareil de Golgi et le réticulum endoplas-
mique, le transport au sein du réseau trans-golgi, ou lexocytose.

Ci-dessous, lorsque ce nest pas précisé, le terme syntaxin fera réfé-
rence a la syntaxinlA .

1.3.2  Structure et conformations

La syntaxinlA compte 288 acides aminés (aa). Elle est constituée des
domaines suivants (figure 11 et Misura et al. 2000) :
- le domaine N-terminal Habc : aa 31-154 (Ha 31-60, Hb 70-104, Hc
111-154)

- un “lien” : aa 162-169

- un domaine H3 : aa 186-248, aussi appelé domaine SNARE car il est
impliqué dans les interactions avec les protéines synaptobrevin 2 et
SNAP 25

- un domaine transmembranaire simple : aa 266-283

Les structures tridimensionnelles des différents domaines de la syn-
taxin ont été obtenues par différentes méthodes : résonance magnétique
nucléaire (RMN) ou résonance paramagnétique électronique (RPE)
pour la protéine en solution, ou diffusion des rayons X (DRX) sur un cris-
tal. Tout d’abord, le domaine transmembranaire de la syntaxin est struc-
turé selon une hélice a (RPE, Zhang and Shin 2006). Ensuite, la structure
des domaines intracellulaires dépend des partenaires avec lesquels la syn-
taxin est en interaction. En particulier, comme décrit précédemment, la
syntaxin peut se trouver dans deux conformations particulieres, ouverte
et fermée (voir figure 11). Dans la conformation ouverte, le domaine Habc
n'interagit pas avec le domaine H3; dans la conformation fermée, le do-
maine Habc se replie sur le domaine H3 (figure 11 A-B).

En l'absence de partenaires, le domaine Habc est constitué de trois hé-
lices &, qui sont repliées les unes sur les autres en un faisceau torsadé
dans le sens anti-horaire (RMN, Fernandez et al. 1998). La syntaxin peut
se trouver dans les deux conformations mentionnées ci-dessus, ouverte
et fermée. Dans la conformation ouverte, le domaine Habc r’interagit
pas avec le domaine H3, et le domaine C-terminal du domaine H3 est
non structuré (RMN, Fiebig et al. 1999) ; dans la conformation fermée, le
domaine Habc se replie sur le domaine H3, pour former un faisceau de
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Habc Syntaxin
H3
N Synaptobrevin
SNAP25
C
C 162I }69 26.6 2?3
1 31 154; 186 248 . 288
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Habc Lien H3 TMR
Muncl3 SNAP25 —_
Munc 18 SV2 Syntaxin
complexin

Canaux Calciques

Synaptotagmin

FIGURE 11.: La syntaxini. A-B. Représentations de la structure tridimension-
nelle de la syntaxin dans sa conformation fermée (A) et ouverte,
dans le complexe SNARE (B), d’apres Toonen et Verhage (Toonen
and Verhage 2003). C. Localisation des différents domaines sur la
séquence de la syntaxin, et des différents sites d’interaction avec ses
partenaires. H3 est aussi appelé domaine SNARE, impliqué dans
la formation du complexe du méme nom. TMR indique la région
transmembranaire.

quatre hélices antiparalleles (Fernandez et al. 1998, RMN, Dulubova et al.
1999). Le lien entre les domaines Habc et H3 présente une structure de
tours et petites hélices a (EPR, Margittai et al. 2003a). La syntaxin change
de conformation (entre ouverte et fermée) avec une vitesse de transition
de l'ordre de 0.8 ms (Margittai et al. 2003b).

Lorsque SNAP 25 et la synaptobrevin sont présents, la syntaxin adopte
la conformation ouverte. Le domaine H3 prend une structure d’hélice a.
11 constitue, avec deux domaines de SNAP 25 et un domaine de la synap-
tobrevin, le coeur du complexe SNARE : un faisceau de quatre hélices «
paralleles, fortement torsadé dans le sens horaire (voir section 1.2.1.2, et
Sutton et al. 1998). Le domaine N-terminal forme toujours un faisceau
de trois hélices a, libre et sans interaction avec le domaine H3. Dans ce
cas, le lien entre les domaines Habc et H3 nest pas structuré (Margittai
et al. 2003a).

Enfin, en présence de Munc 18, la conformation de la syntaxin est trés
proche de la conformation fermée observée pour la syntaxin isolée (DRX,
Misura et al. 2000, RMN, Dulubova et al. 1999). Le domaine H3 contient
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des hélices interrompues par des courbures moins réguliéres, et les 15
premiers acides aminés de H3 forment une hélice o qui interagit avec le
domaine Habc pour former le faisceau de quatre hélices antiparalléles.

N.B. : Dans sa conformation fermée, la syntaxin ne peut former le com-
plexe SNARE et ne peut donc participer a la fusion des vésicules. Cepen-
dant, bloquer la syntaxin dans sa conformation ouverte provoque éga-
lement un dysfonctionnement de la synapse : des souris knock-in expri-
mant la syntaxin dans sa conformation ouverte (par une double mutation
ponctuelle) ne survivent que deux semaines, et montrent une vitesse de
fusion des vésicules tres élevée (Gerber et al. 2008). Il semble donc que
les deux conformations de la syntaxin sont importantes d’'un point de
vue fonctionnel, et peuvent étre régulées par les interactions avec d’autres
partenaires comme Munc 18 ou Munc 13 (Dulubova et al. 1999; Hammar-
lund et al. 2007; Richmond et al. 2001).

1.3.3 Localisation cellulaire

Syntaxin présente seulement cinq acides aminés a lextérieur de la cel-
lule, et aucun anticorps capable de reconnaitre ces acides aminés nest dis-
ponible. Le marquage de syntaxin par des anticorps nécessite donc l'acces
a son domaine intracellulaire (et implique des méthodes de perméabilisa-
tion des cellules). La localisation de syntaxin a été observée par marquage
immunocytochimique sur des cellules fixées (Garcia et al. 1995), mar-
quage sur une réplique obtenue par cryofracture (freeze-fracture replica
labelling, Hagiwara et al. 2005), ou en utilisant des cellules transfectées
avec une construction de la syntaxin fusionnée a la GFP (Green Fluores-
cence Protein) (Mitchell and Ryan 2004, Sieber et al. 2007). Le consensus
semble sétablir autour de I'idée que la syntaxin est distribuée de maniére
homogene dans la membrane plasmique, aussi bien dans les axones que
dans les dendrites (Galli et al. 1995; Sakisaka et al. 2004).

La proportion de syntaxin présente dans les vésicules synaptiques est
faible. Elle est estimée a environ 13 % par des expériences dans lesquelles
la syntaxin est fusionnée a une GFP sensible au pH (Mitchell and Ryan
2004). Une analyse quantitative de la composition des vésicules synap-
tiques a évalué leur nombre a 6 par vésicule synaptique (vs environ 70
pour la synaptobrevin, Takamori et al. 2006) La densité de molécules de
syntaxin a été estimée dans les neurones a environ 100 /um? (Hagiwara
et al. 2005), et dans les cellules neuroendocrines a environ 2000 /pm?
(Sieber et al. 2007). Sachant que la surface d'une synapse est de lordre
de 0.1 um?, une densité de 100 /um? correspondrait & 10 molécules de
syntaxin dans la synapse, ce qui est peu vraisemblable, et une densité
de 2000 /um? correspondrait 4 200 molécules de syntaxin, ce qui parait
élevé.

Lorganisation spatiale de la syntaxin a une échelle plus fine reste une
question ouverte. Dans les cellules PC12 (des cellules neuroendocrines),
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des clusters de syntaxin ont été observés dans les membranes cellulaires
fixées par une technique superrésolutive (50 nm), la microscopie de fluo-
rescence STED (stimulated emision depleted fluorescence miscroscopy, Sie-
ber et al. 2007). Cependant, la fixation utilisée, par le paraformaldéhyde,
est connue pour induire des clusters artefactuels. En effet, le paraformal-
déhyde agit par “réticulation’, il lie entre elles les macromolécules de ma-
niére permanente. Le fait que les molécules diffusent lorsque le fixateur
est appliqué peut induire la formation de clusters.

En microscopie électronique, de tels clusters nont pas été observés
dans les neurones (Hagiwara et al. 2005). Cependant, il reste possible
que la syntaxin soit impliquée dans des clusters qui contiennent d’autres
protéines du complexe exocytotique comme SNAP 25 et les canaux cal-
ciques (voir ci-dessous section 1.3.4 ), et qui seraient donc plus difficiles
a détecter en observant uniquement la syntaxin.

1.3.4 Interactions

La syntaxin interagit avec de nombreuses protéines dans le comparti-
ment présynaptique, notamment des protéines qui participent au com-
plexe exocytotique. La syntaxin est donc au cceur de ce complexe. La
plupart des sites d’interaction sont précisément identifiés (figure 11 et ré-
férences ci-dessous).

SNAP 25 La syntaxin forme un hétérodimere avec SNAP 25. Cette inter-
action implique les domaines SNARE de la syntaxin et de SNAP 25
comme décrit plus haut. Ce dimére peut se trouver dans plu-
sieurs conformations : un faisceau de trois hélices paralléles, ou
dautres conformations dans lesquelles une des hélices de SNAP 25
est dissociée (Weninger et al. 2008). La présence d’autres protéines
comme la complexin, Munc 13, Munc 18 ou la synaptotagmin sta-
bilise la conformation en faisceau de trois hélices (Brunger et al.
2009, et voir section 1.2.2).

SYNAPTOBREVIN 2 Jusqua récemment, I'interaction entre la syntaxin
et la synaptobrevin via leurs domaines SNARE était considérée
possible uniquement dans le complexe SNARE, cest-a-dire seule-
ment quand la syntaxin est déja associée a SNAP 25 (Weninger
et al. 2008). Cependant, quelques études suggerent que I'interac-
tion entre la syntaxin et la synaptobrevin est possible indépendam-
ment de SNAP 25. (Brunger et al. 2009; Woodbury and Rognlien
2000). Le fait que lexocytose spontanée persiste dans les souris KO
pour SNAP-25 est cohérent avec ces observations (Serensen et al.
2003; Washbourne et al. 2002).

CANAUX CALCIQUES VOLTAGE-DEPENDANTS La syntaxin inter-
agit avec les canaux calciques voltage-dépendants de type N et
P/Q. Cette interaction a lieu au niveau du tiers C-terminal de la
syntaxin, aa 181-288 (Sheng et al. 1994). Cette interaction module
la cinétique douverture des canaux calciques et l'amplitude des
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courants calciques. Elle implique aussi le domaine transmem-
branaire et deux résidus Ala 240 et Val 244, qui ne sont pas
nécessaires pour l'interaction entre les deux protéines (Arien et al.
2003; Bezprozvanny et al. 2000; Trus et al. 2001).

MUNC 18 Comme mentionné en section 1.2.2, Munc18 se lie a la syn-
taxin dans sa conformation fermée (Dulubova et al. 1999). Munc 18
peut également se lier au complexe SNARE dans son ensemble
(Dulubova et al. 2007). Le domaine Habc de la syntaxin est requis
pour l'interaction avec Munc 18.

MUNC 13 Le domaine requis sur la syntaxin pour l'interaction avec
Munc 13 comprend les aa 53-79, situés dans le domaine Habc (Betz
et al. 1997). Munc 13 semble stabiliser la conformation ouverte de
la syntaxin (Hammarlund et al. 2007; Richmond et al. 2001).

SYNAPTOTAGMIN La syntaxin interagit avec la synaptotagmin selon
deux modes, 'un dépendant et lautre indépendant du calcium
(Kee and Scheller 1996). Linteraction indépendante du calcium
requiert le domaine délimité par les résidus 241 et 266 de la syn-
taxin, alors que I'interaction dépendante du calcium nécessite un
domaine plus grand, aa 220-266. Ces domaines de liaison a la sy-
naptotagmin recouvrent donc partiellement le domaine H3, impli-
qué dans le complexe SNARE.

COMPLEXIN La syntaxin interagit avec la complexin via son domaine
SNARE, uniquement dans le complexe SNARE, cest-a-dire seule-
ment quand la syntaxin est déja associée a SNAP 25 et a la synap-
tobrevin (Bowen et al. 2005; Chen et al. 2002; Giraudo et al. 2009;
Maximov et al. 2009).

CANAUX POTASSIQUES Quelques études suggérent que la syntaxin in-
teragit également avec les canaux potassiques (Ahmed et al. 2007;
Cibulsky et al. 2005; Singer-Lahat et al. 2007). Cependant, cette in-
teraction na pas été montrée spécifiquement dans les synapses, et
les techniques utilisées sont parfois mises en doute (Fletcher et al.
2003).

SYNTAXIN Lasyntaxin est aussi capable de former des homodimeéres de
syntaxin, via son domaine transmembranaire (Laage et al. 2000;
Lewis et al. 2001).

La représentation de l'assemblage synaptique est souvent statique, dé-
crivant une organisation et une composition particulieres. Cependant,
les molécules qui constituent cet assemblage sont en mouvement. Le cy-
toplasme est effectivement un milieu liquide, mais la membrane plas-
mique est également fluide, et les protéines membranaires peuvent sy
déplacer. La diffusion latérale des protéines membranaires fait lobjet du
paragraphe suivant.
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1.4 DIFFUSION LATERALE DES PROTEINES MEMBRANAIRES

Une membrane lipidique est fluide. Avant de décrire la diffusion laté-
rale des protéines dans une membrane cellulaire, je propose de présenter
le mouvement brownien, le mouvement aléatoire d'une particule dans
un fluide homogene.

1.4.1 Le mouvement brownien

En 50 avant J.-C., dans son poéme De la nature des choses, le philo-
sophe Lucrece écrit :

“Il convient dobserver avec plus d’attention ces corpuscules
que Jon voit sagiter en désordre dans les rayons du soleil :
cest que de tels mouvements désordonnés témoignent des
mouvements sous-jacents de la matiére, dissimulés et im-
perceptibles. Tu verras, en effet, nombre de ces corpuscules
secoués par des chocs invisibles, changer de route, et repous-
sés, revenir en arriére, tantot ici, tant6t 1a, partout, dans
toutes les directions. Or, il est clair que ce va-et-vient a tout
entier pour origine les atomes. Tout d’abord, en effet, les
atomes se meuvent deux-mémes, ensuite les plus petits des
corps composés, et qui sont pour ainsi dire encore a la por-
tée de la force des atomes, heurtés par les chocs invisibles de
ces derniers, se mettent en mouvement; puis eux-mémes,
a leur tour, ébranlent des corps un peu plus grands. Cest
ainsi que, a partir des atomes, le mouvement séléve et par-
vient peu a peu a nos sens, en sorte qu’il se communique no-
tamment a ces particules que nous pouvons distinguer dans
un rayon de soleil, sans que nous deviennent manifestes les
chocs qui se produisent.”

Ce nest ensuite quen 1827 que le botaniste écossais Robert Brown ob-
serva le mouvement désordonné de particules dans des grains de pollen
ainsi que de particules inorganiques immergées dans une goutte deau
(Brown 1828) — d’autres observateurs avaient décrit ce mouvement avant
lui, mais cest son nom quon donnera au mouvement. La description de
ce mouvement fut ensuite reprise par des physiciens comme A. Einstein
et J. Perrin (Einstein 1905; Frey and Kroy 2005; Perrin 1909).

Le mouvement brownien correspond au mouvement d’une particule
immergée dans un fluide, qui résulte des chocs aléatoires des molécules
(plus petites que la particule) constituant le fluide (figure 12). Les parti-
cules en question, de la taille du micron, sont assez grosses pour étre vues
(au microscope), et suffisamment petites pour que le mouvement dii aux
chocs des molécules soit substantiel. Une importante caractéristique du
mouvement brownien est que chaque déplacement est aléatoire, mais la
taille de ce déplacement suit une distribution de probabilité particuliére
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FIGURE 12.: Le mouvement brownien. A. Exemple de trajectoire d’'une particule
se déplagant en deux dimensions avec un mouvement brownien. B.
Fonction densité de probabilité du déplacement d'un mouvement
brownien (unités arbitraires). Lexpression de cette fonction est don-
née dans la section 2.2.3.3. C. Déplacement quadratique moyen
(mean square displacement, MSD) en fonction du temps calculé
pour des trajectoires ayant un mouvement brownien en deux di-
mensions : soit un intervalle de temps t;, lensemble des distances
parcourues pendant un intervalle de temps ¢; le long de la trajec-
toire sont moyennées, donnant ainsi le point MSD(t;). Le MSD est
linéaire en fonction du temps, la pente de la droite est égale a 4 D
ou D est le coefficient de diffusion.

(voir figure 12-B). Les propriétés du mouvement brownien ont été préci-
sément caractérisées et seront présentées plus loin (section 2.2.3.3). En
particulier, on notera la propriété suivante, pour un mouvement en # di-
mensions (n=1, 2 ou 3), le déplacement quadratique moyen est linéaire
en fonction du temps (figure 12-C) :

Soit d(t) la distance parcourue par une particule en un temps f,

<d*(t) >=4Dt (1.1)

ot D est appelé le coefficient de diffusion '. Le coeflicient de diffusion D
dépend notamment de la taille de la particule et de la viscosité de lenvi-
ronnement.

1.4.2 La diffusion latérale dans les membranes cellulaires

Les membranes cellulaires sont constituées de lipides et de protéines.
Les lipides sont beaucoup plus petits (1 nm) que les protéines (de lordre
de quelques dizaines de nanometres). Par agitation thermique, les lipides
et les protéines sentrechoquent. En 1972, Singer et Nicolson ont proposé
de décrire la membrane comme une mosaique fluide dans lequel les pro-
téines et les lipides sont en mouvement (Singer and Nicolson 1972; Vereb
et al. 2003, figure 13) . De la méme maniére qu'une particule immergée
dans un fluide a un mouvement brownien dii aux chocs aléatoires des mo-
lécules du fluide, les protéines dans une membrane lipidique présentent
un mouvement brownien (Saffman and Delbriick 1975).

1. Le symbole <> correspond a la moyenne (sur les déplacements d’un ensemble de
particules pendant une durée t, ou sur les différents intervalles de temps de durée t de
la trajectoire d’une particule).
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Dans une premiere approximation, une membrane peut étre considé-
rée comme un plan, un espace en deux dimensions. Lorsqu’une protéine
membranaire se déplace dans une membrane lipidique, elle ne peut pas
se déplacer dans la direction orthogonale a la membrane, seulement dans
le plan de la membrane. Le terme diffusion latérale est utilisé pour décrire
le mouvement diffusif de protéines dans une membrane, en opposition
a la diffusion de protéines dans le cytoplasme par exemple, qui a lieu en
trois dimensions.

Le mouvement diffusif de protéines dans une membrane cellulaire
a commencé a étre étudié dans les années 1970 (Singer and Nicolson
1972, Edidin et al. 1976). Le mouvement des protéines dans les mem-
branes a d'abord été observé a léchelle de la population, notamment par
la mesure du retour de fluorescence aprés photoblanchiment (Fluores-
cence Recovery After Photobleaching, FRAP ; voir section 2.2.1). Brieve-
ment, dans ces expériences, les protéines sont marquées par des fluoro-
phores, qui sont irréversiblement inactivés dans une certaine région de
la membrane; le retour de fluorescence dans cette région peut alors étre
attribué a larrivée de nouvelles protéines marquées par des fluorophores
intacts, par diffusion latérale. Ces expériences ont permis destimer les
temps caractéristiques de la diffusion latérale de différentes protéines
membranaires. Néanmoins, elles ne permettaient pas de caractériser le
mouvement diffusif de protéines individuelles.

La premiere expérience de suivi de protéine individuelle a été réalisée
en 1982 (Barak and Webb 1982). Ensuite, le développement de marqueurs
(particules dor, billes de latex, fluorophores) et de techniques de micro-
scopie adaptées a permis de caractériser plus finement les processus en
jeu dans la diffusion latérale des protéines (Saxton and Jacobson 1997).
En particulier, le mouvement diffusif des protéines nest pas toujours
brownien comme si elles se déplacaient dans une membrane homogéne
constituée uniquement de lipides. Par exemple, le mouvement est parfois
entravé par la présence dautres protéines, qui constituent des obstacles
et selon leur organisation peuvent former des barrieres. Kusumi a ainsi
proposé le modele picket-fence (piquet-barriére, voir figure 13-B) pour
expliquer des trajectoires pendant lesquelles une protéine semblait diftfu-
ser dans un espace compartimenté (Kusumi et al. 2005). Les protéines
peuvent également rencontrer des sites de liaison (des protéines aux-
quelles elles se lient), ce qui va les immobiliser transitoirement, et donc
perturber leur diffusion libre (Saxton and Jacobson 1997). Les études plus
récentes du mouvement diffusif des protéines dans les membranes sont
présentées dans les sections suivantes.

1.5 MOUVEMENT DIFFUSIF DES ELEMENTS DE L’ASSEMBLAGE
SYNAPTIQUE

Dans la membrane plasmique des neurones, les protéines membra-
naires peuvent diffuser latéralement (section 1.4.2) et les protéines cy-
toplasmiques peuvent également diffuser dans le milieu intracellulaire.
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FIGURE 13.: Une membrane cellulaire fluide et encombrée. A. Le modéle de
mosaique fluide, d'aprés Singer et Nicolson et al (Singer and Ni-
colson 1972). Une membrane cellulaire est représentée comme une
bicouche lipidique fluide dans laquelle peuvent diffuser les pro-
téines. Si la membrane est “homogeéne”, le mouvement diffusif des
protéines est brownien. B. Représentation de la membrane plas-
mique : des protéines membranaires dont certaines sont ancrées
au cytosquelette, ainsi que le cytosquelette lui-méme constituent
des obstacles a la diffusion d’'une protéine dans la membrane fluide.
Kusumi a ainsi proposé le modeéle “picket-fence”, piquet-barriére.
Daprés Kusumi et al (Kusumi et al. 2005). C. Une version actua-
lisée du modele de Singer et Nicolson. Les régions lipidiques va-
rient en composition et en épaisseur, les protéines membranaires
sont nombreuses et diverses et sassocient en complexes membra-
naires, la membrane est ainsi organisée en sous-régions ayant des
structures et des fonctions spécifiques. D’aprés Engelman (Engel-
man 2005).

Le mouvement diftusif de plusieurs constituants de I'assemblage synap-
tique a été caractérisé, ce qui a conduit a décrire l'assemblage synaptique
comme un assemblage dynamique dans un état stationnaire (Choquet
and Triller 2003; Triller and Choquet 2008). Les différents temps caracté-
ristiques du mouvement diffusif des éléments synaptiques sont indiqués
sur la figure 14.

151 Les vésicules synaptiques

Les vésicules synaptiques présentent plusieurs types de mouvement :
elles sont échangées entre les synapses voisines, ont un mouvement lent
et restreint au sein du bouton et peuvent étre “capturées” au niveau de la
membrane plasmique.

1.5.1.1  Mouvement diffusif des vésicules synaptiques d’un bouton a lautre

Des expériences de FRAP ont montré que les vésicules synaptiques
sont échangées entre des synapses voisines (Darcy et al. 2006) : lorsque
la fluorescence de vésicules marquées est irréversiblement inactivée, le
retour de fluorescence résulte de larrivée de vésicules marquées prove-
nant de synapses voisines. Ce retour est relativement lent : 22 % de la
fluorescence initiale est récupérée aprés 560 s.
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1.5.1.2  Mouvement diffusif des vésicules synaptiques au sein dun bouton

La mobilité des vésicules au sein du bouton a été estimée a 1073
a10~ pm2 /s selon les méthodes (Jordan et al. 2005; Lemke and Klin-
gauf 2005; Shtrahman et al. 2005). De plus, les vésicules ont été décrites
comme diffusant dans un espace limité, d'un diametre de 50 a 100 nm
selon les études (Jordan et al. 2005; Lemke and Klingauf 2005).

1.5.1.3 Mouvement a proximité de la membrane

La dynamique de “transport - capture - exocytose” des vésicules a
proximité de la membrane a également été étudiée, dans les synapses a ru-
bans (Zenisek et al. 2000). Les vésicules sont marquées par le fluorophore
FM 1-43, et seules les vésicules a moins de 100 nm de la membrane sont
observées, grace a la microscopie de fluorescence par réflexion totale in-
terne (total internal reflection microscopy - TIRF microscopy). Trois types
de vésicules sont distinguées, selon leur mobilité : (i) des vésicules stables
localisées a la membrane (ii) des vésicules qui arrivent vers la membrane
et s’y stabilisent (iii) des vésicules qui se détachent de la membrane. Dans
les conditions de stimulation étudiées, les ordres de grandeur des pro-
cessus dynamiques observés sont les suivants : les vésicules arrivent a
la membrane avec une vitesse de Iordre de 0.8 um?/s. Elles deviennent
compétentes pour la fusion aprés un temps caractéristique de 0.25s. Les
vésicules qui se détachent ont un temps caractéristique de 4s.

1.5.1.4 Mouvement des vésicules dans les cellules neuroendocrines

Dans les cellules neuroendocrines, la mobilité des vésicules est de
lordre de 0.3 um/s. Le diameétre de confinement (“caging diameter”, qui
correspond a la distance maximum parcourue pendant une fenétre glis-
sante de 6s) est de 100 nm pour les vésicules “amorcées” (capables de
fusionner avec la membrane), et de 220 nm pour les vésicules ancrées (et
non amorceées).

Ce lien entre la mobilité des vésicules et I'ancrage ou I'amorcage des
vésicules dans les cellules neuroendocrines a également été étudié en ob-
servant le mouvement des vésicules dans la direction orthogonale a la
membrane : un coefficient d’autocorrelation du mouvement des vésicules
dans cette direction est introduit, de maniere a ce qu'un coefficient d'auto-
corrélation négatif soit interprété comme lexistence d’une force (Toonen
et al. 2006). Cette force, qui requiert la présence de Munc 18-1, pourrait
correspondre a l'attachement des vésicules a la membrane (“tethering”).

1.5.2 Les protéines cytoplasmiques

Les protéines cytoplasmiques diffusent en trois dimensions dans le cy-
toplasme, et leur mouvement diffusif a été observé notamment par la
technique de retour de fluorescence aprés photoblanchiment (FRAP),
décrite brievement précédemment (section 1.4.2). Classiquement, le re-
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tour de fluorescence est analysé de deux maniéres : (i) il est caractérisé
par le temps de demi-retour, i.e. le temps nécessaire pour que la moi-
tié du niveau de fluorescence initial soit atteint, ou (ii) il est ajusté avec
une somme de deux fonctions exponentielles, qui permet dobtenir deux
temps caractéristiques et une fraction qui représente la proportion de la
population des molécules associée a un des deux temps caractéristiques.
Cette méthode est détaillée dans la section 2.2.1.

1.5.2.1 Protéines déchafaudage et actine

La dynamique déchange des protéines déchafaudage est généralement
caractérisée par un temps de demi-retour de quelques heures (Specht and
Triller 2008).

Par exemple, dans le compartiment postsynaptique, la protéine décha-
faudage ProSAP2 est échangée entre la région synaptique et la région ex-
trasynaptique, avec deux temps caractéristiques, dont un temps court, de
lordre de quelques secondes, et un temps long, de Iordre de 5a 6 h (Tsu-
riel et al. 2006). Le comportement diffusif de la gephyrin, est également
caractérisé par deux temps caractéristiques, de 1 min et 2 h respective-
ment (Calamai et al. 2009), tout comme aSAP 97, de lordre de 3 min et
1h (Waites et al. 2009).

Dans le compartiment présynaptique, la protéine Bassoon, considérée
comme une protéine déchafaudage, est également échangée entre la ré-
gion synaptique et la région extrasynaptique avec un temps caractéris-
tique lent, et un temps de demi-retour de lordre de plus de 2 h (Tsuriel
et al. 2009).

Les échanges d'actine postsynaptique sont plus rapides, avec un temps
caractéristique de lordre de 40 s (Star et al. 2002).

1.5.2.2 Protéines associées aux vésicules synaptiques

Le cas de la synapsin est particulier dans la mesure ot la synapsin peut
sassocier aux vésicules synaptiques. Lorsque les neurones sont stimulés
(10 Hz pendant 90s), la synapsin se dissocie des vésicules synaptiques
et se disperse dans le bouton et dans l'axone, puis saccumule a nouveau
dans la terminaison présynaptique lorsque la stimulation cesse (en 200 s
environ) (Chi et al. 2001). La cinétique de dispersion dépend de Iétat de
phosphorylation de la synapsin, et affecte la cinétique de libération des
neurotransmetteurs (Chi et al. 2003).

La dynamique de la synapsin a ensuite été étudiée par des expériences
de FRAP (Leal-Ortiz et al. 2008; Tsuriel et al. 2006). Les temps caracté-
ristiques du mouvement (obtenus par ajustement d'une somme de fonc-
tions exponentielles sur les courbes expérimentales) sont de lordre de
2min et 88 min ou 2 min et 34 min selon les études. Il est a noter que
cette dynamique résulte a la fois de la diffusion des protéines dans le cy-
toplasme et de la diffusion des protéines liées aux vésicules synaptiques.
En utilisant une construction de GFP photoactivable, Tsuriel et al ont
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également montré que la synapsin est redistribuée dans les synapses voi-
sines.

Le temps caractéristique de FRAP mesuré pour la synaptobrevin est
de lordre de quelques dizaines de minutes (Leal-Ortiz et al. 2008). Cette
mesure est difficile a réconcilier avec les études sur la mobilité des vési-
cules synaptiques mentionnées ci-dessus.

1.5.2.3 Munciz-1

Dans des neurones d’hippocampe de souris KI avec Munc 13-1-EYFP,
des expériences de FRAP ont montré que Munc 13-1 est échangé entre les
régions synaptique et extrasynaptique avec des temps caractéristiques de
3 et 80 min, comparables a ceux de la synapsin (Kalla et al. 2006).

1.5.3 Les protéines membranaires

1.5.3.1 Récepteurs des neurotransmetteurs

La diffusion latérale de protéines membranaires synaptiques a pour la
premiére fois été observée a la jonction neuromusculaire en 1976 (Axel-
rod et al. 1976), par des expériences de FRAP.

Vingt-cinq ans plus tard, la diffusion latérale des récepteurs de la gly-
cine a ensuite été étudiée par une méthode de suivi de particule unique
(Meier et al. 2001). Ces expériences montraient que le récepteur alternait
entre des périodes de diffusion libre et des périodes de diffusion confinée.
Les périodes de diffusion confinée étaient colocalisées avec des agrégats
de gephyrin, la protéine déchafaudage postsynaptique qui interagit avec
le récepteur de la glycine. La taille des billes de latex utilisées pour mar-
quer les récepteurs (500 nm) ne permettait cependant pas dobserver le
mouvement du récepteur aux synapses dans des neurones. Des observa-
tions similaires ont été faites pour le récepteur AMPA (Borgdorff and
Choquet 2002) et le récepteur métabotropique du glutamate (Serge et al.
2002).

En 2003, le développement de marqueurs de taille nanométrique a per-
mis lobservation du mouvement de récepteurs aux neurotransmetteurs
dans les neurones, en particulier aux synapses (Dahan et al. 2003). Ces
marqueurs sont des quantum dots, des particules semi-conductrices fluo-
rescentes, tres stables (Michalet et al. 2005 et voir section 2.2.2). Le coef-
ficient de diffusion de ces récepteurs était de lordre de 10 “2um?/s, et la
diffusion latérale était plus lente et plus confinée dans les régions synap-
tiques quextrasynaptiques (voir section 2.2.3 pour une définition précise
de ces termes). Depuis, la diffusion latérale des récepteurs des neurotrans-
metteurs a largement été étudiée, notamment en fonction de l'activité sy-
naptique et des interactions moléculaires comme détaillé dans la section
suivante (Choquet and Triller 2003; Triller and Choquet 2008, 2005).
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1.5.3.2  Canaux calciques

Dans des cellules HEK (Human Embryonic Kidney, une lignée cellu-
laire dérivée des cellules embryonaires de rein), la mobilité des canaux
calciques de type L (fusionnés a une protéine fluorescente) a été étudiée
a léchelle de la molécule unique par la méthode de spectroscopie de cor-
rélation de fluorescence, (Harms et al. 2001a). Le coeflicient de diffusion
estimé dans ces conditions était de lordre de 0.1 um?/s.

15.3.3 SyntaxiniA

Dans des cellules neuroendocrines PCi2, le temps caractéristique de
retour de fluorescence (pour du FRAP) est de lordre de 40 4 60 s (Sieber
etal. 2007). Cependant, les observations faites dans cette étude sont diffi-
cilement transposables dans le cadre de la synapse neuronale : le systéme
dexocytose des cellules neuroendocrines est relativement différent de ce-
lui des neurones, et les expériences de cet article sont réalisées sur des
membranes “détachées” des cellules.

vésicule (réservoir), >h
(Darcy, 2006)

Bassoon, 2h
(Tsuriel et al, 2009)

Synapsin, 20min
(Tsuriel et al, 2006;
Leal-Ortiz et al, 2008)

Muncl3-1, 20min
(Kalla et al, 2006)

o 2 ® .

vésicule ancrée, 4s
(Zenisek et al, 2000)

Y
-~

Récepteurs, 10-2um2/s (~10s)
(Dahan et al, 2003, Charrier et al, 2006)

Gephryin (syn. inhibitrices), ~1h
(Calamai et al, 2009)

SAP97 (syn. excitatrices), ~30 min
(Waites et al, 2009)

~ Actine, 40s

(Star et al, 2002)

FIGURE 14.: Mouvement diftusif des éléments présynaptiques. Sont indiqués les
temps caractéristiques (temps de demi-retour) du mouvement dif-
fusif de quelques protéines cytoplasmiques et des vésicules synap-
tiques, ainsi que le coefficient de diffusion des protéines membra-
naires comme les récepteurs des neurotransmetteurs. Image de mi-
croscopie électronique, d’apres Siksou et al (Siksou et al. 2007).
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1.5.4 Mouvement diffusif et fonction synaptique

Dans de nombreuses études, le mouvement diffusif des protéines de
lassemblage synaptique est corrélé avec les propriétés de la fonction sy-
naptique. Il peut refléter des modifications de ces propriétés, ou inverse-
ment modifier ces propriétés.

1.5.4.1 Régulation du mouvement diffusif par les interactions

Le mouvement diftusif des protéines dépend des interactions molécu-
laires auxquelles elles participent, ou, autrement dit, les interactions mo-
léculaires régulent la mobilité des protéines. En particulier, les caractéris-
tiques du mouvement des récepteurs (coefficient de diffusion, taille de
la zone de confinement) dépendent des interactions avec des protéines
submembranaires comme la gephyrin (Ehrensperger et al. 2007; Jacob
et al. 2005), ou de [état du cytosquelette (Charrier et al. 2006). Cette dé-
pendance est différente dans les régions synaptiques et extrasynaptiques.
De méme, comme indiqué ci-dessus, la diffusion de la synapsin dépend
de son état de phosphorylation, qui modifie son interaction avec le cy-
tosquelette (Chi et al. 2003), et dépend également de la présence de la
protéine Piccolo (Leal-Ortiz et al. 2008). La diffusion de la syntaxin dans
des cellules neuroendocrines est également ralentie par des interactions
via son domaine SNARE (Sieber et al. 2007). En ce qui concerne les vé-
sicules synaptiques, la perturbation des interactions entre la synapsin et
le cytosquelette résulte en une augmentation de la mobilité des vésicules
(Jordan et al. 2005; Shtrahman et al. 2005).

1.5.4.2 Régulation du mouvement diffusif par lactivité synaptique

Dans le compartiment postsynaptique, les propriétés diffusives des
protéines ont été étudiées en fonction du niveau d'activité synaptique.
Par exemple, lorsque les récepteurs NMDA * sont “activés’, la mobilité
des récepteurs de la glycine est réduite. En revanche, une augmentation
de l'activité neuronale (par application de 4-aminopyridine, antagoniste
des canaux potassiques, qui prolonge les potentiels d’action) résulte en
une accélération de la diffusion latérale des récepteurs du GABA 3 (Ban-
nai et al. 2009; Lévi et al. 2008). La mobilité d’autres protéines comme les
récepteurs excitateurs (Groc et al. 2004; Sharma et al. 2006), la gephyrin
(Hanus et al. 2006) et l'actine (Star et al. 2002) est également sensible au
niveau d’activité synaptique.

Dans le compartiment présynaptique, le mouvement diffusif de la sy-
napsin observé en FRAP est plus rapide lorsque la mesure fait suite a
une stimulation électrique (Tsuriel et al. 2006), tout comme le mouve-
ment diffusif de Bassoon (Tsuriel et al. 2009). La mobilité des vésicules
dépend également de l'activité synaptique : alors quau repos la mobilité

2. Les récepteurs NMDA, sont des récepteurs du glutamate, dont I'acide N-methyl-
D-aspartique (NMDA) est un antagoniste.
3. Acide y - aminobutyrique (un neurotransmetteur)
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des vésicules est de 4.3107* um?/s, dans des conditions de stimulation
(3 Hz), la mobilité augmente, deux populations sont identifiées avec des
coefficients de diffusion de 4.3 107* um?/s et 12.10~* p m?/s (Lemke and
Klingauf 2005).

1.5.4.3 Corrélation entre le nombre de protéines a la synapse et le mouve-
ment diffusif de ces protéines

Lorsque l'activité synaptique est modifiée, ou quand les interactions au
sein de I'assemblage synaptique sont perturbées, les changements de com-
portement diftusif des récepteurs observés peuvent saccompagner d’un
changement de la quantité de récepteurs présents a la synapse (Bannai
et al. 2009; Charrier et al. 2006; Lévi et al. 2008). Par exemple, l'accélé-
ration de la diffusion latérale des récepteurs du GABA lorsque lactivité
excitatrice est augmentée est corrélée avec une diminution de la taille des
clusters de récepteurs du GABA aux synapses (Bannai et al. 2009).

1.5.4.4 Role du mouvement diffusif dans la transmission synaptique

Enfin, certaines propriétés de la transmission synaptique dépendent
directement de la diffusion latérale des protéines. Par exemple, dans des
protocoles de “dépression synaptique” (ot la transmission synaptique est
atténuée suite a une séquence particuliére de stimulations), la cinétique
de resensibilisation des synapses dépend de la diffusion latérale des récep-
teurs. Un ralentissement “direct” de la diffusion latérale des récepteurs ra-
lentit cette resensibilisation (Heine et al. 2008). La resensibilisation des
synapses apres dépression implique donc le renouvellement des récep-
teurs désensibilisés par des récepteurs neufs extrasynaptiques, par diffu-
sion latérale.

PROBLEMATIQUE : QUELLES SONT LES SPECIFICITES ET IMPLI-
CATIONS DE LA DIFFUSION LATERALE DE LA SYNTAXIN POUR LA
TRANSMISSION SYNAPTIQUE ?

Létude de la diffusion latérale de la syntaxinl A présente plusieurs in-
téréts :

Contrairement a la membrane postsynaptique, la membrane présynap-
tique fait [objet de cycles de désorganisation-réorganisation spatiales lors
des événements dexocytose et endocytose. A notre connaissance, la dif-
fusion latérale de protéines membranaires impliquées dans lexocytose
na pas été étudiée dans les neurones.

La diffusion latérale de la syntaxin doit répondre & deux critéres appa-
remment contradictoires : d'une part, la syntaxin est impliquée dans I'an-
crage des vésicules synaptiques, ce qui suggere une certaine stabilité de
sa position ; dautre part, lexocytose d’'une vésicule crée une région dans
la membrane plasmique dépourvue de vésicules, ou la concentration en
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syntaxin doit étre récupérée rapidement pour l'ancrage de vésicules a ve-
nir.

Dans ce contexte, quelles sont les caractéristiques de la diffusion laté-
rale de la syntaxin ? Quelles relations y a-t-il entre la diffusion latérale
de la syntaxinl A , sa participation a Pancrage des vésicules, et la réor-
ganisation de la membrane qui suit I'exocytose ?

En particulier, voici les points que nous allons développer dans la sec-
tion suivante :

- Quelles sont les caractéristiques de la diffusion latérale de la syn-

taxin dans les régions synaptiques et extrasynaptiques ?

- Comment les interactions entre la syntaxin et ses partenaires
modifient-elles ce mouvement ? Quelles sont les cinétiques de ces
interactions ?

- Comment réconcilier les descriptions de la diffusion latérale de la
syntaxin a léchelle de la molécule unique et de la population ?

- La diffusion latérale dépend-elle de l'activité synaptique ?

- Les propriétés de la transmission synaptique dépendent-elles des
caractéristiques de la diffusion latérale de la syntaxin ?



Chapitre 2

ETUDE DE LA DIFFUSION LATERALE DE
LA SYNTAXIN1A-PHGFP






ETUDE DE LA DIFFUSION LATERALE DE LA
SYNTAXIN1A-PHGFP

Les résultats de cette étude sont présentés dans larticle intitulé Syn-
taxiniA diffusion reveals local and transient SNARE interactions, présenté
en annexe A.2 de ce manuscrit. La plupart des figures de cette section
sont également présentées dans l'article avec des légendes plus détaillées.
Dans ce chapitre, je précise certains aspects méthodologiques et décris
briévement les résultats obtenus.

21 CHOIX DE L’APPROCHE ET EXPRESSION DE LA SYN-
TAXIN 1A-PHGFP

2.1.1  Choix de lapproche et du systéme détude

Nous avons choisi détudier la diffusion latérale de la syntaxin fusion-
née ala GFP superécliptique dans les neurones. Pour cela, nous avons uti-
lisé deux méthodes complémentaires qui permettent dobserver le mou-
vement diffusif a Iéchelle de la population et a Iéchelle de la molécule
individuelle.

