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RESUME

Les récepteurs AMPAIMDA et mGIuR5 sont responsables de la majeure partie des

courants excitateurs dans la transmission synaptique glutamatergique. Le contrdle de la
Cv u]l«p S O[}EP v]e S]}v * E %S pE- Ve 0 *CV %+ U

diffusion latérale et [ v }I £} CS}e U 8§ ¢ v§] 0 o & Ppo S]}v o]
transmission synaptique. Les protéines de la densité-ppsaptique, telles que Homer, Shank
et GKAP, régulent la diffusion de ces derniers, contrélent leur nombre et leur organigation
la postsynapse.

Mon travail de thése a consisté a étudier la-arganisation nanoscopique des
récepteurs AMPA, NMDA et mGIuR5 a la mystapse. Dans un premier temps, grace au

A 0}% % U V3 ](( & v8e }pS]oe u SZ} }o}P]cu puétéd | &

]Jv ]JA] p oo ¢« [}EP v]e §]}v 8§ Cv u]«u e E %S pEe* Popus u
propriétés de ceorganisation au seinde la pestCv %o X ve pv ¢ }v S u%oeU i[ ]

E%O0}E E& o[Ju% S [uv u} J(] $§]}sitéegodEgynaptiquecsar leur o %
nano}E&P v]e §]}vX >[pusS]o]e S]}v [HVv u} o SE}IN 0 U *% SE
A E] S]Iv [ A% E -]}V 0 % E}S v [ Z(pn P ~Z vliU
désorganisation fonctionnelle des récepteurs au anate induite par une perturbation
structurelle de la densité postynaptique.

Mes travaux démontrent une organisation clusterisée des récepteurs AMPA et NMDA a
la postsynapse, et une distribution homogéne des mGIUR5 a leur périphérie. Les
nanodomaines de AMPARs et des NMDARs ne sont padsaalisés mais corganisés, avec
une tendance pour les NMDARs a occuper une place centrale dans laypagse. Les
% E}% E] § ¢« ]v ]JA] p oo » [}EP v]e §]}v. ¢ E %3S pE+ DW v
variation [ £ % E ]}V 0 % E&}S Jv ~"Z vliU o}E&es <p 0 « ED Ze+ §
pools synaptiques affectés dans ce modele de troubles du spectre autistique.

Ces résultats apportent de nouveaux éléments de compréhension des bases
moléculairesde la trarsmission synaptique glutamatergique en conditions physiologique et

pathologiquegt % E} %o} v3 pv VvIHA oo AJe]}v o[usS]o]es S]}v H Pous

Mots-clés: synapse, récepteurs glutamatergiques, autisme



ABSTRACT

AMPA, NMDA and mGIuR5 receptors are responbléhe majority of excitatory
currents in glutamatergic synaptic transmission. Controlling the organization and the mobility
of these receptors in the synapse, via a combination of lateral diffusion and exadoytosis,
is essential for the regulation of synaptic transmission intensity. The proteins of the post
synaptic density, such as Homer, Shank and GKAP, regulate the diffusion of these receptors
and control their number and organization at the pagnape.

My PhD work consisted of studying the nanoscale organization of AMPA, NMDA and
MGIuURS receptors at the pasiynapse. As a first step, thanks to the development of different
methodological tools, | characterized the organization and dynamic properties of
glutamatergic receptors, together with their @rganization within the possynapse. As a
second step, | explored the impact of structural modification of the ysgsiaptic density on
the nancorganization of these receptors. The use of a model of ausipecttrum disorder,
based on a variation of the scaffold protein Shank3, enabled the study of functional
disorganization of glutamate receptors induced by a structural disturbance of the post
synaptic density.

This work shows a clustered organization of BMand NMDA receptors at the pest
synapse, and a homogenous distribution of mGIuRS5 at their periphery. The AMPARs and
NMDARs nanodomains are not-lozalized but ceorganized, with a tendency for the
NMDARs to occupy a central place at the postapse. Té individual organizational
properties of AMPA receptors are not affected by the variation of Shank3 expression, whereas
NMDARs and mGIuR5 see their synaptic pool affected in this model of autism spectrum
disorder.

These results provide new evidence on thelecular bases of glutamatergic synaptic
transmission in physiological and pathological conditions and propose a new vision of the use

of glutamate by synapses.

Keywords:synapse, glutamatergic receptors, autism



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier en premier lieu les membres de mon jury qui ont accgpt® op E
mon travail de thése Camilla Bellone, Julie Perroy, Laurent Cognet, Cyril Goudet et Pierre

Paoletti

Mon plus grand merci revient &ric Hosypour sa supervision pemat ces quatre
Ev] E » vv X dyg u[ * % E]e e} S}v ]o e Uulv s P D S
% Ve ]* vV % ¢ A}po}]E ( ]E §Z « U 3§ AlMwashtujolryésudes piluc
o[ }HS U % S] vS8 S ]*%o}v] 0o UuS EpRIEPU]EE [SVS](]<n u vsSU

s E ]* % * 0 ¢ ve S}us <y T& ginodrité etdotbppErdalsmer[}vS jvv
v(] v § u[}vd % Euls [ EE]A E pu }us 88 3Z « A o[}

accompliMercipour $}us Y

Je voudrais également remercidaniel Choquet%. }u E u[ A}] &au saindeoson
<u]% X d Al}o}vs Vide % E} pE E pv E SE AJo A %58
vraiment appréciée chaque jour au laboratoirev %cope [!SE (VIB@EL]%Z U Su uf
*}JuA v8 }vv o0 + v3]u v [!SE famje& toujdurs dispbnible pour un
conseil avisé, et partant pour réunir tout le monde dans la bonne hundeud & ] ul[ A} E

(15 }Iv(] v 3 u[ A})JE u E«u Choquet o[ A vEuE

Je tiens également a remercier togsux qui font que o[//E”~ ¢S pv o] M SCE .

formidable. Merci a Anna, Francoise, David, Matthieu, Christelle et Sophie pour votre
] VA Joo v § A}e }Jve Joe 0}Eecpu i[ v ] p Rémjpodt IOtraizail u o]\

extraordinaire que vous faites tous les jours «v e o[} u» @bdur nous rendre la vie plus
facile. Merci a Corey etFlorian pourvotre disponibilité etvotre aide précieuse dans des
domainessilointains pour moiyous avesu mefaire aimer les analysés

Merci aLéa, Matthieu, Sébastiegt Koves v3]v % }UE o[ u ] v <pu A}pe u 88
le bureau, vous aurez largement participé a ma bonne humeus u P}uEu v ] Yo

guotidienne!



Merci aTiaginou, CarlitaMagalie,Niclones,Came, Luluet Josiane pour les pausesi

midi qui sont toujours intenses en rigoladle

hv u ] SE ¢ *% ] oU § %0 Jv [ u}S]iveUS[%iH u  }

Amandinette, Gégé Chaquinouet FabinouX :[ ] E <« ve A}e Al eU Vv }JE 3}}

Ho }E SINE U §i[] SEIHA v A}pe puv ¢ }v (ulJoo X :[ i}us
toi Ben nous avongule méme chef, le méme bureau, les mémes salles de manip, au point

}M o[}v v ¢ ]%iou ]* o[uv e ve o[ YWBOWH partager e} se connaitre par

"HEU e« <}us v]Eoupsvdure et surtout multiplier les moments de folie Voila
comment se découvrir un « E & i "utmd veU § V[ *§ <pu O uS [Hv
amitié ! Vous avez toujours été la pour moi dans les bons moments comme dans les plus

1((]1 JoD> & ] uJoo (}]= [!'SE A}peX

W E <p[uv 8Z ¢ v o AlS % + <u[ Qydellde®AnsdridiEe(thon E ]
Petit Cha} pour leur amitiésans limite. Ris de vingt ans a vos c6tés, sans pour autant se voir
S}ue 0 ¢ i JpE-U v}e E SE}PA Joo ¢ 3 ulu v3e % ES P o }vs 3}
e]Jv E]3 X E}pe vipe A}Clve PE V]E &8 A V]E posd U ule P E

nous sommes les seulasconnaitre, restez comme vous étes

Enfin,i v E u E ] E ] iule el u-e % E vie %}puE $}us i
D A] v[rempliequed][ u}pu®E P E votrd guchtion ont fait de moi une adulte
fiere de sa famille et de ses origsy des gens simples et travailleurs qui se donnent les moyens
[ SS]JvE o puE-}i 8](*U veo & *% S § o[ }us o[ uSE
moi, et tout fait pour que je sois épanouie et que je réussisse dans mes études. Merci

infiniment % }Ju @& 3}u8 o U o ve Alue i V[ HE Je i u Je %p !SE — } §

Pour finir, [ ¢S pv u E ] ¢ (}v d “HE Romain Blgrci@ur told ce
<u SHU (]® %}uE u}]U S}usS o[ UpE& <pu Sp u  }vvasdéuwiueu % E} (]}

nous Nous sommesoastruit, et je suisju % 3] v3 A}1E <p o[ A V]E vipue E



ADN
AMPA
AMPAR
ATD
BSA
CamKll
CID
CRD
CTD
DLC
dSTORM
EC50
EDTA
EGFP
EMCCD
EPSC
FRAP
FRET
GFP
GKAP
GIuA
GIuN
GRIP
HBSS
HEPES
IgG
iGIuR
IP3

ABRVIATIONS

Acide désoxyribonucléique
r-amino-3-hydroxy5-methyl4-isoxazolepropionic acid
r-amino-3-hydroxy5-methyl4-isoxazolepropioniacid receptors

Amino terminal domain
Bovine serum albumin
Calcium/calmodulirdependent protein kinase Il
Contraste interférentiel différentiel
Cysteinrich domain
Carboxyterminal domain
Dynein light chain
Direct stochastic optical reconstruction microscopy
Concentration efficace médiane

Acide éthylenediaminetétraacétique
Enhanced green fluorescence protein
Electron multiplied charge coupled device
Excitatory possynapticcurrents
Fluorescence recovery after photobleaching
Fluorescence resonance energy transfer

Green fluorescence protein

Guanylatekinaseassociated protein

Glutamate AMPA receptor subunit

Glutamate NMDA receptor subunit

Glutamate receptor interacting protein 1

Hank's balanced salt solution

Acide 4(2-hydroxyéthyl)1-pipérazine éthane sulfonique
Immunoglobuline de type G

Récepteurs ionotropiques du glutamate

Inositot1,4,5triphosphate



IPSC Inhibitory postsynaptic currents

KO Knock out

LBD Ligand binding domain

LMH Largeur a mhauteur

LRRTM Leucinerich repeat transmembrane protein
LTD Long term depression

LTP Long term potentiation

MAGUK Membrane associated guanylate kinase
mGIuR Récepteurs métabotropiques du glutamate
MIARN Micro-acides ribonucléiques

MSD Mean square displacement

NFAT Nuclear factor of activated-dells

NMDA N-methytD-aspartate

NMDAR N-methytD-aspartate receptor

NV Nitrogenvacancy

PAGFP Photo-activable green fluorescence protein
PBS Phosphate buffered saline

PDZz Postsynaptic density / discs large / zona occludensl
PFA Paraformaldehyde

PIKE PI3K enhancer

PKC Protéine kinase C

PSD Postsynaptic density

PSF Point spread function

RCPG Récepteurs couplés aux protéines G
Rich2 RhoGAP interacting CIP4 homolog 2

RyR Ryanodine receptor

SAM Silent allosteric modulator

SAP102 Synapse associated protein 102

SAP97 Synapse associated protein 97

SH3 Src homology



Shank SH3 and multiple ankyrin
SIM Structured illumination microscopy
SMLM Single molecule localization microscopy

SptPALM Single particle tracking photactivation localization microscopy

SSCAM Synaptic scaffolding molecule

SSTR2 Somatostatin receptor 2

STED Stimulated emition depletion microscopy

TIRF Total internal reflection microscopy

TMD Transmembrane domain

TRPC Transient receptor potential cation channels

TSA dE}H 0 ¢ Y *% SE o[ HS]eu
uPAINT Universal point accumulation in nanoscéb@ography
uv Ultra-violet

VFT Venusfly trap domain



RESUME.......ctititiirtetierememesssessesescssesesessessamnnsessssessssssssssesssss smemsesssessesessssnsessnssmmmnss 3
L 2 RS 1 2 4
REMERCIEMENTS.........ooiiciiiitiessmmessssnsisass s ssss s s s se e s e see s s snnnnssassssssssmmmmeessesnnenssnnnnns )
TABLE DES MATIERES........coo oot ceeere s mmmm s s e e e e e e s mmmm s 10
INTRODUCTIQIN.....cciiiiiiiiiirmrssssmmmnssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssmmmnssssssssssnssssnnns 13
|. LA TRANSMISSION SYINBBE GLUTAMATERGQUL. ... ceeeeieeeereerrrnsmmmmsssnssssssssssssssssssssmmmmenees 14
Il. LA DENSITE POSTYNAPTIQUE.......cceeererunnnssunssmmmmsssssssssssssmeeeeenmsnsammnsnssssssssssssssssssssssannn 16
lll. LES RECEPTEURS AU ANUTE. ..vuuuusssssrsrnssssssssmsmmnnsssssssnnnsssssssssnnssssnnnssssssnssssssssnssssssnss 22
1. LES RECEPTEURMAPA. ...ttt ne e 23
a. Structure des récepteurs AMPBA ... .. ..o e 23
b. Activation des récepteurs AMPA...........coo oo 24
c. Nancorganisation et dynamique des récepteurs AMPA.........ccociiinienieicieenenenn 25
2. LES RECEPTEBNEADA ...ttt et e e e e neeeanee 29
a. Stiucture des recepteurs NMDA ... ... 29
b. Activation des récepteurs NMDA .........c.oo oo 31
c. Nanoorganisation et dynamique des récepteurs NMDA............ccoooeeieeieiieeceecnene, 32
3. LES RECEPTEURGELMR. ....cottiiiiiie it ettt e st e ettt ettt eastee e st e e bae e ssteeabeeeenteeenneeeanbaaesneeeeseeeanes 34
a. Structure des récepteurs MGIUR............cooiiiiiic e 34
b. Activation des récepteurs MGIUR............cooi i 36
c. Nancorganisation et dynamique des mGIURS...............ccoooiiriiii i, 38

TABLE DES MATIERES

10



MATERIEL ET METHODES..........cooiiiimeemi s s s s s mmm e 40

|. QULTURBPRIMAIRES DE NEURDBHIPPOCAMPE. .....ccutuuusssssesssssmmmmssererseesnnnnssnnnnnsnnmmmnssnsd Al
Il. TRANSFECTIONS AU EMLEHOSPHATE......ctteriierrssesssssmmmmssnssssnsssssnsesseseessammmssssssssssssnnns 42
lll. BIOLOGIE MOLECULAIRE ........ccciiuuuuunssummmmeereeessssssssssssssssssmmmnssnsssssessessssssssssssmmmnsssnns H
IV. MARQUAGES IMMUNOCYAIMIIQUES......uuuussunsresnnneesssmmmmsssssssssssssssssssnnsnnmmmnsssssssssssnnssns 44
V. MICROSCOPIE DE SERIEBOLUTION .. .uueerrrrsnsssssrrnnnmmmmsssssssnnssssssesssnssssmmmmsesssnsssssssnnnnnsd 46
1. PRINCIPE DE LA MICROBIE DE LOCALISNT}E MOLECULES UNHQU........ccvveveerierienieieieieieenas 46
P2 N | O USSP 51
a. PrinCipe du UPAINT ..o et et 51
b. Application du UPAINT ........oo ettt sae e 53
L SP P ALM ettt a et e et e e bt e te e e nnreeenes 54
A. PrinCipe du SPIPALM......c.oi ittt 54
b. Application du SPIPALM.........coo ettt 56
A DSTORM. ...ttt e et e e et e e e et e e e e e tee e e e abe e e e e asteeeeeansaeeeannreeens 57
a. PrinCipe du ASTORM.......ccoiiiiie ettt aaeeree s 57
b. Application du dSTORM.........coiiiiiiie e 58
5. ACQUISITION ET ANALDES IMAGES DE SURESOLUTION......ceitvieiireesiieeesieeesieeesieeeseeeesnneeaas 61
V1. BELECTROPHYSIOLQGLE 111uuuussirrnssssssssmnmnssssssssssssssssssssssssmmmnssssssssnnssssssssssnmsssmnnsssssnnns 63
RESULTATS......ceitueeitiettimmmm e sse s s s s s s mmen s e e e e e e e s e s e e e s s e e mmmmane s e nneeeeeeeenesennnnas 64
I. MISE EN PLAEE AMELIORATION [T RN2-COULEURS........ccerrunnniierrremnmmnsseerrnnsnsssssenns 67
1. DSTORNR-COULEURS ....ccitiieitiie it e ataeateeessteeastteessteaesseaessseeaasseeanseeeassesaseeeanseeenneeeanseeanns 67
a. Tests des fluorophores Alexa 488, Alexa 532 et Alexa. 561...........ccccccveeevieeiiinennne, 67
b. Caracterisation deS ANtiCOIPS........ciuriiiieiiiieri et 70
2. QUANTIFICATION DEBGES DE SUPERSOLUTIQN. .. ..ceiteiatreriieeesiresateeesseeasneeeseeeessnessneeens 72
a. Correction des aberrations ChromatiqQUES............cccccveieieeneiienesieneseseee e see e A 2
b. Correction du drift au COUrs dU tEMPS........ccvviiiiieiieeeceeeee e 74

c. Quantification des propriétés des molécules uniques et des clusters de récepte®

11



Il. GO-ORGANISATION EECEPTEURS AU GLWIAW ETAT BASAL ET RODESFOLOGIQUE..............09

1. NANGORGANISATION ET DMMQUE DES RECEPTEAMPA. ........ooiiiiiiicceeeceee e, 79
2. NANGORGANISATION DESEHREEURSIMDA . ... 82
3. NANGORGANISATION ET DMMAUE DES RECEPTEMBISIRS........coviiiiiieec e 84
4. CARACTERISATION DERECISION DE-DOCALISATION ... .cuvitiietenteetesteseeaseaseaseasessesseeseeseenens 87
5. MESURE DES DISTANKBHRE LES CLUSTERRECEPTEURMPAETNMDA.......ccoiiiiiiiieis 92
lll. GO-ORGANISATION DESHREEURS AU GLUTAMMAES UN MODELE PATBIGIQUE..........ccoeunnnd 95
1. LES MODELES DE TRESHEW SPECTRE PHTISME ....c.coiviieieieiesiesiessesressessessessesseeseesessaeseens 96
2. ROLE DISHANKB DANS LES TROUBLESRECTRE DEWUTISME.......ccviiiieieiiienieeieesieeie e 97
3. VALIDATION DU MODETHRNE ......cueeuierierieieiesiestestestestestessessessessesseasasseaseessessessassessessessensens 98
4. ETUDE DEDRGANISATION DESHRHEURS AU GLUTAMPAES UN MODELEADTISME................. 100
a. Nancorganisation des récepteurs AMPA ... 100
b. Dynamique des récepteurs AMPA. ... ... 103
c. Nancorganisation des récepteurs NMDA..........cccoooi i 104
d. Nanoorganisation des récepteurs MGIURD............ccccooieiieiii e, 106
DISCUSSION ET PERBIVES.........cccccimmmrrirrremmmm i ssssssssssssssssssssssmmssssssssssssssssssssssnns 108
BIBLIOGRAPHIE ........coeiiiii e e ere e s s e e s e e e s e e s mmmsnn e e e e e s mnnas 116

12



INTRODUCTION

13



l. LA TRANSMISSION SYNAUE GLUTAMATER(EHQ

Les neurones sont les cellules du systeme nerveux permettanbrduction et la
& Pupo S]}v Oo[]Jv(}E&u S]}v o SE]J<u X /o *}vS }vesS]Su ¢ [pv }
des prolongements plus ou moins ramifi§¢ o « v E]3 » ~A}] « [ VEE + § puv
de sortie). La communication entre les neurones assurée par les synapses. Le corps
oopuo |]E VSE o] S JvS PE o0 ¢ JV(}EuU S]}ve 0 SE]<H ¢ <[]
0 *CvsSZ - SU ¢] o -<}uu e o|PV A %o e UV ES Jv ¢ ploU
déclenche et se propage 1éV P o[ £}v A E-+ o -+ SsyEapliquda.}ve % E

L VIA g o eCV %+ *U 0 %}0 E]e S]}v 0] H %}S v8] o [

calcium dans la terminaison psynaptique, provoquant la libération de neurotransmetteurs

Ve O * %o g vCes figurotransmetteurs vont diffuser dans la fente synaptique et
se fixer sur les récepteurs de la pos€v %o U % E}A}<p v38 0 WE }pA ESUE
circulant dans le pore des canaux entrainera soit une dépolarisation de la membrane dans le
casd *CVv % ¢« A ]S SE] + ~o[ VSCE S]tve ]v]SiSynapticW ™ %o} M

MHEE vSeU ¢}]S pv ZC% E%}o E]e S]}v ve oM] *CV %oe ¢ ]V
initie un IPSC pour Inhibitory PeSynaptic Current).

Dans le systemeanveux central, la majorité des synapses excitatrices est de type
glutamatergique. Ces synapses présentent un grand nombre de vésicules contenant les
neurotransmetteurs au niveau de la préCv %o U ¢ % &E [uv ]S Vv T 00y
postsynapse, gi est caractérisée par un épaississement ggystaptique appelée densité
postsynaptique (PSDJFigure ). Cet épaississement paesynaptique, de 30 a 60 nm

[ % ]J*s HWE & [pv ] u SE A E](Schikorskiand Stevens) 1997; Harris et
al., 2012; Walker et al., 201 €prrespord & une accumulation de protéines membranaires, de

% E}S Jve [ Z(pn PU [Jv ¢« ¢ § %0Z}*%Z S o o § u ¢ P (
récepteurs au glutamate peuvent étre séparés en deux grandes catégotes
métabotropiques (MGIuRs) et les ionotropes (iGIuRs). Les premiers sont des récepteurs

couplés aux protéines G (RCRG)]o* u} po v3 o[ 3]A]S o SE]«u e vV uE}v
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transmission synaptique. Les seconds sont des réceptamaux responsables de la

dépolarisation membranaire rage.

Figure 1. Images de cryamicroscopie électronique de synapses excitatrices du systeme
nerveux centralLe bouton présynaptique est rempli de vésicules contenant du glutamate qui
peuvent étre ancrées a la zone active, faistate a la densité postynaptique(d'apres
Korogod et al., 2015)

%o E ¢ vS E ] Ve 0 °*u]S O[JVSE} M S]}v 0 ¢ }u%o}e vSe

densité postsynaptique et les propriétés des différents récepteurs au glutamate.
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Il. LA DENSITE PESINAPTIQUE

La densité possynaptique est composée de plusieucentaines de protéines
[ Z (4 P } H% vS puv %0 v-Sy@apse. Caaotéine%jguent un role
important dans le développement synaptique, la transmission synaptique et la plasticité
synaptique. Elles peuvent étre situées proches de la membrane plasmique, ce qui est le cas
des protéines MAGUK (Membra#essociated GUanylat€inases), ou bien plus abase de
la PSD telles que Hom&hankou GKARFigure 3.

Les principaux membres des protéines MAGUK sonBSPSE5, SAP97 et SAP102.

PS5 est trés impliqué  ve o[}EP v]e §]}v osynapttdue céklleedendance
e[ pupo E A vs 3§ * %0 (& %oo0pue HyrBEptique qoe les auttEBs v %o } * &

protéines de la densité post Cv %o S]<p X %o OpHeU *}v VIA p [ £% E ]}V
la maturation synaptique et la forcgynaptique(Ethusseini et al., 2000; Chen et &011;
Woods et al., 2011)I a cependant été mordgrque les autres membres de la famille MAGUK,
ayant une forte homologie avec PSb, pourraienttompenser son absen¢Elas et al., 2006;
Levy et al., 2015)De par son réle central dans tkensité postsynaptique, PSDB5 est
impliquée dans de nombreusasteractions protéineprotéine, nécessitant une structure
moléculaire particuliére. Elle posséde traismaines PDZ, un domaine SH3 et un domaine
GuanylateKinase(Okabe, 2007; Sheng and Kim, 208gs domaines PDZ lui permettent de
recruter et de stabiliser plusieurs protéines synaptiques au niveau de la membrane post
synaptique. Il &té montré que les deux premiers domaines PDZ forment un tan@simlos
etal., 2011etjop vS pv E€0 EP ] 0o Ve O[}EP v]e S]}v eCV %S]<p
NMDA et la partie Nterminale permet a PSID i *[ va (& m@&mbrane possynaptique
grace a la palmitoylation de deux résgicystéindErhusseini et al., 2002; Fukata et al., 2013)
PSB95 posséde une premierenformation en forme de C et une seconde conformation ou
la protéineest oo}vP U o[pv }u o[ USE ¢S }%S v (}v 8]}v elv &
et de phosphorylatiorfNakagawa et al., 2004; Chen et al., 2011; Fukata et al., 2013; Nelson et
al., 2013) Des expériencede FRAP ont montré que cette protéine est tres stable aux synapses
et a un taux de renouvellementE o 3]A u v$ e (Jv [ e*uE & <}v EE€O

[ Z ( p (Ruriu et al.,, 2006Sharma et al., 2006Jne foisque PSED5 est ancrée a la
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*CV %oc° ve pv }V(}Eu 3]}v }JHA ES U ¢« ¢ Ju v e []Jvd E S§]}v o
son interaction avec plusieurs protéines cruciales pour la transmission synaptique telles que
desréced8 HEe* PousS u 8§ EPJ<H » U ¢ % E}S Jv « [-9Fskpjlis¥X d}us |
les récepteurs NMDA aux synapses via une interadii@tte entre les quatre derniers acides
aminés du domaine €@rminal de la sousinité GluN2des NMDARs et les deux priems
domaines PDZ de PSB (Groc et al., 2004, 2006MaisPSE95 a aussi été identifié comme
un des organisateurs majeurs des récepteurs AMPA. Bien que lesisités des AMPARS
] v8§ puv u}s]( o] Je}v W eU Joe ¢}vS Jv % o0 ¢ [{9BSEE P]E ]
(( SU ]Jo S u}vsE ver trorfjcaturdéu domaime &rminal de la sousinité
'O T o DW Ze v[ % * [Ju%e S suCE& « ](stabilisation synaffque, }u o
mais affecte seulement son expression a la surface de la cé@lats et al., 200). Ainsi, ce
domaine &erminal est important pour plusieurs fonctions des récepteurs AMPA, mais pas
pour leur interaction avec PSED. Les récepteurs AMPA interagissent avec-$5ilia des
protéines intermédiaires appelédARPTransmembraneAMPARRegulatoryProteins)(Chen
et al., 2000; Schnell et al., 2002; Nicoll et al., 2006; Bats et al.,. Z0g)dalétails sur le rble

des TAR seront donnés dans la partie 1l

Les protéines Homef}vs P o u vS *» % &}S Jve [ Z (pn P Eun] o
Elles %o & ¢ vS v§ pv }u ]v ,Si 0 HE % EU S5 VvS§ o[ e} ] E A
récepteursmGIuRL et mGIURS, mais aussi les récepteurs I@3tracellularcalcium channel
inositol trisphosphate) récepteurs de la ryanodine (RyR), les canaux TRPC, larstus
Cav2.1 des canaux calcicguie type PIQSC % U 0 % E}S ]V [ Z (18P ~Z vIU
Dynamine Ill ainsi que le facteur NFAT (nuclear factor of activated T cells). Les formes longues
Homer 1b/c, 2 et 3 sont exprimées dwniereconstitutive et polymérisent via leur domaine
« coiledcoil » CGterminal pour former une structure tétramériqueDans les épines

v E&]S]<p *U 0 upoSJ]u E » [,}Ju &E ¢« 0] VS HUAE %}0oCu E -
}veS]Sp vS ve u 0 PV %0 S (}EU *SEMN SHE 0o & o] v o« ]((
dendritique entre eux (Hayashi et al., 2006En revanché) o ¢« (}E&u ¢« }uE&S « [,}u €& i

ania3 (un variant de Homer3) ne polymeérisent pas. Ces formes dagessent comme des
dominantnégatifs capables de rompre les complexes protéiques reliés par les formes longues
[,}u Ees récepteurmGILRL colocalisenfpréférentiellement avec Homed tandis quda

distribution demGIUuRS coincide préférentiellement aeccelle deHomer 1b/c ce qui suggere
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des interactions préférentielles enttes différent variants de mGlsiet Homer(Bockaert et

al., 2004; Fagni et al., 200De plus,les fomes }pES ¢« § o}vPu ¢ [,}u E % ES]
of] & -« P Roalamembrane postynaptique(Ango et al., 2002Enplus de leur role

*SEU SHME 0 S [ CEE s« P U 0° }u%o A ,}JuE & Bfw vS 0
PE}u% /X [pv % ESU o0-RIKE uehent |45 récepteu®E mBtua la voie de
signalisation PI3&kt-mTor(Guhan and Lu, 200 W (E ]Joo HE+*U 0 ¢ (}&EuU * 0}VP|
]Jvs E Plee v8 ~ ]E S u vS§ }ue%e Shaok)]av@c@ s rédepteurs IP3 et RyR

créant ainsi un lien physique entre les récepteurs nikElou mGIURS et les stocks de calcium
intracellulaire (Fagni et al., 2000; Jardin et al., 201Bhfin, en contrbélant le lien entre les
récepteurs meétabotropiques mGRL/5 et les récepteurs NMDwia le complexe ShanBKAP

PSD95, lesformescosire § o}vPu » [,}u E }vSE€0 VvS ( }v Cv ul<p

synaptique.