2.1.1.1  Le systéme détude : la syntaxin 1A-pHGFP dans les neurones de
moelle épiniére en culture primaire

Nous avons choisi de caractériser la diffusion latérale de la syntaxin
dans les neurones de moelle épiniére en culture primaire. Le domaine C-
terminal extracellulaire de la syntaxin ne comporte que cinq acides ami-
nés, ce qui ne permet pas d’y fixer un marqueur (fluorescent par exemple)
par I'intermédiaire d’un anticorps. Nous avons donc utilisé une construc-
tion de la syntaxinlA fusionnée a une protéine fluorescente.

Cette construction nous a été généreusement transmise par Timothy
Ryan (Weill Cornell Medical College, New York). Il s'agit de la séquence
de la syntaxinl A de souris, fusionnée a la GFP superécliptique a lextré-
mité C-terminale de la syntaxin, via un lien de 10 acides aminés (voir
figure 15). La GFP superécliptique est sensible au pH : sa fluorescence est
fortement diminuée lorsque le pH est inférieur a 4.5 (Miesenbock et al.
1998). Cette construction a été utilisée et caractérisée dans les publica-
tions de T. Ryan (Mitchell and Ryan 2005, 2004). Dans la suite, nous no-
tons la GFP superécliptique pHGEFDP, et la construction de la syntaxinlA
fusionnée a pHGFP stxGFP.

Le protocole utilisé pour les cultures primaires de neurones de moelle
épiniere de rat ou de souris est décrit dans l'article ci-apres. Dans les neu-
rones de moelle épiniére en culture primaire, le pic de synaptogénese
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FIGURE 15.: La syntaxinlA fusionnée a la GFP super-écliptique. A. Représenta-
tion schématique de la construction avec les différentes domaines
delasyntaxinl A . La pHGEP est constituée de 238 acides aminés. B.
Représentation de la construction stxGFP en 3D, impliquée dans le
complexe SNARE.

a lieu autour de 8 a 9 jours de culture (days in vitro, DIV) (Dumoulin
et al. 2000). Nous avons étudié la diffusion latérale de la stxGFP dans
des neurones de 9 DIV. Pour distinguer les axones des dendrites, nous
nous sommes basés d’'une part sur les différences de morphologie entre
les axones et les dendrites, d’autre part sur un marquage fluorescent pré-
synaptique (et donc présent dans les axones).

Dans les cultures cellulaires de neurones de moelle épiniere, les axones
ont un diametre denviron 500 nm a 1 um, et tracent des lignes légere-
ment anguleuses. En revanche, les dendrites sont souvent plus larges (1
a quelques pm) et suivent des lignes souples et sinueuses. Axones et den-
drites peuvent étre distingués de maniére non ambigué en immunocyto-
chimie par les marqueurs Tau et MAP2 respectivement, deux protéines
associées aux microtubules mais spécifiques de chaque compartiment.

Pour localiser les boutons présynaptiques dans les cellules vivantes,
nous avons utilisé le marqueur fluorescent FM 4-64. Ce marqueur est
amphiphile, et peut s'insérer dans la membrane plasmique. Lorsque des
cycles dexo-endocytose des vésicules synaptiques sont déclenchés par
dépolarisation des neurones (au chlorure de potassium), le marqueur
est internalisé, et marque ainsi les régions présynaptiques (Gaffield and
Betz 2007). Les boutons présynaptiques correspondent parfois & un ren-
flement de 'axone, mais contrairement aux neurones d’ hippocampe, les
dendrites des neurones de moelle épiniére ne présentent pas dépines. On
peut noter que lorsque le compartiment présynaptique est ainsi marqué,
il est plus aisé de distinguer axones et dendrites, puisque ce marquage se
trouve dans les axones (voir figure 16).
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2.1.1.2  Echelles et méthodes dobservation de la diffusion latérale

Nous avons choisi de décrire le mouvement diffusif de la stxGFP a
léchelle de la molécule individuelle et a Iéchelle d’une population en uti-
lisant deux méthodes : le retour de fluorescence apres photoblanchiment
(Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP) et le suivi de parti-
cule unique (Single Particle Tracking, SPT).

La méthode de suivi de particule unique que nous avons choisie re-
pose sur l'utilisation des particules fluorescentes appelées quantum dots
pour marquer la stxGFP (Michalet et al. 2005; Saxton and Jacobson 1997).
Nous avons utilisé cette méthode pour suivre les trajectoires de particules
individuelles pendant 30s a 13 Hz. Nous avons ainsi observé le mouve-
ment des molécules individuelles de stxGFP sur des portions d’axones de
quelques dizaines de microns avec une résolution spatiale de la position
de la molécule de 5 a 10 nm (Courty et al. 2006).

Alors que la méthode de SPT ne garantit pas un échantillonage de la
population de molécules exactement représentatif, la méthode de FRAP
permet de caractériser le mouvement diffusif des protéines a léchelle
d’une population. Avec cette méthode, nous avons observé le retour de
fluorescence (voir section 2.2.1) pendant 3 min (avec une résolution de
2's), sur des régions denviron 1 um de diameétre.

Le FRAP et le SPT sont donc deux méthodes complémentaires. Ces
deux méthodes sont décrites ci-dessous dans la section 2.2.

2.1.2  Expression de la syntaxin 1A-pHGFP

Nous avons commencé par comparer lexpression de la stxGFP a celle
de la syntaxin endogeéne, dans des neurones a 9 DIV.

2.1.2.1  Expression de la syntaxin 1A endogéne

Pour visualiser la localisation de la syntaxinlA , nous avons réalisé
un marquage immunocytochimique. Comme aucun anticorps nest di-
rigé contre les cinq acides aminés extracellulaires de la syntaxin1A , nous
avons préalablement fixé (avec du paraformaldéhyde) et perméabilisé les
cellules (avec un détergent, le triton), puis utilisé un anticorps monoclo-
nal dirigé contre un épitope intracellulaire. Nous avons observé que la
syntaxinlA était localisée le long des neurites, mais le marquage était as-
sez faible et présentait de petits aggrégats (figure 16). Ces petits aggrégats
pouvaient étre des artefacts dis a la fixation, comme suggéré dans la sec-
tion 1.3.3. Lexpression de la syntaxinlA endogéne était ainsi difficile a
quantifier.

2.1.2.2  Expression de la syntaxin 1A-pHGFP

Dans notre protocole de transfection, nous avons utilisé la lipofecta-
mine (voir article). Les cellules étaient transfectées a 8 DIV. Lexpression
de la stxGFP était visible dés 6 h apres transfection. Pour avoir un niveau
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FIGURE 16.: Expression de la syntaxin 1A-pHGFP. La stxGFP est distribuée de
maniére homogéne dans la membrane des neurones de moelle
épiniére. A-B. Neurones de moelle épiniére “vivants” transfectés
avec stxGFP (9 DIV). A. La fluorescence de la GFP superécliptique
présente a la surface des neurones était “inactivée” par l'applica-
tion d’'une solution extracellulaire acide (pH 4.5), indiquant que
la stxGFP était présente dans la membrane plasmique. B. Les sy-
napses actives étaient marquées avec le fluorophore FM4-64 (FM4-
64 : rouge ; stxGFP : vert). C. Marquage immunocytochimique de
la syntaxinl A (stx1A ; vert) et de la synapsin (syn; rouge). D. Mar-
quage immunocytochimique de la synapsin (syn; rouge) sur des
neurones transfectés avec stxGFP. (stx : :pHGFP, vert). Echelle :
10 um.



2.2 METHODES DE DESCRIPTION DE LA DIFFUSION LATERALE

d’intensité suffisant pour les expériences de FRAP, les expériences étaient
réalisées 24 h apres transfection. Pour limiter la surexpression, les expé-
riences nétaient pas faites aprés plus de 24 h, méme si lexpression était
encore présente au moins 48 h plus tard.

La stxGFP était distribuée régulierement le long des axones et des
dendrites, de maniére comparable a la syntaxinl A endogene (figure 16).
Comme lexpression de la syntaxinl A endogeéne était difficilement quan-
tifiable, il en fut de méme pour le niveau de surexpression de la stxGFP.

Pour vérifier que le signal fluorescent correspondait a des molécules
présentes dans la membrane plasmique, nous avons utilisé la sensibilité
au pH de la pHGFP. Lapplication d’une solution acide (pH 4.5) dans le
milieu extracellulaire a provoqué la disparition de la totalité du signal,
indiquant que la majorité des molécules de pHGFP étaient situées a lex-
térieur des neurones, et donc que les molécules stxGFP étaient présentes
dans la membrane plasmique (figure 16).

Enfin, nous nous sommes assurés que la fonction exocytotique était
préservée dans les cellules transfectées en mesurant la cinétique de libé-
ration du marqueur FM 4-64 (voir figure supplémentaire de l'article). La
vitesse de libération était seulement légérement inférieure a celle mesurée
dans les cellules non transfectées (I'intensité de la fluorescence de FM 4-
64 était de 43 % de I'intensité initiale apres 70 s de stimulation dans les
cellules transfectées contre 38 % dans les cellules controdle).

Dans la suite, nous étudierons uniquement le comportement de la
stxGFP présente dans la membrane plasmique des axones.

La stxGFP est distribuée de maniere homogene dans la membrane plas-
mique des neurones. La fonction exocytotique est préservée en sa pré-
sence.

2.2 METHODES DE DESCRIPTION DE LA DIFFUSION LATERALE

Avant de présenter les résultats obtenus sur le mouvement de la stxGFP,
cette section décrit les méthodes de FRAP et SPT que nous avons utili-
sées.

2.2.1  Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)

La mise en oeuvre de la méthode de FRAP est relativement simple,
mais l'interprétation des données peut savérer plus délicate. Voici l'ap-
proche que nous avons choisie.

PRINCIPE Le principe de la méthode de FRAP est le suivant : les fluoro-
phores associés a des protéines d’'intérét sont inactivés irréversible-
ment dans une région donnée de la cellule par illumination avec
un laser ; le retour de fluorescence dans cette région qui est observé
peut alors étre attribué a un processus de transport, par exemple la
diffusion latérale (voir figure 17, et Lippincott-Schwartz et al. 2003;
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Sprague and McNally 2005). Le signal obtenu résulte du mouve-
ment de chacune des molécules marquées, il caractérise donc le
comportement de lensemble de la population, par opposition aux
méthodes de suivi de particule unique (voir section 2.2.2).

L A g

Région photoblanchie Retour de fluorescence
Y — —
;) —
E Courbe de retour de fluorescence
£ qui reflete le mouvement diffusif
I des protéines

Temps

FIGURE 17.: Principe de la méthode de Fluorescence Recovery After Photoblea-

ching (FRAP). La fluorescence est inactivée dans une région de la
cellule par une illumination intense et bréve avec un laser, et le re-
tour de fluorescence dans cette région est suivi au cours du temps.
Lorsque le retour de fluorescence est dit a un processus diffusif,
Iétude de la courbe de FRAP permet de caractériser le comporte-
ment diffusif des molécules fluorescentes a Iéchelle de la population.
D’apreés Sprague and McNally (Sprague and McNally 2005).

Pour des expériences sur des cellules, il est possible de sassurer
que le processus de transport en jeu reléve seulement de la diffu-
sion latérale et non du recyclage de protéines (insertion de pro-
téines nouvellement synthétisées dans la membrane plasmique)
par exemple en inhibant la synthese protéique (Tsuriel et al. 2006).
Le temps caractéristique de recyclage est de lordre de quelques
heures, plus grand que celui du retour de fluorescence observé
dans notre étude (quelques secondes). Dans nos expériences, nous
interprétons donc le retour de fluorescence comme résultant de la
diffusion latérale des protéines et non de I'insertion de protéines
nouvellement synthétisées.

MESURE Avant détre analysé et interprété, le signal de fluorescence doit

étre corrigé pour les artefacts de photoblanchiment “naturel” et
normalisé. Prenons une région i qui a été photoblanchie par le la-
serat=0.

1. Lintensité du bruit de fond (moyennée sur trois régions de
méme taille que 7) est d'abord soustraite a I'intensité de fluo-
rescence de la région i. Le signal obtenu est noté I(¢).

2. Ensuite, ce signal est normalisé par rapport a I'intensité ini-
tiale avant le photoblanchiment. Le signal devient I(¢)/I(0).
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3. Ce signal est alors corrigé pour le léger photoblanchiment
“naturel” qui a lieu a chaque acquisition. Ce photoblanchi-
ment est moyenné sur trois régions “contréle” non photo-
blanchies par le laser. Le signal associé a la région i devient
alors :

1(1)/1(0)
Icont(t)/lf‘mt(o)

4. Le signal corrigé est enfin normalisé de maniére a ce que I'in-
tensité immédiatement apres le photoblanchiment (2 ty¢4ch)
soit égale a zéro. On obtient alors ;5 :

Icorr(t) - Icorr(tbleach)
Icorr(o) - Icorr(thleach)

Icorr(t) = (2‘1)

Inorm(t) = (2.2)

ANALYSE Pour analyser les courbes de FRAP, on peut envisager plu-

sieurs approches (McNally and Sullivan 2008) : (i) extraire des pa-
rametres qui décrivent les courbes sans faire aucune hypothése sur
le type de mouvement, (ii) faire des hypothéses sur le processus de
diffusion de maniére a obtenir une équation de la courbe de FRAP
pour ajuster la courbe expérimentale, ou (iii) faire des hypotheéses
sur le processus de diffusion, simuler le retour de FRAP et ajuster
ces simulations sur la courbe expérimentale.

Dans certains cas bien définis, une équation de la courbe peut
étre obtenue. Par exemple, dans le cas ol les molécules sont im-
pliquées dans une réaction de liaison, trois cas peuvent étre distin-
gués (Sprague et al. 2004). Considérons la réaction suivante :

kon
M+P = MP (2.3)
kogt
ou M est la protéine d’intérét marquée par un fluorophore, P son
partenaire qui estimmobile et M P le complexe formé (qui est donc
également marqué par le fluorophore et immobile).

1. Sila plupart des molécules sont libres, le retour est dominé
par la diffusion. Le retour de fluorescence normalisé f suit :

fW=e (G +h(5)) (4)

ou tp = w?*/D r avec w le diametre de la zone ot la fluores-
cence est inactivée et D le coefficient de diffusion des molé-
cules libres; I et I; sont les fonctions de Bessel modifiées.

2. Silaréaction de liaison est trés rapide devant la diffusion, un
coefficient de diffusion effectif est défini :
Dy

D = T x L (25)
e T kg ko

ou k), ko sont les parametres de la réaction de liaison (k;,

est une constante d’association effective).
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3. Si la diffusion est rapide devant la réaction de liaison et de-
vant le temps d’acquisition du FRAP, le signal suit :

f(t)=1- Ceqe_k“f/t (2.6)
ou C,q dépend de kop et de k.

Lorsque les processus moléculaires qui sous-tendent le mouve-
ment ne sont pas identifiés, une méthode classique consiste a
utiliser des sommes de fonctions exponentielles pour ajuster les
courbes expérimentales (Star et al. 2002; Tsuriel et al. 2006) :

Lnorm(t) ~ Pp(1=e )+ (1-Pr(1-e™)) (2.7)

ou T et 7y sont respectivement les temps caractéristiques lent
(slow) et rapide (fast), et Py correspond a la fraction de la popu-
lation ayant un temps caractéristique rapide. Les hypotheses sur
lesquelles repose I'utilisation de cette somme de fonctions expo-
nentielles ne sont jamais explicitées ni vérifiées, il est donc difficile
d’interpréter les parameétres obtenus.

Une autre approche consiste simplement a comparer le retour de
fluorescence a un instant donné pour deux courbes différentes. Ce-
pendant, cette description ne prend en compte que des instants
donnés et non lévolution de la courbe (i.e. la corrélation tempo-
relle des données). Elle est donc peu puissante pour comparer des
différences entre des courbes.

NOTRE APPROCHE Dans notre étude, les processus moléculaires qui

2.2.2

sous-tendent le mouvement sont vraisemblablement complexes. I1
est donc difficile denvisager d’utiliser une expression analytique
du retour de fluorescence qui soit adaptée. Dans un premier temps,
nous avons donc choisi de comparer les courbes sans faire d’hypo-
theéses, sans interpréter les parameétres utilisés. Nous avons d’'une
part comparé le retour de fluorescence a des instants donnés, et
diautre part utilisé une somme de deux fonctions exponentielles
(équation 2.7) pour ajuster les courbes expérimentales. Dans un
deuxiéme temps, nous nous sommes basés sur les données de
suivi de particule unique pour émettre des hypothéses sur certains
des processus moléculaires qui sous-tendent le mouvement. Nous
avons alors construit un modéle computationnel pour ajuster les
courbes de FRAP.

Single Particle Tracking (SPT) : introduction

Le suivi de particule unique comprend quatre étapes (voir figure 18) :
(i) marquage des protéines (avec un fluorophore, une particule), (ii) ac-
quisition des données par vidéo-microscopie, (iii) reconstitution des tra-

jectoires, (iv) analyse des trajectoires (Saxton and Jacobson 1997).
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Le marqueur doit notamment avoir une grande photostabilité (pour
augmenter la durée de lenregistrement) et une petite taille (pour que
la protéine puisse avoir acces a des espaces étroits, comme la fente sy-
naptique). Les premieres expériences de SPT ont été réalisées en 1987
(Geerts et al. 1987) en utilisant comme marqueurs des particules dor col-
loidal. Ces particules ont un diametre de lordre de 20 a 40 nm et peuvent
étre observées en microscopie avec des techniques de contraste particu-
lieres. Des billes de latex (0.5 um de diametre) ont également été utilisées
(Meier et al. 2001). Les fluorophores ont 'avantage détre plus petits, mais
se désactivent au bout de quelques millisecondes (Harms et al. 2001b;
Ueda et al. 2001).

Les quantum dots (QDs) sont des nanocristaux particuliérement adap-
tés pour le suivi de particule unique. Depuis 1998, ils sont largement uti-
lisés comme marqueurs dans les systémes biologiques (Alivisatos 2004;
Bruchez et al. 1998; Chan and Nie 1998; Jaiswal and Simon 2004; Micha-
let et al. 2005). Une description détaillée de la méthode de SPT utilisant
les QDs est présentée dans le manuscrit de thése de Marie-Virginie Eh-
rensperger (Ehrensperger 2007). Voici quelques-unes de leurs caractéris-
tiques :

coMPoOSITION Les QDs sont composés d'un coeur de seleniure de cad-
mium (CdSe), un matériau semi-conducteur. Ils sont ensuite cou-
verts de sulfide de zinc (ZnS) qui augmente le rendement quan-
tique mais est hydrophobe. Ils sont ensuite stabilisés (par exemple
avec des polymeres) pour étre solubles et biocompatibles, puis
fonctionnalisés pour se lier spécifiquement a certaines protéines
(par exemple avec des anticorps). Il est nécessaire de sassurer que
les QDs ne se lient pas a plusieurs protéines a la fois, et pour cela de
contrdler le nombre de sites de liaison par QD (la steechiométrie,
Dif et al. 2009). La taille des QDs ainsi obtenus est denviron 15 a
20 nm de diametre (voir figure 18 A).

SPECTRE D EMISSION Le spectre démission des QDs est assez étroit
(20 2 40 nm de largeur a la moitié de I'intensité maximale) et varie
en fonction de leur taille (Gerion et al. 2001). Le spectre dexcita-
tion est plus large, ce qui offre un grand choix dans les longueurs
donde dexcitation pour combiner I'imagerie des QD avec d’autres
fluorophores. Les QDs sont particuliérement photostables : leur
émission se maintient pendant des heures avec une excitation de
50 mW (Jaiswal and Simon 2004). Le rapport signal / bruit est élevé
et peut atteindre 50 (Dahan et al. 2003).

CLIGNOTEMENT Les QDs présentent également une propriété particu-
liere : le clignotement (blinking). Ils ne sont pas fluorescents de
maniére continue, mais alternent entre un état “allumé” et un état
“éteint”. La fréquence du clignotement est de lordre du hertz. Ce
clignotement devra étre pris en compte par la suite pour la recons-

titution et 'analyse des trajectoires.

RESOLUTION SPATIALE Latailled'un QD étantlargement inférieure a
lalongueur donde de la lumiere émise, un QD peut étre considéré
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comme une source ponctuelle. image d’une source ponctuelle,
apres passage dans le systeme optique, correspond a la réponse im-
pulsionnelle du systéme optique (point spread function, PSF). Un
ajustement de cette fonction (PSF) sur le signal du QD peut donc
permettre une localisation précise du QD. Pour simplifier cet ajus-
tement, la PSF peut étre modélisée par une gaussienne. La posi-
tion d’'un QD est donc identifiée en ajustant une gaussienne sur le
signal de fluorescence (voir figure 18). La résolution spatiale de la
technique de SPT est de lordre de 5 a 10 nm (Courty et al. 2006).

D
Couplage des QD Acauisition Détection de Reconstitution
a des Fab antiGFP a la position de la trajectoire

FIGURE 18.: Principe de la méthode de Single Particle Tracking (SPT). A. Repré-
sentation d’'un quantum dot (structure cristalline au centre - rouge
et jaune), recouvert de polymeéres pour le rendre soluble et bio-
compatible (gris), puis de fragments d’anticorps (Fab, vert) dirigés
contre la GFP par exemple. B. Image de la fluorescence de quantum
dots (QDs) qui marquent la stxGFP sur des neurones transfectés.
Echelle : 5 um. C. Intensité détectée sur 'image (B) en fonction de
la position. Lorsque le signal peut étre ajusté par une fonction gaus-
sienne (en deux dimensions), le signal est interprété comme corres-
pondant a un QD. D. Exemple de trajectoire obtenue aprés recon-
nection des positions de QD détectées sur une séquence d’'images.

2.2.3 SPT: reconstitution et analyse des trajectoires

Le programme de détection des positions des molécules et de recons-
truction des trajectoires a été développé dans Iéquipe de Daniel Cho-
quet a Bordeaux puis adapté au laboratoire par Marianne Renner. Par
ailleurs, l'automatisation de I'analyse des trajectoires a également été dé-
veloppée au laboratoire par Marie-Virginie Ehrensperger (Ehrensperger
2007). Cette analyse repose sur le calcul du déplacement quadratique
moyen sur lensemble de chaque trajectoire, qui permet de calculer le co-
efficient de diffusion et de déterminer le type de mouvement, brownien
ou confiné (voir ci-dessous). Ces deux programmes ont été écrits avec le
logiciel Matlab.

2.2.3.1 Reconstitution des trajectoires

Comme décrit ci-dessus, la position des quantum dots sur une image
donnée est obtenue apres avoir réalisé un ajustement gaussien sur le si-
gnal de fluorescence. Prenons une molécule m, sur I'image i. Pour recons-
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tituer la trajectoire de cette molécule, il faut ensuite identifier parmi les
positions détectées sur I'image i + 1 quelle position est la plus susceptible
de correspondre a la position de la molécule m une image plus tard. Le
critére choisi pour effectuer cette association est celui de la distance mi-
nimum : la position sur I'image i + 1 qui est la plus pres de la position
de la molécule m sur I'image i est considérée comme correspondant a la
molécule m.

Il arrive cependant que le quantum dot disparaisse d'une image, a
cause de son clignotement, ou parce qu’il sort du plan focal. Afin dévi-
ter qu'une position soit reconnectée a une lointaine position par erreur,
deux critéres sont également pris en compte :

- une distance maximum est définie : dans 'hypothése ou la trajec-
toire suit un mouvement brownien avec un coeflicient de diffusion
connu, il est possible destimer la probabilité de parcourir une dis-
tance donnée en un temps donné (voir section suivante 2.2.3.3).
Pour calculer cette distance maximum, on choisit donc d’abord un
coefficient de diffusion Dy, légérement plus élevé que celui at-
tendu dans les expériences. Une reconnexion entre deux points sé-
parés d’'un intervalle de temps t et d'une distance d est alors accep-
tée seulement si la probabilité de parcourir d en t avec un coeffi-
cient de diffusion D, nest pas trop faible (supérieure a un seuil
choisi). Dans notre étude, ce coeflicient de diffusion était surestimé
a 2 um?/s, sachant que les coefficients de diffusion mesurés étaient
au maximum de 1 pm?/s.

- une durée maximum de clignotement est également définie. Si deux
positions sont proches dans lespace, mais séparées dans le temps par
un nombre d’images trop important, les deux positions ne sont pas
connectées.

Les trajectoires peuvent ensuite étre visualisées et les reconnexions
peuvent étre ajustées manuellement si nécessaire.

2.2.3.2  Localisation des trajectoires

Pour comparer les comportements diffusifs des protéines dans les ré-
gions synaptiques et extrasynaptiques, une étape de localisation des tra-
jectoires (ou plutdt des positions) est nécessaire.

IMAGE DU MARQUAGE SYNAPTIQUE Dans nos expériences, les sy-
napses sont marquées par un élément fluorescent, le marqueur.
Avant de réaliser un enregistrement du mouvement des quantum
dots, une image de ce marquage est prise. Pour délimiter les deux
régions synaptiques et extrasynaptiques, cette image doit ensuite
étre filtrée.

Nous avons utilisé une interface danalyse d’image multidimen-
sionnelle (MIA - Multidimensional Image Analysis), développée
par V. Racine, a linstitut Curie, intégrée dans le logiciel Meta-
Morph. Ce seuillage permet dobtenir une image binaire du mar-
quage synaptique. De plus, comme décrit plus loin, le mouvement
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de la syntaxin est rapide. Si la région définie comme synaptique
est petite, la portion de la trajectoire localisée sur cette région sy-
naptique sera courte, et ne permettra pas destimer correctement le
coeficient de diffusion. Pour obtenir des trajectoires suffisamment
longues, nous avons élargi de deux pixels les régions synaptiques
obtenues apres le seuillage. Cette espace additionnel est parfois ap-
pelé région péri-synaptique.

LOCALISATION DES TRAJECTOIRES Deux points doivent étre pris
en compte pour localiser les trajectoires : le clignotement des quan-
tum dots, et 'imprécision de la localisation synaptique (qui est dé-
finie par des pixels).

(i) Par rapport aux régions définies ci-dessus, un quantum dot peut
étre considéré dans trois états : synaptique (S), extrasynaptique (E),
et clignotement. Le clignotement est traité comme suit: sile QD est
situé dans la méme région (S ou E) avant et apres le clignotement,
on suppose qu’il est resté dans la méme région pendant le clignote-
ment; sile QD est situé dans des régions différentes avant et apreés
le clignotement, on suppose que le QD a changé de localisation a
la moitié de son temps de clignotement. Apres ce traitement, on
obtient une séquence détats (S) ou (E).

(ii) Comme les régions synaptiques sont définies par des pixels,
cette localisation est imprécise. Par exemple, un QD peut se trou-
ver dans un pixel adjacent a la région synaptique pendant une
image seulement, mais cela ne refléete peut-étre pas vraiment un
changement de localisation. Un lissage est donc appliqué a la sé-
quence détats (S) ou (E) obtenue précédemment. Les parameétres
de la fonction de lissage ont été ajustés expérimentalement par M.-
V. Ehrensperger (Ehrensperger 2007).

Apres ces différents traitements, les trajectoires sont découpées se-
lon leur localisation synaptique ou extrasynaptique. Seules les tra-
jectoires constituées d'au moins 15 points sont ensuite analysées.

2.2.3.3 Mouvement brownien et coefficient de diffusion

Le mouvement brownien est caractérisé par un coeflicient de diffusion.
Ce coefficient de diffusion apparait dans la densité de probabilité des dé-
placements et dans le déplacement quadratique moyen.

DENSITE DE PROBABILITE Lafonction densité de probabilité f d'une
loi de probabilité est définie de telle maniére a ce que la probabilité
de la variable x de se trouver dans l'intervalle [a,b] est donnée par :

Pla<x<b)= /abf(x)dx (2.8)

Dans le cas du mouvement brownien a deux dimensions avec un
coefficient de diffusion D, cette densité de probabilité de la posi-
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tion (x, y) a un instant ¢ sécrit (si la position initiale a t = 0 est en

(0,0)):

1 x2+y?
> )t = -
fort) = op (s

) (2.9)

Autrement dit, la densité de probabilité de la distance r parcourue
en un temps ¢ sécrit :

r2

exp —(4Dt)271r (2.10)

1
f(r.t) =
4nDt
MOMENTS DU DEPLACEMENT Il découle de lexpression de ces den-
sités de probabilité que les moments du déplacement ont des ex-
pressions connues. Pour la fonction densité de probabilité f, si x
représente le vecteur position (x, y) le moment dordre p sécrit :*

<lx@IF >= [ sl £ 0dx ()

DEPLACEMENT QUADRATIQUE MOYEN ET COEFFICIENT DE DIFFUSION
En particulier, le moment dordre 2, appelé déplacement quadra-
tique moyen (mean square displacement, MSD) est linéaire en
fonction du temps :

MSD(t) =< |x(t)[* >= 4Dt (2.12)

Une régression linéaire sur le déplacement quadratique moyen (ex-
périmental) en fonction du temps permet donc de calculer le coef-
ficient de diffusion.

2.2.3.4 Mouvement non brownien et confinement

Le déplacement quadratique moyen nest pas toujours linéaire.
Lorsque la MSD est sublinéaire, nous considérons le mouvement comme
confiné (voir figure 19 A). Ce confinement peut étre di1 a la présence dobs-
tacles, de barriéres de diffusion qui délimitent un espace par exemple
(Kusumi et al. 2005; Qian et al. 1991; Saxton and Jacobson 1997).

Pour identifier si une MSD est sublinéaire, Kusumi et al ont introduit
le parametre de déviation relative, RD (Kusumi et al. 1993) :

A t donné,

MSD (1)

RD(t) =
( ) MSDlibre(t)

(2.13)

ou MSD,,s estle MSD mesuré et MSDj;p,, est calculé en faisant 'hy-
pothése d'un mouvement brownien avec le coefficient de diffusion Dy
mesuré sur la portion initiale de la courbe : MSDy;p,,. = 4Dyt. Cette

1. lexpression ||x|| correspond a la norme du vecteur x, cest-a-dire ici, la taille du
déplacement.
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méthode évalue lécart du MSD mesuré expérimentalement au MSD at-
tendu pour un mouvement brownien avec le méme coefficient de diffu-
sion. Pour un mouvement brownien, ce parametre est égal a 1. Par des
simulations, Kusumi ef al ont estimé les valeurs seuil de RD (minimum
et maximum) indiquant une probabilité de 0.025 pour que la trajectoire
soit brownienne. Un RD faible correspond a un mouvement confiné.
De plus, dans le cas ot le mouvement est confiné dans une région rec-
tangulaire de dimensions connues, une expression analytique du MSD a
été calculée (Kusumi et al. 1993). Une expression du MSD a ensuite été
dérivée pour une région circulaire de diametre L (Ehrensperger 2007) :

L? —12Dyt

MSD(6) = (1 - exp (—72)) (214)

ou Dy est le coefficient de diffusion mesuré sur la pente initiale du
MSD. Dans nos expériences, lorsque les trajectoires étaient détectées

comme confinées, le MSD était ajusté avec cette équation pour obtenir la
longueur caractéristique L de confinement.

A B

04 -

MSD (um2/s)

02 A

instantané (um2/s)

Coefficient de diffusion

0.0

Temps(s) Temps (s)

FIGURE 19.: Mouvement non brownien et coefficient de diffusion instantané. A.
Un déplacement quadratique moyen (MSD) est interprété comme
un mouvement brownien (ligne continue), un MSD sublinéaire
comme un mouvement confiné (pointillés). B. Le coefficient de
diffusion instantané était calculé sur une fenétre glissante de 15
images. Le coefficient de diffusion instantané peut présenter de
grandes variations en fonction du temps, qui peuvent permettre
d’identifier des changements de mobilité d’une protéine. Cette
courbe est obtenue a partir de la trajectoire d’'une protéine mar-
quant une pause, comme décrit plus loin (2.3.2.3.

2.2.3.5 Coefficient de diffusion instantané

Lorsqu'une protéine membranaire diffuse dans la membrane plas-
mique, elle peut traverser des environnements ayant des viscosités dif-
férentes (des microdomaines lipidiques par exemple) ou se lier a des par-
tenaires qui vont modifier sa mobilité. Le coefficient de diffusion peut
donc varier le long d’'une trajectoire. Pour étudier ces variations, nous
avons utilisé une fenétre glissante de 15 images. Le long des trajectoires,
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nous avons alors mesuré le déplacement quadratique moyen sur des fe-
nétres centrées sur chaque date t de lenregistrement, et calculé le coeffi-
cient de diffusion sur les 5 premiers points de ces courbes. Nous avons
ainsi obtenu un coeflicient de diffusion instantané en fonction du temps,
le long de la trajectoire (voir figure 19 B). Cette méthode a notamment
permis dobserver des changements brutaux de la mobilité des protéines,
qui peuvent refléter des événements de liaison entre molécules.

2.2.3.6  Temps de résidence

Nous avons également mesuré le temps de résidence dans les régions
synaptiques ou extrasynaptiques. La durée des intervalles de temps pas-
sés dans ces régions était obtenue apres traitement du clignotement et lis-
sage de la séquence des différents états synaptiques (comme décrit plus
haut pour la localisation des trajectoires).

Par ailleurs, pour comparer les temps de résidence dans les régions
synaptiques ou extrasynaptiques, il est nécessaire de pondérer les temps
mesurés par les surfaces de ces régions. Ces surfaces peuvent difficile-
ment étre estimées. Nous avons donc proposé de comparer le temps de
résidence par pixel, dans chacune de ces régions : pour chaque pixel ot est
passé au moins une fois un QD, nous avons calculé le nombre d’images
pendant lesquelles un QD était présent. Cependant, cette méthode ne
permet pas de tenir compte du fait que les QD appartiennent ou non a
la méme trajectoire, elle ne permet qu'une comparaison densemble peu
précise (voir section 2.3.2.4).

2.2.3.7 Diffusion dune particule anisotrope

Enfin, tous les cas décrits ci-dessus caractérisent la diffusion de parti-
cules isotropes. Si une particule est anisotrope, par exemple en forme de
batonnet, elle présente des coefficients de diffusion diftérents dans l'axe
du batonnet et dans I'axe orthogonal. Les méthodes décrites ci-dessus ne
permettent pas de distinguer ces deux coefficients de diffusion. Dans le
cas des protéines membranaires, la symétrie a prendre en compte est celle
de l'ancrage dans la membrane, car la membrane est plus visqueuse que
le cytoplasme ou le milieu extracellulaire environnant et impose donc
la mobilité de la protéine (voir section 3.1.1.3). La syntaxin est ancrée en
un point de la membrane, par son domaine transmembranaire. Elle peut
donc étre considérée comme isotrope. En revanche, elle interagit avec
d’autres protéines membranaires, comme SNAP 25 par exemple. Dans ce
cas, le complexe qui diffuse est ancré en deux points de la membrane, et
il est possible que sa diffusion ne soit pas isotrope.

Nous avons proposé une méthode pour estimer les coefficients de dif-
fusion pour un batonnet a partir des trajectoires (Ribrault et al. 2007).
Larticle correspondant est présenté en annexe A.1. Nous navons pas uti-
lisé cette méthode dans notre étude, notamment parce quelle nécessite
une résolution spatiale supérieure a celle de notre méthode de SPT.
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2.3 DIFFUSION LATERALE DE LA SYNTAXIN 1A-PHGFP - CONDI-
TIONS BASALES

Voici maintenant les résultats que nous avons obtenus avec les mé-
thodes que nous venons de décrire.

2.3.1  Comportement diffusif de la population : FRAP

Le retour de fluorescence apres photoblanchiment en fonction du
temps, observé dans les expériences de FRAP, renseigne sur la diffusion
de lensemble des molécules de stxGFP dans la membrane. Cependant,
comme expliqué dans le paragraphe 2.2.1, pour interpréter ce retour en
termes de propriétés diffusives des molécules, il est nécessaire de faire
des hypotheses sur ce comportement diffusif. Dans un premier temps,
nous décrivons donc les résultats obtenus dans les expériences de FRAP
sans faire aucune hypothese. Nous proposerons ensuite un modeéle basé
sur les résultats de SPT (section 2.5).

Dans les régions synaptiques ou extrasynaptiques, le retour de fluo-
rescence observé commencait par une phase rapide, puis ralentissait et
finissait par atteindre un plateau a environ 90 % apres 3 min (figure 20).
Deux temps caractéristiques semblaient se dégager : le premier de lordre
de quelques secondes correspondant a une phase rapide, le second de
lordre de quelques minutes avant d’atteindre le plateau.

Le retour était plus lent dans les régions synaptiques que dans les ré-
gions extrasynaptiques : a trois temps donnés, 65, 28 s et 150 s, la propor-
tion de fluorescence “récupérée” dans les régions synaptiques était infé-
rieure a celle récupérée dans les régions extrasynaptiques (51 % vs 66 %,
puis 68 % vs 83 % et 84 % vs 94 %).

La plupart des courbes pouvaient étre ajustées avec léquation biexpo-
nentielle suivante :

Liorm(t) ~ Pp(1—e™ ™) + (1 -Pr(1-¢7™)) (2.15)

Les deux temps caractéristiques obtenus étaient respectivement de lordre
de quelques secondes et quelques minutes. Ces temps caractéristiques
étaient plus élevés dans les régions synaptiques que dans les régions extra-
synaptiques (4.2 s contre 2.3 s et 187 s contre 126 s), et la fraction rapide
dela population totale y était plus faible (55 % contre 66 %, voir figure 20).
Cependant, ces ajustements restaient de mauvaise qualité, d’une part car
les fluctuations d’intensité de fluorescence étaient importantes, d’autre
part car le comportement diffusif de la stxGFP ne pouvait vraisembla-
blement pas étre correctement représenté par cette équation biexponen-
tielle.
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Le retour de fluorescence de stxGFP dans les expériences de FRAP était
plus lent dans les régions synaptiques que dans les régions extrasynap-
tiques. Dans une premiére approximation, ce retour pouvait étre carac-
térisé par deux temps caractéristiques, de lordre de quelques secondes
et quelques minutes.

2.3.2  Trajectoires individuelles : SPT

Les trajectoires des molécules de stxGFP ont également révélé des com-
portements diffusifs différents dans les régions synaptiques et extrasynap-
tiques (figure 21). Nous avons caractérisé les trajectoires obtenues dans
les expériences de SPT principalement par le type de mouvement (brow-
nien ou confiné) et leur coefficient de diffusion. Nous avons également
observé des événéments particuliers que nous avons appelés pauses, et
que nous avons quantifiés (durée, fréquence).

2.3.2.1  Type de mouvement : brownien ou confiné

Les trajectoires étaient d'abord distinguées selon leur caractere brow-
nien ou confiné (figure 21 A). Aux synapses, environ 70 % des trajectoires
étaient détectées comme ayant un mouvement subdiftfusif (confiné)
contre 50 % dans les régions extrasynaptiques. La taille caractéristique de
ce confinement, qui décrit léchelle a laquelle le mouvement est confiné,
était de lordre de 330 nm dans les régions synaptiques, et de 600 nm dans
les régions extrasynaptiques.

2.3.2.2  Coefficient de diffusion

Le coeflicient de diffusion était mesuré sur la totalité de chaque tra-
jectoire. Il était donc “moyenné” sur lenregistrement pour chaque mo-
lécule, en opposition au coefficient de diffusion instantané, mais per-
mettait néanmoins de rendre compte de la diversité des comportements
entre les molécules. Les coeflicients de diffusion mesurés dans les régions
synaptiques et extrasynaptiques étaient distribués sur quatre ordres de
grandeur, de 107 um?/s a 1 um?/s, selon des distributions qui nétaient
pas gaussiennes (figure 21 B-C). Les coefficients de diffusion dans les ré-
gions synaptiques étaient plus faibles que dans les régions extrasynap-
tiques (les médianes des distributions étaient respectivement 0.07 um?/s
et 0.2 um?/s).

2.3.2.3 Pauses

Les trajectoires des molécules présentaient parfois un changement bru-
tal de mobilité, correspondant a une période pendant laquelle la molé-
cule restait presque immobile : son coefficient de diffusion instantané
devenait trés faible (< 1072 um?/s). Nous avons appelé ce comportement
pause (voir exemple présenté sur la figure 19). Le coeflicient de diffusion
pendant ces périodes était de Tordre de 2.3 107 um?/s, et la taille de la
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F1GURE 20.: Un retour de fluorescence aprés photoblanchiment (FRAP) plus

lent dans les régions synaptiques quextrasynaptiques. A. Exemples
d’images acquises pendant une expérience de FRAP. Une image
de la fluorescence de stxGFP et du marquage synaptique (FM 4-
64) sont prises avant le photoblanchiment (pre-bleach). La région
danslaquelle la fluorescence est inactivée est indiquée par un cercle
blanc sur la superposition de ces deux images. Les images d’une
acquisition séquentielle (time lapse) suivant le photoblanchiment
sont présentées aux instants t = 0s, 4, 28s et 3 min. B. Retour
de fluorescence normalisé en fonction du temps, moyenné sur l'en-
semble des expériences, dans les régions synaptiques (rouge) et
extrasynaptiques (bleu). C. Valeurs moyennes des paramétres de
lajustement biexponentiel des courbes expérimentales : temps ca-
ractéristique court 7y, temps caractéristique long 75, et fraction de
la population “rapide” Py pour les régions synaptiques (rouge) et
extrasynaptiques (bleu). Test de Student, ** p< 0.01
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FIGURE 21.: Diffusion latérale de la stxGFP couplée a des quantum dots. A.