Les protéines Shankont impliguées dans le recrutement, le regroupement, et le
couplaggonctionnel des récepteurs glutamatergiques AMPA, NMDA et mGIuR, pouvant ainsi
moduler o[ 3]A]8 Pop3 u 8 EP]J<g 3 0 %0 *3] ]85 *CV %S$]<pu X hv
protéine-protéine existe entre les protéines Shaek ces différents types de récepteurs. Ces
interactions peuventse produire de maniere directe et indirecte vides protéines
adaptatrices. Parmi celled il y a lesGKAPs, des molécules qui peuvsetlier au domaine
PDZ de Shanka leur partie @erminale mais aussi les MAGUKSs tels que-BSBt PSE5
qui s'associent via leur partie-tdrminale (Boeckers et al., 1999; Naisbitt et al., 199Dgs
études ont permis de montrer que Shankl et Shank3 pouvaient se lier de facon directe et
indirecte via Homer aux réecepirs mGIluR1 et mGIluRg®bu et al., 1999; Sala et al., 2001, 2005)

%ooOopheU pv A% E] v []1v Adanp dé&g heuroneshippbtampe murins a

montré que la pertale laprotéine était associée a une diminution ade[ £ % E ¢*]}v *CV %0 S]«
de mGIuURS5, et a des défauts de transmission synaptique glutamatergique de typéecpéi
etal., 2011X hv u8E 3Sp ]Jv A]JSE} % Eu]e Uuljvs@® & <p o[ £
des neurones permettait le recrutement de nouveaéxepteurs NMDA fonctionnels, via le
domaine PDZ, ainsi que des récepteurs mGIluR1, via les domaines SH3 et Hbs, accompagné

[Uv MPu vsS S]}v e }JUE v&ousdigrid & gh @e05Concernant le lien
entre les récepteurs AMPA et protéine Shank, la formation du complexe Shibknera été

impliquée dans lerecrutement des récepteuréAMPA ainsi que dans la maturation des
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synapses S o[ HPu vs $§]}v symaptiQh€ESala et al., 2001De plus, une étude a

montré que les membres de la famille Shank peuvent se lier de maniére directe, via leur
domaine PDZ, a la sousité GIuAl des récepteurs a AMPAchino et al., 2006)De plus,

Shank3 serait égau v 3§ % O u} po E o[ £} CS}e O e*}ue HV]S
maniére indirecte en interagissant avec Rich2 (BiAd° interacting CIP4 homologRaynaud

et al., 2013pu encore GRIP (Glutamate recepioteracting protein 1YSheng and Kim, 2011)

Toutes ces observations et interactions définissent un role crucial des protéines Shank sur les
différents types de récepteurs au glutamate, leur liaison entre eux, leur recrutemeatiet |

u Jvs] vX %oopueU 00 « E Ppo vS o[Z}u }*S ] o0 Jpu JvSE ¢
la maturation et la plasticité synaptique. f¢dE E€0 A v }E %ope 0}]v ve o[ $§
fonctionnement synaptique car les protéin8hankne régilent pas seulement les récepteurs

au glutamate mais aussi les récepteurs couplés aux protéines G et des canaux ioniques
protéiguesvoltagedépendants. Parmi les récepteurs couplés aux protéines G, le récepteur
SSTRZsomatostatin receptor 2) a été iderf comme étantmaintenu a la PSD par son

interaction avec SHANK via son domaine @iZer et al., 1999)

Les protéine§SKARontenrichiesdans la PS[2t quatre génes coent pour les protéines

GKAP1 a 4, avec pour GKAP1 deux varight$o]e* P <u] }vv vS 0 ¢ % E}S Jv ¢ '<
GKAP1b. Les quatre membres de la faroitiieun domaine @erminal identique, se terminant
par les acides aminés QTRL, excepté lE] vS [ %o]es P '< Wi Xerminal]ily p E
a une région contenant 5 répétitiome 14 acideaminés, tres conservée dans la famille GKAP

§ <pu] % Eu § o[]vd E 3]}v MAGUK(KIM%t@l},51997)GKAP interagit
egalement avec les protéines de la famille Shank via son extréraégrihale (Boeckers et
al., 1999; Naisbitt et al., 1999; Yao et al., 1999 cefait, le variantGKAP1b est le seul
membre a ne pas interagir avec Shank. Enfin, GitaRagit avec SSCAM (Synaptic Scaffolding
Molecule) (Hirao et al., 1998)nArgBP2Kawabe et al., 1993t DLC (Dynein Light Chain)
((Naishitt et al.2000)X /o S u}vsSE tipn de[Skanhklavec GKAP et PSD95 était
requise pour assurer un trafic correct de GKAP vesgriapse et que le complexe GKAP/PSD
0N « uo E Ppuo & o[ E <+ Bhank au nivéau de$Epin@gsomorini, 2004)
> (}v S]}tv o[]JvS E S]}v "Z vII'< W »« u 0 ]Jve] JuUB}ES vS %o}u
partenaires. Dans une lignée cellulailea été montré que GKAP permet de recruter BSD

a la membrangTakeuchi et al., 1997).a proteineGKAP, qui est associée eytosquelette,
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permet également de recruteGAPI7 (Sabio et al., 2005 Ces différentes études montrent

<U '< W 8 pv 0 U VS Juk}ES vSdehaPB)}EP v]e S]}v

WE}sS Jv « [ Z ( | Fonctiors Partenaires

Organisation de la PSD

NMDAR
(1) PSB95 Modulation de la | TARPs

maturation synaptique et
de la force synaptique

Canaux calciquesle type

Plateforme structurale P-Q
reliant les compqsants Canaux TRPC
o[ %demdritique )
entre eux Dynamine Il
Facteur NFAT
mGIuR1
(2) Homer Adressage de mGIuR5 MGIuR5
a la membrane PIKEL
Récepteurs IP3
Modulation de la Recept.eurs de &
transmission synaptique ryanodine
Shank
Recrutement,
regroupement GKAP
et couplage fonctionnel dey gRr|p
(3) Shan MAGUK (PSD3 / PSEO5)
D} po $§]}v o[ | Rich2
glutamatergique et de SSTR2
la force synaptique
DLC
Z Ppo S]jv o] @ L95P
(4) GKAP de la stabilité de Shank dan Shank
les épines dendritiques SSCAM
PSDB95

Adressage, régulation
de la diffusion et | AMPAR
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(5) TARPS
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Figure 2. &}v S]}ve S % ES v |JE - * %E&}SJve [ Z(p P (
synaptique.(A) Tableau récapitulatif des protéinesajeures de la densitgost-synaptiqueet
de leurs partenairedB)S Z u O[}EP v]e S]}v u}o po ]JE&synapbque ve]S %o

des synapses glutamatergigs(d'apres Feng and Zhang, 2009)

Paur conclure, ladensité post Cv %o S]<u V[ *8 % ¢ pv PE P § «SEMU Sul
[ Z(nu P U U] pv SEU SPE lu%o A % O [JEP v]e &
différents récepteurs au glutamate, et ainsi de définir les propriétés de la trasgmi
*CV %S]<p X >[}EP v]e S]}v u}o po |JE %E ]- * % E}S ]\
récepteurs glutamatergiques visvis du site de libération du glutamate détermine alors le
nombre de récepteurs activés lors de signaux synaptiq@s. quantum de éponse
correspond a une unité de transmission synaptigeepeut étre régulée par le neuroriela

(}]* v S8 GEu e+ []vS ve]S § ]Jv §]<p U S}us un o}vP o A] o]
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lll. LES RECEPTEURS AUAMATE

Les récepteurgllutamatergiques ionotropiques sont des récepteaeawx pouvant

étre divisésen quatre groupes en se basant deurs propriétés pharmacologiques. On

]*S]vPu Jve] 0 ¢« & %o AmidE3-hydddi5-Methyl-4-isoxazolePropionic
Acid), NMDA (NMethyl-D-Aspartate), Kainate et Del{g.odge, 2009)Ces quatre types de
récepteurs sont perméables aux cations mais ils se différencient par leurs propriétés
cinétiques et leur perméabilité au calcium. Les réceptdIVHPA peuvent étre considérés

juu & *%}ve 0 o 0 SE& veul]ee]}v *CV %S]<pu £ ]85 SE] &
milliseconde), etcatalysent principalement des courants*iN&. Les récepteurs NMDA quant
a eux différent des récepteurs AMPA a de nombreux points de vue. Le pore du réeegualir

ED S 0o}<u % Eofjtvu[DP <<pg 0o u u @EsynaptHupe Soit
e ((]* uu v3 % }o EJe U % E /£ u%0 % E » o[ 3]A 3]}v =« E
sont activés par le glutamate pour lequel ils ont une haute affinité mais il leur est nécessaire

[ A}JJE v % E oo o o -&ofste qui peltidire Joile la glycine soit de la-D
e E]Jv X "u]s S §]A 3]}vU o0 ¢ }uE vse cpf]o- S 0Ce v§
récepteurs AMPA et sont NiK* et calciques,ce qui leur confére un role majeur dans la
modulation de la force synaptique et dans f#snomeénes de plasticité synaptique que sont
la LTP (Lon@erm Potentiation) et la LTD (Loemgrm Depression).es récepteurs Kainate et
Delta, quant a eux, ontesroles physiologiquemoinsconnus, ils semblent plus étre impliqués
dans larégulationde| SE veu]ee]}lv *CVv %S]<u Weelpddcirs difec€Eaynelis
et al., 2010) et pourraient potentiellement faire intervenir la signalisation des mG(uBseli et
al., 1993; Ady et al., 2014; Dadeikal., 2017)

Les récepteurs glutamatergiques métabotropiques quant a eux jouent un rdéle dans la
modulation de la transmission synaptique avec une cinétique d'action plus lente (de quelques
secondes a quelques minutes). La famille des mGIluRs est sémgde huit récepteurs différents
(de mGIluR1 a mGIuR8), qui peuvent étre situés au niveau de-typapse et de la postynapse.

RS T8, §]A 8]}v % E o Pops u 3 U Joe }vs S}ue o % 15 |
protéines G, mais les cas@&sdde signalisation sont différentes selon le type de mGIuR activé. Bien
gue leurs réles dépendent de leur composition et de leurs partenaires, ils sont tous impliqués dans

0 USUE 8]}V 8 0 %0 *8] ]& +CV %o&]<Hh Jve] <u Ve O[Z}u }e& ]
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Nope S ]Joo E}ve ve 0 <*u]Ss O[JvSE} M S]}Vv O ¢« %0 E}%E] S =
de localisation des récepteurs AMPA, NMDA et mGIuRS5.

1. Les récepteurs AMPA

a. Structure des récepteurs AMPA

Les récepteurs AMPA sont des protéines membranaires oeégs de quatre sous
unités formant un pore central permettant le passage des ions. Cessiids sont nommeées
GluAl, GIuA2, GIuA3 et GluA4, et contribuent differemment a la cinétique et aux propriétés
dynamiques des récepteurs AMPA. Ces derniers présénine distribution homogene dans
le cerveau, bienquelessoysv]s ¢ 'opg iU '"op 7 8§ 'O T ¢}vS % E * vS§ ¢ ve O
systeme nerveux central alors que la saumsté GluA4 semble majoritairement restreinte au

niveau du cervelet.

Chaque sousnité présente quatre domaines : un domaine amieominal
extracellulaire (ATD pour AmifAcerminal Domain ou NTD pourTé¢rminal Domain), un
domaine extracellulaire de liaison du ligand (LBD pour Ligand Binding Domain), un domaine
transmembranaire (TMD poufransMembrane Domain) et un domaine carbetgrminal
intracellulaire (CTD pour CarbeXgrminal DomainjfFigure3). Le r6le du domaine ATD est
% U JUu%oE]e u ]J*e JOo Ju%E Vv 0 % %S] <*]Pv o v ¢ |E o[]ve
membrane. [l est uJA] [HV * <u Vv o] ]J*}v <p] o }vv § u ]S 0]
La structure de ce deuxieme domaine est séparée en deuxfemgiments appelés S1 et S2.
Lors de la fixation du glutamate, ce site de liaistun ligand subit des changements
conffEu 3]}vv o« VSE ]v v3 o[}pA E3uEAMmstong(et@y268Q6)Ees p %o} E
sousfragments S1 et S2 sont encadrés par quatre domalmyesophobes S1 et S2 sont
séparés par deux segments transmembranaires M1 et M3 et une boucle membranaire M2, et
le quatrieme segment transmembranaire M4 est situé miveau de la partie carboxy
terminale du fragment S2. La boucle M2 forme la partie supérieure du pore du récepteur et
les segments transmembranaires M1 et M3 forment sa partie inférieure. Enfin, le domaine
carboxyS Eu]v o0 3§ ¢]Spu o [ ] ihde, &4 lgn@teur peut varier en fonction des
sousunités (il est plus long pour GIuAl et GluA4), lui conférant ainsi un role important dans
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le trafic des AMPARs. Dans les songés adjacentes des récepteurs, ce sont les sites de
liaison du ligand quieslient via leur souf & Pu v3§ ~iX >}Ee<cy o Pous u 3 A] v§

sousfragments S1 changent de conformation, entrainant la séparation desfemgiments

(@)

S2, qui transmettent cette force au TMD et induisemf }pA ESpE u %dMayer, p v
2006; Greger et al., 2017; Twomey et al., 2017)

Figure3. Structure des sousnités des récepteurs AMPAA) Représentation schématique

[uv <Junité GluAdes récepteurs AMPA, montrant les quatre domaines ATD, LBD, TMD et
CTD(B) Structure des récepteurs AMPA et organisation des quatusunités (A, B, C et D)
(d'aprés Greger et al., 2017)

b. Activation des réqaeurs AMPA

Les récepteurs AMP@#nt une affinité relativement faible pour le glutamate comparée
aux autres récepteurs au glutamate, avec une concentration efficace médiage (ECVA] E}v
05mM.> HE }v usdv UulCvv % usS !ISE SE « A E] o U o0 v§
a une trentaine de picoSiemens, dépendant des types de-goids présentes et du nombre
ulo poO - Pous u s «<u] ¢« o] v g E %S pEXate)gEHe<u[puv
o] & Ve 0 (VS8 *CV %3]<p U 0+ E %35 PE* DW <[}pAE ve
glutamate en quelques centaines de microsecondes. Les récepteurs sont alors désactivés en

2,5 ms environ, conduisant a la fin d&&8SCs dépendants des AMB@RIquhoun et al., 1992;
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Raghavachari and Lism&2004) Il sepeut que la clairance du glutamate ne soit pas assez
rapide suite a une forte stimulation ou a une libération glutamatergique a haute fréquence.
Dans ce cas, les récepteurs AMPA se ferment rapidement et passent dans un état
désensibilisé, 0 leur conformation les empéche de fixer du glutamate pendant quelques

dizaines a quelques centaines de millisecongégure 4.