Exemples de trajectoires : mouvement brownien (Ai), mouvement
confiné (Aii) ou pause (Aiii). Les régions synaptiques sont indi-
quées en gris. Echelle : 300 nm. B. Moyenne du déplacement qua-
dratique moyen (MSD) pour les trajectoires dans les régions synap-
tiques (rouge) ou extrasynaptiques (bleu), et pour les pauses (noir).
C. Distribution des probabilités cumulées des coeflicients de dif-
fusion. Méme code couleur quen (B). La ligne pointillée verticale
correspond au coefficient de diffusion des QDs observés sur des la-
melles sans neurones. D. Distribution du diameétre de la région de
confinement dans les synapses (conf) ou de la région explorée pen-
dant les pauses (pause). Le segment épais horizontal correspond a
la médiane de la distribution. Test de KS, ** p< 0.01. E Fréquence
des différents types de pauses : pauses longues (long), tronquées
(trunc), et courtes (short), dans les régions synaptiques (rouge) et
extrasynaptiques (bleu). Test de Student *** p< 0.001. F. Exemple
d’une pause “compartimentée”. Fi. Trajectoire d’'une pause synap-
tique. Echelle : 100 nm. Fii. Deux ensembles de positions gaussiens
(clusters) étaient détectés par une “analyse de mélange de gaus-
siennes’, et sont indiqués ici en rouge et bleu. Fiii. Distance du QD
au centre de chaque cluster identifié sur (Fii) en fonction du temps
(cluster1: rouge, cluster 2: bleu). Le QD passe du cluster 1au cluster
2, puis revient au cluster 2 (fleches).
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région explorée de lordre de 120 nm. La durée de ces pauses variait de
quelques secondes a quelques minutes (nous avons réalisé quelques en-
registrements de quelques minutes pour observer ces longues pauses) .
Nous avons distingué trois catégories : les pauses longues, dont la durée
était supérieure a 37.5s (la durée de lenregistrement), les pauses tron-
quées dont la durée ne pouvaient étre déterminée car elles étaient “cou-
pées” par le début ou la fin de lenregistrement, et les pauses courtes, dont
la durée totale était observée. Les pauses courtes duraient en moyenne
4, ce qui indique quelle correspondaient a un phénomene distinct des
pauses longues (la distribution de la durée des pauses courtes ne peut cor-
respondre a la queue de la distribution de la durée des pauses longues).
Nous avons calculé la fréquence de ces pauses en divisant le nombre dévé-
nements observés dans les régions synaptiques ou extrasynaptiques par
le temps passé dans les régions correspondantes. Cette fréquence était
plus élevée dans les régions synaptiques quextrasynaptiques (environ
0.01 s™! pour la totalité des pauses aux synapses contre 0.002 s~! dans
les régions extrasynaptiques, figure 21 E).

2.3.2.4 Temps de résidence

Le temps de résidence de la stxGFP dans les régions synaptiques était
de lordre d’'une seconde (figure 22 A). Cette durée est relativement faible
en comparaison avec le temps de résidence des récepteurs de neurotrans-
metteurs qui est de lordre d’'une dizaine de secondes (Charrier et al.
2006). Pour comparer le temps que les molécules passaient dans les sy-
napses par rapport a celui passé dans les régions extrasynaptiques, nous
avons mesuré le temps par pixel dans chacune de ces régions (comme
décrit dans la section 2.2.3.6). Ce parametre nest pas décrit dans l'article,
mais le temps par pixel synaptique était légérement supérieur au temps
par pixel extrasynaptique (figure 22 B).

Par ailleurs, nous avons également mesuré la durée des périodes pas-
sées aux synapses, et comparé celle des trajectoires confinées (avec un
coefficient de diffusion donné) a celle des trajectoires browniennes (avec
le méme coeflicient de diffusion). Nous n'avons noté aucune différence
significative (figure 22 C).

Diapres les trajectoires des molécules individuelles de stxGFP (SPT),
le coefficient de diffusion est plus faible, la diffusion latérale est plus
confinée, et les pauses sont plus fréquentes dans les régions synaptiques
que dans les régions extrasynaptiques.

2.4 ROLE DES INTERACTIONS MOLECULAIRES DANS LA DIFFU-
SION LATERALE

La syntaxin interagit avec de nombreuses protéines, notamment via
ses domaines SNARE et Habc. Pour étudier la contribution de ces in-
teractions aux propriétés du mouvement, nous avons dabord privé la
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FIGURE 22.: Temps de résidence aux synapses. A. Histogramme et probabilité
cumulée du temps de résidence dans les régions synaptiques. B.
Probabilité cumulée du temps de résidence par pixel dans les ré-
gions synaptiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu). C. Temps de
résidence dans une région synaptique en fonction du coefficient
de diffusion et du type de mouvement (rouge : brownien, bleu :
confiné). Les courbes tracées sont obtenues par lissage des points.

stxGFP de son domaine Habc, puis nous avons 6té son domaine SNARE
(figure 23), en s'inspirant d’'une étude de la diffusion de la syntaxin dans
les cellules neuroendocrines publiée récemment (Sieber et al. 2007). En-
fin, nous avons également clivé spécifiquement son partenaire SNAP 25
en utilisant une toxine botulique.

2.4.1 Interactions via le domaine Habc

La construction de la stxGFP privée de son domaine Habc est consti-
tuée principalement du domaine transmembranaire et du domaine
SNARE, et est donc appelée snareGFP. Cette construction comprend la
séquence de la syntaxinlA selon les aa 1 — 28 et aa 183 — 288 (figure 23
A). Lexpression de snareGFP était qualitativement comparable a celle de
stxGFP. Sa localisation était identique, son niveau dexpression vraisem-
bablement légérement inférieur. Aucune mesure de la vitesse dexocytose
n’a été faite pour cette construction, mais le marquage des synapses par le
FM 4-64 (qui implique des cycles dexo et dendocytose) dans les cellules
transfectées par snareGFP était comparable a celui des cellules exprimant
stxGFP.

FRAP Aux synapses, le retour de fluorescence de snareGFP était plus
lent que celui de stxGFP. En particulier, parmi les parameétres de
lajustement biexponentiel obtenus, la fraction associée au temps
caractéristique court était plus faible pour snareGFP que pour
stxGFP (45 % contre 55 %, figure 24).

spT La différence la plus marquante entre les trajectoires synaptiques
de snareGFP et stxGFP était la fréquence des pauses : la fréquence
des pauses courtes aux synapses était plus élevée pour snareGFP,
dépourvue de domaine Habc, que pour stxGFP (0.007 s™! contre
0.002 s ~! voir figure 23 C). La distribution des coefficients de dif-
fusion de snareGFP nétait pas significativement différente de celle
de stxGFP, aux régions synaptiques comme extrasynaptiques. La
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proportion de trajectoires confinées et la taille de confinement
nétaient pas différentes entre les deux constructions.

Dans les régions synaptiques, la suppression du domaine Habc de
la syntaxin ralentit le retour de fluorescence apres photoblanchiment
(FRAP) et augmente la fréquence des pauses (SPT).

2.4.2 Interactions via le domaine SNARE

Pour étudier le role des interactions via le domaine SNARE dans la
diffusion latérale de la syntaxin, nous avons comparé le comportement
diffusif de snareGFP a la celui de la méme construction sans le do-
maine SNARE. Cette construction était donc constituée principalement
du domaine transmembranaire, et est appelée tmrGFP. La construction
tmrGFP comprend la séquence de la syntaxinlA selon les aa 1 — 28 et
259 — 288 (figure 23 A). Lexpression de la tmrGFP, sa localisation et
son niveau dexpression étaient qualitativement comparables a ceux de
la stxGFP. Comme pour la construction snareGFP, aucune mesure de la
vitesse dexocytose na été faite mais le marquage des synapses par le FM 4-
64 dans les cellules transfectées avec tmrGFP était comparable a celui des
cellules exprimant stxGFP.

FRAP Contrairement au ralentissement observé aprés la suppression du
domaine Habc, la suppression du domaine SNARE sest traduite
par une accélération du retour de fluorescence : le retour de fluo-
rescence de tmrGFP aux synapses était plus rapide que ceux de
snareGFP et stxGFP (figure 24). En particulier, parmi les para-
metres de I'ajustement biexponentiel obtenus, la fraction associée
au temps caractéristique court était plus élevée pour tmrGFP que
pour snareGFP (60 % contre 45 %), et le temps caractéristique long
était plus petit pour tmrGFP que pour snareGFP (143 s contre
261s).

spT En accord avec les résultats des expériences de FRAP, le coefficient
de diffusion synaptique de tmrGFP était plus élevé que celui de sna-
reGFP (0.13 contre 0.06 um?/s). De plus, la fréquence des pauses
synaptiques de tmrGFP, qui navait plus de domaine SNARE était
plus faible que celle de snareGFP (0.001 contre 0.007 s, voir fi-
gure 23). La proportion de trajectoires confinées et la taille carac-
téristique de confinement nétaient pas modifiées.

La suppression du domaine SNARE de la syntaxin accélére le retour de
fluorescence apres photoblanchiment aux synapses, augmente le coef-
ficient de diffusion et diminue la fréquence des pauses synaptiques.
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FIGURE 23.: Effets des déletions des domaines Habc et SNARE sur la diffu-

sion latérale de stxGFP. A. Constructions tronquées de stxGFP.
La construction snareGFP ne contient pas le domaine Habc de la
syntaxinlA , et la construction tmrGFP ne contient ni le domaine
Habc, ni le domaine SNARE. B. Moyenne du déplacement quadra-
tique moyen pour stxGFP (lignes continues), snareGFP (tirets), et
tmrGFP (pointillés) dans les régions synaptiques (rouge) et extrasy-
naptiques (bleu). C. Distribution des probabilités cumulées des co-
efficients de diffusion. Méme code de ligne et de couleur quen (B).
D. Fréquences des différents événements de pause : pauses longues
(long), tronquées (trunc) et courtes (short), dans les régions synap-
tiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu), pour chaque construc-
tion (stxGFP : plein, snareGFP : hachures serrées; tmrGFP : ha-
chures aérées). Test de Student, * p< 0.05.
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FIGURE 24.: Effets des déletions des domaines Habc et SNARE sur le retour de
fluorescence aprés photoblanchiment. A. Moyenne du retour de
fluorescence de stxGFP (ligne continue), de snareGFP (tirets) et de
tmrGFP (pointillés) en fonction du temps, dans les régions synap-
tiques. B. Moyenne du retour de fluorescence des trois construc-
tions en fonction du temps, dans les régions extrasynaptiques.
Méme code de ligne quen (A). C. Moyenne des paramétres obtenus
par lajustement biexponentiel des courbes expérimentales synap-
tiques : temps caractéristique court 7, temps caractéristique long
7y, et fraction de la population “rapide” P pour les trois construc-
tions (stxGFP, plein; snareGFP, hachures serrées; tmrGFP, ha-
chures aérées). Test de Student, * p< 0.05, ** p< 0.01. D. Moyenne
des parametres obtenus par 'ajustement biexponentiel des courbes
expérimentales extrasynaptiques. Mémes codes quen (C).
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2.4.3 Interactions via le domaine transmembranaire

Le comportement diffusif de tmrGFP restait différent dans les régions
synaptiques et extrasynaptiques : un coefficient de diffusion plus faible
et une fréquence de pauses plus élevée (voir figure 23). La construction
tmrGFP ne comprend guere que le domaine transmembranaire de la
syntaxinlA . La différence de comportement entre les régions synap-
tiques et extrasynaptiques suggere que le domaine transmembranaire est
impliqué dans des interactions spécifiquement dans les régions synap-
tiques.

La construction qui ne contient que le domaine transmembranaire
reste ralentie aux synapses par rapport aux régions extrasynaptiques
et présente encore quelques pauses.

2.4.4 Interactions avec SNAP25

Les résultats obtenus avec les constructions ci-dessus ont suggéré que
les interactions via le domaine SNARE affectaient le mouvement de
stxGFP (voir discussion 3.1.3). SNAP 25 est une des protéines qui inter-
agissent avec le domaine SNARE de la syntaxinlA . Nous avons clivé
SNAP 25 en utilisant la neurotoxine botulique E (Botulinum Neurotoxin
E, BoNT/E) pour empécher son interaction avec la syntaxinlA et étu-
dier leffet de I'interaction syntaxinlA -SNAP 25 sur la diffusion latérale
de stxGFP.

2.4.4.1  Conditions expérimentales

La toxine botulique est un polypeptide a deux chaines : la chaine
lourde de BONT/E se fixe sur le récepteur neuronal de la toxine et per-
met la translocation dans le cytoplasme de la chaine légere, qui porte I'ac-
tivité enzymatique. Cette chaine légere protéolyse les 26 acides aminés
C-terminaux de SNAP 25, et empéche ainsi son interaction avec la syn-
taxin (Rickman et al. 2004), et consécutivement la fusion des vésicules.

Pour cliver sélectivement SNAP 25 sans utiliser la toxine botulique
dans son intégralité (dont 'usage est dangereux), nous avons utilisé un
plasmide contenant la séquence de la chaine légere de la toxine, qui nous
a généreusement été transmis par Thierry Galli (Institut Jacques Monod,
Paris). Nous avons alors étudié la diffusion latérale de la syntaxin dans
des neurones co-transfectés avec les plasmides de stxGFP et de la chaine
légére de la toxine.

Comme la toxine botulique empéche lexocytose, les synapses des neu-
rones transfectés ne pouvaient étre marquées par le FM 4-64. Nous avons
donc mené les expériences dans des neurones de souris knock-in (KI)
avec la protéine de fusion gephyrin-mRFP (mRFP : monomeric Red Fluo-
rescent Protein). La protéine gephyrin est une protéine déchafaudage
post-synaptique des synapses inhibitrices, elle est donc présente dans
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65 % des synapses de la moelle épiniére (Dumoulin et al. 1999; Fritschy
et al. 2008). Lexpression de la stxGFP dans les neurones de souris KI
gephyrin-mRFP, en présence ou en absence de BONT/E, était comparable
a celle observée dans les neurones de rat.

2.4.4.2 Diffusion latérale de stxGFP

Le comportement diffusif de stxGFP en condition contrdle, cest-a-
dire dans les neurones de souris KI sans BoNT/E, était comparable a
celui de stxGFP dans les neurones de rat : un coefficient de diffusion
plus faible, une proportion de trajectoires confinées plus élevée (avec une
taille de confinement plus petite) et une fréquence de pauses plus élevée
dans les régions synaptiques que dans les régions extrasynaptiques, ainsi
qu’un retour de fluorescence en FRAP plus lent dans les régions synap-
tiques que dans les régions extrasynaptiques. En présence de la toxine, le
comportement diffusif de stxGFP sest ensuite trouvé modifié.

FRAP Lexpression de BONT/E sest traduite aux synapses par un retour
de fluorescence plus rapide que dans la condition contrdle. La dif-
férence entre les deux courbes était faible aux temps courts (44 vs
39 % apres 6 s), mais plus importante aux temps longs (69 vs 59 %
apres 28 s et 87 vs 80 % apres 150 s, figure 26). Aucune différence
na été observée entre les deux courbes extrasynaptiques.

sPT En présence de la toxine, le coefficient de diffusion synaptique
était légerement plus élevé que dans la condition contrdle (0.13 vs
0.12 um?/s, et la durée des pauses courtes aux synapses était éga-
lement légérement diminuée (1.65s vs 3.75s). La fréquence des
pauses nétait pas significativement différente, mais elle était dimi-
nuée en présence de la toxine (figure 25). Dans les régions extra-
synaptiques, la présence de la toxine a également provoqué une
légere augmentation du coefficient de diffusion de stxGFP.

Le clivage de SNAP 25 accélere le retour de fluorescence de la stxGFP
et diminue la fréquence et la durée des pauses aux synapses.

2.5 MODELE DE LA DIFFUSION LATERALE DE LA SYNTAXIN

Comme expliqué précédemment, les expériences de FRAP donnent
acceés au comportement diffusif de lensemble de la population de mo-
lécules, mais ne peuvent étre interprétées quavec des hypotheéses concer-
nant le comportement des molécules individuelles. Pour définir des hypo-
theses adaptées au cas de la syntaxin, nous nous sommes basés sur les ca-
ractéristiques de la diffusion latérale des molécules individuelles de syn-
taxin obtenues en SPT. En collaboration avec Jurgen Reingruber et Da-
vid Holcman (Ecole Normale Supérieure, Paris), nous avons construit un
modele computationnel qui décrit la diffusion latérale de stxGFP comme
résultant d’'une diffusion libre et des interactions avec des constituants
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FIGURE 25.: Effets du clivage de SNAP 25 sur la diffusion latérale de stx GFP-QD.
Les neurones étaient transfectées avec stxGFP seulement (controle)
ou avec la stxGFP et la chaine légere de la toxine botulique E
(BoNT/E). A. Moyenne du déplacement quadratique moyen des
trajectoires de stxGFP-QD dans les cellules controle (ligne conti-
nue) et dans les cellules transfectées avec BONT/E (pointillés), dans
les régions synaptiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu). B. Dis-
tribution des probabilités cumulées des coefficients de diffusion.
Méme code quen (A). C. Fréquences des différents types de pause :
pauses longues (long), tronquées (trunc), et courtes (short), dans
les régions synaptiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu), dans les
conditions controle (plein) ou en présence de BONT/E (hachures).
D. Distribution de la durée des pauses courtes pour les conditions
contréle (ct) ou en présence de BoNT/E (la ligne horizontale in-
dique la médiane). Chaque point représente une pause.
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FIGURE 26.: Effets du clivage de SNAP 25 sur le retour de fluorescence aprés pho-
toblanchiment de stxGFP. A. Moyenne du retour de fluorescence
de stxGFP dans les conditions contrdle (ligne continue) et en pré-
sence de BoNT/E, en fonction du temps, dans les régions synap-
tiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu). B. Moyenne du retour
de fluorescence de stxGFP apreés 65, 28 s et 150, dans les condi-
tions contrdle (plein) ou en présence de BONT/E (hachures), dans
les régions synaptiques (rouge) et extrasynaptiques (bleu). Test de
Student * p< 0.05. C. Valeurs moyennes des parametres de Iajus-
tement biexponentiel des courbes expérimentales : temps caracté-
ristique court 7, temps caractéristique long 7, et fraction de la
population “rapide” P;. Méme code quen (B).
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du complexe exocytotique. Avec ces hypotheses, nous avons simulé le re-
tour de fluorescence apres blanchiment et ajusté celui-ci sur les courbes
de FRAP expérimentales.

2.5.1 Description du modéle

2.5.1.1  Diffusion latérale et interactions

Comme nous le développerons dans la discussion 3.1.3, les données
expérimentales présentées ci-dessus suggerent que la stxGFP est enga-
gée dans deux types de liaisons impliquant des molécules du complexe
exocytotique. En particulier, nous pensons que les pauses courtes et les
pauses longues reflétent ces deux types de liaisons. Des travaux ont sug-
géré que la formation de ce complexe passait par une étape intermédiaire,
la formation d'un complexe accepteur, comprenant notamment la syn-
taxin (de Wit et al. 2009, et voir section 1.2.1.2). Nous avons donc proposé
que ces deux types de liaison correspondent, pour la premiére (courte)
a la formation du complexe accepteur, puis pour la seconde (longue) a
la formation du complexe exocytotique. Dans ce cadre de description,
les deux réactions d’interactions sont couplées : la premiere réaction per-
met la formation d’'un premier complexe entre la stxGFP et un premier
partenaire, la seconde correspond a une liaison entre ce complexe et un
deuxiéme partenaire.

Par ailleurs, nous avons choisi de décrire la diffusion libre de la
stxGFP uniquement comme brownienne, cest-a-dire de ne pas prendre
en compte le caractére confiné des trajectoires aux synapses : le fait que
les trajectoires confinées mavaient pas un temps de résidence synaptique
significativement plus long que celui des trajectoires browniennes sug-
gere que le confinement ne contribue pas au retour observé en FRAP de
manieére significative.

Le mode¢le est donc le suivant (figure 27) :

- stxGFP libre est notée Sy, elle se déplace avec un mouvement brow-
nien, avec les coefficients de diffusion D; et D, dans les régions sy-
naptiques et extrasynaptiques respectivement.

- Sp peut selier a un premier partenaire, M, pour former le complexe
S1. Les constantes d'association et de dissociation sont respective-
ment ko; et kjo. Cette réaction a un temps caractéristique court (s).
Ces constantes de réaction different dans les régions synaptiques
et extrasynaptiques. Cette liaison provoque 'immobilisation de la
stxGFP.

- §; peut se lier a un deuxiéme partenaire, M,, pour former S,. Les
constantes d’association et de dissociation sont ki, et ky;. Cette ré-
action a un temps caractéristique long (min). Ces constantes de ré-
action différent dans les régions synaptiques et extrasynaptiques, et
le complexe S, est également immobile.
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Les équations de ces réactions sécrivent donc :

k

SO + My \_i‘l Sl (2.16)
k1o
k12

Sl + Mz = Sz (2.17)

k21

2.5.1.2 Environnement

Dans le modele, la stxGFP se déplace en deux dimensions. La région
synaptique est définie comme un disque de rayon 500 nm (de lordre de
la taille du marquage synaptique expérimental), au-dela de laquelle se
trouve la région extrasynaptique. Le rayon de la région extrasynaptique
est 3 um.

Le profil d’intensité de fluorescence apres photoblanchiment utilisé
dans le modéle est un profil gaussien ajusté sur le profil mesuré expé-
rimentalement. La région photoblanchie a un rayon denviron 1 um de
rayon est affectée et la fraction des molécules photoblanchies est de 65 %.
Le retour de fluorescence est calculé dans une région de 500 nm de dia-
metre.

Région
extrasynaptique

Région marquée

Pause //////1

"Synaptique”
courte S1 0
uis S2
S0 P
Zone
active
Pause
longue

SO

FIGURE 27.: Mod¢le du comportement diftusif de stxGFP — Exemple de la ré-
gion synaptique. La région considérée comme synaptique est un
disque de 500 nm de diamétre, correspondant a la région marquée
comme synaptique dans les mesures expérimentales. La syntaxin
se déplace avec un mouvement brownien lorsquelle est libre (Sy),
marque une pause courte lorsquelle se trouve liée & un premier
partenaire (S1), et une pause longue lorsquelle se lie ensuite & un
deuxiéme partenaire (S;). Ces réactions de liaison peuvent avoir
lieu dans les régions synaptiques comme extrasynaptiques mais
avec des constantes de réaction différentes.

2.5.1.3 Paramétres dynamiques

Les parametres dynamiques du mod¢le incluent les constantes dasso-
ciation et de dissociation des réactions de liaison, et les coeflicients de dif-
fusion. Certains de ces parameétres étaient mesurés expérimentalement,



2.5 MODELE DE LA DIFFUSION LATERALE

les autres étaient obtenus par ajustement des courbes de FRAP expéri-
mentales :

- Le coefficient de diffusion était mesuré dans les expériences de SPT
comme décrit ci-dessus.

- La constante de dissociation d’une réaction de liaison correspond a
Iinverse du temps caractéristique de liaison (Schuss 1980). Pour la
premiére réaction, ko a donc pu étre estimé a partir de la durée des
pauses courtes. La durée des pauses longues n'a pu étre estimée car
leur durée était supérieure a celle de lenregistrement. Ce parametre
k1 est donc estimé en ajustant les courbes de FRAP expérimentales.

- Enfin, la constante d’association correspond a la fréquence des évé-
nements de liaison. Elle correspond donc a la fréquence des pauses
observées. Cependant, cette estimation peut étre difficile car les
pauses tres courtes (< 1s) nont pas pu étre détectées, et [échantillo-
nage peut ne pas étre représentatif. Nous avons donc choisi destimer
les constantes d'association des deux réactions ko; et ki, en ajustant
les courbes de FRAP expérimentales.

De plus, les valeurs des parametres cinétiques des réactions et des co-
efficients de diffusion different selon les régions synaptiques et extrasy-
naptiques. Dans le mod¢le, ils varient de maniére continue dans une ré-
gion comprise entre ces deux régions, plus précisément entre 300 nm et
500 nm (rayon).

2.5.2  Obtention des paramétres cinétiques

Nous avons estimé les parametres ko;, k12 et k»; en ajustant les courbes
de FRAP obtenues dans les conditions décrites dans la section précédente
(différentes constructions et toxine botulique). Comme le retour de fluo-
rescence dans les régions synaptiques dépend des comportements diffu-
sifs de la stxGFP dans les régions synaptiques et extrasynaptiques, nous
avons d’abord ajusté les courbes extrasynaptiques pour obtenir les pa-
rametres extrasynaptiques, puis utilisé ces parametres pour ajuster les
courbes synaptiques (figure 28 et table 1).

2.5.2.1 Constantes daffinité

La constante daffinité K est définie comme le ratio ko, /kofy : @ léqui-
libre, cette constante est égale au ratio de la concentration de protéines
dans [état 1ié et de la concentration de protéines libres. Pour les deux
réactions, et dans toutes les conditions étudiées, les constantes d’affinité
étaient plus élevées dans les régions synaptiques que dans les régions ex-
trasynaptiques.

Comme les courbes extrasynaptiques nétaient pas significativement
différentes dans les conditions étudiées, nous nous focalisons ensuite sur
les parametres synaptiques (table 1). Dans les régions synaptiques, on
obtient les résultats suivants :
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FIGURE 28.: Simulations des courbes de FRAP avec le modéle de deux réactions

couplées, basé sur les données de SPT. A. Simulation du retour de
fluorescence pour les trois constructions (stxGFP, noir ; snareGFP,
rouge ; tmrGFP, bleu), dans les régions synaptiques. Lignes conti-
nues : données expérimentales ; lignes pointillées : données simu-
lées. B. Simulation du retour de fluorescence dans les conditions
avec et sans BONT/E (contrdle, noir ; BONT/E, rouge), dans les ré-
gions synaptiques. Méme code de lignes quen (A). C. Sensibilité
du retour de fluorescence a la cinétique de la premiére réaction (ra-
pide). Le retour de fluorescence est simulé pour différentes valeurs
de ko1. Les valeurs de ko, k12, et k1 sont celles obtenues par l'ajus-
tement de la courbe synaptique de stxGFP (courbe noire sur (A)).
Les différentes valeurs de ko; sont égales a x fois la valeur de ko,

ajustée sur la courbe synaptique de stxGFP (rouge, x= 0.2 ; orange,
0.5; noir, 1; vert, 2; bleu, 10). Les points représentent les données
expérimentales.



2.5 MODELE DE LA DIFFUSION LATERALE

- Lorsque le domaine Habc a été supprimé, la constante d’affinité K;
de la premiere réaction a été augmentée d’un facteur 3, celle de la
deuxiéme réaction nétait pas changée.

- Au contraire, lorsque le domaine SNARE a été supprimé, les
constantes d’affinité des deux réactions K; et K, ont été diminuées
(1.75 et 1.6 pour snareGFP contre 1.4 et 0.8 pour tmrGFP).

- Enfin, la présence de la toxine botulique a provoqué une diminution
de la constante daffinité K, de la deuxiéme réaction, sans changer
celle de la premiere.

stxGFP  snareGFP tmrGFP “controle” BoNT/E

koy (s71) 0.120 1.400 1.200 0.250 0.550
kio (s71) 0.222 0.800 0.833 0.267 0.606
Ki =koi/kio  0.540 1.750 1.440 0.938 0.908
kiz (s7Y) 0.016 0.016 0.016 0.016 0.017
kay (s71) 0.010 0.010 0.020 0.008 0.012
K> = kia/ksr  1.600 1.600 0.800 2.125 1.417

TABLE 1.: Parameétres cinétiques des réactions de liaison dans les régions synap-
tiques obtenus avec le modele de diffusion de la stxGFP. Chaque co-
lonne correspond a une condition expérimentale. Les valeurs du para-
metre kjo ont été mesurées expérimentalement, les autres parametres
ont été estimés par ajustement des courbes de FRAP expérimentales.

2.5.2.2 Constantes duassociation et de dissociation

Nous avions choisi destimer les valeurs des constantes d’association,
alors que celles-ci pouvaient en principe étre mesurées expérimentale-
ment. Il sest avéré que les constantes d’association obtenues avec le mo-
deéle étaient plus élevées que celles mesurées expérimentalement, denvi-
ron un facteur 10 (table 1 et figure 21). Plusieurs hypotheses pourraient
expliquer une sous-estimation de la fréquence des pauses mesurée en
SPT : (i) les pauses d'une durée inférieure a 1s nétaient pas détectées;
(ii) le temps de résidence dans les synapses a peut-étre été surestimé;
(iii) Iéchantillonage des molécules a pu étre biaisé. Ce point est précisé
dans la discussion 3.1.4.3.

Les temps caractéristiques de dissociation (inverses des constantes de
dissociation) estimés pour la deuxiéme réaction vont de 50 sa 2 min pour
les constructions tmrGFP et stxGFP respectivement.

2.5.2.3 Couplage entre les deux réactions

On peut noter que, du fait du couplage entre les deux réactions, une
modification de la constante daffinité de la premiére réaction (rapide) a
des répercussions sur la deuxiéme réaction (lente), et donc sur le com-
portement diffusif de la stxGFP aux temps longs (figure 28 C). Cet effet
est notamment observé lors de la suppression du domaine Habc.
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En accord avec les données de SPT et avec la littérature, nous avons mo-
délisé la diffusion latérale de la syntaxin comme résultant de diffusion
libre et de deux réactions couplées, ayant des temps caractéristiques
de quelques secondes et quelques minutes. Lajustement des courbes
de FRAP avec ces hypothéses a permis de caractériser les cinétiques
de ces réactions.

2.6 DIFFUSION LATERALE ET ACTIVITE SYNAPTIQUE

La syntaxin étant impliquée dans lexocytose, on peut se demander si,
d’une part, l'activité synaptique influe sur son comportement diffusif, et
d’autre part, si son comportement diffusif a une incidence sur les proprié-
tés de la transmission synaptique.

2.6.1 La diffusion latérale de la syntaxin 1A-pHGFP dépend-elle de lacti-
vité synaptique ?

Pour étudier I'influence de l'activité synaptique sur la diffusion latérale
de la syntaxin, nous avons utilisé deux types d’agents pharmacologiques,
appliqués a lensemble du réseau de neurones présent sur la lamelle : (i)
des antagonistes des canaux sodiques et potassiques, dont louverture mo-
difie le potentiel de membrane et donc le niveau d'activité de la culture,
et (ii) un chélateur des ions calcium capable de pénétrer dans le milieu
intracellulaire, qui perturbe donc la transmission synaptique.

2.6.1.1  Modification du niveau dactivité électrique de la culture par des
agents pharmacologiques

La tetrodotoxine (TTX) est un antagoniste des canaux sodiques qui
empéche la propagation des potentiels d’action. Son application diminue
fortement l'activité des neurones. La 4-aminopyridine (4-AP) est un an-
tagoniste des canaux potassiques qui prolonge les potentiels d’action, et
son application augmente l'activité des neurones. Les effets de ces sub-
stances sur lactivité de la culture sont immeédiats. Nous avons réalisé des
expériences de SPT en présence de chacun de ces agents. Nous n'avons
observé aucune modification de la diffusion latérale de stxGFP.

2.6.1.2 Chélation du calcium intracellulaire

Le BAPTA-AM est un chélateur des ions calcium, capable de pénétrer
a l'intérieur des cellules. Comme la transmission synaptique est déclen-
chée par une augmentation locale de la concentration intracellulaire des
ions calcium, la chélation de ces ions calcium perturbe l'activité synap-
tique. Les expériences de FRAP nont montré aucune modification de la
diffusion latérale de stxGFP lorsque les neurones étaient mis en présence
de BAPTA-AM, apres 30 min d’incubation (voir figure supplémentaire
de larticle).



2.6 MOUVEMENT DIFFUSIF ET ACTIVITE SYNAPTIQUE

La diffusion latérale de la syntaxin ne dépend pas de la présence du
calcium intracellulaire, a Iéchelle de temps de nos expériences.

2.6.2 Lactivité synaptique dépend-elle de la diffusion latérale de la syn-
taxin 1A-pHGFP ?

Lors de lexocytose, la membrane de la vésicule synaptique est intégrée
a la membrane plasmique. Cependant, la composition de la membrane
vésiculaire est différente de celle de la membrane plasmique. En parti-
culier, la membrane de la vésicule est dépourvue de syntaxin (Mitchell
and Ryan 2004; Takamori et al. 2006). La composition de la membrane
plasmique est donc modifiée suite a lexocytose.

La reconstitution de la composition et de lorganisation de la mem-
brane plasmique pourrait impliquer la diffusion latérale des protéines
membranaires telles que la syntaxin (figure 29). Nous avons donc voulu
observer si une perturbation de la diffusion latérale de la stxGFP pertur-
bait la réorganisation de la membrane qui suit lexocytose et donc modi-
fiait la cinétique de libération de FM 4-64 en réponse & une stimulation.

A B Aprés exocytose
Zone Vésicule
active v . .~ ancrée “ e Membrane de
N @ = . . 4» la vésicule
. TP intégrée a la
’ . & s < membrane
o g s ;
4 4 plasmique
v “ - . .
* % 4 .
ol
- B H
Y . Syntaxin

FIGURE 29.: Perturbation de la distribution de la syntaxin aprés exocytose d'une
vésicule. A. Représentation de la distribution des molécules de
syntaxin dans la zone active avant lexocytose. 6 vésicules sont an-
crées a la zone active, et prés d’'une centaine de molécules de syn-
taxin sont représentées. B. Représentation hypothétique de la dis-
tribution des molécules de syntaxin dans la zone active immédia-
tement apres lexocytose. Le disque bleu de taille intermédiaire cor-
respond a la membrane de la vésicule qui vient de fusionner avecla
membrane plasmique. La membrane d’'une vésicule synaptique ne
contient pas (ou peu) de syntaxin. On sattend donc a ce quapres
une exocytose, la distribution de la syntaxin a la zone active se
trouve modifiée. La diffusion latérale de la syntaxin pourrait étre
impliquée dans la reorganisation moléculaire de la membrane plas-
mique (fleches).

Pour limiter la diffusion de stxGFP, nous avons appliqué une solution
dlanticorps polyclonaux anti-GFP sur les neurones, pour lier les molé-
cules de stxGFP les unes avec les autres (méthode de cross-linking). Nous
avons ensuite appliqué une solution dépolarisante de chlorure de potas-
sium pour déclencher des cycles dexo-endocytose, et mesurer la vitesse
de libération du marqueur synaptique FM 4-64. Malheureusement, les
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données obtenues nétaient pas reproductibles, aucun résultat cohérent
ma donc pu étre tiré de ces expériences.

VERS LE CHAPITRE SUIVANT

Dans le chapitre suivant, nous proposerons des interprétations a len-
semble des observations que nous venons de décrire. Nous présenterons
les arguments pour un scénario selon lequel la diffusion latérale de la
syntaxin (notamment les pauses observées en SPT) reflete des interac-
tions moléculaires qui correspondent a la formation du complexe exocy-
totique. Nous discuterons également l'approche que nous avons choisie
pour cette étude.



Chapitre 3

DISCUSSION






DISCUSSION

Dans un premier temps, je propose de discuter les résultats obtenus
et leurs interprétations possibles dans le cadre de la littérature. Ensuite,
je m’interrogerai plus généralement sur la possibilité de décrire les pro-
cessus moléculaires impliqués dans l'assemblage synaptique a partir de
Iétude du mouvement diffusif des constituants de I'assemblage.

3.1 LA DIFFUSION LATERALE DE LA SYNTAXIN 1A-PHGFP ET LA
FORMATION DU COMPLEXE EXOCYTOTIQUE

3.1.1  Pertinence et limites de lapproche expérimentale

Lapproche expérimentale choisie pour étudier la diffusion latérale de
la syntaxin a permis dobtenir des résultats fiables et cohérents les uns
avec les autres, malgré les limites de chaque technique.

3.1.1.1  Expression de la construction syntaxin 1A-pHGFP

Dans nos expériences, la stxGFP était distribuée de maniére homo-
gene le long de l'axone. Cette distribution était comparable a celle de la
syntaxin endogéne observée dans nos expériences et a celle décrite dans
la littérature (voir section 1.3.3 et Garcia et al. 1995; Hagiwara et al. 2005).
La stxGFP était tres majoritairement présente dans la membrane plas-
mique, en accord avec les travaux de Mitchell et Ryan qui avaient estimé
la proportion de stxGFP intracellulaire a 13% (Mitchell and Ryan 2004).
La transmission synaptique était préservée, et la légere diminution de la
vitesse dexocytose que nous avons observée avait déja été caractérisée
pour cette construction (Mitchell and Ryan 2005).

3.1.1.2  Analyse du FRAP

Les limites de l'analyse de FRAP ont déja été discutées plus haut (sec-
tion 2.2.1). Dans un premier temps, nous avons analysé les courbes de
FRAP de maniére qualitative et relative (cest-a-dire en comparant les
différentes conditions). Ensuite, nous avons proposé un modele compu-
tationnel basé sur les données expérimentales de SPT qui nous a per-
mis d’ajuster les courbes expérimentales de FRAP avec des courbes théo-
riques. Nous pouvons ainsi proposer des interprétations des données ob-
servées.
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3.1.1.3 Analyse du SPT

Dans les expériences de SPT, la présence du marqueur GFP-QD sur
lextrémité extracellulaire de la syntaxin ne devrait en principe pas affec-
ter le mouvement : la viscosité du milieu extracellulaire étant inférieure
a la viscosité de la membrane, les caractéristiques du mouvement sont
imposées principalement par lenvironnement membranaire. En effet, la
viscosité de la membrane est 100 a 1000 fois plus élevée que celle du mi-
lieu extracellulaire. Le coefficient de diffusion est fonction de I'inverse
de la viscosité, et diminue avec le rayon de la particule R selon 1/R ou
—log(R) selon les études (Gambin et al. 2006; Saffman and Delbriick
1975, voir section 3.2.3.1). Méme si le marqueur avait une taille de 50 nm
et que D variait en 1/R, la mobilité du récepteur ne serait réduite que de
10 % (Triller and Choquet 2008). Dans nos expériences, la mobilité de
la stxGFP nétait vraisemblablement pas limitée par la présence du QD
dans la mesure ou cette mobilité pouvait étre augmentée dans certaines
conditions expérimentales (par exemple lorsque SNAP 25 était clivé).

Par ailleurs, contrairement a la méthode de FRAP, la méthode de SPT
ne permet de suivre quun nombre restreint de protéines. Se pose alors
la question de Iéchantillonage : les molécules suivies sont-elles représen-
tatives de la population ? Y a-t-il un biais de marquage des molécules ?
Comment quantifier des événements rares comme les pauses ? Bien que
nous nayons pas de réponse rigoureuse a ces questions, les résultats que
nous avons obtenus en SPT étaient qualitativement cohérents avec ceux
des expériences de FRAP, et le modele que nous avons proposé a permis
de réconcilier quantitativement les deux approches.

3.1.1.4 Localisation des synapses

Le marquage synaptique (FM 4-64 ou gephyrin-mRFP) est potentielle-
ment a lorigine d’'une sous-estimation des différences de comportement
diffusif entre les régions synaptiques et extrasynaptiques :

- Le fluorophore FM 4-64 marque les vésicules dans la terminaison
synaptique, et la gephyrin est une protéine déchafaudage postsynap-
tique. Ces deux marqueurs correspondent donc a des régions plus
grandes que la zone active.

- En raison de la diffraction, la taille de la région détectée apres pas-
sage du signal fluorescent dans le systeme optique est plus large que
celle de la région effectivement marquée (la région détectée comme
synaptique apres traitement de 'image avait finalement un diametre
denviron 1 um).

- Dans les expériences de SPT, apres filtrage de I'image du marquage
synaptique, la taille de la région considérée comme synaptique était
élargie de deux pixels.

- Dans les expériences de FRAP, le retour de fluorescence était suivi
dans une région denviron 1 um.

En résumé, nous pensons que les méthodes que nous avons choi-
sies étaient adaptées pour létude de la diffusion latérale de la stxGFP,
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méme si elles nous conduisent peut-étre a sous-estimer les différences de
comportement diffusif entre les régions synaptiques et extrasynaptiques.
Dans les sections suivantes, nous proposons des interprétations des ob-
servations décrites dans le chapitre précédent. En particulier, quelles in-
teractions moléculaires sont impliquées dans la diffusion latérale de la
stxGFP ¢

3.1.2  Un mouvement ralenti, confiné et irrégulier aux synapses : encom-
brement moléculaire et interactions spécifiques

Ci-dessous nous discutons le contexte moléculaire qui peut sous-
tendre les différences de comportement diftusif entre les régions synap-
tiques et extrasynaptiques. En particulier, nous insisterons sur une des
spécificités de la diffusion latérale de la stxGFP, a savoir le contraste
entre sa grande mobilité (par rapport a d’autres protéines) et les ralen-
tissements brutaux que constituent les pauses.

3.1.2.1 Ralentissement et confinement dans les régions synaptiques

Dans toutes les conditions observées, le retour de fluorescence des ex-
périences de FRAP était plus lent dans les régions synaptiques que dans
les régions extrasynaptiques, et les trajectoires synaptiques montraient
un mouvement plus lent et plus fréquemment confiné que les trajectoires
extrasynaptiques. Ce résultat est comparable au comportement dautres
protéines membranaires synaptiques comme les récepteurs des neuro-
transmetteurs (Triller and Choquet 2005). De plus, le diameétre de confi-
nement était de lordre de 330 nm, un diametre comparable a celui de la
zone active (Siksou et al. 2007).

De maniere générale, le ralentissement et le confinement de la dif-
fusion latérale peuvent étre dus a un encombrement moléculaire, cest-
a-dire la présence dobstacles, mobiles ou immobiles, membranaires ou
submembranaires (Deverall et al. 2005; Kusumi et al. 1993; Saxton 1994,
1996). La zone active est en effet encombrée, comme en témoignent
les densités observées en microscopie électronique (Siksou et al. 2007).
Les canaux calciques, les protéines dadhésion, SNAP 25 et des protéines
submembranaires comme Bassoon et Cast/Erc pourraient contribuer a
cet encombrement (Dresbach et al. 2001). En particulier, les protéines
d’adhésions catenins et cadherins ont été observées a la périphérie de la
synapse (Uchida et al. 1996). Une structure comparable a également été
observée a la jonction neuromusculaire chez la drosophile (Kittel et al.
2006).