Figure 4. Etats conformationnels des récepteurs AMPdans (A) une représentation
schématique e{B)des images de cryai] (E}e } %o] 0 SE&}vChanetal, 2018) -

c. Nanocorganisation et dynamique des récepteurs AMPA

La plupart des récepteurs AMPA sont synthétisés dassnea. Une fois leurs quatre
SOUSUV]S ¢ ¢ u 0 *U ]Joe* *}vS SE Ve%}ES * ipde<cuy[] o uvuu E vV
vésicules de transport. Il est également possible que les AMPARs soient synthétisés
localement au niveau duéticulum endoplasmique dans ledendrites, sous les épines
dendritiques (Esteban and Greger, 20073uite a leur exocytosdes récepteurs AMPA
diffusent vers la synapse ou leur nompleur localisation et leur régulation ont un réle majeur

ve 0o[]vS PE S]}v e ¢]PV PAE *CV %S]<p X v ((SU o o] &
glutamate dans la fente synaptique ne suffés pour saturer tous les récepteurs AMPA post

synaptiquegLiu et al., 1999)euls ceux situés en face du site de libératioglditamate dans
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une aire ayant une largeur a +thauteur de 100 a 150 nm seront actiygssman et al., 2007,
Savtchenko and Rusakov, 201BEs propriétépermettent ainsi de définir un quantum de

réponse postsynaptique non paelnombre de molécules de glutamate par vésicule, mais par

le niveau de clusterisation des récepteurs AMPA et leur positieavis du site de libération

du glutamate(MacGillavry egl., 2013; Nair et al., 201%) /o0 S }v v e |E <«pu[]Jo C
équilibre dynamique entre les ogpartiments synaptiques, extrsynaptiques et intra

cellulaires afin de moduler leur nombre et leur organisation au niveau de la desté

synaptique.

Les TARPs, protéines auxiliaires des récepteurs AMPA, jouent un rble dans leur
adressage a laurface neuronale, régulent leur diffusion latérale mais aussi modulent leurs
propriétés biophysiquegNicoll et al., 2006; Milstein andd4ill, 2008; Coombs and G@andy,

2009; Sager et al., 2009)a famille des TARPs est sdigsée en type | et Il suivant leurs
fonctions(Kato et al., 2010)Le growéo SC% [/ Ju% E v o "3 ER)Jv ~ pee]
3, v4 et v8 et le groupale type Il comprend¢5 et v7 (dont la séquence est trés proche de
v5). Les TARPs de type | cumulent un réle régulateur des propriétés biophysiques et
pharmacologiquesde (E = %S pE&e+ DW ou] % E}S Jv [ & e« P .
0 *uE( VUE}V o US Vv ]ecpy 0°ed ZW- SC% [/ v[]Jv(op v Vv
AMPA vers la surface neuronale et leurs effets sur les propriétés biophysiques eleteués
varient en fonction de la composition du récepteur AMPA. Toutes les TARPs sont composées
de quatre segments transmembranaires et leurs queues carboxyliques et -4enmmales
*}vS CS}elo]<u X > A% E ]}V ](( E vSde agr(igE spatio « d ZW-
temporelle, en fonction du type et de la localisation des neurones ainsi que de leur stade de
A 0}% % u v3X d}ps (}]-U Ve 0 ¢ VvV HE}V ¢« [Z]9Bemble% U o]
spécifiguement enrichie amiveau synaptique alors que&8 serait présente aussi bien au

VIA [ *CV %o 3]« psyraptigiediEmura et al., 2006)

> e d ZWe ( ]0]S VS o[ A%}ES + E %S pEs DW %o L] O
favorisant leur trafic intracellulaire ainsi que leur expression a la surface desesellTout
[ }E U-expredsion de Stargazin aveclasqug]s 'op T ( Jo]S o A% }ES 5
V]S H E 3] popu Vv }%o0 sul<p 35 ( AYE]e o[ E% E e+]}v cpE(
homériques ne contenant que la seurité GluAZYamazaki et al., 2004)es études de FRET
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~&OU}E ¢ VvV Z *}v Vv v EPC dE& ve( E* }vS P 0o u VS % E}u
interaction entre les récepteurs AMPA et la Stargazimiveau du réticulum endoplasmique
(Bedoukian et al., 2006)es TARPs ont aussi pour role de régalgf EP v]e S]}v  « E %S
AMPA a la surface neuronale, et plus particulierement leur accumulation au niveau des
compartiments synaptique¢Chen et al., @00) En effet, les interactions entre la partie
carboxyterminale de la Stargazin et des protéines a domaines PDZ de la densité post
synaptique telles que PSZ3 constituent un mécanisme essentiel a la stabilisation des
récepteurs AMPA a la synapé®ats et al., 200X [uVv %o }]Vv S Apu u  v]ed]cp L
ensemble de phosphorylations au niveau de cette queue carboxylique lui permettrait, via un

% Z Viu v E %opoe]}v o SE}V]<«<n U [ 0}]Pv & venoseu u & v
(1£/ & pHAE }Iu v e W e o %E}S Jv » (Sudiokaetd, 20100 WA

Pour ce qui est des propriétés dynamiques des récagt@MPA, le développement des

§ Zv]<p o [Ju P E] % Eule [ A}YJE pv AJe]}v %oops ipes 0 |
neurones, notamment aveco[uS]o]e S]}v e § ZV]<u - *u]A] ulo M
(Borgdorff and Choquet, 2002; Groc et al., 2004; Bats et al., 2083 ylifférentes expériences
ayant pour but de caractériser la dynaue des récepteurs BW }v8 u}v3E <u[]oes %o HA
changer de comportement en quelques secondes, oscillant entre une diffusion libre

E}Av] vv 8§ pv Juu} Jo]e 8]}vX %oopueU 0 HE J((He]}VvU <] %o
synaptique, est plus importante au niveau exiynaptique que dans la synapse ou ils sont
confinés, via entre autréeur interaction avec PS8b, induisant leur rétention au sein des
synapsegOpazo and Choquet, 2011; Opazo et al., 20la)diffusion des récepteurs AMPA

S ¢}EuU ]J]* E }vvpg }luu PV UIC V %o}UE O ¢ vV HE}IV ¢ [}% E (
entre des récepteurs désensibilisés et des réceptewissnplus rapidement que le simple
retour de désensibilisation ne le permettrait, assurant ainsi le maintien de la transmission
synaptique(Heine et &, 2008) De plus, le nombre de molécules de glutamate présentes dans
les vésicules pr8ynaptiques est limité, ce qui créé un gradient local de neurotransmetteurs
dans la fente synaptiqu@.isman et al., 2007).es récepteurs AMPA ayant une affinité assez

(] 0 %}uE o Pousd usd Uv A} vs }v «<u[uv (E 3]}v 0 HLE %o
lors de la libération de glutamate. Leur dynamique, affectant legalisation au sein de la
*CV %° U ilp v pv E€0 Ju%}E&S vS ve of ((] 18 0 SE vel
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Au cours des dix dernieres années, de nombreuses approches expérimentales
[Ju P &E] » § 00 <gp 0o ~d Uo u] &} }%elle unique (SpiRAEN} v ulc
MW /Ede § o ~"dKZDU }vS % Eu]- E S E]s & o[}EP v]e S]}v
*CV %°* * A pv E *}ous]lv *% 3] o (FogpieB®. & it Qi1 vu

Figure5. Nano-organisation et dynanmue des récepteurs AMPAAE U %00 O[}EP v]e 8]

de la sousunité GIuA2 des récepteurs AMPA dans des épines dendritiques de neurones
[Z]1% %o} U% A]A viAUpal spt@WM efB) par uPAINT. Les synapses sont

u E<g * % E o[ A %o E cu:Cerulean pdur I€EsptPALM ou Homerlc::GFP pour le

MW /EdX P uZz E}S W Ju P e [ %](Op}E » Vv Ju Ei
[JvS ve]S *%SW >D § §E-unités} 3HA2::Eos suyexprimées, ou image

[JvS ve]S§ MW /EdireSdés@ougi¥]S ¢« v }P v o 'op TNair et%lCE -

2013)

Ces études ont montré que les récepteurs AMPA ne sont pas répartis de maniere
homogene dans la synapse mais plutdt accumulés dans des clusters appelés
«nanodomaines>, comprenant entre 20 et28E~ %S pEe+ Z HVv Ve pv J u SE |
80 nm(Fukata et al., 2013; Mac@wry et al., 2013; Nair et al., 2013) a également été
} « EA e Opes E- 0 %o E}SPBREO5 fu Zeif pe IR densité pest
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synaptique, avec des diameétres variant de 80 a 150 nm, le nombre de ces clusters variant de

un a quatre en fontwon de la taille de la PSD. Pour la premiere fois, la raaganisation des
récepteurs AMPA et de PSI5 a été caractériséas-a-vis de la présynapsé€Tang et al., 2016)

en particulier par rapport a la protéine pgynagtique RM intervenant dans le mécanisme de
libération des vésicules synaptiques. Ces travaux montrent que RIM1/2 présente une
organisation clusterisée similaire aux nanoclusters de#5&h termes de taille et de nombre

de clusters par synapse. De plus, lestelgsprésynaptiques de RIM1/2 sont alignés en face

des clusters possynaptiques de PS8b. Le concept de ces nanocolonnes tragsaptiques

E Ao ]Jve] o[ £]8 v [uv }EP v]e 8]}v p v]Aet|apogp po |E
synapse, ce qui pourrdi u o]}E& & uv] & v}ivyv Po]P o of ((] 18

synaptique.

2. Les récepteurs NMDA

a. Structure des récepteurs NMDA

Un autre type de récepteur glutamatergique ionotropique est le récepteur NMBA.
NMDARssont des hétérotétraméressus o[ ¢ u o P Sous@NEEs. Il existe sept
sousunités répartiesdans trois familleslifférentes (Moriyoshi et al., 1991; Paoletét al.,

2013) La famille des soumités GIuUN1 <3S }u %o} [V ¢ poGluNL) @ai est
U ]J<u]S JE X [ <8 ejuAie quesse sijyecle site de liaison duagoniste. La famille
des sousunitésGIuN2 est constituée de quatre membreSIUN2A,GIuN2B,GIuN2C,GluN2D),
sa fonction principale est de lier le glutamate. Elle est aussi impliquée dans la cinétique des
JME vSeU of ((]Jv]S maqkdd, 2011plaPspécificité des interactions avec des
protéines intracellulaire¢Bard et al., 2010; Bard and Groc, 20bii)extracellulaire¢Groc et
al., 2007) et la mobilité membranair¢Groc et al., 2006; Dupuis et al., 2014afamille des
sousunitésGIuN3 est composée de deux membr&aliN3A eGIuNBB)(Low and Wee, 2010)
] v<gu o puEes E€0 ¢ ¢}] vS u}]ve }vvpueU }v « ]S Siggénisteletu <p[ o«

déterminent les propriétés fonctionnelles des récepteurs NMB@&nson et al., 2010)
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Le récepteur NMDA est un tétrameére formé classiqguement de deuxwsutéssGIuNL et
de deux sousinitésGIuN2 (Karakas and Furukawa, 201Bjgure § X >[ E Z]S SuE o o}
HV]S ¢ 5 ¢Jujo ]JE VSE o0 ¢ SE}]* (ulJoo U SU of[]veS E |
de quatre domaines différent@ raynelis et al., 2010; Paoletti et al., 2013; Lee et al., 20&4)

domaine ATD (Amina@ (Eu]v 0 }u Jve 8 Ju%o]<p v * ongumitesimaisP .
permet aussi la régulation du gating comme en cas de présence déaicialine et al., 2005)

Le domaine LBD (Liga#ilv JvP }u Jve S (}Eu MAE  Pu vSeU 7"i

(723
~

niveau de ce domaine que le-agoniste se lie sur les seugitésGIuNL et GIuN3 (Furukawa
et al., 2005)et le glutamate sur les soumités GIuN2. Le domaine TMD (Tradvdembrane
Domain) est composé de quatre segments (M1 a M4). M2 a la particularité de ne pas entrer
v }vd 8§ A Oo[E%E oopo JE U ule [ (( 8u E puv  }Ip o <]
au niveau cytoplasmique. Le domaine CTD (Cariberyinal Domain) posséde de nombreux
*]8 o %oZ}e%Z}ECO S]}v S i}p pv E€o0 § BEu]Jv vS§ ve o[ vV GE
(Lau and Zukin, 2007)

Figure6. Structure des sousnités des récepteurs NMDAA) Représentation schématique

des sousunités GIUN1 et GIuN2 des récepteurs NMDA, montrant les quatre domaines ATD,
> U dD § d ~Clll&adHy end Leszkiewicz, 200dB) Strudure des récepteurs
NMDA et organisation des seysv]S « 'opEi § 'ouHansep evalk 2018)
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b. Activation des récepteurs NMDA

>[ 8]A 3]}v H E %3 UWE ED & <u] E3 o 0] ]*}v Tulo W
co-agonistes au niveau des quatadomaines LBPaoletti et al., 2013)Son ouverture est
lente, elle dure environ 10 mgDzubay and Jahr, 1996gntrainant le phénoméne de
désactivation : le canal ionique reste fermé malgré la présence des ligands. La désactivation
du récepteur NMDA est elle aussinte et dépend de la composition des seuss 18 X >[ ((]v]$
du récepteur NMDA pour le glutamate gg@® f .(PRoletti et al., 2013¢st supérieure a
celle des récepteurs AMPA et Kainates¢EE i1 ..(Atwell and Gibb, 2005% >[ ((]v]S$ M
récepteur NMDA pour laBerine (E€& C 1UT ...Bgly@dneo(E& C 1UiRURA ...De 8§
supérieure a celle pour le glutamatMatsui et al., 1995; Priestley et al., BMadry et al.,
2007)

>[ 3]A 8]}v M E %3 WE ED o0 E vV % Eu *teNdel(( E vie

surtout le C&". Sa perméabilité est dépendante du potentiel de membrane de la cellule. En
effet, le pore du canal est sujet a un blocage des ions MFX > %}S vS8] o [ <ulo] &
ions Mg* 8 % E} Z I usX M %}S vs] o M tad)sleq joms Mtu E}v  ~
Alvs <[]JvSE} p]lE Ve 0 v o ]J}lv]l«u U E %S WE ED 3
conséquence, le passage des iong*G@st stoppé. Une augmentation du potentiel de
UuuE v 3 }v v e ]E o[ vo A 2udw gore.drdgue Eefbloc My

3 vo A U o[O&Er les NMDARs active la CaMKII qui est un acteur essentiel pour
o[ § o0]ee u v3 (Lismarrat W., 2002, 2012; Lucchesietal., 2Bl []Jv(oOpnAE 0 J<u <}
u]ls8 o[ S8]A 3]}v « En lidisor] depdd L4CaM a la CaMKII, entrainant son
activation par autophosphorylation et sa redistribution dans les densités-posiptiques
(Shen and Meyer, 1999; Bayer et al., 2001; Otmakhov et al., 2004; Merrill et al. 0206/
sera stabilisé¢Sharma et al., 2006Une fois dans ce compartiment, la CaMKII interagit avec
diverses potéines dont les sousnités GIuN1, GIuN2A et GIluN2B des NMDARs. Cependant,
dans des systemas vitroU Jo ¢« u o <u o[ ((]vii$ourlessouabites GIuN1 et
GIuN2B soit plus forte que pour la sewsité GIUN2A(Strack and Colbran, 1998oren
Leonard et al., 1999; Strack et al., 2008)[]vs E S§]}v o] D-arité GlaN1e} e
V e*¢]S O US}%oZ}*% Z} E C o(lEphard et@l., 200X £/site de liaison est le
ulu «<p %o} pdEinmpret la Ci#/CaM. La CaMKIl entre donc eonmmpétition A or
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S]vl]v % }pE o0 0] ]Je}v §§ (E P]}v X-acthi@e, ka CicaM etlav $ ofr

CaMKlInteragissent simultanémer{Merrill et al., 2007)La CaMKII est également capable de
se lier a la partie @rminale de GIUN2B. Cette interaction dépend, comme pour GIluN1, de
o[ U8} %o Z}e % Z} daCaMKIl} qui est nécessaire pour la translocation synaptique de la
CaMKI[Strack et al., 2000; Robison et al., 2005; Gustin et al., 2B1&)augmente également
o[ 3]A]18 I]v - ud}viu o-p-direC indépendamrient des réactions

[ US}%Z}*% Z}ECO S]}v § 2%CaM (Bhykret al., @001, 2006Peux sites de
liaison a la CaMKIl ont été identifiés au niveau de la partierr@inale de GIuN2B. Ces
différentes interactions sont régulées par des réactions de phospdtorg. En effet, la
phosphorylation de la sousnité GIuN2B par la CaMKII et de la sangé GIuN2A par la PKC
JvZ] o[]lvd & 3]}v A o D<//X &% Jvs E 3]}v A o D<//
unité GIuN2B une voie de signalisation prgphapliquée dans le développement et la
plasticité synaptique, qui ne semble pas récupérable par la-8nit€ GIuUN2A\Wang et al.,

2011)

c. Nanoorganisation et dynamique des r@teurs NMDA

La distribution des soutypes deNMDARSs a la surface des neurones est hétérogene, ils
ont été détectés dans des sites pggnaptiques(Tzingounis and Nicoll, 2004t post
synaptiques. Ces derniers sont tres majoritaires etégartissent entre les compartiments
synaptique, pérsynaptique (défini comme une zone de 200 a 300 nm autour de la PSD
(Petralia et al., 2005; Zhang and Diamond, 2Gf63xtrasynaptique. Le contenu en seus
unités NR2 conditionne la localisation particuliere des NMDARSs par rapport a la synapse. Selon
leur localisation subcellulaire, les rggteurs NMDA ne sont pas impliqués dans les mémes

fonctions(Kohr, 2006; Gladding and Raymond, 2011)

Au niveau présynaptique, on distingue les autorécepteurs, activés par une libération de
neurotransmetteurissue de la cellule qui les porte, et les hétérorécepteurs activés par un
neurotransmetteur libéré par une cellule adjacente, de natueeironale ou glialéEngelman
and MacDermott, 2004; Clew et al., 2008; Pinheiro and Mulle, 2008; RodrigMezeno et
al., 2010) Le principal réle des NMDARs faynaptiques st de réguler la libération de
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neurotransmetteur, le plus souvent en la facilitant, au niveau des terminaisons

glutamatergiques oG ABAergiques

A la surface du neurone pesynaptique, les NMDARIiffusent et échangent entre les
compartiments synaptique giéri-synaptique(Tovar and Westbrook, 2002; Groc et al., 2006)
Les NMDARSs pésiynaptiques, situés a plus de 100 nm de la densité postsynaptique (PSD), ne
*}vS % ¢ S]A e % E o Popsd ud o] E o}E- o[ 3]A18 -C
fréquence (Harris and Pettit, 2007)Par ailleurs, des NMDARs p&ynaptiques ont été

§ § ¢ olue (}EuU « (LiBt@&., R998; Rao et al., 1998ne étude plus récente a

également trouvé des agrégats de NMDARs {smaptiques associés aux protéines FSD
et SAP10ZPetralia et al., 2010Ces protéines a domaines PDZ auraient un role satalr
de ces récepteurs NMDA.

Leur distribution dans la postynapse a été décrite pour la premiere fois avec la-sous
unité NR1 révélant le présence dans les sites synaptiques, apposés pres des rakest
al., 1994) Au sein des synapses, les NMDARs sont accamaté la densité postynaptique
(Valtschanoff and Weinberg, 2001; Barrow et al.,200e récents travaux ont montré que
ces récepteurs sont clusterisés sous forme de nanodomaines d'environ 55 nm de diamétre
(Figure 3. En fonction des soumités GIUN2A etGIuUNi  <p[]Joe }vS] vv vS8U ]Joe* % E -

des propriétés spécifiques de taille et de contdKellermayer et al., 2018)

De la méme maniére que les récepteurs AMPA, la saganisation des récepteurs
ED S (Jvuvs & Puo % E o HE u} ]Jo]s o *uCE( O uu
* MO u VS <«20P2vque leur diffusion latérale a été démontrée pour la peifois sur
neurones vivantgTovar and Westbrook, 2002pepuis, de nombreuses techniques ont été
utilisées pour caractéfe E 0 HE CvVv u]J<p U S 00 * <u (Hafrimand @eltito ZC ]} 0}
2007)ou le FRARBard et al., 2010pour mesurer la diffusion moyenne des populations de
récepteurs, ou des techniques de détections de molécules uniques afin de suivre des
récepteurs individuels au cours du temfaroc et al., 2009)Il est ainsi désormais reconnu
gue la dynamique des récepteurs NMDA a la surface de la membrane des neurones contribue
a de nombreux processus biologiques, tejse la maturation synaptique pendant le
développement(Bellone and Nicoll, 2007; Groc et al., 208)es phénoménes de plasticité
synaptique(Dupuis et al., 2014)
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Figure 7. Nano-organisation des récepteurs NMDA. A U %00 O[}EP v]e-8]}v .

unités GIuN2A et GIUN2B des récepteurs NMDA dans des épines dendritiques de neurones

[Z]%0 %0} U% (]&£ U}« EA % E "~dKZDX PuZz E&}]s W

'OMET }W '"OMET U Ju P ¢ []vS De]3 I}JudcKZE ¢ opes Ee e« |V
v E]S]«<u * Kellettn&ger-et al., 2018)

3. Les récepteurs mGIuR

a. Structure des récepteurs mGIuR

En parallele des récepteurs ionotropiques se trouvent les récepteurs métabotropiques
MGIuRs. Cesont des récepteurs a segbmaines transmembranaires couplés aux protéines G
(RCPGJ]Simeone et al., 2004kt sont impliqués dans la modulation d& transmission
synaptique. lls sont une famille de huit récepteurs et sont classés en trois grilgiesnishi,
1994) Le groupe | contient les récepteurs mi&Allet mGIURS qui sont couplés positivement a
la phospholbase C via la protéinegm. Le groupe Il comprend mGi2 et mGIR3, et les
récepteurs mGIB4, mGIiR6, mGIR7 et mGIR8 appartiennent au groupe IPin and
Duvoisin, 1995; Niswender and Conn, 20XD¢s six mGIuRs sont couplés négativement a

o[ vCo3$ Coe+ ~ ¢ Ab 0 %E}S v '
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Les mGIuRs se composent de trois domaindg une chaine de sept domaines
transmembranaires hélicoidaux (TMD) reliés par de courtes boucles entextracellulaires,
(i) une extrémité Nerminaleextracellulaire reliée au TMD par une région riche en cystéines
et (iii) une queue @erminale cybsolique (Pin and Duvoisin, 1995; Jingami at, 2003;
Niswender and Conn, 201(Higure §. Leur site de liaison au glutamate se trouve au niveau
du domaine Nterminal extracellulaire, appelé Veniidytrap Domain (VFT) en raison de sa
forme (Takahashi et al., 1993)

Les mGIuRs existent sous forme de diméres constitutifs. Cette dimérisation nécessite la
formation de ponts disulfures entre les domaineddximinaux des sousnités (Romano et
al., 1996, 2001; Kunishima et al., 2060¢st essentielle a leur activatio®.] o[}v 0}VvPS u%o-*
pensé que ces dimeéres étaient des homodiméseits, des &udes plus récetes ont révélé
que les récepteurs mGRL et MGIRA P PE}P% [/ %o}uA ] vE o[ ¢o} ] E VvIE
avec les mGluikdu groupe Il et Ill. En revanche, les mGldR groupe Il et Il peuvent
[ e« u 0 E Vv.IR& aillaus, un travail réecemment publdémontre que les mGIluR2
% UA vE (JEU E « }o]Plu E ¢« [JE E *u% E] pE o}E-cu[]o-
neurones(Mgller et al., 2018)Quelle que soit la nature de la dimérisation, elle est essentielle

o[ 3]A 3]}v e U'OUZe S 8 epue %S] O Iv( E & o %o (E } %c

spécifiques au dimér@Pin and Bettler, 2016)

Figure 8. Structure du récepteur mGlulModele du récepteur mGlul contenant le Venus
Flytrap Domain (VFD) en violet, la régimhe en cystéines (CRD) en rouge et les sept domaines
transmembranaires (7TM) en blédiapres Wu et al., 2014)
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b. Activation des récepteurs mGIuR

Suite a la réponseapide des récepteurs glutamatergiques ionotropiques présentés
précédemment o[ 3]A §]}v e U'0 M Zesignaligdtionuimpligant des messagers

secondairespermettant alorsde moduler la transmission synaptique.

Les mGIuRs agissestt eSJupo vS o[ Z-GITPsurMsoupv]sS r p }u%o /A
G hétérotrimérique (composéedtrois souspv]s « rU t § vux]8 spug EP v 'dwW
se dissociedu}u%.o A 'tv § Z <y VvS§S]S 1A ](( & v8e (( 8 uE-
(Hall et al., 1999)Le type de protéines G (Gg/11, Gs, Gi/o, G12/13) auxquelles sont couplés
les mGIuRs définla spécificité de leuréponse. W} E o0 ¢« PE}u% « // S ///U o0} E-
des récepteurs, lasoupv]s tv e % @E}S Jv « ' Jvd E P]3 ]JE S uvs A
'/1Z<U ]JvZ] vS o[ vS§@* % €E]pve pve S HPu vS vS ofparie€E ]}

autres.