Dans les régions extrasynaptiques, le mouvement diffusif était égale-
ment plus lent que dans des membranes lipidiques reconsituées (d’'un
facteur 10, Gambin et al. 2006), et environ 50 % des trajectoires étaient
caractérisées comme confinées. La membrane extrasynaptique contient
vraisemblablement des protéines a lorigine d'un encombrement molécu-
laire qui ralentit et confine la syntaxin. La densité dobstacles est peut-étre
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moins importante dans la région extrasynaptique que dans la région sy-
naptique, ce qui expliquerait la fraction plus faible de trajectoires confi-
nées.

Selon une autre hypothese, la structure tubulaire de I'axone d’un dia-
metre denviron 1 pm pourrait aussi étre a lorigine de ce confinement :
dans la direction orthogonale a I'axone, lespace dans lequel peut diffu-
ser la protéine est limité au diamétre de l'axone, ce qui pourrait résulter
en un confinement des trajectoires en 2D (les trajectoires sont en réalité
une projection en deux dimensions du mouvement diffusif en trois di-
mensions sur un tube). La taille de confinement (660 nm) est d’ailleurs
de l'ordre de grandeur du diametre de l'axone (0.5 - 1 um).

Enfin, si certains de ces obstacles sont des partenaires immobilisés de
la syntaxin, la liaison de la syntaxin a ces partenaires devrait réduire en-
core davantage sa mobilité (Saxton 1996).

3.1.2.2  Pauses et sites d’interaction

Les expériences de FRAP ont montré que la stxGFP est échangée entre
les régions synaptiques et extrasynaptiques, avec un temps caractéris-
tique particuliérement rapide : quelques secondes, contre quelques mi-
nutes pour Munc 13, une protéine cytoplasmique accumulée dans le bou-
ton présynaptique, Kalla et al. 2006. En revanche, a Iéchelle de la molé-
cule individuelle, le mouvement de la stxGFP présente des événéments
ot la stxGFP est brutalement et fortement ralentie : les pauses.

FREQUENCE ET LOCALISATION Ces pauses étaient plus fréquem-
ment observées aux synapses que dans les régions extrasynap-
tiques. Se pose alors la question de savoir si les pauses extrasy-
naptiques sont artefactuelles, ou si elles portent une information
concernant les régions extrasynaptiques. En effet, les pauses détec-
tées comme extrasynaptiques pourraient avoir lieu a des sites sy-
naptiques non marqués : (i) dans les neurones de rat, le marquage
FM 4-64 ne marque que les synapses actives, ignorant ainsi les sy-
napses silencieuses (Voronin and Cherubini 2003) ou a peine ma-
tures; (ii) dans les neurones de souris KI gephyrin-mRFP, les sy-
napses excitatrices ne sont pas marquées (la gephyrin nest présente
quaux synapses inhibitrices, qui représentent 65 % des synapses
dans les neurones de moelle épiniére en culture, Dumoulin et al.
1999) ; (iii) le traitement de I'image des régions synaptiques (fil-
trage puis binarisation) peut empécher la détection de certaines
synapses avec un faible signal.

AIRE EXPLOREE Le diamétre de laire explorée par la stxGFP pendant
une pause (120 nm) était inférieur a celui de la région synaptique,
et comparable a la taille de l'aire explorée par des vésicules ancrées,
de lordre de 100 nm (Nofal et al. 2007; Westphal et al. 2008). A
cette échelle, le bruit de la mesure et les fluctuations de position
dues a l'attache du quantum dot a la protéine contribuent proba-
blement & une surestimation du diameétre mesuré.



3.1 DISCUSSION DES RESULTATS

DUREE Ladistribution de la durée des pauses a révélé deux populations,
des pauses courtes de lordre de quelques secondes, et des pauses
longues, de quelques minutes. Ces durées sont cohérentes avec
les durées d’ancrage des vésicules mesurées (quelques secondes
a quelques minutes, Zenisek et al. 2000; Zhang et al. 2009). Par
ailleurs, si une pause reflete une interaction de liaison, la distribu-
tion de la durée des pauses pourrait informer sur le type d’interac-
tion en jeu : pour une réaction de liaison simple, la distribution de-
vrait étre exponentielle. La durée des pauses courtes ne semble pas
suivre une telle distribution suggérant un scénario plus complexe,
ou plusieurs types d’interaction seraient impliqués. Cependant, le
nombre dévénements observé nétait pas suffisant pour distinguer
différents scénarios possibles.

Ces observations suggérent que ces pauses refletent la participation de
la stxGFP al'ancrage des vésicules, i.e. son engagement dans le complexe
exocytotique. Comme la syntaxin interagit avec de nombreux consti-
tuants du complexe exocytotique, ces pauses pourraient correspondre a
différentes étapes de la formation de ce complexe. De plus, si on suppose
que les pauses sont liées aux processus dexocytose, les pauses extrasy-
naptiques pourraient correspondre a des événements dexocytose hors
des synapses, comme cela a été observé dans dautres types de neurones
(Coggan et al. 2005).

3.1.3 Interactions avec les éléments du complexe exocytotique

[¥tude du comportement diftusif des constructions tronquées de la
stxGFP, ainsi que de la stxGFP lorsque SNAP 25 est clivé, nous a permis
démettre certaines hypotheéses sur les interactions qui affectent le mou-
vement de la stxGFP. En particulier, ces interactions sont vraisemblable-
ment liées a la formation du complexe exocytotique.

3.1.3.1 Interactions via le domaine Habc : réle de Munc 18

Lorsque le domaine Habc de la stxGFP est supprimé (construction
snareGFP), le retour de fluorescence aux synapses (en FRAP) est ralenti,
etla fréquence des pauses courtes augmentée. Ces données suggerent que
la suppression du domaine Habc permet a la stxGFP de sengager “plus
facilement” dans certaines interactions.

Les protéines Munc13 et Munc18 se lient & la syntaxin par son do-
maine Habc. En particulier, Munc18 se lie a la syntaxin dans sa confor-
mation fermée (section 1.3.2), conformation dans laquelle le domaine
Habc est replié sur le domaine SNARE. La liaison entre la syntaxin et
Munc 18 est donc incompatible avec les interactions entre la syntaxin et
d’autres molécules via le domaine SNARE (Dulubova et al. 1999; Gerber
et al. 2008).
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Laugmentation de la fréquence des pauses observée lorsque le do-
maine Habc est supprimé suggeére donc que ces pauses sont dues a des
événements de liaisons impliquant le domaine SNARE de la stxGFP.

3.1.3.2 Interactions via le domaine SNARE

Lorsque le domaine SNARE est supprimé sur la construction sna-
reGFP (construction tmrGFP), le retour de fluorescence (en FRAP) est
plus rapide, le coefficient de diffusion est augmenté et la fréquence des
pauses diminuée.

Ces données confirment que les pauses et le ralentissement de la dif-
fusion de la stxGFP aux synapses sont en partie dus a des liaisons de la
stxGFP a des partenaires via son domaine SNARE. La plupart des inter-
actions de la syntaxin par le domaine SNARE sont impliquées dans la for-
mation du complexe exocytotique (voir section 1.2.2). En particulier, elles
incluent la formation du complexe SNARE avec SNAP 25 et la synapto-
brevin (Jahn and Scheller 2006), des interactions avec la synaptotagmin
et la complexin (Bowen et al. 2005), ou encore la tomosyn (Ashery et al.
2009).

3.1.3.3 Interactions via le domaine transmembranaire

Des pauses ont également été observées pour la construction ne com-
portant ni le domaine Habc, ni le domaine SNARE, cest-a-dire consti-
tuée presque exclusivement du domaine transmembranaire (construc-
tion tmrGFP). Ces pauses étaient cependant moins fréquentes que pour
les autres constructions. Si certaines des pauses de la stxGFP corres-
pondent a des événements de liaison qui impliquent le domaine SNARE
comme évoqué ci-dessus, dautres peuvent inclure des événements de
liaison qui impliquent uniquement le domaine transmembranaire de la
syntaxin. En effet, le domaine transmembranaire de la syntaxin peut se
lier avec le domaine transmembranaire dautres molécules de syntaxin
(Laage et al. 2000, Lewis et al. 2001), ou avec le canal calcium (Arien et al.
2003; Bezprozvanny et al. 2000; Trus et al. 2001). Le domaine transmem-
branaire de la tmrGFP pourrait ainsi par exemple se lier a des molécules
de syntaxin endogenes, déja immobilisées par des interactions via leur
domaine SNARE, dans le complexe exocytotique.

3.1.3.4 Interactions avec SNAP 25

Le clivage de SNAP 25, partenaire de la syntaxin, a provoqué une légere
augmentation du coefficient de diffusion de la stxGFP, une diminution
dela durée des pauses courtes et une légere diminution de leur fréquence,
ainsi qu'un retour de fluorescence plus rapide en FRAP. Ces résultats in-
diquent que SNAP 25 est une des molécules qui participent aux pauses
de la stxGFP et ralentissent sa diffusion. Ces résultats confortent donc
I'hypothese selon laquelle ces pauses sont en relation avec la formation
du complexe exocytotique.
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3.1.3.5 Pauses et formation du complexe exocytotique

Pour résumer, bien qu’il ny ait pas de preuve directe et définitive que
les pauses correspondent a des événements de liaisons impliqués dans
la formation du complexe exocytotique, une série d'arguments abondent
dans cette direction.

- Ces pauses ont lieu principalement aux synapses.

- Lafréquence des pauses est diminuée en présence du domaine Habc

(qui peut “inhiber” la formation du complexe SNARE, Rizo and Sud-
hof 2002; Siidhof and Rothman 2009).

- La fréquence des pauses est plus élevée en présence du domaine
SNARE.

- La durée des pauses courtes diminue si les interactions avec
SNAP 25 sont inhibées.

- La taille de la région explorée par la stxGFP pendant ces pauses est
comparable a celle de la région explorée par une vésicule synaptique
ancrée a la membrane (Nofal et al. 2007; Westphal et al. 2008).

- Le coefficient de diffusion mesuré est comparable a celui des vési-
cules ancrées a la membrane (voir paragraphe 1.5.1, Lemke and Klin-
gauf 2005).

Comme suggéré ci-dessus, les pauses de la construction tmrGFP, dé-
pourvue de domaine SNARE, ne sont pas incompatibles avec ce scéna-
rio. Loligomérisation des complexes SNARE (section 1.2.2.7; Lu et al.
2008; Montecucco et al. 2005) et la formation du complexe exocytotique
impliquent vraisemblablement des interactions par les domaines trans-
membranaires des protéines, notammant de la syntaxin et des canaux
calciques.

Nous pensons donc que les pauses correspondent a différentes étapes
de la formation du complexe exocytotique, incluant des interactions
transmembranaires (figure 30).

3.1.3.6  Organisation de la syntaxin en clusters

Comme mentionné dans la section 1.3.3, il est possible que la syntaxin
sorganise en clusters (Sieber et al. 2007). Une autre interprétation des
pauses serait alors quelles correspondent a lengagement de la syntaxin
dans ces clusters. Dans notre étude, nous navons pas observé de clusters,
mais la résolution de la microscopie de fluorescence est limitée par la dif-
fraction. De plus, ces clusters pourraient inclure non seulement des pro-
téines de syntaxin, mais également les protéines membranaires SNAP 25
et les canaux calciques, qui sont des constituants du complexe exocyto-
tique. Le scénario que nous avons proposé ci-dessus nest donc pas in-
compatible avec lexistence de clusters de syntaxin.
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3.1.4 Cinétiques d’interactions : modéle de la diffusion latérale de la syn-
taxin 1A-pHGFP

Le modeéle computationnel que nous avons proposé pour décrire la dif-
fusion de la stxGFP est basé sur les données de SPT et de la littérature.
En ajustant le retour de fluorescence simulé a partir de ce modele sur les
courbes de FRAP expérimentales, nous avons pu obtenir des paramétres
cinétiques décrivant les interactions dans lesquelles la stxGFP est enga-
gée. Ces parametres ne pouvaient étre obtenus uniquement a partir des
méthodes de SPT ou de FRAP prises indépendamment.

3.1.4.1 Un modéle basé sur les données expérimentales et la littérature

Le modele que nous avons proposé décrit la diffusion latérale de la
syntaxin comme résultant de la diffusion libre, et de deux réactions de
liaisons a des partenaires immobiles :

ko1

SO + M1 - Sl (31)
k1o
k12

S1+ M, = S, (3-2)

21

Ces réactions ont deux temps caractéristiques différents (s et min) et
sont couplées. Ce modele décrit la formation du complexe exocytotique
en sappuyant sur les données de SPT (notamment les pauses) et en ac-
cord avec la littérature (M, constituerait le complexe accepteur, voir sec-
tion 1.2.1.2 ; de Wit et al. 2009; Weninger et al. 2008; Zilly et al. 2006).

3.1.4.2 Affinités des interactions

Pour caractériser les interactions, nous avons d’abord considéré sur la
constante daffinité (kop,/k, ) obtenue lors de l'ajustement des courbes.
De maniére générale, les constantes d’affinité obtenues étaient plus éle-
vées dans les régions synaptiques que dans les régions extrasynaptiques,
ce qui indique que les réactions sont plus fréquentes et/ou plus fortes
dans les régions synaptiques que dans les régions extrasynaptiques.

Tout d’abord, dans les régions synaptiques, la suppression du domaine
N-terminal sest traduite par une augmentation de la constante d’affinité
de la premiere réaction. En accord avec les interprétations des données
de SPT présentées ci-dessus, cela suggere que la présence du domaine
Habc inhibe certaines interactions, potentiellement par son interaction
avec Munc18. La constante d’affinité de la deuxieme réaction nétait pas
affectée, ce qui suggere que cette réaction ne dépend pas de Munc 18.

La suppression du domaine SNARE réduit les constantes déquilibre
des deux réactions aux synapses, suggérant que les interactions via le do-
maine SNARE sont impliquées dans les deux réactions.

Enfin, lorsque SNAP 25 est clivé par la toxine botulique BoNT/E, le
modeéle estime que la constante d’affinité de la seconde réaction est di-
minuée, suggérant que les interactions longues sont déstabilisées en I'ab-
sence de SNAP 25. Ce résultat est cohérent avec I'implication de SNAP 25
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dans le complexe exocytotique. Par ailleurs, la constante d’affinité de la
premiére réaction nétait pas affectée dans ces conditions. Ce résultat peut
paraitre surprenant, puisqu’il indiquerait que I'interaction entre syntaxin
et SNAP 25 n'intervient pas dans la formation du complexe accepteur
(premiére réaction). Cependant, dautres protéines comme la synapto-
tagmin, Munci13 et Munci8 peuvent participer a ce complexe accepteur
(voir section 1.2.1.2 et de Wit et al. 2009; Weninger et al. 2008; Zilly et al.
2006). Ces protéines pourraient éventuellement compenser 'absence de
SNAP 25 dans cette premiére réaction. Dailleurs, bien que la constante
daffinité de la premiere réaction reste inchanggée, les constantes d’associa-
tion et de dissociation de cette réaction sont modifiées (le taux de disso-
ciation mesuré expérimentalement est plus faible mais il est compensé
par un taux d'association plus élevé).

3.1.4.3 Fréquence des pauses

Le taux d’association de la premiére réaction estimé par le modele sest
révélé plus élevé que la fréquence des pauses courtes observées expéri-
mentalement. Comme suggéré plus haut, la fréquence des pauses mesu-
rée en SPT peut étre sous-estimée pour plusieurs raisons : (i) les pauses
d’une durée inférieure a 1 s nétaient pas identifiées, ou (ii) les molécules
de stxGFP marquées par les QDs peuvent ne pas étre représentatives de la
population, ou (iii) le temps de résidence synaptique peut étre surestimé
si la taille du marquage synaptique est elle-méme surestimée. Concer-
nant le biais de marquage, par exemple, si les pauses coincident avec len-
trée de la syntaxin dans un cluster de protéines (comme suggéré plus
haut), on peut imaginer que les molécules de stxGFP marquées par des
QDs aient davantage de difficulté a sengager dans ce cluster a cause de
lencombrement stérique.

Par ailleurs, dans les cellules neuroendocrines, ou la syntaxin forme
des clusters, la diffusion latérale de la syntaxin a été modélisée comme ré-
sultant uniquement de la diffusion libre et des interactions homologues
entre molécules de syntaxin (Sieber et al. 2007). Le taux d’association
de cette réaction de liaison homologue était estimé a 25000 s~1, mais la
comparaison avec nos résultats est délicate puisque lorganisation de la
membrane et le mécanisme dexocytose different entre les cellules neu-
roendocrines et les neurones.

Enfin, nous navons pas estimé rigoureusement et quantitativement
la sensibilit¢ du modele aux parametres. Celle-ci est illustrée qualitati-
vement par le fait qu'un changement de la constante d’association de la
premiére réaction par un facteur 2 provoque une modification non né-
gligeable de la courbe de FRAP (figure 28).

En conclusion, comme illustré sur la figure 30, le comportement diffu-
sif reflete vraisemblablement des interactions impliquées dans la forma-
tion du complexe exocytotique. La syntaxin pourrait étre immobilisée
dans des clusters de protéines membranaires incluant SNAP 25 et le ca-
nal calcique avec un temps caractéristique relativement court (s), puis
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FIGURE 30.: Exemple de scénario moléculaire de la diffusion latérale de la syn-
taxin. Les notations Sy, S; et S, correspondent aux différents états
de liaison de la syntaxin décrits dans le modele. La syntaxin libre
(So) pourrait étre immobilisée par des interactions “courtes” avec
des protéines membranaires et former le complexe S;, puis senga-
ger dans le complexe exocytotique S, pour une durée plus longue.
La densité des protéines représentées sur ce schéma nest pas réa-
liste, et les protéines cytoplasmiques participant au complexe exo-
cytotique ne sont représentées que sur la trace dessinée.

dans un complexe exocytotique associé a une vésicule synaptique an-
crée a la membrane plasmique avec un temps caractéristique plus long
(min). Etant donné la diversité des interactions dans laquelle la syntaxin
est impliquée, ce scénario recouvre vraisemblablement un ensemble de
situations intermédiaires. Cependant, les données expérimentales et le
modele suggerent que lensemble de ces réactions peut dans un premier
temps étre décrit par deux étapes.

3.1.5 Diffusion latérale de la syntaxin 1A-pHGFP et activité synaptique

[¥tude de la relation entre la diffusion latérale de la stxGFP et l'activité
synaptique sest révélée difficile. Les résultats obtenus suggerent soit que
la diffusion latérale de la stxGFP est robuste face aux changements d’acti-
vité synaptique, soit que les méthodes que nous avons utilisées nétaient
pas appropriées pour observer les changements de comportement diffu-
sif de la stxGFP.
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3.1.5.1 Activité de lensemble des neurones

La chélation du calcium intracellulaire n’a provoqué aucune modifica-
tion de la diffusion de stxGFP (observée en FRAP). De la méme maniére,
aucun effet de la 4-aminopyridine (4AP, antagoniste des canaux potas-
siques) ou de la tetrodotoxin (TTX, antagoniste des canaux sodiques) —
qui respectivement augmentent et diminuent le niveau global d’activité
des neurones en culture — n’a été observé en SPT.

Nous ne pouvons pas conclure que la diffusion de la syntaxin ne dé-
pend pas de lactivité synaptique. Nous pouvons seulement affirmer que
ces modifications globales de l'activité des neurones naffectent pas la dif-
fusion latérale de la syntaxin a Iéchelle de temps de nos observations.
Dans les conditions ou l'activité synaptique est réduite (TTX ou chélation
du calcium), il est possible qu’a Iéchelle de temps d’'une heure, si lexocy-
tose est perturbée, I'ancrage des vésicules et la formation du complexe
exocytotique ne soient pas altérés. La diffusion latérale de la stxGFP pour-
rait donc rester inchangée. Dans les conditions ou l'activité synaptique
est augmentée (4AP), sachant que la proportion de molécules de stxGFP
impliquées dans le complexe exocytotique est probablement faible (les
pauses observées en SPT sont relativement rares), la proportion de molé-
cules de syntaxin impliquées dans la fusion d’une vésicule au moment de
lobservation est vraisembablement également tres faible. Il est donc pos-
sible que la proportion des molécules de stxGFP dont le mouvement est
altéré par une augmentation de la fréquence dexocytose soit trop faible
pour étre détectée avec nos méthodes.

Enfin, il est a noter que contrairement aux récepteurs des neurotrans-
metteurs, la syntaxin nest pas accumulée aux synapses, et rien n'indique
que sa distribution ou son mouvement dépendent du niveau dactivité
des neurones comme cest le cas pour les récepteurs des neurotransmet-
teurs (Bannai et al. 2009; Lévi et al. 2008).

3.1.5.2  Exocytose et réorganisation de la membrane

Nous avons également posé la question de I'incidence de la diffusion
latérale de la syntaxin sur la vitesse dexocytose. En effet, nous avons sug-
géré que la diffusion latérale de la syntaxin pourrait participer a la réor-
ganisation de la membrane plasmique qui suit lexocytose.

Les expériences de cross-linking visant a observer leffet d'une réduc-
tion de la mobilité de la syntaxin sur la cinétique dexocytose nont pas
été conclusives. Les conditions de cross-linking étaient peut-étre trop dif-
férentes d’une expérience sur l'autre, bien que la quantité danticorps et
la durée de I'incubation étaient constantes, et provoquaient la formation
de clusters dans la membrane. De plus, cette méthode permet d’aggréger
les molécules de stxGFP, mais les molécules de syntaxin endogenes res-
tent libres de diffuser dans la membrane, et peuvent étre suffisantes pour
assurer la réorganisation de la membrane au rythme dexocytose imposé.
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Par ailleurs, une approche théorique peut apporter un élément de ré-
ponse a la question que nous avons posée. Si on définit une région cir-
culaire avec un diameétre donné d (la surface de la vésicule fusionnée),
et que lon considere une molécule (la syntaxin) absente de cette région
dans les conditions initiales et ayant un coefficient de diffusion donné
D, il est possible de calculer la concentration des molécules dans cette
région en fonction du temps t (Heine et al. 2008). Lexpression utilisée
est la suivante :

d

Vbt Erf(x)dx)? (3.3)

V4Dt
a0 =1-(== [

ou Erf est la fonction derreur de Gauss, et 7 est le ratio de la concentra-
tion en molécules a I'instant ¢ et de la concentration a léquilibre (i.e. la
fraction de la concentration a Iéquilibre). Lors de Iexocytose, la surface
de membrane vésiculaire (dépourvue de syntaxin) intégrée a la mem-
brane plasmique est un disque de rayon 25nm, et le coefficient de dif-
fusion de la syntaxin de lordre de 0.07 um?/s. Le temps nécessaire pour
retrouver la moitié de la concentration initiale peut étre estimé a environ
2 ms correspondant a une fréquence limite de 500 Hz. D’aprés ce modeéle,
la rapidité de la diffusion latérale de la syntaxin permettrait d'assurer une
fréquence dexocytose élevée.

En résumé, si nos méthodes dobservation sont adaptées a cette étude,
la diffusion latérale de la syntaxin est robuste aux changements d’acti-
vité synaptique que nous avons étudiés. De plus, des considérations théo-
riques suggerent que la diffusion latérale de la syntaxin est suffisamment
rapide pour que la réorganisation de la composition de la membrane ne
soit pas limitante pour la fréquence dexocytose.

PREMIERE CONCLUSION

En conclusion, nous avons montré que la diffusion latérale de la
stxGFP présente des phases de diffusion rapide et des périodes d'immo-
bilisation qui correspondent vraisemblablement a son engagement dans
le complexe exocytotique. En particulier, ces périodes d'immobilisation
transitoire impliquent des liaisons locales, via le domaine SNARE de la
stxGFP, dont la liaison avec SNAP 25. Ce scénario demande a étre raf-
finé par une étude spécifique de chacune des liaisons en jeu. On peut ce-
pendant sattendre a ce qu'il soit difficile de trouver une condition dans
laquelle la formation du complexe exocytotique est totalement abolie :
ni l'absence de SNAP 25 ni celle de synaptobrevin 2 nempéche complete-
ment lexocytose (Schoch et al. 2001; Washbourne et al. 2002). Enfin, la
combinaison des deux méthodes complémentaires que sont le FRAP et
le SPT nous a permis de mieux caractériser la cinétique des interactions
impliquées dans la formation du complexe exocytotique. Le fait que la
diffusion latérale de la syntaxin soit rapide mais présente des périodes
d’'immobilisation est compatible avec d’une part une dynamique mem-
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branaire importante et dautre part son engagement dans l'ancrage des
vésicules.

Bien que les résultats que nous avons obtenus montrent que la diffu-
sion latérale de la syntaxin reflete la formation du complexe exocytotique
et qu’ils permettent de caractériser la cinétique globale des interactions
en jeu, ils ne permettent pas de proposer un scénario moléculaire pré-
cis et unique. La description que nous pouvons finalement proposer est
donc un intermédiaire entre une description uniquement phénoméno-
logique et une description “moléculaire/mécanistique”. On peut alors se
demander dans quelle mesure les paramétres descriptifs que nous avons
choisis peuvent nous permettre de faire des interprétations en termes de
mécanisme.

3.2 DE LA DIFFUSION LATERALE AUX PROCESSUS MOLECU-
LAIRES

Dans cette section, je propose de partager mes réflexions sur la fagon
dont nous avons formulé la problématique, sur la possibilité de proposer
des interprétations de nos données en termes de processus moléculaires
avec lapproche que nous avons choisie, ainsi que sur le choix des niveaux
de description auxquels se placer.

3.2.1 Redéfinition des termes de la problématique

En introduction, nous avons défini la problématique comme suit :
quelles sont les spécificités et les implications de la diffusion latérale de
la syntaxin pour la transmission synaptique ?

Dans cette formulation, les expressions diffusion latérale et transmis-
sion synaptique ne sont pas définies précisément. Dans le but de reformu-
ler la problématique et a la lumiére du travail réalisé, je propose d'abord
de préciser ce quon entend par diffusion latérale et transmission synap-
tique.

3.2.1.1  Quentend-on par diffusion latérale d'une protéine ?

Lexpression diffusion latérale fait d'abord référence a un changement
de position en fonction du temps. Il sagit ici du mouvement de protéines
dans une membrane cellulaire.

Comme décrit dans la section 1.4, la diffusion latérale d’'une protéine
dans une membrane cellulaire résulte de trois processus’ : (i) une diffu-
sion “libre” (brownienne) induite par les chocs des lipides, (ii) des interac-
tions avec des protéines membranaires ou submembranaires qui consti-
tuent des obstacles et (iii) des liaisons avec des protéines “partenaires”

Lexpression diffusion latérale de la problématique pouvait faire réfé-
rence au mouvement diffusif “dans son ensemble” (tel qu’il est caractérisé
par des paramétres descriptifs comme le coefficient de diffusion) ou aux

1. Nous ne considérons pas ici les processus actifs.
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processus moléculaires qui le sous-tendent. Dans la suite, lexpression dif-
fusion latérale désignera le mouvement diffusif “dans son ensemble”, en
opposition aux processus moléculaires en jeu.

3.2.1.2  Quentend-on par transmission synaptique ?

Dans notre problématique, lexpression transmission synaptique ne fait
pas seulement référence a lévénement méme de transmission synaptique
(qui dure 1 ms), mais plus largement au contexte dans lequel la transmis-
sion synaptique a lieu, aux propriétés fonctionnelles de 'assemblage sy-
naptique. Ces processus liés a la transmission synaptique peuvent étre
décrits a différentes échelles de temps :

- alétat stationnaire, la synapse peut par exemple étre caractérisée par
le nombre de protéines (de chaque type), leur répartition, leur état
biochimique (phosphorylation, conformation...) (Sheng and Hoo-
genraad 2007) ;

- a léchelle de temps d’un potentiel daction (processus dynamique
“rapide”, environ 1 ms), la transmission synaptique peut étre caracté-
risée par sa durée, la probabilité de libération, la cinétique de libéra-
tion, le mode dexocytose, l'amplitude de la réponse postsynaptique
(Hanse and Gustafsson 2001) ;

- aléchelle de quelques potentiels d’action (processus dynamique “in-
termédiaire”, de lordre de quelques secondes), on peut quantifier
I'information regue par le neurone post-synaptique, l'amplitude de
la réponse postsynaptique, la cinétique de désensibilisation/resensi-
bilisation (Zucker and Regehr 2002) ;

- a plus long terme (processus dynamique “lent”), on peut décrire
Iévolution des propriétés de la synapse au cours du temps (heures,
jours, ...), la stabilité ou la plasticité des caractéristiques de la trans-
mission (Feldman 2009).

3.2.1.3 Reformulations

La question de la place de la diffusion latérale des protéines membra-
naires dans la transmission synaptique peut donc étre précisée en plu-
sieurs sous-questions. On peut étudier les relations entre chacun des as-
pects de la transmission synaptique (présentés ci-dessus) et (i) la diffu-
sion latérale décrite par un ensemble de parameétres ou (ii) les processus
moléculaires qui sous-tendent la diffusion latérale.

Comme nous le verrons plus loin, ces deux approches, qui corres-
pondent a des niveaux de description différents, sont vraisemblablement
complémentaires. Concernant la seconde approche, je pose la question
suivante : dans quelle mesure [étude de la diffusion latérale permet-elle
de caractériser les processus moléculaires qui la sous-tendent ? Dans les
sections suivantes, je présenterai d’abord différents paramétres qui per-
mettent de décrire la diffusion latérale, puis comment ces parametres dé-
pendent des processus moléculaires en jeu (diffusion libre, obstacles, liai-
sons). Ensuite, dans le cadre de l'assemblage synaptique, je discuterai la
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relation entre ces processus moléculaires, la diffusion latérale et certaines
propriétés de la transmission synaptique.

3.2.2  Quels paramétres pour décrire la diffusion latérale ?

Dans cette section, je présente de maniére non exhaustive différentes
méthodes pour décrire la diffusion latérale.

3.2.2.1  Type de mouvement — déplacement quadratique moyen

MOUVEMENT BROWNIEN Comme décrit plus haut, dans le cas d'un
mouvement brownien (“diffusion normale”), le déplacement qua-
dratique moyen est linéaire en fonction du temps (Einstein 1905;
Perrin 1909; Saxton 2007).

<r(t)’>oct (3.4)

DIFFUSION ANOMALE Dans le cas de la diffusion anomale pure, le
MSD suit une loi de puissance (Saxton 1994) :

<r(t)?>oct*, a1 (3.5)

DIFFUSION ANOMALE TRANSITOIRE Dans certains cas, la diffusion
est anomale de maniere transitoire : elle est anomale aux temps
courts, et brownienne aux temps longs. Soit tcg le temps caracté-
ristique (de “croisement”) a partir duquel la diffusion devient brow-
nienne (Saxton 1994) :

<r(t)*>oc t*, a <1pour t << tcp (3.6)

< r(t)2 > o< tpour t >> fcg (3.7)

En utilisant une représentation logarithmique, log(< r* > /t) vs
log(t), il est possible d’identifier une distance caractéristique qui
correspond au changement de comportement diffusif :

2
log(w) = (a-1)log(t) +cte, a <1pour t << tcr(3.8)

<r(t)? >
L) = cte’ pour t >> tcr(3.9)

log(

ou cte et cte’ sont des constantes. Cette approche permet d’identi-
fier deux parametres : « a partir de la pente initiale de cette courbe,
et le temps caractéristique tcg a partir du changement de pente de
la courbe.

“CONFINEMENT” Dans notre étude, le terme confinement correspond
a un mouvement subdiffusif, et est caractérisé sur la base du travail
de Kusumi (Kusumi et al. 1993).
Comme décrit dans la section 2.2.3.4, le mouvement est d’abord
caractérisé par le paramétre de déviation relative : A t donné,

_ MSDp(t)

RD(t) = ————=
( ) MSDlibre(t)

(3.10)
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ou MSD,,.s estla MSD mesurée et MSDy;;,,, est calculée en faisant
I'hypothese d'un mouvement brownien avec le coefficient de diffu-
sion Dy mesuré sur la portion initiale de la courbe : MSDy;p, =
4Dgt.

Si le RD indique un mouvement subdiffusif, le mouvement peut
étre caractérisé par une longueur caractéristique L en ajustant lex-
pression suivante sur la MSD expérimentale :

—12Dyt

2
MSD(t) = = (1 - exp(— 7)) (1)

3.2.2.2  Type de mouvement — méthode des moments

Une autre approche consiste a prendre en compte lensemble des mo-
ments (Ferrari et al. 2001; Sbalzarini 2006).

Le moment dordre p de la distance parcourue ||x(¢)|| en un temps ¢
sécrit :

tp =< [lx()|IP > (3.12)
Chaque moment suit une loi de puissance :

Wy @ (p) (3.13)

Le parametre 3 = dy(p)/dp est alors introduit pour caractériser le
processus de diffusion : pour un mouvement brownien, 3 est constant
quelque soit p et égal a 0.5; les processus subdiftusifs sont caractérisés
par 3 < 0.5 et les processus super-diffusifs par > 0.5.

Lafigure 31illustre cette méthode. Le parametre f3 est calculé sur une fe-
nétre glissante le long d’une trajectoire, indiquant le type de mouvement
en fonction du temps.

S
1 /

0.0 4

0 100 200 300 400 500
temps (image)

F1GURE 31.: Type de mouvement et analyse des moments. A. Trajectoire d’'une
protéine de fusion GFP ancrée dans la membrane (par une ancre
GPI - glycosylphosphatidylinositol), couplée a un QD, sur une
épine dendritique de neurone d’hippocampe (données de L. Hen-
nekine). Rouge : région synaptique. B. Parameétre § calculé sur une
fenétre glissante de 15 images, en fonction du temps. Un mouve-
ment brownien est caractérisé par § = 0.5 (ligne horizontale). C.
Valeurs de f3 localisées sur la trajectoire. Dans la téte de I¢pine (ré-
gion synaptique), le mouvement est subdiffusif; dans le “cou” de
Iépine, le mouvement est brownien ou surdiffusif.
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3.2.2.3  Coefficient de diffusion — déplacement quadratique moyen

Le coefficient de diffusion permet également de caractériser un mou-
vement. Cependant, il peut dépendre du temps.

Comme décrit précédemment, dans le cas d'un mouvement brownien
(a deux dimensions),

<r(t)?>=4Dt (3-14)

La MSD est linéaire en fonction du temps et le coeflicient de diffusion D
est constant et proportionnel a la pente de la MSD.

En revanche, dans le cas d’une diffusion anomale, le coefficient de dif-
fusion défini comme < r(t)? > /t est dépendant du temps (Saxton 1989) :

D(t) oc 1/t (3.15)

en corrigeant pour la limite ¢ — 0 selon D(¢) = ; +[t)10‘“'

Par exemple, lorsquon regarde le mouvement sur des distances courtes
(devant lespacement caractéristique des obstacles), la diffusion peut pa-
raitre rapide, car elle nest pas encore entravée par les obstacles, alors que
sur des distances plus longues, la diffusion est entravée et peut paraitre
plus lente (Saxton 1989, 1993).

3.2.2.4 Densité de probabilité des déplacements

Une autre approche pour décrire un mouvement diffusif consiste a es-
timer la fonction densité de probabilité des déplacements. Comme indi-
qué précédemment (section 2.2.3), dans le cas du mouvement brownien
a deux dimensions, avec un coefficient de diffusion D, la densité de pro-
babilité de la distance parcourue r en un temps ¢ sécrit :

2

1 r
f(?', t) = mexp(—rm)ZHT (316)

D’un point de vue expérimental, cette distribution de probabilité peut
étre estimée par un histogramme de la fréquence des déplacements a un
instant ¢. Un ajustement de 'histogramme ainsi obtenu avec lexpression
de la densité de probabilité ci-dessus permet de déterminer le coeflicient
de diffusion D. SiT'histogramme ne peut étre ajusté par cette expression,
cela indique que le mouvement observé recouvre des populations ayant
des coefficients de diffusion différents (auquel cas I'histogramme peut
étre ajusté avec une somme de fonctions exponentielles) ou que la dif-
fusion est anomale (Deverall et al. 2005; Kues et al. 2001; Schiitz et al.

1997).
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3.2.2.5 Temps de résidence dans une région donnée

Une derniére approche pour caractériser le mouvement diffusif d'une
particule consiste a mesurer le temps quelle passe dans une région don-
née. Cette approche est particuliérement adaptée silenvironnement dans
lequel diffuse la particule est structuré en régions, comme cest le cas
par exemple dans notre étude pour les régions synaptiques et extrasy-
naptiques.

ENVIRONNEMENT HOMOGENE On peut définir arbitrairement une
région et calculer ou mesurer le temps T passé dans cette région.
Ensuite, ce temps T peut étre comparé par exemple au temps T’
passé dans une autre région, ou au temps Ty, que lon attendrait
pour un mouvement brownien dans cette méme région (avec un
coefficient de diffusion donné). En effet, la probabilité qu'une parti-
cule avec un mouvement brownien reste dans une région de rayon
R pour un temps supérieur a t a été calculée (Saxton 1993); elle
dépend en particulier du coefficient de diffusion et du type de dif-
fusion (brownienne, anomale). Ainsi, si le terme confinement dé-
signe le comportement d’'une particule qui passe plus de temps
dans une région donnée que si elle avait un simple mouvement
brownien, le ratio entre le temps de résidence mesuré et le temps
de résidence attendu pour un mouvement brownien T/Ty, peut
donner une estimation de la I'“intensité” du confinement.

ENVIRONNEMENT STRUCTURE Lespace dans lequel diffuse la parti-
cule peut également étre structuré, organisé en régions aux proprié-
tés différentes, en raison par exemple d’une répartition particuliere
dobstacles dans la membrane. Dans le cas de notre étude, deux
types de régions sont distingués dans la membrane plasmique, les
régions synaptiques et extrasynaptiques.

La comparaison entre la durée des périodes passées dans chaque
région T; et T, peut permettre de comparer les comportements dif-
fusifs dans les deux régions ainsi que les propriétés de ces régions.
Comme détaillé plus bas, le temps passé dans une région donnée
dépend notamment de la taille de la région, des propriétés de dif-
fusion dans cette région ainsi que de la perméabilité de la limite de
cette région, i.e. de la probabilité de sortir de la région.

N.B. : la mesure du temps de résidence dans une région peut étre
délicate dans la mesure ot elle dépend de la résolution spatiale des
méthodes dobservation utilisées, a la fois pour localiser la région
en question et la position de la particule par rapport a cette région.

3.2.3  Comment les parameétres descriptifs du mouvement résultent-ils des
processus moléculaires ?

Les relations entre les parameétres présentés ci-dessus pour décrire la
diffusion latérale de particules et les processus moléculaires qui sous-
tendent la diffusion ne sont pas toujours rigoureusement explicitées. Ci-
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dessous, je mentionne quelques résultats expérimentaux et théoriques de
la littérature. Jindique également quelques questions auxquelles je nai
pas trouvé de réponse. Ces résultats sont résumés dans la table 2.

3.2.3.1  Diffusion libre et taille de la particule

Le coefficient de diffusion d'un mouvement“libre” (brownien, sans
obstacles ni liaisons) dépend de la taille de la particule, et de la visco-
sité du milieu, mais la relation entre taille et coefficient de diffusion nest
pas encore clairement établie.

D’apres le modele hydrodynamique de Saffman et Delbriick (Saffman
and Delbriick 1975), si la particule qui diffuse dans la membrane est mo-
délisée par un cylindre de rayon R, le coeflicient de diffusion de la parti-
cule est fonction de —log(R). Cette faible dépendance rendrait difficile
lestimation de la taille de la particule a partir de son coefficient de diffu-
sion.

Cependant, des mesures récentes des coeflicients de diffusion de pro-
téines de différentes tailles dans des bicouches lipidiques suggerent que
le coefficient de diffusion varie avec 1/R (Gambin et al. 2006). Une telle
dépendance permettrait destimer la taille des protéines qui diffusent a
partir de leur coefficient de diffusion, et notamment destimer le degré
doligomérisation de ces protéines.

3.2.3.2  Effet des obstacles sur le mouvement diffusif

Dans les membranes biologiques, la concentration en protéines varie
entre 20 wt% et 70 wt% (Blackwell and Whitmarsh 1990), et la surface
occupée par les protéines est en moyenne de lordre d’'un quart de la sur-
face totale (Grasberger et al. 1986). Les obstacles sont caractérisés par
leur taille, leur concentration, et éventuellement une répartition particu-
liere. Leur mobilité dépend de leur taille comme décrit au paragraphe
précédent, mais ils peuvent étre immobiles s’ils sont ancrés a une struc-
ture submembranaire par exemple. Les études de la mobilité de protéines
(ou des lipides) en présence dobstacles qui sont mentionnées ci-dessous
considérent que les obstacles sont répartis de maniére homogene (a la
différence de quelques autres modeéles, par exemple Jr. et al. 2007). Les
modeles développés sont soit numériques (notamment des simulations
de Monte Carlo ?), soit analytiques.

OBSTACLES MOBILES. Quelques études expérimentales ont d'abord
décrit la diffusion de lipides ou de protéines dans des liposomes
en fonction de la concentration en protéines (mobiles) (Blackwell

2. Danslasuite, plusieurs articles de Saxton seront cités. En effet, Saxton a publié une
série d’articles intitulée Lateral diffusion in an archipelago dans lesquels il décrit la diffu-
sion latérale dans différentes situations d'obstacles et de sites de liaisons, en réalisant des
simulations de Monte Carlo. Les résultats des simulations apportent des informations
sur la diffusion latérale dans ces conditions, mais les hypotheses de ces simulations sont
parfois limitées, comme décrit dans le texte.
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and Whitmarsh 1990; Peters and Cherry 1982; Tank et al. 1982; Vaz
etal. 1984). Les premiéres expériences ont qualitativement montré
que le coefficient de diffusion diminue quand la concentration en
protéines augmente.