Les structures des sites de liaison au glutamate ont deux conformations principales :

une conformation ouverte qui crée une large poche entre les deux lobes, et une conformation
fermée caractérisée par le rapprochement des deux lgBégure 9. En absence de ligand,
ces deux types de conformation sam équilibre constanfDoumazane et al., 2013; Olofsson
etal,2014)X > Jv(}Eu 38]}v ( Eu It h S]A i 3 +3 Jo]l* % E o

0}E+ <p 0 (}JEU }pA ES }u h Jv 3]A i +8 5 Jo]- 0}E <
(Kunishima et al., 2000; Tsuchiya et al., 2002; Jingami et al., Z¥3¢tats conformationnels
intermédiaires ont récemment été mis en évidence et seraient essentiels pour la transition de

la forme inactive a la forme active du dimgkéafabakhsh et al., 2015; Pin and Batt2016)

Le couplage des mGluRda protéine G se fait au niveau des boucles intracellulaires
(Gomeza et al., 1996; Francesconi and Duvoisin, 1998; Havlickov&603]. Kammermeier,
2010)X VvSE o °]S o] ]J*}v 4 PopusS u 8 S o ¢]8 }u% 0 P
domaine riche en cystéines (CRD) qui assure la propagation du signal. Le pont disulfure permet

E + VS]E& o[ § § }v(}Ede Bdi$anvawglutamate et de le transmettre aux 7
domaines transmembranaires. Ces derniers changent alors de conformation pour activer la

protéine G(Rondard et al., 2006; Muto et al., 2007)
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Figure9. Etats conformationnels des dimeres de récepteurs mGMRBdéles structuraux des
E %S HEe* u'opZ ve pv S S FHif arxd Bettles, ]7016)[ %o E o

] v ] Ectieafion des mGIuRs est assurée grace a de nombreuses interactions
moléculaires entre les différents domaines des son#iés. De plus, la transduction du signal
est basée sur des interactions protéinpsotéines dites en cascade<pu] v *¢]S vS [ISCE
(Jvuvs E Ppo ¢ Vve 0 S U%°* S Ve O[] *% X * %E}% E] S *
[ HE [Ju%}E&S vSe u} po 8§ uE- o0 S& veul]ee]}v A ]S SE] -C

ve 0 *ujs ulv % E}i SU i u[]vs E ¢« E ] %oophes % ES] U
MGIuk.
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c. Nanoorganisation et dynamique des mGIuR5

Les récepteurs mGRb sont localisésa la surface de lamembrane plasmique
notamment en périphérie de la synapsautour de la densité possynaptique. On peut
également les trouvea la présynapse ou ilsnhibent la libération de glutamateen tant
< ugutorécepteursLeurdistribution majoritaire en pérsynapse est cohérente avec le fait que
o[ 3]A 3]}v R5 néaesgsite unestimulation répétitive des afférences synaptiques et
confirme son réle modulaur de la neurotransmissioflLujan and Somogyi, 1996; Ferraguti
and Shigemoto, 2006)_eur localisation pésynaptique est liée a leur interaction avec des
protéines intracellulaires qui régulent leur fonction en intervenant dans le trafic
JVSE oopo |JE U o] E e« PUo0O E Co0oP ]Jve] <up 0 st} po S]}
notamment le cas avec les formes longues de la protéine Homer (Homerlb/c) qui jouent un
réle dans sa rétention intracellulaire, son adressage aux dendrites et son agrégation dans la
posteCVv % U S v ]Jo <p o (}EuU }HES ,}u Geuroodle germet&onE o[ 3],
insertion a la membrane postynaptique(Ango et al., 2002X %0oueU o[]vS & S]}v u
avecla protéine Tamaline facilite le trafic du récepteur vers la membrane plasnti€jteno
et al., 2002; Sugi et al., 2008 la protéine Norbine augmente la densité membranaire des

récepteurs mGIuR5 et leur signalisatidang et al., 2009)

Pa ailleurs,le suivi de la dynamique de surface de nf&Slypar microscopie a particule
unique a révélé que Homer contréle la dynamique de surface de RBGit favorise son
confinement sous forme de clusters pésinaptigues. Cependant, cette stabilisatiest
réversible et dynamiqueaussi bien en terme de mouvements que de composition des clusters

(Sergé et al., 2002)

Ces propriétés confirment donc que les récepteurs mGIuR5 ont une-orgamisation

et une dynamique finement régulées par lsyrartenaires intracellulaires.
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Apres cette introduction présentant les acteurs principaaxaitransmission synaptique
Pou3 u 8§ EPJ«p U i E]J]E] Vveo Z %]SE e+u]A vs U vipe

et méthodes utilisés au cours de ma thése.

La partie suivante correspond a la présentation de mes résultats de thése. Danstget écri
i[ }JE& €& ] Ve UV % E u] E S u%e 0 ¢ }usS]oe u SZ} }0o}PJlcp o -
développer afin de répondre & la problématique physiologique de mon projet de recherche.
Dans un deuxieme temps, je présenterai les résultats obtenus quant a la casattéri
nanoscopique dela e EP v]e S]}v ¢ (E %S HEe* 4 PopsS u S o[ § S
i[| £%}s E ] 0 E *posS S % E oJu]v JE » } § vpe }v -EvVv VS o0
organisation des récepteurs glutamatergiques dans un modéle de trouhlespectre

autistique.

Une discussion de mes résultats et quelques perspectives ouvertes par mon travail

seront finalement exposées.
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. CULTUREPRIMAIRES DE NEURONE,/WWK DW

> ¢ HOSUE * % E]JuUu JE - V UE}IV ¢ [Z]% %} U %o Jee} ] ¢ ]
protocole deBanker(Banker and Cowan, 1974¢sneurones poussent sur des lamelles de

verre reposant sur un tapis de cellules gliales attachées en fond de boite de Pétri.

Les cellules gliales sont préparées a partir des hippocampes dissociés, étalées avec une
densité de 2M00 a 40000 cellules par btes de Pétri de 60 mm de diametre (selon le lot de
sérum de cheval utilisé), et mises en culture dans du MEM (Fisher Scientific) contenant 4,5 g/L
de glucose, 2 mM deGlutamine (PAA, GE Healthcare) et 10% de sérum de cheval (Invitrogen)
pendant 14 jours

> e vV HEIV * ¢}vE % E % E « % ES]E EA-Davley § u EC}v
E18, comme décrit dangKaech and Banker, 2006les cerveausont extraits et les
hippocampes sont isolés dans du HBSS contenant de la PénBitiapomycine (PS). Pour la
dissociation, les hippocampesont incubés dans 5u> [pv <}ouS]}v - dEC %o-e]

d IWAl, W™ % v vS8 ifi uJvpus - TOE X % E -° HWE E]Jv P« A
dissociation mécanique avec une pipette Pasteur-gméuite est faite avec du sérum de
cheval. Le nombre de cellulest e®@mpté dans une cellule de Malassez ptas ensemencer
avec une densité de 2amO0 cellules par boite de Pétri de diamétre de 60 mm contenant 4
lamelles de diamétre de 18 mm (Mariefield), préalablement enduites de-lpbigine (1
mg/mL) (SigmaAldrich USA. Les cellules sont étalées dans du milieu Neurobasal (Gibco,
Invitrogen) supplémenté contenant 10% de sérum de cheval. Aprés deux heures, temps
nécessaire aux neurones pour adhérer aux lamelles, les lamelles sont transférées dans les
boites de Pétrde diametre de 60 mm contenant la couche de cellules gliales &gées de 14
jours, et le MEM est remplacé par du milieu Neurobasal supplémenté. Chaque lamelle est
surélevée du tapis de cellules gliales par trois plots de paraffine. La taille des plots est
suffisamment petite pour permettre les échanges cellulaires en laissant circuler le milieu de
culture. 5 RD [-CEEC S}e]wDarabinofuranoside hydrochloryde, Sigafddrich, St.
Louis, MO}ontajoutésaprés 3 joursn vitro pour stopper la prolifératiomes cellules gliales.
AvEoses E% E]vVv eUo0ossvVv HUEIV ¢ [Z]% %} U% ¢ VvV HOSHE +}

de CQpendant 1415 jours.
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II. TRANSFECTIONS AlWCGMAM PHOSPHATE

Les neuronesont chimiquement transfectés a-B1 joursin vitro avec la méthod de

transfection au Calcium Phosphate.

Les solutions de transfections utilisées contiennent
x TE 1X (pH 7,3)TrisHCL (1 MtpH 7,5), EDTA (250 mkpH 8,0)
x CaCl (2,5 M) dans HEPES (10 mM) (pH 7,2)
X HBSsolution tampon2X (pH 7,2) NaCk275 mM) HEPE®0 mM) Glucos€10 mM) KCI
(10 mM) NaHPQ (1,5 mM)
x Acide kynurénique (10 mM) dissout dans du milieu Neurobasal non supplémenté en
glutamine

x HCI (5 M

Pour une boite de Pétri de 60 mm de diamétre, la solution de transfection conti&i
ML deTE,10g %00 eu] [ EU iTURMHEPES et 125 uL de HBS. Le mélange est
laissé au repos a température ambiante pendant 5 minutes, puis chaque lamelle de 18 mm de
] uSE <5 ]v ve TAT R> *lopus]}tv SE vn@rédijea S Al R>
36,6°C pendant 2 heurelses lamelles sont ensuite rincées avec un milieueamdtenant: 2
u> ulol] W E HE} ¢ 0 V}V *Uu% %0 u vS v PopsS u]v U dii R> |
pL de HCI. Elles soenfintransférées dans leur boitede P@&] [}E]JP]v S u JvS viu ¢ 70

et 5% de Cgpendant 47 jours.
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lll. BIOLOGIE MOLECULAIRE

[ ] SE A Joo 0 %O0p% ES U § u%e -maBquamd¥%eds Bt pase v }P

possible, les neurones ont été transfectés avec les constructignantes.

x EGFP : provenant de la compagnie Clontechelshanced> GFP a été utilisée comme un

marqueur cytosolique et un rapporteur de transfection.

X ME0os2 mMGIURS&Y %o }pE 0 » A% E] v - *%SW >DU o[ E } vsS o
été souscloné d ve 0 A S PE [ A% E **]}Vv %Z<AU %op]e o u }eif

séquence du peptide signal et le début de mGIluR5a.

x EGFP miR ShankB «enhanced» GFP a été insérée en positiortddminale du miARN
AZ vl ve o A 3§ uUE [ £ % E kakpquéhce dwhARBank3 utilisée
est la suivante TGCTGTTGACAGTGAGCGTGAAGTCACCAGAGGACAAGATAGTGAAGCCAC
GATGTATCTTGTCCTCTGGTGACTTCCTGCCTACTGCCTCGGA.

X EGFP Shank® o[ E } v38 % }pE ~Z-vbilv Svelpe A 3§ pE [ A% E
pRKS5, puis la enhanced» GFP a été insérée en positiosiddminale.
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V. MARQUAGES IMMUNOCEHRMIQUES

(1v E 3§ E]* E o[}EP v]e §]}vordanipdtipbnudesorécepteonrs }
AMPA, NMDA et mGIluR5 avec la techniqgue du dSTORM, des immunomarquages simple et

double couleurs ont été realisés sur ces protéines de surface.

Pour cela, a 14 jouris vittoU  ve 0 e [MVv Juupviu E<«p P e E %S

et/ou NMDA, les cellules sont incubées avec un anticorpsGloth2 de souris ayant une

*% ](] 15 %ope @@GAKY et/ps un anticorps arBluN1 de souris ayant une spécificité

% }UE 0[]*}5C% [/P'i ~(}uEV]e % E E] (S)hO0,p3py/pNpaES0 v U hA
milieu de culture, pendant respectivement 7 et 15 minutes a 37°C. Les cellules sont ensuite
fixées avec une solution de PFA/sucrose 4% pendant 10 minutes a température ambiante.
Apreés trois ringages dans du PBS 1X, les neurones sont incubés dans une solutig@l & NH
mM (SigmaAldrich, USA) pendant 10 minutes afin de bloquer les fonctiondattes du PFA

S E MU]E o US}(OM}E « v v U]S %o CE ¢ (}v S]}ve 0 ZC X

rincées trois fois avec une solution de PBS 1X.

Ve O e [MV Juupviu E<«p P e E %S HEe* u'opZAU pv %
cellules est nécees | E E o v3] }E %emGPeRE pos$&He urv Sife de liaison
JVSEE oopo JE X > % E&}S} }o psS]o]e }ve]esS }v U epujs o (]A
NH:Cl expliqués précédemment, a traiter les neurones avec du Triton X100 a 0,2&mps&nd
minutes a température ambiante pour perméabiliser leurs membranes, puis rincer trois fois
avec du PBS 11Xt les incuber dans une solution de PBS/BSA 2% pendant 45 minutes pour
e SUE E 0 * ]S - 0] J*}v v}v ¢% ](]<p -mMGleH5d8 pRitEABS67e,EJu |1 E
Merck Millipore, France) est dilué au 1/308 dans une solution de PBS/BSA 2% et incubé
pendantl1 heure a température ambiante, puis les cellules sont rindéas fois avec une

solution de PBS/BSA 2%.

Les étapes suivantes sont communes aux marquages @ttextracellulaires, simple et
double couleurs. Les neurones sont incubés dans une solution de PBS/BSA 2%\@igma

USA) pendanii heurea température ambiante afin de saturer les sites destiai non
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spécifiques. Les anticorps primaires sont ensuite révélés avec des anticorps secondaires de
chévre dilués au 1/560¢dans une solution de PBS/BSA 2% et incubés ped@aminutesa
température ambiante.

Pour les marquages simpt®uleur (i) des ré %S pE&+ DW }u ED U o vS§]
secondaire utilisé est un argburis couplé au fluorophore Alexa 647 (A21236, ThermoFisher
Scientific, USA), (ii) et pour les récepteur mGIUR o[ vS] }E % ¢ }v ]JE 4uS]o]e .
lapin couplé au fluorophore AleXal7 (A21244, ThermoFisher Scientific, USA).

Pour les marquages doubtmuleurs, (i) dans le cas du couple AMPDA, le premier
anticorps secondaire est un antifp@E ] *% ]J(]<u 0[]*}85C% /P'i § }u%o0
(couplé par Matthieu Sainlos aublaratoire) pour révéler les récepteurs NMDA, et le
deuxiéme anticorps secondaire estunamffu@E ]* % ]J(]<M 0[]*}5C% [/P'T }H%
647 (A21242, ThermoFisher Scientific, USA) pour révéler les récepteurs AMPA. (ii) Dans le cas
du couple AMPANGIURS, le premier anticorps secondaire est un-aatiris couplé au
fluorophore Alexa 532 (A11002, ThermoFisher Scientific, USA) pour révéler les récepteurs
AMPA, et le deuxiéme anticorps secondaire est unapin couplé au fluorophore Alexa 647
(A21244, ThermoFisher Scientific, USA) pour révéler les récepteurs mGIuRb.

Les cellules sont ensuite rincées trois fois en PBS/BSA 2% et trois fois en PBS 1X, puis
fixées dans du PFA/sucrose 2% pendant 10 minutes a température ambiante, et rincées trois
fois dane pu W N jyX SRS MAE] u (1A S]}v O[]een M u <y P
e }v JE& ¢ % Eu S [Juu} ]Jo]Je E <« EV] E* %}uE 0 A% E] V

sont ensuite conservées dans du PBS 1X dans le &oir 8£ A v3 [ISE Ju P X
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V. MICROSCOPIE DE StHEFOLUTION

1. Principe de la microscopie de localisation de moléculigues

La microscopie de fluorescence est la méthode la plus utilisée pour étudier
O[}EP v]e 8]}v ¢ % E}S ]Jv e ve o o00pO * A]JA \basésw (]£ X
o[ £%0}]S S]}v e J(( &E vSe S Se¢ o0 SE}V]<H e <g %o PSS SS
molécule fluorescente(Figure D). >[ £ ]$ S]}v [uv o SE}v [puv (Op}E} %o
o[ *}E%S]1}v [HV %Z}S}vU 0o (]S % *» (E [pvoditSstable sE}Iv]cp (
un état excité singulet:SX p }pE-e ¢ <g O<p e v Vie }v e v §35 A ]S U o
unerelaxativ A] & 3§]}vv 0o }p pv  }VA E-]}v ]Jvd Ev U }EE *%}v
% E o A] & 8]}vipo Z o puEX 85 % ES [v EP] VvVSE o %
[ %% 00 O %0 U VS NS}l eX > o SE}vplusfailng €Epeut ve o S -
E A Vv]E o[ §8 § 0o Vv u 383 vVvS puv %zZ}3}v %oOe oo  V (
induisant de la fluorescence.