Un peu plus tard, une étude systématique de la diffusion latérale de
la plastoquinone — une co-enzyme contenant une longue chaine
carbonée insérée dans la membrane, C53HgoO,) — en fonction de
la concentration de différentes protéines a été réalisée dans des li-
posomes (Blackwell and Whitmarsh 1990). Le coefficient de diffu-
sion mesuré en absence de protéines est de ordre de 21077 cm?/s
soit 20 um?/s. En revanche, lorsque les protéines occupent 16 a
26 % de la surface, le coeflicient de diffusion est diminué dun fac-
teur 10. Dans ces expériences, le coefficient de diffusion diminue
de maniére exponentielle avec le ratio molaire protéine/lipide.

En revanche, le type de mouvement (brownien ou anomal) de
protéines dans les membranes en présence dobstacles mobiles ne
semble pas faire lobjet d'un consensus du point de vue expérimen-
tal (Dix and Verkman 2008).

D’apres des simulations (Saxton 1987), en présence dobstacles mo-
biles le coeflicient de diffusion (aux temps longs) diminue quand
la concentration dobstacles augmente, et cette diminution est ajus-
tée une expression polynomiale obtenue analytiquement (van Bei-
jeren H and Kutner 1985). Par ailleurs, dans ces simulations, la dif-
fusion d’une particule est anomale de maniere transitoire. Cepen-
dant, les modéles sous-estiment leffet des obstacles sur la diffusion
tel qu’il est observé expérimentalement (Blackwell and Whitmarsh
1990). Seul le cas de la gramicidin (la plus petite protéine étudiée
dans ce travail expérimental) est correctement prédit par les mo-
deéles (sauf par les simulations de Monte Carlo).

On peut noter que dans ces simulations, les obstacles sont décrits
uniquement comme des sphéres a coeur dur, n'interagissant d’au-
cune maniere avec les molécules environnantes (il n'y a qu’un effet
de volume exclu). D’autres modéles préférent décrire ces obstacles
comme ayant également des interactions électrostatiques et hydro-
dynamiques avec lenvironnement (Abney et al. 1989).

OBSTACLES IMMOBILES. Certaines protéines membranaires peuvent

étre immobilisées, par exemple par un ancrage au cytosquelette
submembranaire. Plusieurs approches indiquent que leffet des obs-
tacles immobiles sur la diffusion latérale des protéines est différent
de celui des obstacles mobiles. De plus, lorsque les obstacles sont
immobiles, il existe une concentration limite dobstacles, au-dela
de laquelle un amas de taille infinie apparait : il sagit du seuil de
percolation. Les particules ne peuvent alors plus diffuser sur des
longues distances.

La diffusion de lipides et protéines a été étudiée dans des mem-
branes synthétiques dans lesquels certains lipides sont immobi-
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lisés, constituant ainsi des obstacles immobiles (Deverall et al.

2005).

- Lorsque la concentration dobstacles augmente, la distribution
des déplacements pendant un intervalle de temps donné, est
modifiée : elle nest plus ajustée par une exponentielle et est dé-
calée vers les petits déplacements. Ceci indique vraisemblable-
ment que la diffusion en présence dobstacles est anomale tran-
sitoire, et que le temps de croisement tcr entre une diffusion
brownienne et anomale augmente quand la concentration dobs-
tacles augmente.

- Le coefficient de diffusion mesuré (aux temps longs) diminue
linéairement avec la concentration dobstacles. II devient nul
lorsque la concentration dobstacles atteint le seuil de percola-
tion.

Par ailleurs, les simulations indiquent que pour une concentration
dobstacles inférieure au seuil de percolation, la diffusion est ano-
male de maniére transitoire (Jr. et al. 2007; Saxton 1994). Les re-
lations entre la concentration dobstacles C et les paramétres des-
criptifs du mouvement, obtenues par diftérents modeles, sont les
suivantes :

- Dapres des simulations, le coefficient de diffusion aux temps
longs diminue linéairement avec la concentration dobstacles
(Saxton 1994). D’aprés un modele analytique, le coefficient de
diffusion diminue avec C selon une fonction polynomiale de
degré 2 (Almeida et al. 1992).

- Lexposant « diminue avec C (selon une fraction polynomiale
ajustée sur la courbe (Saxton 1994), de 1 a 0.7 pour une densité
dobstacles augmentant de 0 a 0.5 (Jr. et al. 2007).

- Le temps caractéristique de croisement tcr augmente avec C
(aucune expression nest proposée, Saxton 1994).

- Le temps de résidence dans une région donnée augmente avec
C (aucune expression nest proposée non plus, Saxton 1993).

Pour les concentrations au-dela du seuil de percolation, la diffu-

sion est toujours anomale. Le coefficient de diffusion aux temps

longs devient nul. Ces résultats sont en accord avec les observa-
tions expérimentales présentées ci-dessus.

3.2.3.3 Effet des liaisons sur le mouvement diffusif

Les sites de liaisons sont, comme les obstacles, caractérisés par leur
taille, leur concentration, leur répartition et leur mobilité, mais ils sont
également caractérisés par le taux d’association et de dissociation de la
liaison a laquelle ils participent. Limpact d’une liaison sur la mobilité de
la protéine suivie dépend notamment de la mobilité du site de liaison :
lorsque la protéine se lie & un partenaire, sa mobilité devient celle du
complexe formé. Si le partenaire a une mobilité comparable, leffet de la
liaison sur la mobilité de la protéine sera dit uniquement a l'augmenta-
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tion de la taille de I'objet qui diffuse, et la mobilité sera donc légerement
réduite (voir section 3.2.3.1). En revanche, si le partenaire est trés peu
mobile, la liaison aura pour effet de diminuer fortement la mobilité de la
protéine.

- Des simulations indiquent que, comme dans le cas des obstacles, la
diffusion est anomale aux temps courts et redevient normale aux
temps longs. Le caractére anomal de la diffusion nest pas lié aux ca-
ractéristiques des liaisons, mais est da au fait que ces sites de liaison
sont aussi des obstacles (Saxton 1996).

- Le coefficient de diffusion (aux temps longs) diminue quand le
temps caractéristique de dissociation augmente (i.e. quand l'affinité
augmente), selon des expressions variables selon les hypotheses du
modeéle (Pink et al. 1986; Saxton 1996). A titre indicatif, d’apres
ces simulations, une énergie d’interaction de 0.6 kcal est associée a
une réduction du coefficient de diffusion d’un facteur 2.2 pour une
concentration de sites de liaison (fraction des sites occupés) de 0.1
(les interactions intermoléculaires peuvent correspondre a des éner-
gies de 0.03 a 12 kcal environ). Dans le cas ot il y a plusieurs types
de liaisons (avec des temps caractéristiques différents), le coefficient
de diffusion est encore plus fortement diminué.

De plus, d’'un point de vue théorique, si le temps caractéristique des
liaisons est inférieur a la résolution temporelle de la méthode dob-
servation, le coefficient de diffusion “effectif” sécrit :

(3.17)

ol D re, €t Dyoyna sont les coefficients de diffusion de la molécule
dans les états libre et lié respectivement, et 7y, /tror €t tpound/tror
sont les fractions de temps passé dans les états libre et lié respec-
tivement. SiD la molécule est immobile dans létat lié, on retrouve
D.ff = m, ot kon, ko sont les constantes d’association et

de dissociation de la réaction en jeu (Sprague et al. 2004). Cepen-
dant, cette analyse ne prend pas en compte lencombrement des sites
de liaisons qui constituent également des obstacles et pourraient
conduire a une diffusion anomale.

- Le temps de résidence d’une protéine dans une région donnée est
également affecté par les liaisons dans lesquelles elle sengage dans
cette région. Plus précisément, Le rapport des temps de résidence
dans deux régions adjacentes x et z dépend des aires A, , de ces
deux régions et des énergies libres associées a ces deux régions Uy ,,
qui elles-mémes dépendent des affinités des interactions. La frac-
tion de temps P, passée dans la région z sécrit :

Aze’ﬁUZ

P =
© 7 ALeBU: 4 A e BUx

(318)
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ou B = kpT3. En particulier, lorsque les liaisons ont lieu spécifi-
quement dans une région, Iénergie libre correspondant a cette ré-
gion est diminuée. Le temps de résidence dans une région augmente
donc lorsque des liaisons ont lieu spécifiquement dans cette région.

3.2.3.4 Effet de la géométrie sur le mouvement diffusif

Lorsqu’une particule diffuse dans une région limitée mais aux parois
semi-perméables, son comportement diffusif est affecté quand la dis-
tance explorée atteint lordre de grandeur de la taille de la région, i.e.
quand la particule commence a heurter les parois.

Pour un mouvement dans une région a la géométrie définie, le dépla-
cement quadratique moyen dépend des dimensions et de la géométrie
de la région, du coeflicient de diffusion, et de la perméabilité des parois.
Lexpression analytique du MSD a été calculée pour plusieurs géométries
particuliéres ; lorsque les parois sont perméables, le MSD est sublinéaire
mais ne suit pas une loi de puissance (Wieser and Schiitz 2008), et lorsque
les parois ne sont pas perméables, le MSD atteint un plateau.

Pour un mouvement dans une région circulaire ayant une paroi ré-
flexive a lexception d’'une petite ouverture par laquelle la particule peut
séchapper, le temps moyen passé dans la région avant que la particule ne
séchappe dépend de la taille de la région, du ratio de la taille des parois
réflexive et ouverte, et du coefficient de diffusion (Holcman and Schuss
2005). Cette géométrie est celle qui a été utilisée dans certains modeles
de la synapse.

Finalement, les parameétres descriptifs de la diffusion latérale ne
semblent pas tous avoir été caractérisés dans les conditions dobstacles
et de liaison que nous venons de décrire. Certaines questions restent ou-
vertes, comme 'indique le tableau récapitulatif présenté dans la table 2.

3. kg estla constante de Boltzmann et T la température
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Obstacles immobiles (concentra-
tion C < Cper )

Obstacles mobiles (concentration
9)

Liaisons

Sim. : anomale transitoire (Jr. et al.

Sim. : anomale transitoire (Saxton

Sim. : anomale transitoire (Saxton

T?fpe fle 2007; Saxton 1994) 1987) 1996)
diffusion
An.? An.? An.?
Exp. : anomale transitoire (Deverall ~ Exp. : Brownian ou anomale transi- Exp.?
et al. 2005) toire ? (Dix and Verkman 2008)

) Sim. : D o< —C (Saxton 1994) Sim. : D diminue quand C aug- Sim.: D diminue quand le temps
Coeflicient de te et d u dimi (Saxt téristi de dissociati
diffusion mente et quand p diminue (Saxton caractéristique de dissociation aug-

1iu 1987) mente (Saxton 1996)
An. : D diminue avec C selon une An.:D diminue quand C augmente An. : Deff = Dy, ttfr -
fonctic.)n polynomiale de degré 2 (fonctions polynomi.e.lles) (Abney p, dtbtnt::d (Sprague et al. 2004)
(Almeida et al. 1992) et al. 1989; van Beijeren H and
Kutner 1985), en accord avec les
simulations.
Exp.: D oc —C etajusté avec lexpres- Exp. : D diminue de maniére expo- Exp.?
sion analytique polynomiale de de- nentielle avec le ratio molaire pro-
gré 2 (Deverall et al. 2005) téine/lipide (Blackwell and Whit-
marsh 1990).
Ter.nps de Sim. : 2 Sim. : augmente avec C (Saxton Sim.:?
3e51dence 1993)
ans une An.:? An.:? An. : diminue quand laffinité des
région liai ? .
, iaisons augmente ? (Sekimoto and
donnée .
Triller 2009)
Exp.:? Exp.:? Exp.:?

TABLE 2.: Relations entre les parameétres descriptifs du mouvement diffusif et les processus moléculaires qui sous-tendent le mouvement. Ce tableau résume les

différentes relations décrites dans le texte, en précisant les différentes méthodes : Sim. : simulations ; An. : analytique ; Exp. : expériences.

Yot
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3.2.4 Diffusion libre, obstacles, liaisons : quelles relations avec la fonction
synaptique ?

Reprenons chaque point de la nouvelle problématique : quelles rela-
tions y a-t-il entre chacun des aspects de la transmission synaptique et
(i) les processus moléculaires qui sous-tendent la diffusion latérale, et (ii)
les parameétres descriptifs de la diffusion latérale ? Ci-dessous, je consi-
dére quelques caractéristiques de la fonction synaptique synaptique : le
nombre de récepteurs synaptiques a [état stationnaire, puis quelques as-
pects dynamiques de la transmission synaptique.

3.2.4.1  Quelles relations entre le nombre de récepteurs synaptiques a létat
stationnaire et les processus moléculaires qui sous-tendent la diffu-
sion latérale ?

Prenons une des caractéristiques de létat stationnaire qui a été bien
étudiée : le nombre de récepteurs des neurotransmetteurs, qui sont ac-
cumulés a la synapse (Choquet and Triller 2003). Avant d’aller plus loin,
précisons les notions d’état stationnaire et I accumulation :

— Par état stationnaire, nous entendons seulement le fait que les pa-
rametres avec lesquels nous décrivons I'assemblage synaptique ne
varient pas en fonction du temps, aux échelles de temps et despace
choisies. Le nombre exact de récepteurs synaptiques a un instant
donné peut varier légérement au cours du temps, car des récepteurs
entrent et sortent de la synapse par diffusion latérale. Cependant, a
Jétat stationnaire, le nombre moyen de récepteurs a la synapse, me-
suré sur une fenétre de temps de 10's par exemple, ne varie pas en
fonction du temps. Par ailleurs, lexpression état stationnaire ne fait
pas particulierement référence a un état déquilibre au sens thermo-
dynamique du terme.

- Nous utilisons le terme accumulation pour désigner le fait que la
concentration en récepteurs a la synapse est plus élevée que dans la
région extrasynaptique. Nous préférons le terme accumulation au
terme concentration qui correspond a un nombre de molécules par
unité de volume (de surface) mais n'indique pas si ce nombre est
plus élevé dans une région ou dans une autre.

Laccumulation des récepteurs de la glycine a la synapse dépend de leur
interaction avec la gephyrin (Zita et al. 2007), et une perturbation de cette
interaction est associée avec une réduction du coefficient de diffusion du
récepteur (Ehrensperger et al. 2007).

Quels liens y a-t-il entre 'accumulation des récepteurs, le mouvement
diffusif des récepteurs, et les interactions moléculaires ?

Deux modeéles ont été proposés a ce jour pour rendre compte de l'ac-
cumulation des récepteurs, en se basant sur les processus moléculaires
qui sous-tendent la diffusion. Le premier, proposé par K. Sekimoto, dé-
crit laccumulation de récepteurs uniquement comme résultant des affi-
nités entre les récepteurs et les protéines avec lesquelles ils interagissent,
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et d’'un “champ attracteur” qui traduit la présence de la terminaison pré-
synaptique (Sekimoto and Triller 2009). Le second, proposé pr D. Holc-
man, fait intervenir les affinités entre le récepteur et ses partenaires, ainsi
que le temps de résidence dans la synapse (voir paragraphe précédent
3.2.2), et le flux entrant (Holcman and Triller 2006). Aucun de ces mo-
deéles n'a été confronté aux résultats expérimentaux.

Pour considérer la relation entre 'accumulation des récepteurs dans
la région synaptique et les processus moléculaires (du mouvement diffu-
sif), considérons d’abord deux régions géométriquement identiques, ad-
jacentes, mais aux propriétés (composition, viscosité...) différentes. En
prenant les processus moléculaires un a un, voici les questions qui se
posent.

Quelle relation entre accumulation et diffusion “libre”? En d’autres
termes, si les deux régions different uniquement en ce que la
protéine a un coefficient de diffusion libre différent dans chacune
delle, y aura-t-il une accumulation de la protéine dans une des
deux régions ? D’un point de vue théorique, si [état stationnaire
est un état de quasi-équilibre (Sekimoto and Triller 2009), il n'y a
pas daccumulation. Si le coefficient de diffusion d’'une région A est
plus faible que celui de la région B, le temps de résidence dans A
est plus élevé mais la probabilité d’y entrer venant de B serait plus
faible, de sorte que la probabilité de passer de A a B est identique &
celle de passer de B a A.

Attention : ceci nest pas valable pour un coefficient de diffusion ef-
fectif, qui “inclurait” des liaisons. La présence d’interactions peut
étre a lorigine d’'une accumulation (voir ci-dessous), mais elle
peut également diminuer le coefficient de diffusion (voir précédem-
ment). Dans ce cas, la diminution du coefficient de diffusion ne se-
rait pas elle-méme a lorigine de I'accumulation. Elle ne ferait que
résulter de / refléter les interactions qui sont en jeu. Do la néces-
sité de distinguer diffusion libre - liaisons - obstacles.

Le coefficient de diffusion libre nest donc pas un parameétre critique
a mesurer pour la question de I'accumulation des récepteurs.

Quelle relation entre accumulation et obstacles? En d’autres termes,
si la densité dobstacles est différente dans les deux régions, y aura-
t-il une accumulation de la protéine en question dans une des deux
régions ? Je mai pas trouvé délément de réponse a cette question. Il
sagirait destimer les probabilités Psp et Pgs de passer de A a B et
de B a A respectivement (si elles sont identiques, il n'y aurait pas
d’accumulation, si Pyp > Ppy il y aurait une accumulation dans la
région B).

Quelle relation entre accumulation et liaisons ¢ En d’autres termes, si
la densité de sites de liaisons est différente dans les deux régions
(ou si affinité des liaisons est plus importante dans I'une des deux),
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y aura-t-il une accumulation de la protéine en question dans une
des deux régions ? Ce cas est étudié dans le modele de K. Sekimoto
(Sekimoto and Triller 2009) dans les conditions de quasi-équilibre :
laffinité des liaisons diminue lénergie libre de la région correspon-
dante, et meéne effectivement a une accumulation des protéines dans
la région ou ont lieu les liaisons. Si une région A contient plus de
sites de liaison (d’'une affinité donnée) que la région adjacente B, il y
aura donc une accumulation de protéines dans la région A. Comme
nous l'avons décrit plus haut, ces liaisons se traduiront par une dimi-
nution du coefficient de diffusion, mais ce nest pas ce ralentissement
a proprement parler qui est a lorigine de I'accumulation.

Quelle relation entre accumulation et géométrie 2 Si les deux régions

ne sont plus géométriquement identiques, par exemple si I'une est
un disque au milieu de l'autre, comme pour la synapse, ou s’il existe
une barriére asymétrique entre ces deux régions, peut-il y avoir une
accumulation dans une des deux régions ?
Par exemple, dans un espace scindé en deux par une barriere asymé-
trique (une paroi contenant des ouvertures en forme dentonnoirs),
des bactéries motiles saccumulent d’'un des cotés de la paroi (Gala-
jda et al. 2007), indiquant que les probabilités de passer la barriére
dans un sens ou dans l'autre ne sont pas identiques. Il est a noter que
les bactéries motiles nont pas a proprement parler un mouvement
brownien (leur mouvement consiste en une alternance de mouve-
ment dirigé et de périodes de culbute pendant lesquelles les bacté-
ries changent de direction, Berg and Turner 1990). Ce phénomeéne
nest pas observé pour les bactéries non motiles. Comme l'accumu-
lation dans une région donnée dépend de la probabilité pour une
particule d’y entrer et den sortir, les propriétés de la limite entre les
deux régions peuvent influencer cette accumulation.

Enfin, parmi les paramétres descriptifs de la diffusion latérale, on no-
tera que l'accumulation des récepteurs est directement reliée aux temps
de résidence dans les régions synaptiques et extrasynaptiques, si on
connait les aires de ces régions. Comme indiqué dans la section 3.2.3.3,
ces temps de résidence sont reliés aux énergies libres de ces régions, qui
elles-mémes sont reliées a 'accumulation des récepteurs (Sekimoto and
Triller 2009). La relation entre I'accumulation des récepteurs et la diffu-
sion latérale peut donc étre décrite en termes de temps de résidence. Si
on souhaite décrire plus avant la relation entre l'accumulation des récep-
teurs et les processus moléculaires, on peut donc poser la question de
la relation entre les temps de résidence dans les régions synaptiques et
extrasynaptiques et ces processus moléculaires.
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3.2.4.2  Quelles relations y a-t-il entre les aspects dynamiques de la trans-
mission synaptique, la diffusion latérale et les processus molécu-
laires qui la sous-tendent ?

PROCESSUS DYNAMIQUES “RAPIDES” Le délai entre larrivée d’'un
potentiel d’action dans le terminal présynaptique et le déclenche-
ment du potentiel postsynaptique est de lordre de 1 ms. Les dif-
férents types de phénomeénes qui participent a la transmission sy-
naptique incluent des changements de conformation (e.g. ouver-
ture des canaux ioniques), des événéments de liaison (e.g. des ions
calcium a la synaptotagmin) et la diffusion de petites molécules
comme les ions ou les neurotransmetteurs. Pendant ce délai, le dé-
placement de protéines membranaires avec un coefficient de diftu-
sion de 0.05 um?*/s est de lordre de 15 nm. Nous n'avons pas étudié
le mouvement & cette échelle de temps (notre résolution tempo-
relle était de 75 ms). Méme si on peut sattendre a ce que le coeffi-
cient de diffusion “libre” soit plus élevé que celui mesuré avec une
fréquence de 75 ms (voir section 3.2.2 sur la diffusion anomale tran-
sitoire), il reste peu probable que la diffusion latérale des protéines,
en tant que déplacement, contribue au processus de transmission
synaptique.

En revanche, 3 un moment donné, le caracteére aléatoire de la dif-
fusion libre (la direction de chaque déplacement est aléatoire, voir
section 1.4.1) résulte en une variabilité de la position des protéines.
On peut se demander dans quelle mesure cette variabilité de la
position / de la répartition des protéines est a lorigine de la varia-
bilité de la réponse postsynaptique qui suit un événement dexo-
cytose. En effet, dans une synapse donnée, le potentiel postsynap-
tique évoqué en réponse a la fusion d’'une vésicule est tres variable :
le coefficient de variation de la réponse postsynaptique dans des
synapses de lhippocampe a été estimé a environ 0.39 (Hanse and
Gustafsson 2001) — sans ajouter que la fusion d’'une vésicule est
elle-méme probabiliste. Les sources de cette variabilité sont mul-
tiples. Dans une revue en annexe (A.3), nous proposons une ré-
flexion sur la contribution de la stochasticité des processus molé-
culaires (biochimiques et diffusifs) a la variabilité de la réponse
postsynaptique.

Par exemple, le nombre de récepteurs postsynaptiques a la synapse
est de lordre de quelques dizaines, et détermine en partie I'ampli-
tude de la réponse postsynaptique. Etant donnée la petite taille de
la synapse, les récepteurs peuvent entrer ou sortir de la synapse
par diffusion latérale relativement rapidement : en 10 ms, une pro-
téine peut se déplacer sur environ 50 nm. Ce déplacement pour-
rait contribuer a une variabilité du nombre de récepteurs présents
a la synapse entre deux potentiels d’action successifs. De plus, la
position des canaux calciques sensibles au voltage a proximité des
vésicules peut également modifier la probabilité de fusion de la
vésicule. La diffusion latérale de ces canaux calciques par un mou-
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vement aléatoire peut donc également contribuer au caractere pro-
babiliste de la fusion des vésicules synaptiques (Shahrezaei and De-
laney 2004).

PROCESSUS DYNAMIQUES “INTERMEDIAIRES” Un potentiel dac-
tion modifie Iétat de la synapse sur un temps assez court, de lordre
d’une fraction de seconde : par exemple, dans le compartiment
postsynaptique, les récepteurs restent un moment dans un état “dé-
sensibilisé”, et dans le compartiment présynaptique, la fusion d’une
vésicule avec la membrane plasmique modifie localement et tran-
sitoirement lorganisation et la composition de la membrane plas-
mique. De plus, quand un neurone est stimulé a une fréquence
élevée, la réponse postsynaptique diminue, d’autant plus rapide-
ment que la fréquence de stimulation est élevée (Zucker and Re-
gehr 2002). Cest ce quon appelle un phénomeéne de dépression.

Dans le compartiment présynaptique, alors que la “resensibilisa-
tion” était classiquement expliquée par une transition des récep-
teurs vers un état a nouveau sensibilisé, Heine et al ont étudié la
contribution du remplacement des récepteurs désensibilisés par
des récepteurs extrasynaptiques “intacts” a cette resensibilisation.
IIs ont observé quentraver la diffusion latérale des récepteurs par
cross-linking amplifie la dépression synaptique (Heine et al. 2008),
montrant ainsi que la diffusion latérale des récepteurs contribue a
la resensibilisation qui suit la dépression synaptique.

Dans le compartiment présynaptique, la dépression est parfois ex-
pliquée par un épuisement du réservoir de vésicules synaptiques.
Cependant, comme détaillé dans le paragraphe 3.1.5.2, la désorga-
nisation de la membrane plasmique, et la dilution des protéines
impliquées dans lexocytose par ajout de membrane des vésicules
pourraient également jouer un réle dans la dépression. La diffu-
sion latérale des protéines pourrait donc étre impliquée dans la
réorganisation de la membrane.

La contribution de la diffusion latérale a la resensibilisation dé-
pend de la distance caractéristique de déplacement des protéines
pendant un temps treés court (fraction de seconde). Cette distance
caractéristique peut étre obtenue par [étude de la diffusion latérale
sans considérer les processus moléculaires qui la sous-tendent. Par
ailleurs, cette distance caractéristique dépend vraisemblablement
du coefficient de diffusion libre, et peut dépendre des interactions
ou des obstacles, selon les temps caractéristiques des interactions
et la concentration des obstacles. Des données quantitatives se-
raient nécessaires pour estimer la contribution de chacun de ces
processus a la diffusion latérale a cette échelle de temps.

PLASTICITE SYNAPTIQUE A “LONG TERME” Lactivité des neu-
rones est associée a des changements des propriétés de la
transmission synaptique sur le long terme, qui peuvent étre main-
tenus pendant des heures, des jours, des années. Ce phénomeéne
est généralement reconnu sous le terme plasticité synaptique de
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moyen ou long terme (Feldman 2009). Dans certaines conditions,
une augmentation de l'activité affaiblit la transmission synaptique
en diminuant le nombre de récepteurs présents et saccompagne
d’'une modification de la diffusion des récepteurs (Bannai et al.
2009). Le mouvement diffusif des récepteurs pourrait donc étre
impliqué dans la plasticité synaptique.

Il est a nouveau prudent de distinguer les différentes composantes
du mouvement diftusif, diffusion libre, obstacles et liaisons. En ef-
fet, comme décrit dans le paragraphe 3.2.4.1, le nombre de récep-
teurs a létat stationnaire ne dépend pas a proprement parler de
la diffusion latérale des récepteurs, mais plutot des liaisons dans
lesquelles ils sont impliqués.

En revanche, la vitesse déchange des protéines entre la région sy-
naptique et extrasynaptique pourrait influencer la vitesse avec la-
quelle l'assemblage synaptique va passer d’'un état stationnaire a
un autre. Cette vitesse déchange pourrait étre estimée en étudiant
la diffusion latérale, sans faire d’hypotheses sur les processus mo-
léculaires en jeu (comme dans le cas de la resensibilisation dé-
crite ci-dessus). Un modéle décrivant la potentiation et la dépres-
sion synaptiques a long terme (deux aspects de la plasticité synap-
tique), en fonction de la dynamique des récepteurs (diffusion laté-
rale, endocytose et exocytose) a été proposé (Earnshaw and Bress-
loft 2006). Dans ce modele, les temps caractéristiques de change-
ment de [état stationnaire sont de lordre de quelques minutes, et
dépendent de la mobilité des protéines et des interactions dans les-
quelles elles sengagent. Cependant, ce modele ne se base pas sur
des valeurs de la mobilité mesurées expérimentalement, et étudie
leffet des modifications des parameétres de liaison et de mobilité
en méme temps, sans distinguer la contribution de chacun de ces
deux processus.

Pour estimer la contribution des différents processus moléculaires
a la vitesse de changement détat de la synapse, des données quan-
titatives seraient également nécessaires . Par exemple, pour la syn-
taxin, la durée d’'un déplacement libre sur 150 nm est de lordre de
80 ms, alors que le temps caractéristique des interactions qui cor-
respondent aux pauses est de lordre de quelques secondes. Dans
ce cas, le temps caractéristique des interactions (plutdt que celui
de la diffusion libre) serait critique pour le changement détat de la
synapse.

DEUXIEME CONCLUSION

Comme nous l'avons suggéré au début de cette section, il est important
de choisir si lon veut étudier les caractéristiques de la transmission synap-
tique en fonction des parametres descriptifs du mouvement diffusif ou
des processus moléculaires qui sous-tendent ce mouvement.
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Silon cherche a identifier les processus moléculaires en jeu, nous pou-
vons remarquer que les parametres descriptifs de la diffusion latérale
permettent difficilement de décrire ces processus. Bien que la synthese
présentée ici soit loin détre compleéte, les situations étudiées sont plus
simples que ne lest lenvironnement des protéines dans la membrane neu-
ronale. Pourtant les relations entre diffusion latérale et processus molé-
culaires ne sont pas toujours élucidées et varient encore d’'une étude a
lautre. Compte tenu de la complexité de lenvironnement moléculaire
dans lequel diffusent les protéines synaptiques, il semble a ce jour que le
cadre qui permettrait d’interpréter le mouvement diftusif de la syntaxin
en termes de processus moléculaires est insuffisant.

Une approche qui est peu répandue mais semble prometteuse
concerne létude des variations de la diffusion latérale en fonction du
temps : par exemple, dans notre étude, les interactions sont reflétées par
des changements brutaux et transitoires de la mobilité de la syntaxin. Une
autre suggestion pour identifier les périodes d’interaction consisterait a
suivre en méme temps le mouvement de deux types de molécules suscep-
tibles d’interagir, et interpréter les périodes de co-diffusion comme des
événements de liaison. Des données préliminaires de ce type ont récem-
ment été obtenues au laboratoire par M. Renner, et un article sur cette mé-
thode vient récemment détre publié par un autre laboratoire (Ruprecht
et al. 2010).

Enfin, on notera que létude de la diffusion latérale, sans considérer les
processus moléculaires qui la sous-tendent, peut également contribuer a
la description des différents aspects de la transmission synaptique. Dans
cette approche, les temps caractéristiques (temps de résidence, vitesse
déchange) semblent étre des parametres particulierement pertinents.

3.3 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Des conclusions ont déja été énoncées a la fin de chaque section de
cette discussion, ci-dessous je rappelle brievement leur contenu et déve-
loppe quelques perspectives de ce travail.

3.3.1  Diffusion latérale de la syntaxin

Nous avons montré que la diffusion latérale de la syntaxin dépend des
interactions intermoléculaires dans lesquelles elle est engagée, et que ces
interactions correspondent vraisemblablement a la formation du com-
plexe exocytotique.

Le comportement diffusif de la syntaxin est particulier en ce qu’il
est treés rapide, et présente des périodes transitoires d'immobilisation
(pauses). Ces caractéristiques sont cohérentes avec le fait que la mem-
brane plasmique est le lieu d’'un ancrage stable des vésicules synaptiques,
mais constitue également une structure dynamique capable d’une réor-
ganisation rapide lors des événements dexocytose (et dendocytose).
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Une des spécificités de notre approche est d’avoir pu réconcilier les
observations faites a Iéchelle de la molécule individuelle (SPT) et de la
population (FRAP) en construisant un modéle de la diffusion de la syn-
taxin. Ce modeéle a permis d'interpréter les courbes de FRAP avec un
scénario moléculaire, et de saffranchir de la limite déchantillonage du
SPT.

Pour affiner la description de la diffusion latérale de la syntaxin, on
peut envisager détudier spécifiquement la contribution de chaque parte-
naire de la syntaxin a la diffusion latérale de celle-ci. Avant cela, je pense
qu’il serait important d’identifier quels parameétres descriptifs de la diffu-
sion latérale de la syntaxin sont pertinents d’'un point de vue fonctionnel.

3.3.2  Implications de létude du mouvement diffusif

[étude du mouvement diffusif des protéines synaptiques a deux ver-
sants : le mouvement diffusif peut étre étudié “dans son ensemble”, en
tant que processus dynamique, ou en termes de processus moléculaires
(diffusion libre, obstacles, liaisons).

Dans le cas de [étude de l'assemblage synaptique, jai discuté la pos-
sibilité détudier les propriétés de cet assemblage en fonction des para-
metres descriptifs du mouvement diffusif ou des processus moléculaires
qui sous-tendent ce mouvement. Ces deux approches (description du
mouvement ou des processus moléculaires) ne sont pas vraiment disso-
ciables, il sagit plutot de deux points de vue différents.

Cependant, si ces deux approches peuvent contribuer a létude de la
transmission synaptique, on notera que la possibilité de caractériser les
processus moléculaires a partir de la diffusion latérale reste a ce jour limi-
tée. Dans cette perspective, [étude des variations du mouvement diffusif
en fonction du temps est une direction qui mérite détre approfondie.

3.3.3 Questions ouvertes

A Tissue de cette étude, de nombreuses questions restent ouvertes. En
voici quelques-unes.

3.3.3.1  Quelles sont les implications fonctionnelles de la diffusion latérale
de la syntaxin ?

En particulier, la diffusion latérale de la syntaxin est-elle impliquée, en
tant que processus dynamique, dans le phénomene de transmission synap-
tique, a léchelle de temps d'un ou de plusieurs potentiels daction ? Bien
que des arguments théoriques suggérent que cest le cas, nous n'avons
pas de données expérimentales qui soutiennent cette hypothése. Pour
poursuivre I'approche que nous avons proposée, cest-a-dire observer la
réponse synaptique a une stimulation continue (ou des stimulations suc-
cessives) quand la diffusion latérale des molécules de syntaxin est ralen-
tie par crosslinking, il serait utile de pouvoir controler la mobilité de len-
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semble des molécules de syntaxin (y compris les molécules endogenes).
Pour cela, il faudrait envisager de controler la mobilité des molécules en-
dogenes, ou de faire les expériences dans des conditions ou la syntaxin
endogene ne serait pas exprimée. De plus, la mise en place d’une stimula-
tion électrique et locale pourrait permettre un controle spatial et tempo-
rel de la stimulation que l'application de la solution dépolarisante de chlo-
rure de potassium ne permet pas. Cela pourrait assurer une meilleure re-
productibilité des résultats. La méthode de stimulation électrique pour-
rait peut-étre aussi permettre dexplorer différentes conditions de stimu-
lation dans le cas ou certaines seraient particulierement limitées par la
diffusion latérale de la syntaxin.

On pourrait également tenter de caractériser le mouvement de la syn-
taxin a léchelle de la molécule unique, avec une résolution temporelle
proche de la durée d’un événement dexocytose. La méthode de SPT per-
met pour le moment de faire des acquisitions a une fréquence de 100 Hz.
En combinant une stimulation électrique locale avec lobservation de la
diffusion de la syntaxin a haute fréquence, il serait peut-étre possible dob-
server le comportement diffusif de la syntaxin dans les instants qui pré-
cédent et suivent lexocytose. Cependant, dans cette approche, la proba-
bilité que la molécule marquée et observée soit impliquée dans un com-
plexe exocytotique peut étre limitante.

3.3.3.2  Comment réconcilier modéles et données expérimentales pour dé-
crire la relation entre le mouvement diffusif et les propriétés de la
transmission synaptique ?

Comme indiqué précédemment, les modeles de la dynamique de l'as-
semblage synaptique ne reposent pas sur des parameétres mesurables. De
plus, ils impliquent davantage des parametres décrivant les processus mo-
léculaires (liaisons, diffusion libre) que des parametres descriptifs de la
diffusion latérale. Pour réconcilier modeéles et expériences, on peut envi-
sager des approches différentes :

- Construire un modele qui repose uniquement sur les parametres

mesurés

- “Prolonger” les modeles actuels : identifier comment les parametres

de ces modeles, tels qu’ils sont définis actuellement, peuvent étre
exprimés en fonction d’autres parametres qui eux seraient mesurés
ou mesurables ?

- Imaginer et réaliser de nouvelles expériences, de nouvelles mesures,

qui donneraient acces aux parametres actuels du modeles.
Les deux derniéres approches pourraient savérer complémentaires. Dans
ce cadre, il pourrait également étre intéressant de tenter de regrouper len-
semble des données sur le mouvement diffusif des protéines synaptiques
pour construire ce modeéle. Une telle “méta-analyse” permettrait aussi
d’identifier les points communs et les spécificités des comportements dif-
fusifs de chaque molécule.
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3.3.3.3 En quoi consistent les relations entre le mouvement diffusif et les
interactions moléculaires dans dautres systémes ?

Comme suggéré dans la section 3.2.2, les relations entre les interac-
tions moléculaires et le mouvement diffusif des protéines sont encore
peu caractérisées. Il pourrait étre intéressant de mettre en place des expé-
riences pour étudier ces relations dans des systémes artificiels controlés.

Par ailleurs, des assemblages moléculaires autres que la synapse ont
également des constituants mobiles. La synapse est un systeme difficile
a étudier, dans la mesure ou elle implique de nombreuses protéines dif-
térentes, ou elle présente des propriétés de plasticité qui ne sont pas tou-
jours controlées, et ol les neurones sont des cellules particuliérement fra-
giles. La relation entre les propriétés d'un assemblage et la dynamique de
ses éléments pourrait étre étudiée dans des systemes plus simples a ma-
nipuler et mieux caractérisés. Par exemple, le moteur du flagelle chez E.
coli est constitué de sous-unités, dont certaines sont échangées avec celles
d’un réservoir membranaire (Leake et al. 2006). Le temps de résidence
d’une sous-unité dans l'assemblage est de lordre de 30 s. Il pourrait étre in-
téressant de comparer les descriptions et les implications fonctionnelles
du mouvement diffusif des constituants pour des assemblages ayant des
propriétés et des niveaux de complexité différents.
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Al ARTICLE 1 : DIFFUSION TRAJECTORY OF AN ASYMMETRIC
OBJECT

Larticle présenté ici retrace le projet que jai réalisé en deuxiéme année
de master, et finalisé en début de these. Ce travail a été dirigé par Ken
Sekimoto.

Lanalyse des trajectoires que nous utilisons repose sur 'hypothése que
les particules qui diffusent sont isotropes : elles nont pas de direction de
diffusion privilégiée et ont donc un unique coeflicient de diffusion trans-
lationnel (en opposition au coefficient de diffusion rotationnel). Si une
particule est anisotrope, par exemple si elle a la forme d’un batonnet, elle
diffusera plus “facilement” dans la direction longitudinale du batonnet
que dans sa direction orthogonale. Elle aura donc deux coefficients de
diffusion translationnels, un dans chacune de ces directions. Lanalyse
que nous utilisons ne permet de mesurer que le coefficient de diffusion
translationnel moyen d’une telle particule.

La syntaxin est une protéine ancrée en un seul point de la membrane,
elle a donc un mouvement isotrope lorsquelle n'interagit avec aucune
autre molécule. En revanche, lorsque la syntaxin interagit avec SNAP 25,
une protéine également membranaire, elle forme un complexe ancré en
deux points de la membrane, et pourrait avoir une diffusion anisotrope.

Nous avons donc proposé une méthode d’analyse des trajectoires pour
obtenir les coeflicients de diffusion translationnels et rotationnels d'une
particule anisotrope en deux dimensions. Briévement, le déplacement
quadratique moyen permet dobtenir le coefficient de diffusion transla-
tionnel moyen. Pour distinguer les deux coefficients de diffusion dans
chaque direction, nous avons introduit une grandeur qui caractérise la
persistence de la direction dans laquelle la particule diffuse. Une persis-
tence longue indique une forte anisotropie de la particule. Dans l’article,
nous discutons également la possibilité destimer ces coeflicients de dif-
fusion en pratique, en considérant notamment les temps et distance ca-
ractéristiques de l'anisotropie de la diffusion par rapport aux résolutions
spatiale et temporelle des méthodes dobservation du mouvement diffu-
sif.
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Diffusion trajectory of an asymmetric object: Information overlooked
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Diffusion of an asymmetric object is characterized by its translational and rotational diffusion coefficients.
Until now, anisotropic diffusion studies have been based on ensemble averages. Here we present a theoretical
basis for the analysis of the trajectories of a single particle with anisotropic diffusion coefficients. We discuss
the relevance of this method for motion of biomolecules in the membrane of living cells.
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I. INTRODUCTION

Experimental studies of diffusion of particles have origi-
nally been carried out by using methods that measure the
average behavior of an entire population, such as dynamic
light scattering [1] or neutron scattering [2] in physics, or
fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) [3] or
fluorescence correlation spectroscopy (FCS) [4] commonly
used in biology. For 20 years now, optical methods have
been developed for observing the motion of single particles
[5,6]. These methods, referred to as single particle tracking
(SPT) methods, consist in following the trajectory of a
marker attached to the diffusing molecule. Transport proper-
ties of the particle are then derived through a statistical
analysis of the trajectory, that includes, for instance, mea-
surement of the mean square displacement. SPT methods
thereby provide information not available through measure-
ments of the properties of large ensembles of particles.

Visualization of the diffusive behavior of single mem-
brane proteins in living cells has revealed that these mol-
ecules undergo a variety of motions, such as Brownian, con-
fined, or directed motion [6,7]. In this context, SPT is a
powerful tool for investigating the membrane structure and
the mechanisms responsible for these motions, which ulti-
mately influence reactions and interactions between biomol-
ecules [8]. Current analyses of trajectories allow the determi-
nation of the translational diffusion coefficient of a
symmetric molecule which undergoes isotropic diffusion.

However, in a two-dimensional isotropic homogeneous
environment, asymmetric molecules have two distinct trans-
lational diffusion coefficients, D, for diffusion along the lon-
gitudinal (or principal) axis of the particle and D, (D,
=D,) [9-11] along the transversal axis, and a rotational
diffusion coefficient, D, (see Fig. 1).

Since translational mobility is anisotropic, translational
and rotational diffusion are coupled. Qualitatively, the slower
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the rotational diffusion is, the longer the particle will diffuse
in the same direction. As a consequence, trajectories of
asymmetric molecules differ from those of symmetric ones
as is illustrated by Fig. 2. A method of analyzing the motion
of single anisotropic molecules was developed by Perrin
[12,13]. Motivated by the recent development of SPT meth-
ods, we revisit this issue and focus on the trajectories of a
single anisotropic molecule. In this study, we propose a
method to deduce the translational and rotational diffusion
coefficients of an asymmetric object diffusing in a two-
dimensional space from the trajectory of its pointlike marker.

Our strategy has been to solve the evolution or Langevin
equation, which has allowed calculation of the exact analyti-
cal expressions of some statistical quantities, that character-
ize the geometry of the trajectory. This analytical method is
more powerful than those based on the characterization of
collective properties of an ensemble of particles: the latter
require knowledge of the probability distribution function,
which cannot be analytically determined [14-16], and there-
fore are based on a perturbation approximation and are only
valid for weakly asymmetric particles [16].

We present below the Langevin equation for a single
asymmetric object, then the statistical functions obtained
from ensembles of trajectories from which we can determine
the diffusion coefficients. In the last section we discuss
the relevance of this theoretical approach in a biological
context.

FIG. 1. Definition of principal axes of the translational diffusion
coefficients, D and D |, and the rotational diffusion coefficient, D,,

around the center of diffusion (C; position )E(O)). The marker (aster-

isk, position X) is at a distance d off the center along the longitu-
dinal direction.

©2007 The American Physical Society
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II. DYNAMICS OF DIFFUSING ANISOTROPIC OBJECT
ON A PLANE

Dy and D are the translational diffusion coefficients cor-
responding, respectively, to the longitudinal and transverse
axes of the object, and D, is the rotational diffusion coeffi-
cient. For simplicity of the calculation, we first describe the
motion of the center of diffusion (CD), which is the appro-

d {Xﬁo)} \/Z_DHcos2 ¢, +\2D | sin’ ¢,
e[y |~ (\"TDH— V2D | )cos ¢, sin ¢,

where the angle ¢, evolves with

d J—

% =\2D,¢,. (2)
The random forces, (0,,,0,,,&), are assumed to be inde-
pendent correlation-free Gaussian random noises satisfying
<®x,r>=<®y,t>=<§t>=0’ and <®x,l’®x,t>=<®y,l’®y,t>=<§l’§t>
=8(t'—t). The Langevin equations can be solved analytically
since the evolution of ¢, is obtained by solving separately

(2) (see the Appendix A). The position of the marker, X
pp p t
=(X,,Y,), is then obtained by

X=X+ dcos ¢, Y,=Y'"+dsin g, (3)

where d specifies the distance between the CD and the
marker along the longitudinal axis (generalization to other
positions of the marker is in principle feasible). Our method
allows the determination of this distance d, while the exact
position of the marker is not known in classical SPT experi-
ments. We also note that the probability distribution function
still cannot be determined because it requires the average
over infinitely many moments ((X,), (X,X,), (X,X,X,), etc.).

In addition, the trajectories of the marker based on these
equations can readily be simulated. Simulations will allow
the estimation of the number of trajectories required for an
accurate assessment of the diffusion coefficients. Details of
the numerical method used are summarized in the Appendix
C.

We define the following characteristic length and time
scales,

172
e:(%) , r=(D)". (4)

The above Langevin equations can then be nondimensional-
ized (see the Appendix A), where the anisotropy of the par-
ticle is characterized by a parameter 7, which takes a value
between O and 1,

n=(Dy=D )/(Dy+D,). (5)

Qualitatively, the particle does not appreciably change its
orientation until it diffuses along a distance ~¢ for time ~ 7.

PHYSICAL REVIEW E 75, 021112 (2007)

priate point to which translational and rotational quantities
must be referred [17]. We denote by )250): (XEO), Y EO)) the po-
sition of the CD of the diffusing object in the xy plane, and
by ¢, the angle made by the longitudinal axis and the posi-
tive x axis.

An extension of simple Brownian motion leads to the fol-
lowing coupled equations [18]:

(\2D,=\2D, )cos ¢, sin ¢, |[ O,
it (1)
.t

!’_ . [
V2Dysin? ¢, + \2D | cos’ ¢,

Then, for large 7 (e.g., Ref. [19]), the particles which are
initially randomly oriented but spatially localized around the
origin will become oriented along the radial direction of their
displacements at short time. See (6) and Fig. 2.

1

(a)

—1

—1 0

FIG. 2. Examples of trajectories of symmetric (a) and asymmet-
ric (b) particles generated numerically. The marker on the particle is
placed at the center of diffusion (d=0). The thick black symbols
represent the position of the particle at r=0 [at the origin (0,0)],
=17/2, and t=7. The principal diffusion coefficients are chosen to be
(Dy,D,,D,)=(1,1,1/2) (a) or (1,1/10,1/2) (b), in the length units
of € and the time unit of 7. Spatial coordinates are also represented
in units of €. The time step of calculation is chosen to be Ar
=7/200.

021112-2
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20
10
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1 2 3 4

FIG. 3. Comparison of the simulated mean square displacements
(MSD), ()2,—)20|2> (d#0) using 600 trajectories (thick curve) with
the analytical result (dashed curve). The dashed lines are the initial
and final asymptotes. Except for the off-center distance of the
marker chosen, d=2¢, the result is completely scaled by the char-
acteristic length € and time 7, irrespective to the anisotropy param-
eter, 7. The time step of calculation is chosen to be Ar=7/20.

III. STATISTICAL PROPERTIES OF TRAJECTORIES

From the solution of the Langevin equations, we are able
to calculate statistical quantities that characterize the motion
of the particle and thereby derive its diffusion coefficients.
The analytical expressions of those quantities are presented
in the Appendix B. In the analysis below we assume that the
origin is at the initial position of the CD, (X(O), Yg”):(0,0),
and that the initial angle, ¢,, is homogeneously distributed
over the entire angle, [0,27].

First, the mean square displacement (MSD) (|X,—X,|?) as
a function of time is shown in Fig. 3.

The MSD depends on €, and if d is nonzero, of d and 7. It
is, however, independent on the anisotropy parameter 7. In
particular, if the marker is fixed at the CD of the particle, the
observed MSD is linear, even though the particle is asym-
metric. When the marker is not located at the CD, the MSD
exhibits an initial transient that allows the determination of
the characteristic time 7. The initially greater slope of the
MSD is attributed to the displacement of the marker due to
the rotation of the particle (which is not negligible compared
to the initial small displacements due to translational diffu-
sion), while the final slope represents only the translational
diffusion. The latter asymptote is offset from the origin by
2d?, which results from the uncorrelated rotational fluctua-
tions at the initial and final time, ¢, and ¢,, respectively.

Then the anisotropy parameter 7 remains to be deter-
mined. Equation (1) shows that the spatial motion of the CD
is not a Markov process, in the sense that the probability of a
position at a future time, #;, is not completely specified by
the position at present time #y,(<r;), but also depends on the
orientation of the particle at #,.

Such a correlation between the orientation of the displace-

ment of the particle, )}(0>’ and that of the diffusing particle
itself, i,, can be expressed by the following function:

C(r) =XV 4,2 - HxOP, 6)

where p-g denotes the scalar product. This quantity is shown
in Fig. 4(a) for several values of 7. The result can be inter-

PHYSICAL REVIEW E 75, 021112 (2007)

@ C(t)

oL e

FIG. 4. Cross correlation between the displacement and particle
orientation, C(f) (a), and persistence of the diffusing direction
C(0,¢,21) (b). See (6) and (7), respectively, for the definitions. The
functions are presented vs ¢/ 7 for various values of the anisotropy
parameter, 7=0 (bottom), 1/3 (middle), 1 (top). The off-center dis-
tance of the marker was chosen to be d=0. Analytical results
(dashed curves) are compared with the simulated data over 600
trajectories (thick curves). In (b) the calculation is truncated at ¢
=0.47 since, with the present time step of calculation (A¢=7/600),
the accuracy becomes poor beyond this point [due mainly to the
fact that the function C(0,¢,2¢) is a subtle difference between two
growing terms of ~#7].

preted as follows: For << 7 the orientation i, has undergone
only small fluctuations with respect to the initial one, i, and

the diffusive displacement, Xfo), is more or less directed
along 1. The analytical expression of this quantity allows
determining the anisotropy parameter. However, classical
SPT experiments do not reveal the orientation of the diffus-
ing particle (see the Discussion). We propose the following
function C(0,7,#") to express the translation-rotation cou-

pling in terms of the observable displacement )}, only,

C(0,1,1") = 2([(X, = Xo) - (X, = X)) P = (| X, = Xo|[X, = X2,
(7)

with 0<r<<t’. Up to time ~ 7 this quantity gives an estima-
tion of the persistence of the diffusing direction, see Fig.
4(b).

In principle, the translational and rotational diffusion co-
efficients and the off-center distance can be derived from the
MSD and the function C(0,¢,¢'). The {|X,|*) has also been
shown to depend on the anisotropy parameter 7, but with
such a subtle dependence that it does not allow deduction of

the diffusion coefficients. The analytical result of (|X,|*) (see

the Appendix B) however, shows clearly that the position )2,
does not obey a Gaussian distribution since it does not sat-
isfy (X9 =2(Ix[*)*.
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IV. DISCUSSION

In this paper we have developed a theoretical approach
for two-dimensional diffusion of asymmetric objects in an
isotropic homogeneous environment. We have focused our
analysis on trajectories of a pointlike marker attached to a
single diffusing particle. In particular, we have shown how
the translation-rotation coupling can be uncovered using new
statistical functions obtainable from these trajectories. From
this analysis we have established a method to derive the dif-
fusion coefficients of an asymmetric particle from the trajec-
tory of a pointlike marker. We have shown that diffusion
anisotropy, 7, cannot be approached using the MSD: the
MSD depends only on the characteristic time 7=(D,)~!, the
characteristic length ¢=[(D;+D)/(2D,)]"?, and the off-
center distance of the marker with respect to the center of
diffusion, d. Analyses of trajectories of diffusing membrane
proteins (obtained by SPT) are usually based on MSD mea-
surements only and, therefore, are not able to give any infor-
mation about the anisotropy of the trajectory. We have estab-
lished an additional statistical function, C(0,¢,2¢) (defined in
the text) that allows the determination of the anisotropy pa-
rameter 7=(Dy—D,)/(Dy+D,). Therefore, when the
C(0,17,21) is combined with the MSD analysis, the three dif-
fusion coefficients (Dy, D |, and D,) can be determined. This
framework can be generalized to the three-dimensional case:
the mathematical structure of the Langevin equation is com-
mon to the two-dimensional case since the orientation of the
particle evolves separately from that of the position vector

X,. Practically, however, the complexity of calculations is
higher in three dimensions because of the noncommutativity
of rotations of three-dimensional objects [20].

From an experimental point of view, the accuracy of the
determination of the diffusion coefficients depends on at
least three conditions.

First, in the method we propose, the determination of the
diffusion coefficients is based on statistical averages. We
have not calculated the statistical error, due to the finite num-
ber of analyzed trajectories. In order to estimate the number
of trajectories required to assess the diffusion coefficients,
we performed numerical simulations. (Temporal discretiza-
tion of Langevin equation introduces another type of error,
which is discussed in the Appendix C.) These simulations
indicate that a fairly good estimation of the parameters (see
Figs. 3 and 4) is obtained with only a few hundreds trajec-
tories analyzed on a time interval 7~ 7/2. Such a number of
trajectories can be experimentally obtained.

Second, if the orientation of a particle can be directly
accessed, the rotational diffusion coefficient can be indepe-
dently determined. This would facilitate the estimation of the
anisotropy parameter 7, through, for example, the function

C(1) [see (6)]. Recently, a method based on the analysis of
the light emission pattern of quantum dots (inorganic fluo-
rescent markers [6]) has been developed to observe their ori-
entation [21]. In another technique, two markers are attached
to the diffusing particle and their relative positions inform
about the orientation of the diffusing object [22]. The rota-
tional diffusion coefficient could also be estimated by meth-
ods measuring the average behavior of the particle, such as
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time resolved fluorescence anisotropy measurements for in-
stance [23].

Third, the spatial and temporal resolutions of the tech-
niques used for the observation of trajectories are of critical
importance: they should be higher than the characteristic
length and time, beyond which anisotropy is practically not
appreciable. Various experimental methods such as FRAP or
SPT allow determination of isotropic diffusion coefficients of
symmetric membrane proteins. Based on these values, we
estimate the order of magnitude of anisotropic diffusion co-
efficients of asymmetric membrane proteins. The character-
istic length and time would be € ~1 nm and 7~ 10 us, tak-
ing D;=0.2 um?/s (for membrane proteins in model bilayers
[10]), D;/D =2 (representative ratio for 3D Brownian mo-
tion in Newtonian fluids, which depends on the properties of
the environment and on the particle geometry [11]), and D,
=10° s~ [24]. The spatio-temporal resolutions compatible
with these characteristic parameters are beginning to be
available [25-27].

Below, we discuss the relevance of this study for the dif-
fusion of proteins in membranes of living cells.

The model we have presented is valid for particles diffus-
ing in a homogeneous isotropic environment. This is not the
case at all scales for biological membranes of living cells.
The cell membrane (i) contains various membrane proteins
that can either act as traps by transiently immobilizing the
diffusing particle or as obstacles by hindering its diffusion
[25], (ii) contains lipid microdomains, the size of which can
range from tens to hundreds of nanometers [28], and (iii) is
further compartmentalized with domains as large as a few
hundreds nanometers in diameter [25]. This latter compart-
mentalization results from the existence of corrals formed by
membrane proteins anchored to a submembranous cytoskel-
eton network. This membrane organization should be consid-
ered in a context where proteins diffuse and lipid rafts have a
finite lifetime. This heterogeneity, whether structured or not,
dynamic or not, is likely to affect the diffusion of proteins in
the membrane. This heterogeneity can be quantified by a
characteristic length below which the membrane is homoge-
neous and does not contain any obstacle and/or trap for the
diffusing protein. The motion of a protein diffusing over
such a distance should therefore remain unaffected by mem-
brane heterogeneity. The anisotropic motion we have de-
scribed in this study therefore might be visible in small ho-
mogeneous patches of membranes, i.e., when the observation
length scale is small compared to the heterogeneity charac-
teristic length. By contrast, when the protein diffuses over
larger distances, its motion will be influenced by interactions
with other proteins. Its behavior is expected to deviate from
that of proteins diffusing in a homogeneous environment.
Modifications of the membrane heterogeneity, for instance
by altering the lipid composition or disrupting the actin cy-
toskeleton responsible for the membrane compartmentaliza-
tion [25], will then help interpret deviation from the homo-
geneous membrane model. In addition, simulations of
diffusion in crowded environments can also be performed
and then compared with experimental data, as has already
been done for isotropic particles [25,29]. Preceding simula-
tions [30,31] have shown that the motion of a rod diffusing
in an environment that contains fixed obstacles becomes
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non-Brownian for a high density of obstacles (that is when
the observation length becomes large compared to the het-
erogeneity characteristic length). Incorporation of the envi-
ronment heterogeneity and structure into the diffusion model
therefore is one of the future tasks to be challenged.

Beyond investigation of the membrane organization, ob-
serving the diffusive behavior of membrane proteins could
provide a tool for studying interactions between proteins.
Protein motion depends on the shape of the protein and es-
pecially, as we have shown here, on its anisotropy. Any
change in the shape of the diffusing object will then reflect in
its trajectory. Proteins can transiently form asymmetric com-
plexes with some of their partners. In some cases, complex
formation is induced by a ligand. For instance, tyrosin kinase
receptors dimerize in response to ligand binding [32]. A
change in the diffusion properties as described above will
reflect interaction of the protein with the signalling partner.
In other cases, complex formation is required for a protein to
participate in specific cellular processes. For example, the
membrane protein syntaxin binds to another protein SNAP25
to form an asymmetric complex which is involved in vesicle
exocytosis [33]. In both cases, analysis of trajectories will
give access to the duration of molecular interactions, thereby
providing complementary data to those obtained by observ-
ing the average behavior of molecules.

Note added. A few days before submitting the present
paper a report was published, dealing with the two-
dimensional diffusion of an ellipsoid [34]. The authors
solved the Langevin equation, as we did, and they analyzed
some statistical quantities at a given time point, such as the
second and fourth moments of the displacement of the center
of diffusion of the particle.

In our approach, we show how the deviation from the
Gaussian behavior can be evidenced by the trajectory of a
pointlike marker attached to the diffusing particle at an un-
known position. In particular we demonstrate that (1) the
diffusion coefficients (Dy,D , ,D,) can be deduced from the
trajectories of the pointlike marker and (2) a few hundred
trajectories allows a good estimation of these parameters.
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APPENDIX A: LANGEVIN EQUATION
AND ITS ANALYTICAL SOLUTION

The Langevin equation for the center of diffusion [(1) in
the text] can be written in the nondimensionalized matrix
form

PHYSICAL REVIEW E 75, 021112 (2007)

v(0) _ R
2[00+ ) P20 - )P i)] - 6,
(A1
d
f =\2¢, (A2)

where the length and time units are € and 7, respectively, and
il,=(cos ¢,,sin ¢,)7 is the unit vector oriented in the longitu-
dinal axis of diffusion associated to D). In polar coordinates,
(x,y)=r(cos 6,sin §), the corresponding Fokker-Planck
equation for the probability density, P=P(r, 6, ¢ ;1) writes as
follows:

JP

P <V {1+ pa(e)i(p) + (1 - p[1 - a(p)i(P)]} -V

7
+——|P (A3)

d¢
where V=(d/dx,d/dy)T, and #i(p)=(cos ¢,sin ¢)T. The
above Langevin equation can be integrated analytically, be-
cause the orientational degree of freedom i, evolves inde-
pendently of the translational ones. This is also the case in
three dimensions. We may simplify the calculation by intro-
ducing the complex notations: Xfo)=X§0)+iY 50) and XZ=X§O)

+ e for )2(0) and X, (8=d/€), respectively, and dB,

=dB, ,+idB,, for f”d’@ ds. Here B, with By=0 is then a
complex Wiener process, satisfying dB;dB,=2ds [35]. (z" is
the complex conjugate of z.) By mtroducmg also a real
Wiener process W, through dW,=[""¢ds, the equations
(A1) are solved,

1

Xﬁo) =al3, + beZi‘bOf ez’A“EWSdB:,

0

where a=(1+7)"2/\2+(1-9)"2/\2 and b=(1+7)"2/\2
—(1-=mn)"2/\2. The position of the marker is given by

(A4)

X, = X0 4 Seiogh2W:, (A5)

In order to derive the various statistical averages, we used

the formula Q R= Re[ Q"R] that holds for any Q= Q. +iQ,,
etc. For example, i, -ii,=Re(e™?"/1) and the property of the
Gaussian stochastic process [35] yields (Re(e=2(Wr=Wi))

=¢7I"~l The calculation can be further simplified when the
result does not depend on the initial angle, ¢,. For instance,

in the calculation of ([fgo)-ﬁ,]z) of (B2), all the terms con-
taining the multiplicative factor ¢”%0(n # 0) can be ignored.

APPENDIX B: ANALYTICAL RESULTS
OF STOCHASTIC AVERAGES

In nondimensionalized units, the MSD is
(X, - Xy =4t +28(1 - ™). (B1)

There is no sign of the diffusion anisotropy, 7. At short time
(t< 1), the MSD is the sum of the two-dimensional MSD of
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the center of diffusion (47) and a term resulting from the
displacement of the marker due to the rotation of the particle
(26%). At long time (¢>> 1) only the former contributes to the
growth of the MSD, while the additive constant 28 reflects
the independent angles of the particle, ¢, and ¢,.

The diffusion anisotropy is revealed in the statistical
quantities C(7) and C(0,¢,1"), which reflect the translation-
rotation coupling and are calculated as

Cl) = 2[XO - 4, PYX O -1

= A (1 - ), (B2)

C(t’,l,o) = 2<[(Xt_X0) . (Xz’ _Xt):|2> _ <|Xz_X0|2|X,r —Xt|2>
=[n(1- €_4(I’_t)) + 52(1 — e '-0 4 e—4(t’—z))]

X[p(1 =)+ (1 =2e7" + ). (B3)

At small time r<1, the average C(0,7,2f) increases as
16(5—5°/2)*%, and finally tends to a constant, C(0,¢,t")
=(n+86)*at t>1 and (t'—1)> 1. We note that the follow-
ing simple relationship holds:

<|Xt - X0|2‘Xz’ - Xt|2> = <|Xr - X0|2><|Xl" - Xz|2>’ (B4)

Wthh is not. ev1dent knowing that the displacement vectors
X Xo and X,,—X are correlated through the orientation of
the object at time ¢.

The effect of anisotropy also appears in the fourth order
moment of the displacement,

(X, = Xo|*) =322 + 328%(1 — ™) + 8*(6 — 8¢~ + 2¢7%)

+ 7 (1—e™)2 448 (1 — e = 4te™).
(BS)

This shows the non-Gaussian nature of the displacement,
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)},—)Zo: even with 6=0 the equality of the two-dimensional
random walk, {|X,—X,|*)=2(|X,—X,|*)?, is not recovered.

APPENDIX C: NUMERICAL METHOD FOR SIMULATING
LANGEVIN EQUATION

We have used the Heun’s method, which is an improved
version of the second order Runge-Kutta method. With a
given nondimensionalized time step Af, the update of the
present position, X,5,, and that of the angle, ¢,,,, at the
discretized time nAt (n=0) are, respectively, given as fol-
lows:

. .
X(n+1)At =Xt E(M(n+])At+ MnAt) : ABn+l >

¢(n+l)Al ¢nAr+ \2AWn+l’ (Cl)
where M, is the 2 X2 matrix defined as
M, =201+ 9)"a6,+\2(1 - )21 - d4,), (C2)

and {AB,,AB,,...,} and {AW,,AW,, ...} are the indepen-
dent Gaussian random numbers obeying the standard normal
distributions, i.e., (AB,)=0 and <ABZ>= 1, etc.

In the Heun’s scheme, the truncation error due to the tem-
poral discretization of the Langevin equation varies as n~> at
each time step, where n is the number of divisions of a given
time interval ¢ of calculation (i.e., At=t/n). This method,
therefore, results in a maximum error of ~n~! through the
entire interval (see, for example, Ref. [36]). For the time
span of #~ 7/2, the time step of Az<<7/600 was sufficient for
the purpose of distinguishing different values of the aniso-
tropy parameter, 7 (see the figures in the text).
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Cet article regroupe la majeure partie des résultats présentés dans cette
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ABSTRACT

At the synapse, synaptic vesicles stably dock at a precise localisation, the active zone. However,
cycles of exo- and endocytosis impose a dynamic reorganisation of the plasma membrane.
Furthermore, in cellular membranes, proteins undergo a diffusive motion regulated by interactions.
How the diffusive motion of membrane proteins involved in the exocytosis of vesicles is compatible
both with the docking of vesicles and the constitutive remodelling of the plasma membrane is not
known. As a step to overcome this apparent paradox, we studied the motion of the presynaptic
membrane protein syntaxinlA. Both at the population level and at the single molecule level, we
observed that syntaxinl A was rapidly exchanged between synaptic and extrasynaptic regions. We
show that dramatic changes in mobility of syntaxinl A were associated with interactions related to
the formation of the exocytotic complex. Finally, we propose a model describing how the observed
diffusive properties of the population result from the diffusive behaviour at the single molecule level.
This model allows describing the kinetics of interactions between syntaxinlA and its partners that
lead to its transient stabilisation at the synapse.



INTRODUCTION

Synaptic  transmission follows a precise
sequence of regulated events, where synaptic
vesicles fuse with the membrane, releasing
neurotransmitters into the synaptic cleft, which
will then bind to postsynaptic receptors. In the
presynaptic  compartment, exocytosis  of
synaptic vesicles is tightly regulated, and the
resulting increase in membrane area is
compensated for by matched rates of
endocytosis!' 2.

Synaptic release occurs in a context where
membranes have to be considered as a two-
dimensional fluid in which proteins are
dispersed in a lipid matrix: this picture
corresponds to the “fluid mosaic model”
proposed by Singer and Nicolson ©*!. This model
predicts that proteins would undergo lateral
diffusion at a rate determined in part by the
viscosity of the membrane, unless they are
engaged in specific interactions. This model has
been largely confirmed™ at the population'®)
and more recently at the single molecule level”),
In the nervous system, the study of postsynaptic
membrane proteins diffusion has revealed that
despite their precise localization, receptors of
neurotransmitters move in an out of the synaptic
region by lateral diffusion, within minutes™®*’.
Cytoplasmic proteins such as gephyrin'” and
actin''! in the postsynaptic terminal, or Munc13
12 and bassoon [13] are also exchanged by
diffusion between synaptic and extrasynaptic
regions within the cytosol. Similarly the
potassium voltage gated ion channel Eagl also
diffuses in the presynaptic terminal [14].
Therefore, the synapse is made of a dynamic
assembly of molecules having residency times
much shorter than the life span of the synapse
itself"!. Interestingly, the characteristics of
these motions are related to the functional states
of the synapse!''”! and contribute to its
adaptation to neuronal activity!'™.

A specific feature of the presynaptic membrane
is that it has to reconcile the stability of the
docked vesicles with the ability to quickly
reorganize during frequent cycles of exo and
endocytosis ') Specifically, presynaptic
membrane proteins, particularly those involved

in vesicle docking and fusion, have to reconcile
apparently conflicting demands: i) to form the
protein complexes that participate in docking
and fusion; ii) to remain relatively stationary in
this form; and iii) to move away rapidly once
fusion has occurred; and iv) to reconstitute the
molecular composition of the presynaptic
membrane for subsequent docking/fusion
events. Yet to date, the molecular dynamics of
presynaptic membrane proteins involved in
vesicle docking and fusion remain largely
unknown.

Here we investigated the lateral diffusion of
syntaxinl A. Syntaxin 1A interacts with a
synaptic vesicle protein, synaptobrevin2, and a
plasma membrane associated protein, SNAP2S5.
These three proteins, called SNARE proteins,
assemble into a complex thought to bridge the
vesicle to the plasma membrane and actively
participate in its fusion '°2°. The regulation of
vesicle fusion also involves other proteins,
which bind to SNARE proteins in different
ways, forming the exocytotic complex*'!. Since
syntaxinl A interacts with many of these
regulatory proteins, it is at the core of the
exocytotic complex *?!. In the current study, we
have characterized the motion of syntaxin 1A
both at the population level using Fluorescence
Recovery After Photobleaching (FRAP) and at
the single (or close to) molecule level using
Single Particle Tracking (SPT). We showed that
syntaxinl A was rapidly exchanged between
synaptic and extrasynaptic regions. Its motion
was different at synaptic and extrasynaptic
regions, and was modulated by its interactions
with its partners. We identified some of these
interactions to be related to the formation of the
exocytotic complex. To further characterize
these interactions, we proposed a computational
model of the population dynamics (as observed
with FRAP experiments) that relies on the
behaviour of individual molecules (as observed
with SPT experiments). This model described
the different kinetics of interactions between
syntaxin and its partners that ultimately lead to
its transient stabilisation at the synapse.
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Figure 1 -Widespread distribution of stx:: pHGFP in the plasma mem-
brane of cultured spinal cord neurons.

(A-B) Live imaging of cultured spinal cord neurons (9DIV) transfected with
stx::pHGFP. (A) Surface stx::pHGFP fluorescence was quenched by bath
application of medium at pH=4.5. (B) Active synapses were labelled with FM
4-64.red : FM 4-64; green: stx::pHGFP. Note that stx::pHGFP was detected
at synapses (arrows) and outside of synapses. (C) Syntaxin-1A (Stx; green)
and synapsin (Syn;red) IF labelling in cultured spinal cord neurons (9 DIV).
(D) Synapsin (Syn;red) IF labelling in cultured spinal cord neurons (9 DIV)
transfected with syntaxin1A::pHGFP (stx::pHGFP;green). Scale bar: 10um



RESULTS

Syntaxin::GFP is regularly distributed along
the axonal plasma membrane.

Spinal cord neurons were transfected after 8
days in vitro (DIV) with syntaxinlA fused to
the pHluorin sequence (stx::pHGFP) at its
extracellular C-terminus[23]. All the
experiments described here were performed at
9DIV, a stage at which most spinal cord
synapses are mature!®". pHluorin is not
fluorescent at pH under 5 when excited with
blue light. To ascertain that the fluorescence
signal was associated to plasma membrane
stx::pHGFP, we bath-applied an acidic solution
(pH 4.5). This resulted in a total loss of pHGFP
fluorescence, reversible under physiological pH
(Fig. 1A; see also [23]); this indicated that the
fluorescence signal was that of plasma
membrane stx::pHGFP only. Stx::pHGFP was
present both in dendrites and axons, as shown
by immunostaining of transfected cells for
MAP2 and Tau respectively (Fig. S1 A-B). In
live neurons, axons were identified as thin
neurites (compared to dendrites) containing
synapses (Fig.1B), with synapses being stained
with FM 4-64 (see Methods). In the following,
we will focus only on axonal syntaxinlA. In
live neurons, stx::pHGFP was distributed all
along the axon (Fig.1B), with a slightly higher
intensity at synapses (syn/extrasyn=1.2+0.02,
mean+SEM, see Fig S1 C). Immunostaining of
endogenous syntaxinl A requires access to the
intracellular domain of the protein (no antibody
against the 6-aa extracellular domain is
available), therefore the distribution of
endogenous  syntaxinlA  could not be
characterized on live cells with optical methods.
In agreement with published data ! after
fixation, permeabilization and immunostaining,
endogenous syntaxinl A was found to be evenly
distributed along axons (Fig. 1C), but formed
small patches. Similarly in transfected cells the
distribution of stx::pHGFP was even and patchy
after immunostaining (Fig. 1D). To evaluate
whether stx::pHGFP overexpression affected
exocytosis, we compared the kinetics of FM 4-
64 unloading under KCI application in
transfected and non-transfected neurons.
Consistent with previous studies in hippocampal

neuronsm], characteristic times were on the

order of tens of seconds and the unloading rate
was slightly lowered in transfected cells (Fig.
S1D). Overall, these data show a high similarity
between the distribution of stx::pHGFP and that
of the endogenous protein and a minor effect of
overexpression on exocytosis.

stx::pHGFP exchange dynamics within the
plasma membrane is hindered at synapses.

We compared the global dynamic behaviour of
stx::pHGFP at synaptic and extrasynaptic
regions. To this end, we performed
Fluorescence Recovery After Photobleaching
(FRAP) experiments on 9DIV spinal cord
neurons transfected with syntaxin::pHGFP.
Synapses were identified following FM4-64
staining. The super-ecliptic GFP being invisible
at acidic pH, the monitored signal could only be
attributed to plasma membrane stx::pHGFP. We
bleached circular areas of about 1pm diameter,
at synaptic and extrasynaptic sites. The bleached
area was larger than the synaptic region (about
200nm in diameter), but for smaller bleached
areas, rates of recovery were faster but not
accurately and reliably measurable. After the
bleach, fluorescence was reduced to about 40%
of its initial value and it gradually recovered to
reach a plateau (Fig 2A-B). Comparison of the
recovery levels after 6s, showed that the
normalized recovery was 51% at synapses vs
66% at extrasynaptic regions (p < 10™*) and after
28s, it was 68% vs 83% (p < 10™). After 150s
the recovery reached a plateau, which was 84%
vs 94% (p = 0.02) at synaptic and extrasynaptic
membrane, respectively. In another approach we
fitted the recovery profiles with biexponential
curves. Under specific hypotheses, the
parameters of this biexponential fit have a
physical meaning®®*”!, but this is not the case
here. However, a biexponential fit could be
properly performed for most of the recovery
profiles, and allowed to estimate three
parameters: a short characteristic time 1 (fast), a
long characteristic time 15 (slow), and a fraction
Ps that reflects the prevalence of the short
characteristic time. tr was 4.2s vs 2.3s
(p=0.009), 1, was 187s vs 126s respectively (p =
0.17), and Py was 55% vs 66% (p=0.009) at
synapses at extrasynaptic regions, respectively.
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Figure 2 - Slower rates of fluorescence recovery after photobleaching of
stx::pHGFP at synaptic and extrasynaptic regions.

(A) Examples of images recorded during a FRAP experiment.Images of stx:pHGFP
and synapses labelled with FM 4-64 (FM) are taken before the bleach
(“pre-bleach”).The bleached area is indicated by a white circle on the correspon-
ding overlay.Images from the time lapse recording following the bleaching are
shown at times 0s, 4s, 28s and 3min. (B) Averaged normalized fluorescence
recovery of stx:pHGFP (mean + SEM) versus time at synaptic (red) and extrasy-
naptic (blue) regions. (C) Parameters from the biexponential fit of the experimen-
tal curves (see Material and Methods): short characteristic time tf, long characte-
ristic time ts, and fast fraction Pf (mean + SEM), for synaptic (S, red) and extrasy-
naptic (E, blue) regions. Two-tailed t-test, ** p<0.01



Both approaches indicated that the fluorescence
recovery was slower at synaptic than at
extrasynaptic regions.

Individual trajectories of stx::pHGFP exhibit
different characteristics at synaptic and
extrasynaptic regions.

FRAP only gives bulk estimates of the mobility
of proteins. For a better description of the
motion of stx::pHGFP, we used the Single
Particle Tracking (SPT) approach which allows
to follow individual trajectories with 15-20nm
resolution [8]. Stx::pHGFP molecules were
labelled with quantum dots (QD) pre-coupled to
anti-GFP  antibodies (see Material and
Methods). Trajectories were then followed
during 37.5s long recording sessions at 13Hz.
We observed various diffusive behaviours,
ranging from random motion within large areas
(Fig. 3-Ai), to restricted diffusion (Fig. 3-Aii) or
“pause events” (Fig. 3-Aiii). The analysis of the
trajectories was based on the computation of the
mean square displacement (MSD) of each
particle as a function of time. Trajectories were
identified as Brownian when their MSD was
linear, and as confined when the MSD curve
was convex (see Materials and Methods). The
initial slope of the MSD, equal to 4 times the
diffusion coefficient for a two-dimensional
motion, was smaller at synapses than at
extrasynaptic sites (Fig. 3B), indicating a
smaller mean diffusion coefficient at synapses.
Diffusion coefficients calculated for individual
trajectories ranged from 10 to 1 um*/s both at
synapses and extrasynaptic regions. 10™*um*/s
was the median value for QDs dried on a
coverslip, and was taken as the limit of
resolution, any QDs with diffusion coefficient at
or below this value were considered as being
immobile. To visualize and compare these
broad and non normal distributions, we plotted
and compared the cumulative frequency
distributions (Fig. 3C). Overall, the distribution
of diffusion coefficients at synapses was
significantly shifted towards smaller diffusion
coefficients compared to extrasynaptic regions
(Fig. 3C). The median values were 0.07um?/s
vs. 0.20 pm*/s at synaptic and extrasynaptic
loci, respectively (KS test p=2.10"°). For
confined trajectories, a diameter of the

confinement area was obtained from the
asymptote of the MSD towards long times (see
Materials and Methods). At synaptic regions,
72.61 + 3.83 % of the trajectories were
confined, within a surface area having a
diameter of 338nm (median value — Fig 3D).
For comparison, the size of the FM 4-64
staining was 692nm wide (median value; it
should be noted that these values are not
directly comparable since the former was
estimated with a 20nm resolution, and defined a
region within the membrane, while the
estimation of the latter was limited by light
diffraction, and the stained region corresponded
to the pool of recycling vesicles). At
extrasynaptic regions, only 52.07 = 4.55 % of
the trajectories were confined (p= 0.004,
Student t-test) and the confinement diameter
was 662nm (median value — p<10"% KS test).
We analysed separately the “pause events”:
some quantum dots displayed a strong and rapid
decrease in the instantaneous diffusion
coefficient (about two orders of magnitude).
During these “pause events”, the diffusion
coefficient was small (Fig 3B-C, median = 2.3
10* pm?s, comparable (p=0.03, KS test,
p=0.005, Wilcoxon test) to that of QDs dried on
a coverslip which is of about 1.10™ pm?s.
During these pauses the explored area was
128nm wide (median — Fig 3E). These pauses
lasted from a few seconds to a few minutes (a
few recordings 5-8min long were made to show
that pauses could last up to a few minutes).
During the 37.5s recordings, we distinguished
between trajectories of particles which paused
during all the recording session (“long pauses”),
those for which one end of the pause could be
observed (“truncated pauses”) and those for
which both ends were observed (“short pause”).
We calculated the frequency of these events by
dividing their number by the residence time of
stx::pHGFP coupled to QD at synaptic and
extrasynaptic locations (see Material and
Methods). Pause events were more frequent at
synapses than at extrasynaptic regions (Fig 3E)
(0.007 vs 3.10™ 5™, p=0.01 for long ones, 3. 10~
vs 6.107 s, p=0.09 for truncated pauses, and
2.107 vs 1.107 s, p=0.7 for short pauses). The
median of the duration of the short pauses was
4.5s. Therefore the short pauses are not likely to
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Figure 3 — Lateral diffusion of stx::pHGFP coupled to QDs in cultured spinal
cord neurons.

(A) Examples of trajectories of stx::pHGFP coupled to QDs. The motion can be
Brownian (Ai), confined (Aii) or display a pause event (Aiii and see text). Grey
regions on Ai and Aiii correspond to synapses identified by FM 4-64 labelling. Scale
bar: 300nm. (B) Average MSD (x SEM) for trajectories at synaptic (red) or extrasy-
naptic (blue) regions, and for pause events (black). (C) Cumulative frequencies of
the diffusion coefficients. Same color code as in (B). Vertical dotted line indicates
the threshold for quantum dots considered immobile, as measured on blank
coverslips. (D) Distribution of the diameter of the confinement area at synapses
(conf) or the area explored during pause events (pause) (median and 25%-75%
IQR, whiskers: 5 and 95% confidence limits). KS test, ** p<0.01. (E) Frequencies of
the different types of pauses (meantSEM) : long, truncated (trunc), and short
pauses, at synapses (red) or extrasynaptic regions (blue). These different types of
events are defined in the text. Two-tailed student t-test, *** p<0.001. (F) Example of
a “subcompartmented” trajectory. (Fi) Trajectory of a synaptic pause event.
(100nm) (Fii) Two Gaussian clusters of positions were identified by a Gaussian
mixture analysis (see Materials and Methods), and are shown here in red and blue.
(Fiii) Distance of the QD to the centre of each cluster (identified in Fii) as a function
of time (cluster 1: red, cluster 2: blue). At the beginning of the recording, the
distance of the QD to the centre of cluster 1 is very small compared to that of
cluster 2, indicating the QD diffuses within cluster 1. Then, the QD moves to cluster
2 (arrow), as shown by the short distance to cluster 2 relative to cluster 1. Finally, it
moves back to cluster 1 (arrow).



correspond to the tail of the distribution of the
long pauses, but correspond to a different
population.

Some of the trajectories of the pauses displayed
a specific pattern: the surface area explored
could be divided into two or more subdomains
separated by a few tens of nanometers (Fig 3-
Fi). To further analyse these trajectories, we
first classified the positions of the particle into
subdomains (Fig. 3-Fii), using a Gaussian
Mixture Analysis (see Material and Methods).
This classification is based only on the distances
between positions. Then, to test whether the
particle was diffusing within the entire “peanut-
shape” area or was dwelling separately in each
subdomains, we measured the distance of the
particle to the centre of each cluster as a
function of time (Fig. 3-Fiii). We found that the
particle spent a few seconds in a first subdomain
before moving to the other, a behaviour that
could correspond to consecutive pause events at
adjacent locations. Overall, SPT revealed a
large heterogeneity of diffusive behaviours. The
slower, more confined diffusion and more
frequent pauses at synapses were consistent
with the slower recovery kinetics observed in
FRAP experiments at synaptic as compared to
extrasynaptic regions.
Intracellular  interactions affect  the
trajectories of stx::pHGFP.

The motion of membrane proteins results from
so-called Brownian forces (thermal agitation of
lipids and other proteins), obstacles, and
binding. SyntaxinlA is involved in many
binding interactions, some of which are
specifically synaptic. We therefore asked how
intracellular interactions could influence the
characteristics of the motion. To that end we

generated two  truncated constructs  of
stx::pHGFP  (Fig. 4A): SNARE::pHGFP
(“SNARE”), where the Habc domain was

deleted, (aa 1-28, 183-288), and TMR::pHGFP
(“TMR”), where both the Habc and the SNARE
domains were deleted, consisting only of the
transmembrane (TMR) region and a small N-
terminal domain (aa 1-28, 259-288). In SPT
experiments and for each construct taken
independently, the motion remained different
between synaptic and extrasynaptic regions

(Fig. 4): as for the full-length stx::pHGFP
(“FL”), trajectories had smaller diffusion
coefficients (Fig. 4B-C, p=2.10'16, KS test),
were more frequently confined (FigS2-A), the
confinement surface areas were smaller (FigS2-
B), and pauses were more frequent (Fig. 4D), at
synaptic than at extrasynaptic regions. However,
the dynamic behaviours of the three constructs
were different. In order to analyse the role of the
Habc domain, we compared the behaviour of
the full-length construct to that of the SNARE
construct (lacking much of the Habc domain).
At extrasynaptic regions, the median of the
distribution of the diffusion coefficients was
slightly higher for the SNARE than for the FL
construct (0.25 vs 0.20 pm*/s, p < 10* KS test).
At synapses, the distribution of diffusion
coefficients of the SNARE construct was not
significantly different from that of the FL
construct (Fig. 4C) and the proportion of
confined trajectories was also unchanged
(FigS2-A). However, the SNARE construct had
short pauses, which were more frequent than for
the FL construct (0.007 s vs 0.002 s, p =
0.07, Fig. 4D). We evaluated the contribution of
the SNARE domain to the pauses by comparing
the behaviour of the SNARE construct to that of
the TMR construct (lacking the SNARE
domain). At extrasynaptic regions, the
distribution of the diffusion coefficients was
shifter towards higher values (0.27 vs 0.25
um*/s, p < 10 KS test). At synapses, the
distribution of diffusion coefficients of the TMR
was also shifted to higher wvalues when
compared to the SNARE construct (median 0.13
um*/s vs 0.063 pm?/s, p=0.01) (Fig. 4C). The
proportion of confined trajectories was also
unchanged (FigS2-A). Finally, the TMR
construct also displayed short pauses that were
less frequent than for the SNARE construct
(0.007 s vs 0.001 s, p=0.02, Fig. 4D).