En plus des état8t SU 0 » (OU}E}% Z}E « % UA VS %o o+ @Ga [puv § §
un ou plusieurs états exciétriplet Tn X . Ev] E+ *}vS u § ¢S o0 U <u] <]F
peuvent durer de quelques nanosecondes a quelques secondes voire minutes. La relaxation

o[ §$S A ]S nSEJWD®E (dv uovestoa fa base du phénoméne de
phosphorescence.

Ev % (E 00 o e HUAE S S [ £ ]85 S]}vU ¢JvPpo § 8§ SE]%0
confrontés au phénomene de photoblanchiment. Le photoblanchiment correspond a
ol £ ]85 S]}v [uv 0 SE}V Y (OP}E}%Z}E % E pvoneelldsS}v o} E-
> (OU}E}I%Z}E % E o0}Ees o[ o SE}v <u] *}ES *Jv }JE 1§ S (
% }UE (}EU E . E]A « E 3](e o[}£Z£CP v X 8§ MUHO S]]

o[} EZACP v ]Jv pu]s pv E S8]}v Zlulxdqu flu@ophores o u}o

Lors du phénomene de fluorescence, la molécule fluorescente peut étre décrite comme
HV % }]vS <}uCE [}v e« opu]v pe <X >« (E}vSe =« }v < (OU}E -
JUE  }vd J((E &« pu&E }E - 0 —études@eiillés. Ces orfdes 5] (
J((E S ¢ % @&} H]s vS pv Ju P }u%o}e [uv § Z VSE o .
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plusieurs anneaux d'interférence d'intensité inférieure. Ce point diffracté est appelé le disque
— ]JEC S E % & « vS o0 &}du Boinw en[déuodmensions (PSF pour Point

Spread Function en anglais).

Figure 10. Diagramme de Jablonskillustration de la chronologie de la fluorescence et les
différents niveaux énergétiques par lesquels passe un flhorep

Au cours de la derniere décennie, de nouvelles techniques de microscopie ont été
développées pour (i) contourner la limite de diffraction et (ii) améliorer la résolution, afin
[} » EA & 0-}EP v]e 8]}V % E ]- % E}S Jv ¢ .Cede partie Z vS]oo
se concentrera seulement sur la Microscopie de Localisation de Molécule Unique (SMLM pour
Single Molecule Localization Microscopy), méme si d'autres techniques comme
O[ %o% HAE]ee u v3 ulee]}v ~SJupo ~n~d %0 } u @&N)""AI] lapo S u
Microscopie d'lllumination Structurée (SIM pour Structured lllumination Microscopy) peuvent

étre utilisées.
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Pour contourner la limite de diffraction, la SMLM vise a décorreler au cours du temps

I'émission de fluorescence d'émetteurs uniquegure 1J).

Figure 11. Microscopie de localisation de molécules unique@) En microscopie
fluorescence classique, les fluorophores excités émettent en méme temps un signal fl
]1((E S [ VA]JE}v TA1 v(B)Les lechrigiesXde microscopie de localisatic
ulo HO ¢ pV]<e * % E&u SS vS [} S VIE pv ¢]Pv o (op}E
fluorescence émise individuellement par chaque fluorophore peut ensuite étre ajustée
fonction GaussiennejJpuE S CEu]v E 0 %o}*]S]}v U (Ou}E}%Z}C

] % Eu § -}« EA E + WA& Jv]JAl p oo+ 3 [ipe3 E u 372
pour déterminer les coordonnées x et y du point source (centroide de |[aH§E)E12). Les
méthodes pour déterminer les coordonnées du centroide sont généralement basées sur des
oP}E]SZu ¢ [ ipeS u vSs JME %o }uE ipesS E o ]*SE] us]}v

fonction Gaussienne.
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Figurel2. &}v 8]}v [ § duyoird. La fluorescence émise en trois dimensions par un
(OM}E}I% Z}E ~(}v S]}v [ sudSFesSajuptétparwhe fonction Gaussienne.
Les coordonnées x et y du maximum de la fonction correspondent aux coordonnées du
fluorophore.

Larésolution, quant a elle, peut étre définie comme la distance de séparation minimale
entre deux objets semblables a laquelle ils peuvent encore étre distingués comme des
émetteurs individuels. Cependant avec la SMLM, la résolution n'est plus dépendamé&ee
capacité a distinguer deux points proches, mais dépend de la précision pour localiser I'objet a
partir de son image diffractée. La résolution obtenue est ainsi dans la gamme de 10 a 50 nm
contre environ 250 nm avec la microscopeftliorescence corentionnelle(Figure 13.

Plusieurs facteurs peuvent affecter la précision de localisation : le nombre de photons

ule % & o (OU}E}%Z}E U o Epn]s (}JvU o <3 ]o]8 Hooe

l'acquisition, la densité de marquage et la spécificite d E«yu P X >[} i S]( 8 }v
s'assurer que I'émission de fluorescence de I'échantillon biologique est dans une condition de
détection de molécules uniques. Pour atteindre ce but, trois approches peuvent étre utilisées
: (i) le contréle de l'efficadit de marquage pour maintenir une concentration de molécules
(OU}E « vE e el (] o (]lv [ISCE Ve uv  }v ]S]}v ujo HO * |
universal Point Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography), (i) l'utilisation de
protéinesfluor « vs§ ¢ <pu] v e«¢]S vS -atBu@es paut gitire de la fluorescence
(PALM pour Photéd\ctivated Localization Microscopy), et (iii) exploiter I'état triplet que
peuvent atteindre les électrons pour controler la densité de fluorophores émettaniade
fluorescence au cours du temps (dSTORM pour dBddchastic Optical Reconstruction

Microscopy).
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Figure 13. Résolutions optimales obtenues avec les différentes techniques de microsco
superrésolution. La microscopie #uorescence classique est soumise a la loi de diffraction
opu] E U « E +}ous]}v 3 [ VA]JE}v TiA1 wésElutior céntodméniicet
barriere de diffraction, telle que la SIM (microscopie a illumination structurée) aveésoietior
de 100120 nm, le STED (déplétion par émission stimulée) avec une résolutioiT@ed0 et le
techniques SMLM (microscopie de localisation de molécules uniques) avec une résolutibf
nm.
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2. UPAINT
a. Principe du uPAINT

Les propriétés dynamiques des récepteurs AMPA ont été obtenues par suivi de particule
unique avec la technique dwPAINT (universd&oint Accumulation for Imaging in Nanoscale
Topography). Son principe est basé sur le PAINT (Point Accumulation for Imadgmgpscale
Topography), consistant eodaliser précisément des fluorophores individuels attachés
momentanément a la membrane cellulaire, et qui deviennent fluorescents seulement au
contact de la couche lipidigug&haronov and Hochstrasser, 2006¢ principe de marquage
stochastiqgueau JuE+* K S U%oe* % V VS 0 % E} eepue [Ju P E] (]s v
(Giannone et al., 201@Figurel4).

Cette techniquedéveloppée au sein du laboratoire, consiste a ajouter dans le milieu

[Ju P &E] * 0]P v ¢« (OU}E » VvSe 0 % E}S Jv []Jvs E!'S (] o
avec une illumination oblique seulement ceux qui sont fixésradmbrane de lacellule. Les
(OM}E}% Z}E ¢ puS]o]e *U %% ES v vS§S o (UB®E er((PdW &S
photostables et ont un rendement quantique suffisamment élgy@ur permettre son
utilisationen molécules uniques avec une précision de mga $]}v [ v ASEHyetdeur
petite taille de 22 nm permet de suivrelespsS Jv « []JvS E!S svespacédsteld§ue
les fentes synaptiques>[ Z vS8]oo}v ¢S Joopu]v % E pv opu] & & -+ vS§
de diminuer le bruit de fos ,
<u[pv P Euantité«de fluorophores flotte ve o u]Jo] u [Ju P E] U o pE } (

J((pne]}v ~ <« [ VA]E}V dsti laRyersext supérieur a celui des protéines
membranaires quont un coefficient de diffusion (D) compris entre 0,0001 et 0,1 pfntes

molécules libres ne sont donc pas détectées en tant que telles mais comme du bruit de par

MAE (OU}E}% Z}E » (0}SS vS Ve 0 u]o]

(

0 HE A]S e¢ Z pud u vs sp% E] pE VISE (E <p v [ <p]<13]}v

S[u&]o]s §w (OP}E}%Z}IE %Z}8}*8 o & o0 «u of ddKod¢

E V}HA 00 u vE }ved v§ u E<p P 8} Z «3]«p (] o Vel
. VS Jv e SE i S}E ¢ [pv uE <UL OCL » o v o v e
ul]vpus o [ vE i L& @Gonobre de trajectoires augmentant en fonction de la durée de
o[ VE P]*SE u vSU Jo S ]Jve] %o}e*] O [ SH] & o J((pe]}v
51
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E v U VS ¢35 S]eS]<u Ju%o}ES VS % EU SS VS *[]JvS E ¢ E %o

diffusion synaptique.

Figurel4. Principe du uPAIN{Echéma adapté de Giannone et al., 2010).
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b. Application du uPAINT

Les expériences de uPAlbdbhtfaites a 37°C dans une chambre ouverte (chambre Ludin,
Life Imaging Services)u]ee «U E u% 0] A 0il R> slous]}ve . [,
Tyrode. Cette solution contierfen mM) : 100 NaC15 Dglucose, 10 HEPES, 5 KCI, 2CaCl
MgC}. Son pH est de 7,4 et son osmolagst ajustée avant chaque expérience avec du NacCl
et du D-glucose pour atteindre celle du milieu de culture. La chamdseplacée sur un
microscope LEICA DMi8 monté sur une table-aibtiations (TMC, USA) afin de minimiser les
E](S*U § <«u]% [uv } i S]ARDZExA,43 NA § inhersidwile), et de
0« E* UE O}VPU PE- [P05rms gdANMS532 nm, 561 nm, 642 nm (Roper
Scientific, Evry, France). Un dispositif TIR#al( Internal Reflection Huorescence) (llas2,
Roper Scientific, Evry, Francest %o}*]S]}vv *pE& 0 SE i S }%S]<u %o}uE
[Joopu]v 8§]}vX > «]Pvest cqlepteé Gaar uneScaméra EMCCD (Evolve, Roper
A1 v8](J] U AECU &E v X >[ «<u]*]8]}v  + Ju Pomtgdrés par}v3 E€o0
le logiciel Metanorph (MoleculaiDevices, USA).
Afin de visualiser la structure du neurone, difficile a distinguer en IEéDnpeurones
[Z]%0 %} u%  domtiransfectés au Calcium Phosphate avec de la GFP solgsle
expériences ont lieu entre 14 et 16 joursvitro. La premiere étape consest trouver un
neurone transfecté, reconnaissable a signal GFPCette protéine fluorescentest utilisée
% }UE Alep o] E o v pE}v []vs E!S S0+ %]Jve Vv E]S]<H * %
qui sera décrite pluss E X % E ¢« A}]JE + o 3]}vv 0 < Pu v$ v (E]S]
anticorps antiGIuA2 (anticorps primainssu de la souris, fourni par EGouaux, USA) couplé
o[ ddKodoETee, Siggen, Allemagnekt ajouté en faible concentration dans la
chambe Ludin pour marquer stochastiquement et de maniére éparse lessoitss GIuA2
des récepteurs AMPA endogenééne orientation oblique est }vv o[]Joopu]v S]}v d/Z
afin dedétecter le signal des fluorophores ATTO647N seulement & la surface de lig eellu
diminuer le bruit de fond di aux anticorps couplésfff TO647 bougeant librement dans le
ulJol] o [Ju P &] X hv o« E C vS pv o }edRactipdB fabjerpuissaricd 6 vu
pour éviter le phénomene de phototoxicité tout en permettant ysrécision de pointé de 50
nm. Une acquisition d&000 images a une fréquence de 50ddzfaite o ] m o}P] ] o
Metamorph Le traitement des imagesst (( S| ade PALMTracemyn modulede

Metamorph mis en place au laboratoire par JeBaptste Sibarita.
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3. sptPALM
a. Principe du sptPALM

La technique du PALM (PhotoActivated Localization Microscopybasste sur des
protéines fluorescentes capables de modifier lepropriétés optiques quand elles sont
exposees a différents types de lumiére (photochromis(B®tzig et al., 2006)! existe trois
types de photochromisme la photoactivation, la photo-conversion et la photo
commutation

> % E]V ] %o e SE}]* %Z}8} ZE&}uleu ¢ 8§ o euE o (18
o}VPp WE [}v (JES uvsd v EP S]<p ~<}uA v hse VSE v puv

M ZEIU}%Z}E S }v oo % E} % E] § ¢ [ u]e*]}vX
Les protéines fluorescdas photoactivableg(telle que la PAGFP)e}vS % o0 ¢ [!SCE
S]JA ¢ Vv % e v3 [pv § 3 V}]E uv 8§ 8§ (ou}E&  vsX SRS
% E} Jo]Ss Z vP & IW(}EU S]}v %o E * Vv A ]S S]}v opu
protéines florescentes photeconvertibles(MEOS par exemple¥o pHA v 3§ e Ho E [pv
v [ ulee]}v (Op}E » v uv i€k ude ilRkmination §VENTin,
les protéines fluorescentes photwommutables (telle que Irig-P)détectent la présence de
lumiere ou un changement de son intensitéllespeuventalors étre commutés entre au
moins deux états thermodynamiques stablégnsi cegrois types de photochromisme, qui

sont des phénomenes stochastiques, offrent la possibilité a ces protéines flaotesade

(0513
>

modifier leurs propriétés de spectre aprés une excitation & }v  []*}o E o pE

pour les extraire du bruit ambiant

‘He<U] %oE ¢ VSU pv ¢ (OU}E}I% Z}E * 0 » %ooue uSJo]e » <3 @
YU V 00 V[ *S %orwelhieZpd3d S A& ]S MV O}VvPupu p&E [}v f
émetvers525nmX v E A v Z U Vv % E « v [uv Joopu]v S]}v hsU pv
EJ]e U u} J(] v ¢ » %0 E}% E] 5 ¢ [ u]ee]}weXcitablesF6l nmoAinsiA] vE o}
dansun contexte de faible niveau de phesaxtivation ou de photaconversion, les conditions

de suivi de particule unique sont atteintésigurel5s).
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Figurel5. Principe du sptPALM.
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Pour appliquer cette technique du PALM, e E}S ]Jv ¢ (OM}E « VvS ¢ }vs }]v
(He]}vv ¢ P v S]<p u vS§ 0 % E&}S ]v [Jvs E!SX §§ v ee]§
*UE A% E ]}V 0 % E&}S v [JvS E!S % E (9 lenivequ dep » v }
‘UE A% E *]}v % us afioh(dt IEdymbingURe de] k protéine, et (ii) la fonction