To summarize, removal of the Habc domain
resulted in more frequent short pauses, whereas
further removal of the SNARE domain
increased the diffusion coefficient and
decreased the frequency of short pauses.
However, the pause events were relatively rare,
which rendered the estimation of their
frequency for each construct imprecise. This is
likely to be due to the undersampling which is
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Figure 4 - Effects of deletions of the Habc and SNARE domains on the lateral
diffusion of QD-labelled stx:pHGFP.

(A) Schematic representation of the three constructs of syntaxin.The full-length
construct consists of syntaxinla (stx1a) fused to the pHGFP at its C-terminal end.
Stx1a consists of three main domains: the transmembrane region (TMR), the
SNARE domain (SNARE) and the Habc domain.Two truncated constructs were
generated: the SNARE construct (aa 1-28, 183-288 ) and the TMR construct (aa
1-28,259-288). Positions of the amino acids (aa) are indicated on the full-length
construct. (B) Average MSD (+ SEM) for stx:pHGFP (solid lines), SNARE::pHGFP
(dashed lines),and TMR::pHGFP (dotted lines) trajectories, at synaptic (red) or
extrasynaptic (blue) regions. (C) Cumulative frequencies of the diffusion coeffi-
cients.Same color code as in (B). (D) Frequencies of the different kinds of pause
events (mean + SEM) :long, truncated, and short pauses, at synapses or extrasy-
naptic regions, and for each construct (stx::pHGFP full-length :filled,
SNARE::pHGFP :tight hatches; TMR::pHGFP :lose hatches). Two-tailed t-test, *
p<0.05



inherent to the SPT approach. The FRAP
experiments were appropriate to overcome this
limitation of the SPT technique.

Intracellular interactions affect the FRAP
rate of stx::pHGFP

In FRAP experiments, the rates of recovery of
the various constructs were slower at synaptic
than at extrasynaptic regions (Fig 5 A-B). This
could be quantified both by the levels of
recovery at specific time points and by the
parameters of the biexponential fit (Fig 5 C-D).
At extrasynaptic regions, the recovery was not
significantly different between the three
constructs. At synapses, removal of the Habc
domain led to a slower recovery for the SNARE
construct as compared to that of the full-length
construct: after 6s, 35% vs 51% (p < 10-4), and
after 28s, 56% vs 68% (p = 0.009) were
recovered, and the plateau values at 150s were
75% and 84% (p = 0.1), respectively.
Consistently, the biexponential fits indicated
that the fraction corresponding to the short
characteristic time was smaller for the SNARE
construct than for the FL construct (45% vs
55%, p= 0.04). Further removal of the SNARE
domain led to a faster recovery. The levels of
recovery for the TMR and the SNARE
constructs were 46% vs 35% (p = 0.007), 75%
vs 56% (p=0..0009) and 95% vs 75% (p=0.02)
after 6, 28 and 150s respectively. These
differences could also be seen when comparing
the parameters of the biexponential fit: 1, was
143s vs 261s (p = 0.05), and P¢ was 60% vs 45%
(p = 0.006) for the TMR and the SNARE
constructs respectively. In conclusion, removal
of the Habc domain of stx::pHGFP slowed
down fluorescence recovery process, and further
removal of the SNARE domain accelerated the
recovery. This was consistent with the
differences in pause frequencies between the
three constructs seen in SPT experiments (Fig.
4D).

Cleavage of the partner SNAP2S affects the
trajectories of stx::pHGFP

SNAP-25 is the other t-SNARE protein
involved in the SNARE complex. It is a
palmitoylated protein, which forms a binary
complex with syntaxinl AP%. To target SNAP-

25, we used the light chain of Botulinum toxin
E (BoNT/E) that proteolyses the 26 C-terminal
amino acids residues of SNAP-25, and thereby
disrupts the interaction with syntaxinl AP,
Because cleavage of SNAP-25 by BoNT/E is
known to block calcium-dependent evoked
exocytosis2*? FM4-64 dye cannot be used,
therefore experiments were performed in spinal
cord cultured neurons from knock-in mice
expressing the fusion protein gephyrin::mRFP.
Gephyrin is a scaffold protein stabilizing the
inhibitory glycine and GABA receptors at
synapses and is a core component of the post-
synaptic differentiation 341, Inhibitory synapses
represent about 65% of synapses in the spinal
cord Pl Neurons were transfected with
stx::pHGFP alone (control) or with stx::pHGFP
together with the BoNT/E light chain.
Stx::pHGFP expression was similar with and
without BoNT/E, and widely distributed along
axons as in rat spinal cord neurons. In control
neurons, the same diffusive behaviours as in rat
neurons were observed (Fig 6). The diffusion
coefficients were lower (0.12 um?s vs 0.18
um?/s, p=0.06 wilcoxon test), the trajectories
were more frequently confined (68% vs 47 %,
p=0.03) and the confinement area was smaller
(458nm vs 604 nm, p=10~) at synaptic than at
extrasynaptic regions. Pauses were also more
frequent at synaptic than extrasynaptic regions
(0.01 vs 6.10™* s, p=0.1 for long ones, 6. 10 vs
9.10* s, p=0.008 for truncated pause events,
and 0.01 vs 2.10° s, p=0.01 for short pause
events). In the presence of BoNT/E, differences
between synaptic and extrasynaptic behaviours
could still be seen: diffusion was slower (0.13
um*/s vs 0.23 pm*/s, p<10~ wilcoxon test) and
trajectories were more confined at synapses
(68% vs 45%, p=0.001), with more frequent
pauses, compared to extrasynaptic regions
(0.005 vs 3.10* s™, p=0.08 for long pauses, 5.
107 vs 8.107 s, p=0.01 for truncated pauses,
and 7.107 vs 1.107 s™, p=0.01 for short pauses).
However, the cleavage of SNAP-25 by the
BoNT/E slightly increased the diffusion
coefficient of stx::pHGFP at synaptic and
extrasynaptic regions (0.12 to 0.13 pm?s,
p=0.06, and 0.18 to 0.23um*/s, p<107)(Fig. 6A-
B) but neither the fraction of confined
trajectories nor the size of the confinement
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Figure 5 — Effects of deletions of the Habc and SNARE domains on the
FRAP rates.

(A) Averaged normalized fluorescence recovery (mean + SEM) of
stx::pHGFP (solid line), the SNARE::pHGFP construct (dashed line) and the
TMR::pHGFP construct (dotted line) versus time, at synaptic locations. (B)
Averaged normalized fluorescence recovery (mean + SEM) of the three
constructs at extrasynaptic locations as a function of time. Same line code
as in (A). (C) Parameters from the biexponential fit of the synaptic experi-
mental curves (see Material and Methods): short characteristic time 1f, long
characteristic time T1s, and fast fraction Pf (mean + SEM), for the three
constructs, full-length (filled), SNARE::pHGFP (tight hatches) and
TMR::pHGFP (lose hatches). Two-tailed t-test, * p<0.05, ** p<0.01. (D)
Parameters from the biexponential fit of the extrasynaptic experimental
curves . Same codes as in (C).



domain (Fig. 6A and S2), nor the frequency of
short pauses were affected (Fig. 6C). However,
the frequency of all types of pauses taken
together was decreased (0.032 s™ to 0.017 s™,
p=0.06, MW test). Finally, the median duration
of the pause events was decreased from 3.75s to
1.65s (p=0.11 KS test) under BoNT/E
expression (Fig. 6D).

Overall, cleavage of SNAP25 increased the
diffusion of stx::pHGFP and the pauses tended
to be less frequent and shorter.

Botulinum neurotoxin E affects the exchange
dynamics of stx::pHGFP

FRAP was performed at synaptic and
extrasynaptic regions, in neurons transfected
with stx::pHGFP (control) alone or co-
transfected with stx::pHGFP and BoNT/E. In
control neurons as well as in co-transfected
neurons, the recovery was slower at synaptic
regions than at extrasynaptic regions (Fig 7A).
With BoNT/E the rate of recovery was not
modified at extrasynaptic regions, but at
synapses, the presence of BONT/E led to a faster
recovery (Fig 7A). More precisely recovery was
39% vs 44% at 6s (p=0.1) 59% and 69% at 28s
(p=0.02), and then 80% and 87% at 150s (p =
0.1) without and with BoNT/E respectively (Fig
7B). The parameters of the biexponential fit
were not significantly different (Fig 7C), but a
biexponential fit is not appropriate for this type
of recovery (see discussion).

Thus,  preventing  interaction  between
stx::pHGFP and SNAP-25 resulted in a faster
recovery at synapses, being consistent with SPT
data. Since SNAP-25 interacts with the SNARE
domain of stx::pHGFP, these results are also
consistent with the increased mobility observed
after removal of the SNARE domain of
stx::pHGFP.

Modelling diffusion and binding of
stx::pHGFP based on SPT and FRAP
experiments.

FRAP experiments usually provide information
related to kinetics, obtained by averaging over a
population of molecules in a specific region.
The interpretation of FRAP curves requires
assumptions about the underlying diffusive
properties of the individual molecules and their

environment™**. In contrast, SPT gives a
direct access to the lateral motion of individual
molecules. In order to identify the diffusive
properties, including the interactions, that
underlie the recovery in FRAP experiments, we
proposed a model for the diffusion and binding
of stx::pHGFP based on SPT observations. This
model allows us to use different parameters,
some measured in SPT experiments and others
estimated by fitting the FRAP curves. The
strength of this approach is that it combines
both SPT and FRAP data to construct, verify
and constrain the model.

The proposed model relies on stx::pHGFP
diffusion and binding events observed in SPT
experiments. The observed pause events were
attributed to binding interactions where
stx::pHGFP was quasi-immobilised, as detailed
in the discussion section. In addition, the
distribution of the pause durations (short pauses
lasting a few seconds and long pauses lasting
from tens of seconds to minutes), suggested at
least two binding reactions with different
binding times. Therefore, the model consists of
(1) the free diffusion of stx::pHGFP, (ii) a fast
binding reaction (s), and (iii) a slow binding
reaction (min). In addition, as detailed in the
discussion section, these binding events are
thought to reflect the formation of the
exocytotic molecular complex, but we do not
exclude that cluster may also be formed. In this
process, syntaxinl A is expected to interact with
SNAP-25 to form an “acceptor complex” which
then allows for the formation of a more stable
complex via binding to synaptobrevin2 for
instance”). More specifically, we proposed the
following model:

(1) So, free stx::pHGFP, can diffuse freely.

(i1) Sy can bind to a first partner, M;, to form an
immobilised “acceptor complex” S;. This
reaction which accounts for the short pauses is
described by the forward binding rate ko; and
the backward rate k.

(ii1) S; can bind to a second partner, M», to form
the immobilised complex S,. S; is immobilised.
This reaction accounts for the long pauses and is
characterized by the forward binding rate ki,
and the backward rate kj;.

In summary, we have the following chemical
reactions:
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Figure 6 — Effects of SNAP25 cleavage on the lateral diffusion of
QD-labelled stx:pHGFP.

Neurons were transfected either with stx::pHGFP alone or with both
stx::pHGFP and the light chain of the botulinum neurotoxin E (BoNT/E), that
specifically cleaves SNAP25. (A) Average MSD (+ SEM) of trajectories of
stx::pHGFP in control cells transfected with stx:pHGFP only (solid lines), and
cells co-transfected with stx::pHGFP and BoNT/E (dotted lines), at synaptic
(red) or extrasynaptic (blue) regions. (B) Cumulative frequencies of the
diffusion coefficients. Same color and line codes as in (A). (C) Frequencies
of the different kinds of pause events (mean + SEM): long truncated and
short pauses, at synapses or extrasynaptic and for control (filled) and
co-transfected cells (hatches). (D) Box and whiskers plot of the duration of
synaptic pauses, for control (ct) and co-transfected (BoNT/E) cells. The thick
line is the median, the box extends from the first to the third interquartile, and

whiskers extend to 1.5 times the interquartile. Each point represents a pause
event.
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At a molecular level, the backward rate is the
reciprocal of the mean binding duration [36].
For short pauses, i.e. for the first reaction, the
parameter kjo was obtained directly from the
duration of the short pauses measured in SPT.
For long pauses (minutes), the parameter kj;
could not be precisely estimated from the SPT
data because the duration of the long pauses was
longer than the recording time in most
experiments (37.5s). Instead, we estimated kj,
by fitting the FRAP curves. The forward rates
ko1 and kj» correspond to the frequency of the
binding events. In principle, these frequencies
can be measured in SPT experiments, but this
estimation might be biased due to the
undersampling which is inherent to SPT
experiments. Another limitation is that pauses
shorter than 1s could not be detected. We
therefore estimated the forward rates by fitting
the FRAP curves by reaction-diffusion
equations described in the supplementary
materials. The effective diffusion coefficient
was measured in SPT experiments. Details of
the model are described in the supplementary
materials.
We assumed that the same model for the
stx::pHGFP interactions holds in the synaptic
and extrasynaptic regions; however, the values
of the parameters are likely to depend on the
regions. Since the synaptic region is surrounded
by an extrasynaptic region, FRAP recovery
measured at synaptic regions depended on both
synaptic and extrasynaptic diffusive behaviours.
In contrast, extrasynaptic FRAP experiments
depended only on the extrasynaptic diffusive
behaviour. We thus use our model for
stx::pHGFP interactions in each region but with
a priori  different  parameter  values.
Consequently, we first fitted extrasynaptic
FRAP curves and obtained a first set of values
for the extrasynaptic parameters. Then we used
these values as inputs to fit the synaptic FRAP
curves, where only the synaptic parameters were
adjusted (Fig. 8A-B). The FRAP curves
obtained in the conditions described in the

experimental approach (FL, SNARE and TMR
construct, and control and BoNT/E conditions)
were fitted using the numerical simulations of
the reaction-diffusion equations of the model.

Extrasynaptic curves were fitted properly under
the hypotheses of the model. In particular, we
verified the assumption that the same model
applies in the synaptic and extrasynaptic
regions, but with different values of the
parameters (table 1 and SI). Since the
extrasynaptic curves were not significantly
different, we do not discuss the slight
differences between the fitted parameter values
for the different conditions. At synapses, we
first focused on the affinity constant (the ratio of
the forward to the backward binding rates,
which is equal to the ratio of bound to free
molecules at equilibrium). For all conditions,
the affinity constants of both binding reactions
were higher at synaptic than extrasynaptic sites
(by roughly a factor 2). This indicated that the
proportion of bound molecules is higher at the
synapse compared to the extrasynaptic region
(table 1). Deletion of the Habc domain
increased the affinity constant of the first
reaction but left the affinity constant of the
second reaction unchanged (Fig. 8A, dotted red
line compared to dotted black line, and table 1).
Removing the Habc domain reinforced the
affinity of the first reaction. This effect is
detailed in the discussion section. Further
deletion of the SNARE domain led to a decrease
of both affinity constants (Fig. 8A, dotted blue
line and table 1). We conclude that the SNARE
domain was therefore involved in both the short
and the long binding. Noticeably, the TMR
construct that contains only of the
transmembrane region of syntaxinlA was still
involved in some binding as indicated by the
affinity constants. Finally, cleavage of SNAP25
resulted in a smaller affinity constant for the
second reaction (Fig. 8B and table 1). The long
binding reaction was therefore “destabilised” in
the absence of SNAP25. The affinity constant of
the first reaction remained almost unchanged.

In addition, the first (s) and the second (min)
reactions are coupled: the second one relies on
the formation of a complex by the first one. To
study the implications of this coupling in the
kinetics of recovery, we compared the recovery
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Figure 7 — Effects of deletions of
SNAP 25 cleavage on the FRAP rates.
(A) Averaged normalized fluorescence
recovery (x SEM) of stx::pHGFP in
control cells (solid line) and in cells
co-transfected with BoNT/E (dotted line)
versus time, at synaptic (red) and
extrasynaptic (blue) locations. (B)
Averaged normalized intensity of
fluorescence recovery (+ SEM) of
stx::pHGFP after 6s, 28s and 150s), in
control cells (filled) and cells co-trans-
fected with BoNT/E (hatches), at synap-
tic (red) and extrasynaptic (blue)
regions. * p<0.05. (C) Parameters from
the biexponential fit of the experimental
curves (see Material and Methods):
short characteristic time 1f, long charac-
teristic time 1s, and fast fraction Pf
(mean £ SEM), in control cells (filled)
and cells co-transfected with BONT/E
(hatches), at synaptic (red) and extrasy-
naptic (blue) regions.



curves for different values of the affinity
constant of the first reaction (Figure 8C).
Interestingly, varying the affinity constant for
the first reaction impacts the recovery up to
minutes, which is longer than the characteristic
time of the first reaction (few seconds). The
higher this affinity constant is, the slower the
fluorescence recovers. The explanation is that if
the amount of bound molecules in the first
reaction increases, the amount of bound
molecules in the second reaction will also
increase, leading to a slower recovery at long
time scale. This effect was also observed after
the N-terminal deletion of stx::pHGFP: the first
affinity constant was increased, and the late
recovery was slower, compared to those of the
full-length construct. As expected, varying the
second affinity constant also affected the late
recovery (Fig S3).

Looking more specifically at all the fitted
binding rates, it was notable that, in all
conditions, the fitted values of the forward
binding rate (that corresponds to the frequency
of short binding) were higher than the measured
frequency of short pauses (by at least one order
of magnitude, table 1 and Fig 4D and 6C).
Briefly, hypotheses to account for this
discrepancy include (i) the non-detection of
very short pauses (<Is) and (ii) a labelling bias
(see discussion). The rates of the second
reaction could not be accessed directly with SPT
experiments. However the fits indicated that the
backward binding rate ranged from 50s for the
TMR construct to 2min for the FL construct
(table 1).

In conclusion, combining the modelling of
FRAP recovery with SPT data allowed us to
identify two coupled kinetics of interactions,
associated  with  different domains  of
stx::pHGFP: (i) a long binding reaction (about
2min), that involved the SNARE domain and
more specifically its binding to SNAP25 and (ii)
a short binding reaction (a few seconds), that
involved the N-terminal, SNARE and indirectly
the transmembrane domains of stx::pHGFP.

DISCUSSION

We have studied the motion of stx::pHGFP by
using FRAP and SPT, two complementary
techniques which give access to different
characteristics of diffusion at different scales.
We have shown that stx::pHGFP rapidly moved
in and out of synapses and was slowed down at
synapses, where they exhibited frequent pauses.
In addition, deletions of some domains of
syntaxin or cleavage of SNAP25 affected the
lateral diffusion of stx::pHGFP. Finally, we
have proposed a model that combines FRAP
and SPT data and provides a qualitative and
quantitative characterization of  these
interactions. Below we discuss how these
interactions, that modulate the lateral mobility
of stx::pHGFP, are related to the formation of
the exocytotic complex, and how they lead to
the transient stabilisation of stx::pHGFP at the
active zone.

Different behaviours at and
extrasynaptic regions

FRAP revealed that stx::pHGFP was exchanged
between the synaptic and extrasynaptic regions
at a fast rate: the characteristic time was in the
range of a few seconds, to be compared with
many minutes for Muncl3, a cytoplasmic
protein accumulated in the presynaptic terminal
that interacts with many partners!'?. FRAP
recovery curves had at least two components,
which may reflect different molecular
interactions. At short time scales (few seconds),
the recovery was slower at synaptic than at
extrasynaptic regions, indicating fast and
reversible interactions at synapses. At a longer
time scale (2-3min), the recovery was also
lower at synaptic than at extrasynaptic regions,
suggesting the existence of interactions with
long characteristic time at synapses.

The diffusion coefficient of individual
molecules could be measured directly in SPT
experiments. The diffusion coefficients were
smaller at synaptic than at extrasynaptic regions.
It should be noticed that labelling of
stx::pHGFP with a quantum dot did not limit its
diffusion, since it could still be accelered in
some conditions (e.g. under SNAP25 cleavage).
The slowdown of stx::pHGFP could be due to

synaptic
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Figure 8 — Simulations of FRAP with a
model of two coupled binding reac-
tions based on SPT data.

(A) Simulation of FRAP for the three
different constructs (stx::pHGFP, black -
SNARE::pHGFP, red — TMR::pHGFP,
blue) at synaptic regions. Experimental
data are shown in solid line, simulated
data in dashed line. (B) Simulation of
FRAP for conditions with and without
BoNT/E (control, black - BoNT/E, red)
at synaptic regions. Experimental data
are shown in solid line, simulated data in
dashed line. (C) Sensibility of the
recovery to the kinetics of the first (fast)
reaction. The recovery is simulated for
varying values of kO1. The values of
k10, k12, and k21 are equal to those
that fit the recovery of the full-length
construct (black curve in (A)). The
different values of k01 are equal to the x
times the value that fit the recovery of
the full-length construct (x = 0.2, red — x
= 0.5, orange —x =1, black — x = 2,
green — x = 10, blue). The full circles are
experimental data points of the recovery
of the full-length construct. Note that
even if only the rate of the fast reaction
is affected (s), the recovery is altered at
long time scale (min).



fast and reversible interactions with obstacles or
partners ") as suggested by FRAP
experiments (see above). Indeed, electron
microscopy shows that the presynaptic active
zone is crowded, as suggested by the presence
of electron dense material*”. Many molecules
which may contribute to the crowding are
present in this area, including membrane
proteins such as calcium channels, adhesion
proteins (neurexins, cadherins) and SNAP-25,
as well as submembrane proteins such as
Bassoon!***!! and Cast/Erc*”. This crowding
may also be at the origin of the confinement
observed in some trajectories. At synapses,
about 75% of the trajectories were confined (as
opposed to Brownian). The confinement
diameter — a characteristic size of the region in
which the motion is hindered by interactions —
was of about 330nm. This size was comparable
to that of the synaptic zone!*. Catenin and
cadherin, which are localised at the border of
the active zone!*!, may constitute obstacles to
diffusion. Other membrane proteins anchored to
the cytoskeleton could also account for such a
subdiffusive  behaviour™®™. However, the
confined trajectories did not have a significantly
longer dwell time at synapses compared to the
Brownian trajectories (data not shown). This
suggests that the confinement was not a major
determinant of the recovery observed in FRAP
experiments. At extrasynaptic regions, 50% of
the trajectories were confined, and the
confinement size was about 660nm. This
confinement may result from the presence of
obstacles in the extrasynaptic plasma
membrane!*!,

One of the most striking features of the
diffusion of stx::pHGFP was the occurrence of
pauses, which are periods during which the
molecule appeared to be quasi-immobilized.
These pauses were more frequently observed at
synaptic than at extrasynaptic regions. Some
pauses detected extrasynaptically could have
occurred at unlabelled synapses: FM 4-64 used
in this study only labelled active synapses, and
could miss nascent or silent synapses; in
experiments performed on neurons from
mRFP::gephyrin-KI mice neurones, excitatory
synapses were unlabelled (they represent 30%
of the total number of synapses”)). During

pauses, the surface area explored by stx::pHGFP
had a diameter of about 120nm, notably smaller
than that of the synaptic area. This value is
comparable to that of the “caging diameter” of
docked synaptic vesicles (100nm) as measured
by Westphal, et al. 441 (in hippocampal neurons)
or by Nofal, et al. 5 (in chromaffin cells). The
duration of the pause could be either short in the
range of a few seconds, or longer than that of
the recording session (37.5s). Interestingly the
duration of vesicle docking at the membrane has
been shown to be variable and within the same
range of magnitude [4647] " The simpler
hypothesis accounting for these pauses is that
stx::pHGFP was involved in interactions being
responsible for this quasi-immobilization. Since
syntaxinl A is at the core of the exocytotic
complex, these pauses could be related to the
formation of this exocytotic complex. It can also
be noticed that extrasynaptic pauses could also

correspond to loci for  extrasynaptic
exocytosis'*.
Interactions reflected in the motion of
stx::pHGFP

In order to identify the interactions responsible
for the characteristics of the motion of
stx::pHGFP, we first used truncated versions of
stx::pHGFP, and then targeted specifically one
of its partners, namely SNAP-25. First, at
synapses, the deletion of the Habc domain
resulted in an increased frequency of short
pauses, and a slower fluorescence recovery, as
compared to the full-length construct. This
suggests that the Habc domain somehow
inhibited interactions between stx::pHGFP and
some partners. The binding of Muncl8 to the
closed conformation of syntaxinl A via the Habc
domain is known to inhibit binding of the
SNARE domain of syntaxinlA to other
molecules 2% This suggests that the pauses
observed and the slowdown of FRAP could be
partly related to binding of stx::pHGFP via its
SNARE domain. Indeed, removal of the
SNARE increased the diffusion coefficient at
synapses, reduced the frequency of short pauses,
and was associated with a faster fluorescence
recovery in FRAP experiments. These data
further support the possibility that the pause
events and the slow synaptic recovery in FRAP

10



experiments were partly due to interactions via
the SNARE domain. Partners that interact with
the SNARE domain of syntaxinlA include
SNAP-25 and synaptobrevin2!'*?!]
synaptotagmin, complexin®"! and tomosyn?,
all of which are involved in the formation of the
exocytotic complex. Noticeably, this construct
(TMR) that lacks the SNARE domain still
exhibited few pauses. The transmembrane
region is known to interact with itself to form
homodimers[53], and is also involved in the
binding to calcium channels®. The TMR
construct could therefore bind to endogenous
syntaxinl A molecules already immobilized by
interactions via its SNARE domain, within the
exocytotic complex. Binding to calcium
channels in the presynaptic active zone could
also lead to long pauses. The exocytotic
complex has already been described as a super-
assembly of SNARE complexes possibly
involving other proteins such as calcium
channels®™.  To further characterize the
implication of molecular components of the
exocytotic complex in stx::pHGFP motion, we
specifically targeted SNAP-25, the other t-
SNARE. When SNAP-25 was cleaved, a slight
increase in the diffusion coefficient was
observed at synapses. No significant difference
in the number of pauses was noticed, but short
pauses had a shorter duration. This indicated a
destabilisation of the bound state of
stx::pHGFP. In FRAP experiments, cleavage of
SNAP-25 by BoONT/E resulted in a faster
recovery at synapses, which further suggested
that interactions were shortened and/or less
likely to occur. Therefore SNAP-25 also
contributing to the pause behaviour of
stx::pHGFP.

In summary, both the bulk FRAP approach and
the molecular description obtained in SPT
experiments indicate that pauses correspond to
binding events related to the formation of the
exocytotic complex: (i) pauses were mostly
synaptic; (ii) the explored region had a size
comparable to that of the caging diameter of
synaptic vesicles; (iii) the frequency of short
pauses depended on interactions via the N-
terminal domain consistently with the role of
Munc proteins in the exocytotic complex
formation; (iv) the SNARE domain was

involved in the pause behaviour; (v) the
duration of short pauses depended on
interactions with SNAP-25.

Modelling diffusion and binding of
stx::pHGFP based on SPT and FRAP.

The combination of FRAP and SPT data
allowed us to propose a scenario for the
diffusion and binding of stx::pHGFP. Indeed,
classical FRAP analysis using biexponential fits
relies on specific assumptions about the
diffusive properties of the molecule that were
not verified for the diffusive behaviour of
syntaxin at synapses”™® due to local
heterogeneities as seen with SPT. Indeed, the
FRAP recovery curves could not be fitted by
simulations based only on free diffusion (data
not shown). We built our model based on SPT
observations, in which stx::pHGFP is involved
in two coupled binding reactions, the first
corresponding to short pauses (s), and the
second to long pauses (min). We showed that
the experimental FRAP curves obtained in all
the conditions mentioned above (3 constructs
and control and BoNT/E conditions) were fitted
within this model. The sensitivity of the model
to the parameters was illustrated by the fact that
2 fold change in the first or second affinity
constants resulted in a noticeable discrepancy
between the simulated and the experimental
recoveries.

The kinetic parameters obtained contributed to
characterize the interactions that modulate the
motion of stx::pHGFP. First, deletion of the N-
terminal domain resulted in a higher affinity
constant of the first reaction. This is consistent
with the experimental data, and also suggests
that the presence of the N-terminal domain
inhibits interactions, possibly via binding to
Muncl18. The affinity constant of the second
reaction remained unchanged, suggesting that
once the first reaction has taken place, the
second reaction does not depend on the N-
terminal domain. Second, the model revealed
that the affinity constants of the two reactions
were decreased in the absence of the SNARE
domain. This indicated that the SNARE domain
was involved in both binding reactions. Third,
when SNAP-25 was cleaved by BoNT/E, the
affinity constant of the second reaction was
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decreased. This suggested that the long
interactions in which stx::pHGFP was engaged
were destabilised in the absence of SNAP-25.
Surprisingly, the equilibrium constant of the
first reaction was unchanged, with a shorter
duration of this short binding compensated by a
higher forward binding rate. In summary, the
computational model provided orders of
magnitude of the kinetic parameters of
stx::pHGFP, and showed how they were
modified under the different conditions,
although it could not capture all the complexity
of the interactions of syntaxinlA in a
mechanistic way. Incidentally, it should be
noticed that the forward rate of the first reaction
was higher than the measured frequency of short
pauses measured in SPT. This discrepancy
could be accounted for by (i) the fact that pauses
shorter than 1s were not identified
experimentally, by (ii) a labelling bias, and/or
by (iii) an overestimation of the residence time
at synapses (due to an overestimation of the size
of the synapse). Finally, Sieber et al observed
and modelled the diffusion of syntaxinlA in
neuroendocrine cells®®. In their model, the
dynamics of syntaxin was accounted for only by
diffusion and homologous interactions with a
backward reaction rate 25,000 s”'. Nevertheless,
comparison with our results remains difficult,
since the membrane organisation and
composition and the exocytosis mechanism
differ between neuroendocrine cells and
neurons. However, our computational model
which is based on the minimal assumption of
two different kinetics associated with two
different chemical reactions, is compatible with
the fact that SNARE molecules can form
clusters of various sizes: the binding partners
M; and M; could be small clusters involving
different SNARE proteins.

Dynamics of syntaxinl A and synaptic activity
The fact that syntaxinlA is involved in the
formation of the exocytotic complex raises the
question of the relationship between its
diffusive motion and synaptic activity. The
mobility characteristics of stx::pHGFP did not
depend on the presence of calcium (Fig. S4),
and were not significantly modified under
tetrodotoxin or 4-aminopyridin bath

applications (data not shown). In addition,
preventing the motion of stx::pHGFP by
crosslinking did not show any significant effect
on the rate of exocytosis (FM unloading rate,
data not shown).

The issue of the time scale is critical to
investigate the relationship between the motion
and the synaptic activity: our experiments only
allow to probe the motion at the time scale of a
few seconds to a few minutes but the exocytosis
occurs at a very short time scale, a fraction of a
second?. In particular, when the membrane of a
vesicle — that is devoid of syntaxin'®- is
integrated in the plasma membrane, the spatial
organisation of syntaxin is likely to be disrupted
rapidly and locally. The time required for the
organisation to recover depends on the motion
of syntaxin. The time to recover half of the
initial concentration was numerically estimated
to 0.002s, after the fusion of a 50nm vesicle, for
molecules diffusing with D = 0.07um*/s (See
Supplementary Materials and Fig. S5), which
corresponds to a limit frequency of 500Hz. It is
therefore unlikely that diffusion would limit the
rate of exocytosis.

In conclusion, the lateral diffusion of
stx::pHGFP was characterized by a fast
diffusive  motion, with periods where
interactions that correspond to the formation of
the exocytotic complex dramatically slow down
its motion at precise locations. In particular,
transient heterogeneities of the motion were
accounted for by local interactions involving the
SNARE domain and SNAP-25. Further
characterization of the specific interactions
involved in the motion of syntaxinlA might
help to confirm this scenario. It is also worth
noting that full abolishment of the exocytotic
complex may be hard to observe: for instance,
neither the absence of SNAP25 nor
synaptobrevin2 prevents the occurrence of
minis®>*"!, Finally, the use of FRAP and SPT,
two complementary methods, allowed to
characterize the motion of stx::pHGFP both at
the molecular and population levels.
Combination of these data led to the
identification of two different kinetics of
interactions involved in the formation of the
exocytotic complex. Consequently, despite its
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globally rapid motion, syntaxin is involved in
stable and localised interactions related to the
exocytotic complex. The combination of rapid
diffusion with transient pauses alleviates the
paradox of the structured but dynamic
membrane.

Materials and Methods

Cell culture and transfection. Rat spinal cord neurons
were prepared from 14 day old Sprague-Dawley rat
embryos. Cells were plated at a density of 10* cells/cm’
onto 18mm” glass coverslips precoated with 70ug/mL
poly-D,L-ornithine (Sigma, St Louis, MO) and 5% fetal
calf serum (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Cultures
were maintained in serum-free Neurobasal medium
supplemented with B27 (1 X), glutamine (2 mM), and
antibiotics (Invitrogen) at 36°C in a 5% CO2 atmosphere
for 9 days. The medium was changed at 5 then 7 days in
vitro (DIV). Mouse spinal cord neurons were prepared
from 13 day old mouse embryo, from the gephyrin-mRFP
knock-in mice raised in the laboratory. Same protocol as
for rat neurons was used for the culture. Neurons were
transfected at 8 DIV using Lipofectamine2000, according
to the manufacturer’s protocol, with 1.5ug DNA per
coverslip. Cells were imaged 24 hours after transfection.
Plasmids. The plasmid for expression of syntaxinlA
fused to pHGFP was a gift from T. A. Ryan, and is
described in Mitchell and Ryan'”’!. The SNARE and TMR
constructs were derived from this plasmid, and encoded
Stx1A, SNARE motif-TMR-GFP [Sx1A-(1-28 + 183—
288) + pHGFP] and Stx1A, TMR-GFP [Sx1A-(1-28 +
259-288) + pHGFP], respectively. Coding sequences of
all constructs have been verified by sequencing using the
stx1A rat sequence as reference. The plasmid for
expression of the light chain of botulinum toxin E
(BoNT/E) was a gift from T. Galli.

Immunofluorescence labelling of fixed cells. Cells were
fixed for 15 min at room temperature in 4% (w/v)
paraformaldehyde (Serva Feinbio-chemica, Heidelberg,
Germany) in PBS, and permeabilized for 4 min with
0.25% (v/v) Triton X-100. They were then incubated for
30 min at 37°C in 0.25% (w/v) gelatin (Sigma) in PBS to
block nonspecific staining and incubated for 1 h at 37°C
with primary antibodies in 0.1% gelatin. After washes
with PBS, cells were incubated for 45 min at 37°C in
secondary antibodies, washed, and mounted on slides
with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
The primary antibodies used were mouse anti-syntaxinl A
(monoclonal; Synaptic System, Germany), mouse anti-
synapsin I (clone 3C5, Millipore, US), and rabbit anti-
synapsin I (Millipore, US). Secondary antibodies were
Cy3-conjugated goat anti-mouse (Cy3-conjugated goat
anti-rabbit and FITC-conjugated goat anti-rabbit from
Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA).

Live imaging. The recording medium consisted of phenol
red-free minimal essential medium supplemented with
glucose (33 mM; Sigma) and HEPES (20 mM), glutamine
(2 mM), Na-pyruvate (I mM), and B27 (1X) from
Invitrogen. Active presynaptic terminal were stained with
FM4-64 (2uM, Invitrogen) in the presence of KCI
(40mM) for 30s to stimulate vesicle recycling.

Acidic bath application. Acidic solution at pH 5.5
contained 150mM NaCl and 15mM MES (2-[N-
morpholino]ethane sulfonic acid, pK 6.1) in water. This
solution was bath applied for less than one minute before
incubating back with the recording medium.
Fluorescence  Recovery  After  Photobleaching.
Experiments were conducted on a FRAP microscope
system (FRAP L5D, Roper Scientific, France) controlled
through Metamorph (Universal Imaging, USA). It
consisted of an inverted microscope (Eclipse TE2000-E;
Nikon, France) equipped with an autofocus system
(Nikon), a DG-4 illumination system (Sutter Instruments,
USA) and appropriate filter sets (Semrock; Optoprim,
France). Coverslips were mounted on a chamber
containing the recording medium, and observed with a
100x objective (Nikon). Chamber and objective were
heated at 36°C.

Circular regions (diameter = 1.5um), either at
extrasynaptic or synaptic sites (identified by FM 4-64
staining, see above), were bleached by high-intensity 488-
nm laser (ERROL, France) for 8ms at 60 mW.
Fluorescence intensity was reduced by 60% after bleach.
Fluorescence recovery was monitored by timelapse
acquisitions with a CCD camera (QuantEM 512SC,
Roper Scientific) at 0.5 Hz for 10s, 0.2 Hz for the next
110s, and 0.1 Hz for an additional 120s. Data were
normalized to the fluorescence before bleach and
corrected  for  ongoing  photobleaching  with:
Fcorrt=(Ft/F0)/(Fnbt/ Fnb0); where Ft is the fluorescence
at time t, FO is the fluorescence before bleaching, Fnbt is
the average fluorescence intensity of three non-bleached
spots at time t, and FnbO is the average fluorescence
intensity of the same non-bleached spots before bleaching
[58]. Data were then further normalized to the initial
fluorescence after bleach Fi: Fnorm(t) = (Fcorr(t) —
Fcorr(bleach))/(Fcorr(before bleach) — Fcorr(bleach)).

Fits of FRAP recovery curves were made according to the
following equation:

Ft=Pf[ 1 —exp (-t/tf) ] + (1 — Pf) [1 —exp (-t/18) ]

where Pf is the relative size of the fast pool (expressed as
a fraction of 1), and tf and ts are the recovery time
constants for the fast and slow pools, respectively. The
leastSquareFit function implemented in Python was used
to calculate the best fits. As explained in the text, most of
the full curves could not be properly fitted with a
biexponential fit, therefore the fit was performed on the
first portion of the recovery, between 0 and 50s. The
optimization was not done under constraints, however,
fits that gave “non-realistic” parameters (Pf> 1 or <0, and
taus >1000) were discarded.

Single Particle Tracking. QD labelling for single particle
imaging. QDs emitting at 605 conjugated with Goat
F(ab')2 anti-Rabbit IgG (Invitrogen) were first coupled
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with an anti-GFP antibody (Synaptic Systems, Germany)
: QDs (30 nM) were incubated firstly with the antibody (5
nM, 30 min) and then for additional 15 min with casein to
block unspecific binding. Cells were incubated for 7min
with these precoupled QD (0.06nM), and rinsed. Active
synapses were then labelled with FM4-64.

Single particle imaging. Neurons were imaged in the
recording medium at 37°C in an open chamber mounted
onto a IX70 inverted microscope (Olympus) equipped
with a 60X objective (NA 1.45; Olympus). Fluorescence
was detected using an Hg+ lamp, appropriate filters (QD:
D455/70x, HQ605/20m; DsRed and FM4-64: D535/50x,
E590lpv2; GFP and Venus: HQ500/20, HQ535/30m;
Chroma Technology) and a CCD camera (Cascade
512BFT, Roper Scientific). QDs were recorded during
500 consecutive frames with an exposure time of 75ms.
Cells were imaged for about 30-40 min after labelling.
Tracking and analysis. Single QDs were identified by
their blinking[8]. Synaptic stain images were filtered
using a multidimensional image analysis interface
running in MetaMorph[59]. QD location (synaptic or
extrasynaptic) was identified by comparison with the
filtered FM4-64 image[8]. Tracking was performed with
homemade software (Matlab; The Mathworks, USA). The
center of the spot fluorescence was determined by
Gaussian fit. Spatial resolution was ~10-20 nm. The spots
in a given frame were associated to the most-likely of the
trajectories estimated on previous frames of the image
sequence assuming free Brownian diffusion. For QDs,
only trajectories with at least 15 consecutive frames were
considered. The mean square displacement (MSD) was
calculated using MSD(1)=)i=IN-n((xi+n- xi)2 +((yi+n-
yi)2) ; where xi and yi are the coordinates of an object on
frame i, N is the total number of steps in the trajectory
and 1 is the time interval over which displacement is
averaged. The diffusion coefficient D was calculated by
fitting the first 2 to 5 points of MSD plot versus time with
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Figure S1 — Stx::pHGFP is present in axons and dendrites with little
synaptic accumulation and mild effect on synaptic activity.

(A) Stx::pHGFP (StxpHGFP; green) and the axonal marker Tau (Tau;red). IF
labelling in cultured spinal cord neurons (9 DIV). (B) Stx::pHGFP
(StxpHGFP; green) and the dendritic marker MAP2 (MAP2;red). IF labelling
in cultured spinal cord neurons (9 DIV). Note the thin morphology of axons
compared to dendrites. (C) Histogram of the ratio of synaptic to extrasynap-
tic intensity. Fluorescence was measured on adjacent circular regions to
account for variability between cells, in live neurons (9DIV). Mean ratio is 1.2
indicating a slight accumulation of stx::pHGFP at synapses. (D) Simulta-
neous destaining of FM 4-64 from synaptic vesicles of non-transfected
control cells (red) and stx::pHGFP expressing cells (green) in the same
culture dishes, during 40mM KCI application. The destaining rate is slightly
higher in transfected cells.



Supporting information

Description of the computational model

Geometry

We used a planar geometry as follows (see table S2):

Extrasynaptic region. The extrasynaptic region was modelled as a 3pum radius disk. The radius was
chosen such that it is sufficiently large to avoid strong depletion after bleaching.

Synaptic region. The synaptic region was represented as a circular active zone 0.1um in diameter,
surrounded by a perisynaptic region of radius 0.4pum. The extrasynaptic region begins after the
synaptic region, and with a radius of 3pm.

Bleaching profile. We used a Gaussian distribution to fit the bleaching profile. Roughly speaking,
bleaching affected a circular region with a radius up to 1um. The recovery was measured in a
circular spot with radius 0.5um. In the synaptic FRAP simulations, we assumed that the synaptic
area was located at the centre of the bleached area.

Motion Dynamics

In the model, the motion of molecules results from free diffusion and bindings.

Free diffusion. When a molecule is not bound, it undergoes a Brownian motion with an effective
diffusion coefficient that depends on its location (see below, section parameters).

Binding. Syntaxin undergoes the following chemical reactions leading to complete immobilization:

kOl
So+ M, =5,
klO
kya *)
S +M, =S5,
k21
where Sy is the free syntaxin molecule, S; is the first bound state, S; is the second bound state. M,
and M, are abundant binding partners. The second reaction requires the syntaxin to be in the first
bound state associated to the first reaction. The chemical reactions are described by the forward kjo,
k12 and backward ko, k»;, binding rate constants.
The first reaction accounts for the short pauses observed in SPT experiments and thus is fast
compared to the second one, which accounts for the long pauses. The rates may depend on the region
(synaptic and extrasynaptic) and on the experimental conditions, as described in the paragraph
below.

Parameters

The binding rates and the diffusion coefficients vary between the synaptic and extrasynaptic region,
separated by a transition region, extending between a circle of radius 0.3pum up to 0.5 um, where the
parameters change smoothly. Such transition might due to a change in the density of obstacles and
interacting molecules .

Diffusion coefficients. The values for the diffusion coefficient in the synaptic and extrasynaptic
regions are extracted from the SPT (median of the distribution).

Reaction rates I. The forward binding rate is the reciprocal of the mean time to bind M;. The
forward binding rate could in principle be estimated from the frequency of short pause events,
however, since the binding events shorter than 1s could not be properly detected, the experimental
estimation of this parameter is likely to contain severe imprecision. Therefore the forward binding
rate remains a free parameter and is fitted using the FRAP experiments.
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Figure S2 — Confinement parameters are not affected in different
conditions.

(A) and (C) Fraction of confined trajectories (mean £ SEM), for the different
constructs (A) and in the presence/absence of botulinum toxin (B). Two-
tailed t-test, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. (B) and (D) Box and whiskers
plot of the diameter of confinement for the confined trajectories. The thick
line is the median, the box extends from the first to the third interquartile, and
whiskers extend to 1.5 times the interquartile. Kolmogorov-Smirnov test, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001



The backward binding rate corresponds to the inverse of the mean duration of binding, and therefore
can be estimated from the duration of short pause events.

Reaction rates 2. Proper estimation of the frequency and duration of the long pauses cannot be
achieved due to the limited recording time. The forward and backward rates of this reaction are
therefore also considered as free parameters.

The backward rate was taken to be consistent with SPT data (that is with a duration longer than
37.5s).

Reaction-diffusion equations: fitting the FRAP data

To fit the FRAP, we numerically simulated the system of reaction-diffusion equations associated
with the reactions (*). This system of equations for the concentration Cy (, t) of free syntaxin (Sy), C;
(r, t) syntaxin in state S;, and C; (r, t) in state S, satisfies:

0 10 0
—C,(r,t)= ——(rD(r)—CO(r,t)) — ko (r)Cy(r,1) + k,,C,(7,1)
ot ror or

%Cl(’”’t) = —(kyo(r) + ky, (N)C(r,0) + ko (1) Co (r,1) + ky (r)C, (7,1)

%Cz(r,t) = —ky (MG, (r,1) + kyy (F)C (1,1

We solved this system of equations in each of the regions mentioned above, by fitting the different
rate constants to the FRAP data. The radius dependency of the parameters accounts for the possible
crowding density changes, occurring between the synaptic and extrasynaptic areas.

At steady state, the diffusional flux is zero and the steady state concentration Cy of unbound syntaxin
has to be independent of r. The steady state concentrations of bound syntaxin C; and C, are:

_ ko, (r)
C/(r)= —klo(”) C,
C.(r) = ky,(r) C.(r) = k., (r)ky, (1) c,
k,,(r) k, (rk,(r)

and the total syntaxin concentration is:
k(1) | K (MK (1)
kio(r) ey (P (r)

C=C,+C,(r)+C,(r)=C,| 1+
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Figure S3 - Sensibility of the simula-
ted fluorescence recovery to the
second (slow) affinity constant. The
recovery was simulated for varying
values of k12. The values of k10, k01,
and k21 are equal to those that fit the
synaptic recovery of the full-length
construct. The different values of k12
are equal to the x times the value that fit
the recovery of the full-length construct
(x=0.2,red —x=0.5, orange — x =1,
black — x = 2, green —x = 10, blue). The
full circles are experimental data points
of the recovery of the full-length
construct.

Figure S4 — Calcium chelation with
the membrane permeant agent
BAPTA-AM has no effect on the
FRAP recovery.

Averaged normalized fluorescence
recovery (x SEM) of stx:;:pHGFP in
control conditions with only DMSO (solid
line) and in the presence of BAPTA
(dotted line) versus time, at synaptic
(red) and extrasynaptic (blue) locations.

Figure S5. Fraction of syntaxin

molecules that are exchanged from a
given area as a function of time. This
fraction was analytically calculated from
the expression used by Heine et al [18]:

2
Jabi

n=1 y { Erf(x)dx

Where n is the percentage of exchan-
ged syntaxin

D the diffusion coefficient : 0.07 um?/s
d the size region considered : 50nm
Note that for an area of 50 nm diameter
(approximately the size of a synaptic
vesicle) 50 % syntaxin molecules are
exchanged in 0.002 ms.



A.3 REVUE EN PREPARATION : FROM THE STOCHASTICITY OF
MOLECULAR PROCESSES TO THE VARIABILITY OF SYNAP-
TIC TRANSMISSION

Le manuscrit présenté ci-apres est une revue en préparation. Vous trou-
verez d’abord un résumé et un plan récents, que nous venons de sou-
mettre a Nature Reviews Neurosciences, puis un texte plus développé mais
incomplet, qui présente quelques points que nous souhaitons développer,
et qui correspond a une version écrite a 'automne 2009. Voici un résumé
de la problématique :

A une synapse donnée, la réponse a un stimulus est variable : la libé-
ration de neurotransmetteurs est probabiliste (avec une probabilité den-
viron 0.5), et lorsqu’une exocytose a lieu, l'amplitude du potentiel postsy-
naptique est également variable. Le coefficient de variation de la réponse
postsynaptique varie de 0.2 & 0.7 (Branco and Staras 2009; Hanse and
Gustafsson 2001).

A Téchelle de la synapse, les processus moléculaires de diffusion, de
liaison ou de changement de conformation peuvent étre décrits comme
des processus stochastiques. Etant donnés la petite taille de la synapse
et le petit nombre de molécules présentes, la stochasticité des processus
peut ne pas étre négligeable et étre a lorigine (en partie) de la variabilité
dans la transmission synaptique (Bhalla 2004).

Dans plusieurs systemes, comme celui de lexpression génétique
(Kaern et al. 2005), la prise en compte du caractére stochastique des
processus a conduit a de nouvelles descriptions des phénomenes. Dans
cette revue, nous proposons de présenter les différents processus stochas-
tiques en jeu dans la transmission synaptique en se focalisant sur les réac-
tions biochimiques et la diffusion. Ensuite, nous nous interrogeons sur la
contribution du caractére stochastique de ces processus a la variabilité de
la transmission synaptique, ainsi que sur les implications fonctionnelles
de cette variabilité, pour identifier les défis expérimentaux et conceptuels
en jeu.






From the stochasticity of molecular processes to the variability of synaptic
transmission

Claire Ribrault, Antoine Triller

Biologie Cellulaire de la Synapse, INSERM U789, Ecole Normale Supérieure, Paris, France.

In the central nervous system, at a given synapse, the variability of the postsynaptic
response generated by a single action potential is twofold: the release of
neurotransmitter is probabilistic, and the postsynaptic potential generated by the
release is variable.

Synaptic transmission consists of a sequence of molecular events, each being
probabilistic and conditioned by the one upstream. Single-molecule technologies have
revealed that many molecular processes display stochastic properties. At the scale of the
synapse (200nm), stochastic aspects of molecular processes such as diffusion and
reactions cannot be neglected. To what extent does the stochasticity of molecular
processes contribute to the variability of synaptic transmission?

Here we propose to review the most recent experimental data and theoretical models
that describe the contribution of the stochasticity of molecular events to the variability
in synaptic transmission. In this review, we aim to identify the experimental and
theoretical challenges ahead in reconciling the stochastic aspects of molecular processes
with functional synaptic properties.

1. Synaptic transmission as a sequence of reactive processes coupled by diffusion
1.1 Variability in synaptic transmission
¢ A “synapse”: a spatially defined contact with specific ultrastructural characteristics.

e The sequence of molecular events involved in synaptic transmission, and their time
scales: from the opening of calcium channels to the postsynaptic potential.l

e Coupling between the molecular events: reactive processes (binding,
conformational changes) occur at specific places and are coupled by diffusive processes
(involving calcium ions, neurotransmitters). The characteristic times of reactive and
diffusive processes determine the time scale of synaptic transmission.

FIGURE 1: Characteristic time and length scales of diffusive and reactive processes at
the synapse.

1.2 Some stochastic aspects of molecular events involved in synaptic transmission
e The release of neurotransmitters is probabilistic.?

e Variability of synaptic transmission at a single synapse: measurements of release
probability and coefficient of variation of the postsynaptic response.3




 Sources of variability: structural variability (size of synaptic vesicles, organization
and composition of the presynaptic active zone and postsynaptic differentiation) and
stochasticity of molecular processes (diffusion, reactions).

FIGURE 2: Different sources of variability in synaptic transmission.

e All the molecular events of synaptic transmission, at the molecular level, are
stochastic.

BOX 1: Definitions of stochastic, probabilistic, random processes - Brief introduction
to stochastic descriptions.

« System size and amplitude of the stochastic fluctuations: the small number of copies
of some molecules involved in synaptic transmission (e.g. tens of receptors) implies that
the stochastic aspects of molecular events are non-negligible.

BOX 2: Orders of magnitude at the synapse: number of molecules, sizes of the
different elements.

2. Contribution of the stochastic aspects of the diffusive and reactive processes to
the variability of synaptic transmission

2.1 Reactions and biochemical processes

e Experimental data describing the stochasticity of molecular events: binding
reactions, conformational changes.*

e Stochastic description of a reaction - Example of the allosteric model of
neurotransmitter receptors.>

FIGURE 3: Binding reactions and conformational changes of neurotransmitter
receptors: a stochastic description.

e Implications at the level of a population of molecules: characteristic time of a
population vs distribution of the duration of individual events.

 Contribution of the stochasticity of reactive processes to the variability of synaptic
transmission.®’

2.2 Diffusive processes

e General characteristics of diffusion: Brownian motion and the probabilistic
properties of displacement.

e Fast-diffusing species: ions, neurotransmitters. Measurements and models of
diffusion, and contribution of diffusion to the variability of synaptic transmission.8?

e Slow-diffusing species: membrane and cytoplasmic proteins. Measurements and
models of diffusion, and contribution of diffusion to the variability of synaptic
transmission.1?

\FIGURE 4: Diffusive processes at the synapse.\

« Diffusion and the probability of molecular collisions.




e Diffusion and the variability of the relative positions of molecules and of their
number at the synapse.

2.3 Coupling between the reactive and diffusive molecular processes

e Molecular reactions are coupled to each other, spatially and temporally. Due to
morphological constraints, reactive processes occur at different places. Diffusion of fast-
diffusing species plays a significant role in this coupling.

FIGURE 5: Synaptic transmission as a sequence of conditioned probabilistic
reactions.

e How does the stochasticity of a given molecular event impact on the downstream
event, and what are the consequences for the variability of synaptic transmission? This
may depend on the number of molecules involved, and the characteristic time of each
Step.11-13

BOX 3: Example of how stochasticity in the different steps of gene expression
(replication, transcription, translation) generates noise in gene expression (Summing up
the noise in gene networks, by ]J. Paulssonll). How can this model be transposed to
synaptic transmission?

3. Implications of the stochasticity of molecular events for synaptic function

3.1 What are the implications of the stochasticity of diffusive and reactive
processes for synaptic function?

e The notions of sensitivity, robustness and plasticity have been well described in
other stochastic systems such as gene expression and signaling networks.1416 How can
these notions be formulated in the context of the synapse?

e How does the plasticity of the synapse relate to the stochasticity of molecular
events? For instance, does stochasticity favor the shift from one functional “state” to
another?12.13

* To what extent does the spatial organization of the synapse reduce the effects of the
stochasticity of diffusive and reactive processes?!’” (The cases of dendritic spines,
channel localization, ...)

BOX 4: Robustness: definition and specific features that may enhance robustness to
some perturbations.!8

3.2 What are the experimental and conceptual challenges ahead?

e What measurements are required to further characterize the contribution of the
stochasticity of molecular processes to the variability of synaptic transmission? In
particular, how can such phenomena be investigated in integrated systems?

e To this aim, what technological developments are required?




¢ Which theoretical tools are needed to develop an adequate descriptive framework?

e How can this view of the synapse as a diffusion-reaction system be reconciled with
the classic concepts of synaptic transmission?
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1 Introduction

1.1 Definition of a synapse

The connection between two neurons can consist of several synaptic con-
tacts, which contains several release sites, offering as many sources of vari-
ability in the response to a single stimulus. An unequivocal definition of a
synaptic contact may relie on ultrastructural characteristics: a spatially de-
fined contact, a presynaptic compartment containing synaptic vesicles, and
a postsynaptic density (Branco and Staras 2009; Siksou et al. 2007).

Recent advances allow to describe the properties of synaptic transmission
at single release sites [REF] as well as the composition of the pre- and the
post-synaptic compartments [REF]. Such studies reveal a large variability,
both in the transmission and in the composition.

In this review, we focus on the transmission of information at a synapse,
containing a single release site, and address the issue of variability at a single
synaptic contact.

1.2 Variability in the synaptic response

Studies at the neuromuscular junction have indicated that the postsynap-
tic response is composed of “stereotyped quanta” [REF], which have been
rapidly associated to the synaptic vesicles [REF]. However, the size of the
quantal response varies, leading to a distribution in amplitude of the EPSC
associated with the release of a single SV. This variability observed is some-
times so high (Hanse and Gustafsson 2001) that it questions the quantal
transmission hypothesis (Lisman et al. 2007).



In particular, at a single synapse, variability in the postsynaptic re-
sponse to a presynaptic action potential has been investigated (Hanse and
Gustafsson 2001). The difficulty of this analysis is to ascertain that a single
release event is described. Using neonatoal rat hippocampus slice prepa-
rations where the density of synaptic contacts is low, and using stringent
experimental and statistical criteria, the coefficient of variation averaged to
0.39 for the AMPA quantal response. This large value of the coefficient of
variation quantifies a large variability between responses of the same synapse
to a single stimulus. This variability does not seem to arise from any depres-
sion or sensitization effect. In addition, this coefficient of variation varies
between synapses, from 0.2 to 0.7 for the above-mentioned example of the
AMPA response, suggesting that this variability can be regulated. Coeffi-
cient of variation focuses on the variability of the amplitude, but variability
in the time course of the EPSC can also be observed (Nielsen et al. 2004).

The coefficient of variation describes variability of the response in case
there is a response. But in many cases, stimulus does not lead to any post-
synaptic response. Indeed, release of neurotransmitters in the synaptic cleft
is probabilistic: the release probability at hippocampal synapses varies be-
tween 0.25 and 0.7 (Branco et al. 2008). In addition, the release probability
can be regulated (Branco and Staras 2009).

Before considering what can underlie this variability, below we present
the different steps of synaptic transmission.

1.3 Synaptic transmission

Synaptic transmission follows a defined sequence of events (Lisman et al.
2007). In summary, this sequence is triggered by the arrival of an action po-
tential and consists of: opening of voltage gated calcium channels, diffusion
of calcium through these channels, binding of calcium ions to synaptotagmin,
conformational change of synaptotagmin, release of neurotransmitters into
the synaptic cleft (via different modes of synaptic vesicle fusion), diffusion
of neurotransmitters through the synaptic cleft, binding of neurotransmit-
ters to receptors, opening of receptors, diffusion of ions through receptors,
leading to a postsynaptic depolarisation.

The number of molecules (at the synapse, in a given state)
and their position are critical parameters that affect each step of
the synaptic transmission, and can result in variation in both the
amplitude and time course of the EPSC).

For instance, in the case of voltage-gated calcium channels, their number
will impact on the quantity of calcium that will enter the presynaptic termi-



nal. Since, as developed below, calcium diffuses fast, their localisation closed
to the calcium sensor is also important (Neher and Sakaba 2008, Becherer
et al. 2003, Chapman 2008).

Two kinds of sources for the variability in synaptic transmission can be
considered (figure 1). In one hand, there is some structural variability among
the elements that constitute the synaptic assembly : variability in the num-
ber and size of the synaptic vesicles, in their neurotransmitter content for
instance. On the other hand, synaptic transmission consists of a sequence
of biochemical processes (binding, conformational changes) coupled by dif-
fusion processes. At the molecular level, both biochemical reactions and
diffusion processes are random, intrinsically stochastic. Here we propose to
review how this stochasticity can be described, and to which extent it can
impact on synaptic transmission.

Structure Dynamic processes

Synaptic vesicles:

- number

-size Reactivity

- NT content - binding

- localisation - conformational change
- chemical reactions

Proteins:

- number

- conformation state
- subunit composition

- position Modes of exocytosis

Lipid composition

Diffusion:
- proteins
-ions

Synapse morphology - neurotransmitters

Figure 1: Different sources of variability in synaptic transmission. Variability in
synaptic transmission can arise from structural elements or dynamic processes.
From the structural point of view, the number and position of the different ele-
ments (proteins, vesicles) can vary between synapses and accross time. From the
dynamic point of view, the stochasticity of biochemical and physical processes
(reactions, diffusion) can contribute to the variability of the timing of synaptic
transmission. Structural and dynamic sources of variability are not independent
. for instance, the number of proteins can change by lateral diffusion of these
proteins.



2 Stochastic processes in synaptic transmission

The synaptic transmission results from a coupling between biochemical reac-
tions (binding reactions and conformation changes) and diffusion (figure 77).
Synaptic transmission occurs on a time scale close to that of these molecular
processes. The stochasticity of these processes may therefore contribute to
the variability of the postsynaptic response.
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Figure 2: Orders of magnitude in synaptic transmission. (A The different steps

of synaptic transmission occurs within 1 ms.

They consist of an alternation

between biochemical (binding and conformational changes) and physical (dif-
fusion) processes. Each of these processes is stochastic at the molecular level,
as indicated by the data presented on the right side of the figure [sources]. B.
More generally, dynamic processes at the synapse occur at different time scales.
Lateral diffusion of membrane proteins (green) ~ 0.05u m?/s; binding reac-
tions (orange) ~ s, min; conformational changes (red) < ms; diffusion of small
molecules such as ions, neurotransmitters (blue) ~ 0.5 m?/s.



2.1 Stochasticity in molecular processes at the molecular
level

2.1.1 Definitions

Define properly: stochastic, probabilistic, random.

A mode of description: as noted by Lenormand et al “this representation
[as a stochastic process| has nothing to do with the claim that the natural
world is, in fine, deterministic or not. The latter question seems empirically
unanswerable anyway, because a deterministic process might easily appear
random (e.g. deterministic chaos) and a stochastic process might easily
appear deterministic (e.g. statistic regularity with large numbers, as in
thermodynamics” (Lenormand et al. 2009).

Box. Stochastic description.

“in a model, a process is deterministic when variables take a
unique and nonvariable value at each step, a process is stochastic
when variables follow a distribution with a non-zero variance”.
The matter here is not to say that a process is stochastic or de-
terministic, but whether the more relevant way to describe our
system is deterministic or stochastic. Rather we aim at taking
into account the inherent stochastic property of molecular be-
haviours in the description of synaptic transmission. We think
that given the scale of the synapse, taking into account these
stochastic property is necessary to describe synaptic transmis-
sion. Stochastic modeling/description is more adapted than de-
terministic description in some cases. [COMMENT KS : Yes, if
the underlying processes causing the stochasticity has no other
consequences. e.g. if two observable quantities y and z are mod-
ulated by the same microscopic process x, the stochasticity of x
causes correlation between that of y and z.] In particular, when
numbers (of molecules) are small, sizes are small, or rates are
low. (Kaern et al. 2005, Bhalla 2004a,

If a system contains a high number of molecules, the parameter
of interest is no longer the fate of each molecule but a macro-
scopic parameter that characterizes the system. The state of the
system reflects the distribution of the different states of all in-
dividual molecules. In such a case, the contribution of the state
of a molecule to the global state of the system is very small,
negligible. The system can then be described by a parameter



without taking into account the stochasticity of the individual
components.

[[Figure showing stochastic vs deterministic simulations to il-
lustrate that noise increases when the size of the system de-
creases”.]] (Shahrezaei and Swain 2008)

2.1.2 Fluctuations and system size

At the molecular level, diffusion by Brownian motion or biochemical reac-
tions can be described as stochastic processes, and may result in flucuations
of the number of molecules of a given type in a given region. Yet, the impor-
tance of these fluctuations depend on the time and length scale considered.

In a system with 1000 molecules, any change of 1 molecule represent
a 0.1% change in the system, whereas in a system with 10 molecules, it
represents a 10% change, which can have major consequences on the system.
Synapses in the central nervous system are 200 nm in diameter (Siksou et al.
2007, and the number of each species of proteins can be very small (number
of receptors is on the order of tens - e.g. ~ 3-140 AMPA receptors depending
on the cell types, see Nusser et al. 1998). If we consider the conformational
change reaction between open and closed AMPAR, a variation of + 1 will
lead to roughly a 25 % change in the amount of ions entering the cell.

In addition, membrane proteins such as receptors move with a diffu-
sion coefficient of 0.01-0.05 um? /s (Choquet and Triller 2003). In 1ms, the
duration of synaptic transmission (Lisman et al. 2007), the displacement
of a protein is 6-14nm, and it takes 10ms to go accross 50nm, so the
number of proteins can change on a short timescale. Therefore, at such
as scale, the randomness (probabilistic aspect) of molecular interactions,
conformational changes, and diffusion becomes significant (Shahrezaei and
Swain 2008, Bhalla 2004a).

Box. Orders of magnitude at the synapse.

e Timing of the synaptic transmission: “the synaptic delay
between the arrival of an action potential at the presynap-
tic terminal and the onset of the excitatory postsynaptic
current (EPSC) is 0.6 ms (~1 ms to EPSC midpoint)”
(Lisman et al. 2007

— Calcium channels open within 0.1 ms during the peak
of the action potential



— The time that it takes to load the sensors can be cal-
culated to be approximately 0.2-0.3 ms (assuming that
binding takes place near the diffusion limit (105M ~1.s71)
and that the Ca®t concentration equals 30 uM).

— The SNARE complex produces release within ~ 0.1s.

— Peak glutamate elevation in the cleft occurs with a la-
tency of ~ 0.08 ms

— Binding of glutamate to the channel occurs in ~ 0.01 ms.

— The conformational transition of the channel to the
open state requires ~ 0.1 ms.

e Size of the synaptic active zone: 200nm in diameter
e Volume of a dendritic spine: 0.1 fl (450nm?)

e Diffusion coefficient of a membrane protein at the synapse:
0.01-0.05 um?/s

e Distance diffused by a membrane protein in 1 ms: 6-14nm

e Number of molecules: from ~ 4 AMPA receptors to ~ 300
PSD-95 to >1000 CAMKII.

e Size of a receptor: ~ 10nm

e Lipid/protein ratio in the membrane: Lipids represent about
40 % of the membrane surface, the rest of the surface being
occupied by proteins. (Choquet and Triller 2003)

2.2 Biochemical processes: conformational changes, binding
reactions

2.2.1 Example of receptor opening upon neurotransmitter bind-
ing

What evidence for stochasticity? What is a stochastic description of bio-

chemical process/reaction? What does it imply?

There are several lines of evidence for the stochasticity of transitions
at the molecular level. The stochastic opening of ion channels can be ob-
served by analysis of the macroscopic current fluctuations or by single chan-
nel recording (Hallermann et al. 2005; Sine and Engel 2006; Traynelis and
Jaramillo 1998; White et al. 2000). For instance, the probability of open-
ing of an acetylcholine receptor was estimated to 2107 3s~! while it is in-
creased about 107 fold upon ligand binding (Jackson 1986). In addition, the



stochastic nature of interactions and conformational changes can be probed
by FRET experiments for instance (Weninger et al. 2008).

How to describe these probabilistic transitions? Let’s take the example
of neurotransmitter binding induced opening of receptors. The receptor
can be either in an open or a closed state, each of them being able to
bind one or two neurotransmitter: this makes 6 possible states (figure 77).
Transition between these steps occurs with a certain probability, described
by the forward and backward binding rates, which depend on the presence
of the ligand. Such a process can either be described in a deterministic or
stochastic way.

In a deterministic approach, an equation can describe the concentration
of the receptor in each state as a function of the concentration of neuro-
transmitter. The concentration at a given time is completely determined by
the parameters of the system (reaction rate, concentrations....).

In a stochastic approach, the concentration at a given time also depends
on a random variable. No analytical expression of the concentration over
time can be obtained, however, its mean and its variance can be calculated.

In the limit of large numbers, both approaches would give the same re-
sult, because fluctuations in the stochastic model would be negligible com-
pared to the total number of molecules. However, in the limit of small num-
bers, a stochastic description reveals fluctuations, the amplitude of which
can have an impact on the properties/function of the system. These aspects
are well reviewed in the case of gene expression (Kaern et al. 2005; Wilkinson
2009).

2.2.2 Implications

The number of receptors open, and the time during which they stay open
fluctuate (Nimchinsky et al. 2004). How does this impact on the character-
istics of the ion influx in the cell?

The variability of the EPSC due to some ”channel noise”, ie due to
the probabilistic nature of receptors, has been estimated using simulations
(Franks et al. 2003). In this model it accounts for 8 % of the total variability
observed. The variability of the EPSC in relationship with the stochasticity
of the interaction between acetylcholine and its receptors has also been inves-
tigated (Bennett et al. 1997), but not quantified as clearly as in the former
study. The variability due to probabilistic nature of receptors is similarly
be applicable to voltage dependent ion channels (White et al. 2000).
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Figure 3: Stochastic processes. A. Example of the transitions between the different
states of a receptor. R is a receptor in the closed state, R* in the open state,
L is a ligand. The transitions between the different states (open-closed, free-
bound) occur vie binding and conformational changes which are probabilistic
events. B. Representation of the diffusion of receptors (red, 1 and 2) in the
postsynaptic membrane. Receptors can hit obstacles (yellow) or be trapped at
binding sites (green). The lateral diffusion of the receptor is a also stochastic
process, both the length and the direction of the displacement at a given time
are probabilistic.

2.3 Diffusion
2.3.1 Fluctuations in the number and position of molecules

In synaptic transmission, the number of molecules at the synapse (a local
concentration), and their individual position within the synapse are impor-
tant.

The synapse is a spatially defined system, which is open. Diffusion of
species does not only occur within or accross the synapse but also between
the synapse and the extrasynaptic cellular space. In particular, in the neu-
ronal membrane, molecules diffuse with a Brownian motion, and interact
with binding sites and obstacles, within a structured environment. Define



Brownian motion. Brownian motion is by definition a stochastic process:
given a position of the molecule at time t, its position at time ¢ + dt is
given by a probability distribution that depends on its diffusion coefficient.
(...) Therefore, diffusion can contribute to stochastic changes of the precise
position of molecules but also of their local concentration.

In addition, as mentioned above, diffusion occurs on a length scale close
to the size of the synapse even on a short time scale, ranging from submil-
liseconds for ions and neurotransmitters to tens of milliseconds for membrane
proteins.

Finally, beyond its stochastic aspect, diffusion couples biochemical re-
actions to each other. Diffusion timing is critical in that it sets the timing
of synaptic transmission: when presynaptic calcium channels open, calcium
flows into and diffuses within the presynaptic bouton, where it will bind
synaptotagmin. Diffusion couples reactive events at different places.

2.3.2 Calcium ions

Upon the membrane depolarization, voltage gated channels open, and cal-
cium flows into the presynaptic terminal. The dynamics of the calcium
influx depends on the open time of the channel, and of its conductance. For
example, when only a calcium channel is open at a time, for about 0.15ms
and with 14pS conductance, the flux is estimated to be 200 ions (Stanley
1993). Then calcium diffuse in the cytoplasm, and bind to buffers : there is
a washout effect.

Due to this washout effect, calcium rise occurs in calcium nanodomains,
defined as the immediate vicinity of a few Ca2+ channels, where Ca2+ is
not in equilibrium with fast buffers. This is typically in the range 10-100
nm (Neher and Sakaba 2008, Becherer et al. 2003). Since the probability
of vesicle fusion in part depends on calcium binding to the calcium sensor,
synaptotagmin (Chapman 2008), the distance between the site of calcium
entry and the calcium sensor is critical (Becherer et al. 2003; Schneggen-
burger and Neher 2005).

The influence of the stochastic characteristic of diffusion of calcium does
not seem to have been investigated. Measuring the amplitude and time
course of calcium remains difficult : it requires the use of fluorescent cal-
cium indicator, which might induce a bias because of the kinetics of bind-
ing/unbinding of the chelator, and spatial resolution limited by the light
wavelength (Schneggenburger and Neher 2005).
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2.3.3 Neurotransmitters

A synaptic vesicle contains about 2000 neurotransmitter molecules (Takamori
et al. 2006). This corresponds to a concentration of ~ 5mM. Neurotrans-
mitters are small molecules (a few nm), and their diffusion coefficient in the
synaptic cleft is on the order of magnitude of 0.1um? /s (Nielsen et al. 2004).
They can be released in the synaptic cleft with different kinetics, depend-
ing on the mode of exocytosis (He and Wu 2007). Then, the postsynaptic
response will depend on the amount and kinetics of binding of neurotrans-
mitters to receptors.

In particular, modulating diffusion coefficient (with the macromolecule
dextran) has been shown to affect the peak amplitude and time course of
EPSC (Nielsen et al. 2004). Diffusion in the cleft can be modeled determinis-
tically (continuously) or with a stochastic random walk method. These two
models have been compared for the dyadic cleft (in ventricular myocytes),
and it was concluded that a deterministic model for Ca?* diffusion together
with a stochastic model of the binding events is sufficient to describe Ca?*
signalling (Hake and Lines 2008).

At the synapse, such a comparison has not been made. The variation of
the concentration of neurotransmitter in a sampling volume in the synaptic
cleft, due to random walk of neurotransmitter, has been estimated to 91
+ 4 uM, that is about 25 + 1 molecules (Franks et al. 2003 ). However,
the impact of this fluctuation upon the number of open receptors was not
estimated.

These studies suggest that the stochastic nature of the motion of neuro-
transmitter does not account for variability of the EPSC, though needs to
be confirmed. However, it might be asked if the diffusion in the synaptic
cleft is really Brownian.

In addition, some variability can arise at the release step, from the re-
lease location of neurotransmitters. Though neurotransmitters diffuse, they
diffuse radially from the release site. If the release site is located on the
border of the synapse, a large part of the receptors will diffuse out of the
synapse before they bind to synaptic receptors, resulting in a smaller num-
ber of open receptors, whereas if the release site is right in the middle of the
synapse, more neurotransmitters will bind to receptors. This point is also
developed in section 3.1 (Franks et al. 2003).
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2.3.4 Membrane proteins

Synaptic membrane proteins include presynaptic voltage gated calcium chan-
nels and t-snares, pre- and postsynaptic adhesion proteins, post-synaptic re-
ceptors. These proteins are a few nanometers in diameter and diffuse within
the plasma membrane. The lateral diffusion of neurotransmitter receptors
has been extensively investigated (Triller and Choquet 2008, Choquet and
Triller 2003). Their diffusion coefficient ranges from 107* to 1 um? /s.

Number of proteins at the synapse. The exchange of membrane proteins
between the synapse and the extrasynaptic space by lateral diffusion can
occur on the time scale of 10-100ms which is closed to the characteristic
time of reaction and/or synaptic transmission. The number of receptors
at the synapse is on the order of tens of molecules. This means that, by
lateral diffusion, the number of receptors at the synapse can significantly
vary in a stochastic way on a very short time scale. In this respect, Heine
et al. 2008 have shown that part of the recovery of synaptic depression
under long stimulus is due to the influx of fully-sensitized receptors balanced
by the outflux of desensitized receptors. The stochasticity of diffusion can
thereby contribute to the variability in the evoked postsynaptic potentials,
in a certain range of time scale.

Position of the proteins within the synapse. The position of membrane
proteins relative to each other is also critical in synaptic transmission. For
instance, the stochasticity of the motion can generate some variability in the
position of calcium channels, which as mentioned above should be close to
the exocytotic site. This variability in the position can result in variability
in the release probability (Shahrezaei and Swain 2008). The positioning
of receptors to neurotransmitters in front of the release site might also be
important. However, simulation showed little effect of the distribution of
receptors on the EPSC variability, much less important than the variability
in the number of receptors (Trommershéuser et al. 1999).

2.4 Synaptic transmission as a sequence of coupled events

2.4.1 Spatio-temporal coupling between the steps in synaptic
transmission

The facts that the different steps of synaptic transmission occur in sequence
reflect the fact that they are actually coupled to each other. Though each of
the steps of synaptic transmission is stochastic, it occurs with a probability
which depends on the previous step. In the previous example, receptor
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opening rarely occurs in the absence of neurotransmitters, whereas opening
is highly probable if it is bound to a neurotransmitter. In this sense, the
different steps are coupled to each other: each step involves a factor that
influences the probability of the following event to occur (?7).

As mentioned above diffusion has a role in coupling steps occurring at
different places. In particular, diffusion of small molecules is rapid at this
length scale, and allow to tightly couple the reactions. The relationship
between diffusion and noise, whether diffusion increases or decreases noise,
has been investigated by Bhalla et al (Bhalla 2004a).

Action potential

kK,
Closed VGCC<‘:' Open VGCC N T,
Ca
Ky K,
syt &—== Syt-Car N7,

KG’ K"S
SV docked ———= SVfused N, T,
i
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Postsynaptic potential
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i i+1

Figure 4: Coupling between the different events. The different steps in synaptic
transmission are coupled to each other : the probability for one step to occur
highly depends on the occurrence of the previous step. This raises the question
of how the variability of one step affects the following one. N refers to the
number of the synaptic elements involved in each step, 7 to the characteristic
time of each step, and k; _; the transition rates for each step. The scheme at
the bottom sums up this picture, with S to S* representing the “activation” of
a given step. (to be clarified).

2.4.2 Spatial organisation

How does spatial structure affect stochasticity?

In signalling processes in general, the efficiency of signalling is highly
dependent of the relative location of the different actors (Kholodenko 2006).
At the synapse, the relative localisation of calcium channels, calcium sensor
synaptic vesicle, release site and receptors indeed affects synaptic variability
as described above.
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A highly organised structure can constrain the position of the different
actors and limit variability. Indeed, the motion of membrane proteins such
as receptors has been observed to be slow and confined at synapses (Dahan
et al. 2003). Binding to submembrane proteins is also likely to favor localised
interactions (Bucurenciu et al. 2008; Kusumi et al. 2005).

At a higher level, morphology can also play a role: e.g. spine. [REF]

3 Biological implications of stochasticity

To be clarified. To which extent is a stochastic description of the molecular
processes relevant at the synapse? What is the amplitude of fluctuations
in the EPSC due to the stochasticity of molecular processes ¢ What is the
mmpact of such fluctuations on the synaptic function? What questions arise
from this stochasticity? What properties cannot be described or explained
without taking into account stochasticity ¢

3.1 From the stochasticity of molecular events to the vari-
ability in the EPSC

3.1.1 To which extent does the variability at one step affect the
next one?

The fact each reaction affects the next one in a specific manner, means that
the variability at a given step can also generates some variability in the next
step. This has been well described in the case of gene expression, where
variability in the transcription step affects the translation step (Paulsson
2004). How the variability of different steps are related to each other de-
pend on the number of molecules and the amplitude and time scale of their
fluctuation. If the frequency of fluctuation at step i is low, whereas step i+ 1
is very fast, step ¢+ 1 will not see any fluctuations. Similarly, the amplitude
of the fluctuation at step i might be too small to be “detected” by step
1+ 1. In simulations of synaptic transmission, the output behaviours also
depends on how steps are coupled to each other and on their characteristics
(forward and backward rates of reaction, diffusion coefficient...) but there
is no general framework describing this aspect (Bhalla 2004a).

14



3.1.2 How does molecular stochasticity relate to the mesoscopic
variability of the EPSC?

However, some argue that the stochasticity of molecular processes cannot
account for variability at a mesoscopic scale. Fluctuations rapidly dampen
except if the molecular processes exhibits some particular properties, that
put constraints on the system so that the stochasticity of molecular events
can impact processes at a higher scale:

Lesne 2008: “Only molecular degrees of freedom are inherently random
insofar as they directly follow from thermal motion. Stochasticity at a supra-
molecular level is of different nature. [...] Indeed, investigating anomalous
statistical laws has shown that it requires very specifc statistical features at
the elementary level to escape the law of large numbers and central limit
theorem: in order to maintain a stochastic behaviour at the level of an as-
sembly, the elementary events should either have an infinite variance, ex-
hibit strong correlations, the underlying medium should have a fractal-like
structure, or the emergent features should exert feedbacks on the elements
enhancing their variability. For instance, observing a random switch in a
macromolecule conformation or random spiking activity in a neuron cannot
be explained as a mere consequence of thermal fluctuations; it requires a spe-
cific requlatory architecture or dynamics (e.g. positive circuits or long-range
correlations) channeling thermal fluctuations into a higher level stochastic-
ity (Kholodenko 2006). Another mechanism invoked to account for appar-
ent randomness in some biological processes (neuron spiking, brain activity,
heart beats) is chaotic dynamics and associated exponential amplification of
initial errors and perturbations (Lesne 2006). In fact, it is not so different
since chaos is a feature of a deterministic dynamics, that is, of an effective
mesoscopic process also resulting from a non-trivial collective effect. Here
again, the resulting large-scale stochasticity also drastically differs in na-
ture from thermal noise. In any case, the non-trivial origin of mesocospic
stochasticity hints at a selected functional role.”

Remark: does the fact that the release is quantal has specific implications
regarding the variability? What would happen if release was not quantal but
gradual, as if neurotransmitters were released in the cleft through channels
for instance?
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3.2 Properties specific to stochastic systems: how relevant
are they to the synapse?

3.2.1 Sensitivity
3.2.2 Robustness

“Robustness is a property that allows a system to maintain its functions
despite external and internal perturbations [and uncertainty/.” (Kitano 2004,
Stelling et al. 2004)

“Discussion of robustness only makes sense if we specify what feature
and with respect to what class of perturbations this feature is robust.” (Lesne
2008) It is also necessary to identify “the tolerance with which the feature
reproducibility is to be appreciated”.

Lesne 2008: Molecular noise is central in all intra-cellular processes
due to inescapable Brownian motion of the molecules and inherent thermal
stochasticity of molecular events like binding, chemical reactions or confor-
mational transitions. Molecular noise should not be seen as a perturbation,
stnce it 1s built-in: living systems have been obliged to manage with it since
the very beginning. It has been part of the evolution process and adaptation
of the system, and belongs essentially to its reference setting and functional
dynamics. [...]

3.2.3 Plasticity

Many studies that have considered stochasticity have focused on the plastic
properties of the synapse, see for instance the description of the bistability of
a molecular switch involving CAMKII (Miller et al. 2005). Another interest-
ing study (Bhalla 2004b) compares deterministic and stochastic description
of network of interactions involved in plasticity at the synapse (but this is
on a longer term, several action potentials).

3.3 Biological relevance
3.4 Experimental and conceptual challenges

3.4.1 Quantification of variability

To further characterize the effects of stochasticity, various technical chal-
lenges have to be met. Description of biochemical and biophysical processes
in vivo will require access to diffusion, counting molecules, identification of
their states (binding, phosphorylation, conformation), access to the kinetics
of interactions... with appropriate time and space resolutions.
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3.4.2 Contribution of stochasticity to EPSC variability

What is the relative importance of fluctuations at each step? Some have
asked about the extent to which different sources of variability affect synap-
tic transmission, comparing for instance, the stochasticity of postsynaptic
receptors (channel noise), variation of glutamate concentration in the synap-
tic cleft, and differences in the potency of synaptic vesicles released from
different locations on the active zone (Franks et al. 2003). In a different ap-
proach, it was shown that “the differential distribution of calcium channels
did not correlate with differences in release efficacy” (Reid et al. 1997).

3.4.3 Integration of all stochastic events

There is also a need for a theoretical framework, to integrate all this infor-
mation, a systemic approach (networks, simulation...).

3.4.4 What modulates variability?
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