0 % E}S Jv (Me]}vv H (OU}E}%Z}E %o psS !SEmoing( S X ]
brillantes et photorésistates que és fluorophores organiques ATTQes | protéines
fluorescentegpeuvent étre dilisées en imagerie en temps réel et en suivi de particule unique
~¢%SW >De A puv % E ]Je]}v 0} -76 Jems Liurs frajeAtPiES Borit i
cependant plus courtes que celles obtenues en UPAINT avec une durée inférieure a 3
secondes. Ellesws o[ A v§ P V % * VvV *¢]8 E pv SE ¢ Z ps *% ](
VS] }E % %o}uE u E<p E 0 % E}S |v [JvS E!'SU ]Jve] 0 <]PvV c
% E} %o E] § ¢ []JvS E S]}v VvVSE o] v8] }E %+ S PALMestlacsS SE -

seule méthode pour le suivi de particule unique dans le cas de protéines intracellulaires.

b. Application du sptPALM

Les expériences daptPALMbNt été faites a 37°C dans une chambre ouverte (chambre
Ludin, Life Imaging Services, Suisse), rengyecl m> stous]}v . [, W ~ viuu
Tyrode. Cette solution conti¢rfen mM) : 100 NaCl1,5 Dglucose, 10 HEPES, 5 KCI, 2xCaCl
MgCb. Son pH est de 7,4 et son osmolarité est ajustée avant chaque expérience avec du NacCl
et du D-glucose pour attindre celle du milieu de culturd.a chambreest placée surun
microscopeNikon TiEclipsanonté sur une table anibrations (TMC, USA) afin de minimiser
0 E](S*U S <«u]%lRAPO }00x 549 NAimmersion lfuile), et de lasers aux
O}VPU HE+ [}v -« :«40bAm,3488 nm, 561 nm, 642 nm (Roper Scientific, Evry,
France). Un dispositif TIRFofal Internal Reflection Fluorescendéas, Roper Scientific, Evry,
France) est positionné sur le trajet optique pour nid] € o[ vPo [Joopu]v §]}vX >
fluorescent est collecté par une caméra EMCCD (Evolve, Roper Scientific, Evry, France).
>[ <u]*]8]}v ¢ Ju P o § 0o }vSE&bugérgs pdr IEIDgiciSbMetamorph

(MolecularDevices, USA).

Pour suive la diffusion des récepteursGIuUR5d) o0 » v HE}V ¢ [Z]%0 %} U%  ]°

sont transfectésau Calcium Phosphatavec mEos2mGluR5a a @ jours in vitro. Les
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expériences ont lieu entre 14 et 16 joursvitro. La premiere étape conseéht trouver un
neurone transfecté, reconnaissabél signal vert de la mEos2 non phatonvertie, avec une
excitation 2488 nnX % E ¢ A}]JE » o 3]}vv 0 e« Pu vd[ E&]|&Ekw []vs
SptPALM consiste a illuminer en plein champ avec le laser 561 nm correspén o[ A ]S S]}v
de la mEos photo }JvA ES3§] X §S O0}vVPu pE [Joonvélties me soht pas v
excitées et donc ne photoblanchissent pas. Une gmmilation des mEos est ensuite

JVA E3] v ipe3 v3 o[Joopu]v 8]}v hmettaft Jear patpdorwversiod %o E
progressive. Une orientation obliquest } v v o[]oopu]vafin dedétéde le signal
des mEos2seulement a la surface de la celluldne acquisition de5000 images a une
fréequence de 50 Hz esaite o ] licied Metamorph (MoleculaDevices, USA). Le
SE ]S u vs e Ju P ¢ ¢35 ((deSRALMT@feiun module de Metamorph

(MolecularDevices, USAis en place au laboratoire par JeBaptiste Sibarita.

4. dSTORM
a. Principe du dSTORM

>[}EP v]e §]}v o[ Z odeswéedptetd dlutamatergiques a été obtenue
avec la technigue du dSTORM (dir8tbchastic Optical Reconstruction Microscopy),
% EU $S VvS§ 0} o] E o ¢ %dEpsedpar imnurtocEochimie avec des
fluorophores % 0 ¢ }EP v]<p e % o0 ¢ [ SS ]Jv E pv fFgured SE}V]«
16).

En effet, en utilisant un laser a haute puissance (valeur maximale de 700 mW dans nos
}v 18]}ve A% E]Ju vS 0 ¢« S puv ul]o] pcortepam deg thitds, S]] po] E
(OUYE}I% ZIE + % HA v3 %o «oal@n éfgt exci Siptet T @Grace a des capteurs
[}£EZACP v U § § 8§ 5 3§ Jo]* U % Eu S35 vS§ HvV % S]S viu &E
S} Z *S]<p u vS o] & abouiSsant ainsi a une faible proportion de fluorophores
émettant de la fluorescence a un moment donred limitant le photoblanchimentChaque
(O} E}I % 2} E 0 % 15 [ (( Sp E %oope] PE-0-HLSPpetunvSE pv

état triplet nonfluorescent {n) avant de photoblanchir.
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Plusieurs fluorophores peuvent étre utilisés pour le dSTORM, cependant le meilleur
[ VSCE MAE Vv S EuU - E <}opusS]}v S o[ 0o A 000X ve O .
multi- }uo HEU [ USE * (OUYVE YBE} S e A3 0 ¥ 0p [00AE iU
ce dernier étant le plus qualitatif dans nos conditions expérimentales.
Il est cependant important de noteyue la technique du dSTORM est incompatible avec
e A% E] v ¢ [Ju P &E] VU® U%oeo Ec}lOouS]lv [Ju P &E] }vS v v
SZ]}oe S ¢ %S pE- [}ACP v X

Figurel6. Principe du dSTORM [ %o\@&n Pe Linde et al., 2011)

b. Application du dASTORM

Les cellules fixées sont observées dans la semaine suivant la réalisation de
orhmunocytochimiecomme décrié dans lechapitre IV. Lekamelles de 18 mm de diamétre
sont montéesdans une chambre (chambre Ludin, Life Imaging Services, Suisse)lR > [uvVv
}ops]}v [Ju P E] <}vsd i}pus * S uv o u oo A] @Rcéeald uu
U CE( 0 *}ouS]}Vv %o}p@E u]v]u]e &E o« Z VP o [}ECP Vv uE
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[Ju P ] pS]ce]le décntgé dangVan De Linde et al., 201 Blle est composée de la
maniére suivante 1 mL de solution G, 125 L de solution M et 125 pL de solution E, et le pH
est ajusté a 7,8 avec du NaOH
Ces solutionsontiennent:
x Solution Gpour 50 mL) 45 mL KO milliQ, 5 mL glycérine;@ucose (555 miyi
x Solution M(pour 10 mLt pH ajusté a 8,0 avec du NaOH) : 10 D hhilliQ, MEAICI (1
M)
X Solution E (pour 50 mLP5 mL glycérine, 22,5 mk@®milliQ, KCI (1 MYrisHCI (1 Mt pH
7,5), 200 pL TCEP, 100 pL catalase, 50 mg glucose oxydase
La chambre dsplacée sur un microscge LEICA DMi8 monté sur une table anti
Al & §]}ve ~dD U h~ « (]v ul]vl]ule & o+ E](S°U S <pul% [W\
APO 160x 1,43 NA a immersibwi(e), 3 0« Ee U&E O}VPU HE-:4Dpime p]A v3
488 nm 532 nm, 561 nm, 642 nm (Roper Scientific, Evry, Francejispasitif TIRF (Total
Internal Reflection Fluorescence) (llas2, Roper Scientific, Evry, France) ashpésiur le
SE i § }%S]<hu %}uE u} ](] & o[ vPoO []0 o |estleole¢iévpar enes]Pv o (
caméra EMCCD (Evolve, Roper SifienEvry, FranceJigure 17.

>[ «<u]e]8]}v [dst divisée en deux phases distinctegi) une phase de
«pompagei $§ ~]]* pv %agquisitign». Dans la phase depompage», o[ ve u O
des molécules Alexad 6 *}vS %00 e Ve O[] SS HEJS fw]|%Boe &€d o}vPp
[}v 007 vu pS]o]e il * %op]ee v v}iu]v o 0ii utX >}E-
particules par imagest suffisamment faible pour permettr une détection individuelle des
particules, cette puissan@st |- 019 S o[ «<«pu]e-dddmaniérqusanuelle (ii).
Cette puissance permet de conserver un niveau optimal de molécules activées
S} Z ¢S]<p u vSX >[ vE B(JO9@GEmMagesa une fréquence de 50ddrfait a
o[ ] L o}P]] oD S ulJE%Z ~D}oduos Ey oAYPeU b v&E P]SE u \
billes a fluorescence multisprale (Tetraspeck, InvitrogekSA) fixées a la lamelle et servant
de référents ixes permettent de corriger les dérives latérales de la platiegraitement des
imagesest (( S o[ ] W >DdE EU pv u} po D S U}E%Z ~

USA) mis en place au laboratoire par JBaptiste Sibarita.
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Figure 17. Trajet optique du microscopel.es lasers 532 nm et 647 nm sont orientés
o[} i 38]( A e UJE}]E*X > u} po /0 1 % EuU § (

] ZE}bcpu (Jv <p 0o o0+ E VSE ve o[} itangliGe iRuminatiol
TIRF (microscopie de fluorescence par réflexion totale interne). Les photons émis
fluorophores excités sont collectés par une caméra EMCCD.

> A~dKZD Jve] & A3 ve]A u vd pslo]e %}IpE s E 3 E
récepteurs glutamatergiques A pHv & <}ousd]lv [ v/Ap@eIrésdlutiorua été
estiméeen déterminant le centroide des billes a fluorescence multisprectrapregistrées

avec un ratio signal sur bruit similaire a celui obtenu s ithages de padules uniques.

Les expériences de dSTORM deanleurs sont faites sur des neurones marqués et
fixés, et sur le méme microscope, comme décrit précédemment. Les fluorophores sont imagés
séquentiellement Alexa 647 dans un premier temps puis Alexa 532 dsmsecond temps.
A vs o[ <p]*]8]}v p ]Pvo [o &£ fAifU o *]Pv o '&W &BtE}A v v§
blanchi avec un laser 488 nm, afin de diminuer le bruit de fond observeé avec le laser 532 nm.
Des billes a fluorescence multispteale (Tetraspeck, InvitrogenJSA) fixées a la lamelle et

servant de référents fixes permettent de corriger les dérives latérales de la platine.
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5. Acquisitionet analysedes images de supeésolution

>[ VE P]eSCE u vs . S S]}ve e$tdfait jpoee PALNIdpacer, un

u} uo [ £3 vel}v p o}P] ] oD 3 ulE%Z A oPaptiste Hbafao P E}|
(Izeddin et al., 2012) es coordonnées x et y des molécules uniques sont déterminées avec
o[ voCe % E }v 085S S 0 uSZ} [ *S]Ju S]}v pnu VvSE}b X
consiste a éliminea la fois le bruit de fond et la fluorescence émise par les corps cedhlai
% EU SS vS Jve] [} SV]E pv u Joo PE E %%} ES *]Pv 0 pE &E
0 * (OM}E}%Z}E X W}uE o u §Z7} [ *S]Ju S]}v p VvSE}b U v

[JvS vedst choisi pour détecter les signaux de moléculesques. Lorsque chaque
molécule uniquesstlocalisée, les coordonnées x et y de leur centroide sont automatiqguement
écrites sur un fichier texte. Dans un second temps, en accumulant les dizaines de milliers de
%o}]VvSe § 8§ ¢ § 0} o] *WnhsjidestcréEsSavet]la &ille de pixel désirée (25

nm) (Figurel8).

WIHME VvV oCe E 0 ¢ % E}%E&] S ¢ [}EP v]e S]}vVv e %o E}S v -
clusters de ces protéines, deux méthodes ont été utilisées.

La premiere approche consiste a déte@e o ¢ oue*S Ee+ «uE -ofdalutiden * U %o
A o[voCe DIE%Z}u §E]«p /vs PE D § UJE%ZX % E * 0
MV eSS U vS " Hee] vV 8 %o %o0]<nu S o] ES SC% < ¢S u epE U !
la largeur a mhauteur (>D,* W u AJUupu M %] ~>D, C TUIAA e« § }vv
S$0 0 EP PE + o0opes E-X %oopheU 0O[]VvS Vve]S e Ou°*S E-

o[]vs ve]8 © %]/ o <p[]loe }v8] vv v8X v ]AJe v3 o[]vs ve
[[JvS ve]S u ] v [puv u}o pO MV]<hg U }v % pS ]Jve] +SJu E o v

clusters.

La deuxiémeu $Z} v *¢]8 o[uS]o]e §]}Vesselar PP prdsenté dans
(Levet et al., 2015)Celogiciel trace des bissectrices entre chaque détection, créant ainsi des
polygones (diagrammes de Voronol) centrés autour des centroides des molécules uniques
précecemment déterminés avec PALMTracer. Ces polygones sont définis dans un espace
Euclidien et fournissent des informations sur la localisation des détections voistnésnsité
des détectiongst mesurée etlevientun parametre utilisé pour identifier dedusters. Ainsi,
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%oE * %oOphe] HE*s S %o * Puvs §]}vU o}P] ] o % CEu §
uniques (qui peuvent étre des protéines isolées ou des fluorophores sur la lamelle) mais aussi

de quantifier la taille et le contenu des clusters.

Figure 18. D §Z} [ *S]u S]}v vSE}Db [Mv  Weosigpa d
(Op}E Vv [UVv u}o pO pVv]cp *S iueS % & pv (}v
déterminer les coordonnées x ety de son centroide. (BS []JvS ve]S 5§ v
% HUULO VS O ¢ %o}e]S]}ve S}US « 0 * U}O HO * UV]<H *
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VI. ELECTROPHYSIOLOGIE

Les lamelles sont plées dans une chambre Ludsur un microscope inversé (Nikon
Eclipse Ti).a solution extracellulaire est composée de la maniére suivad&C| (110 mM),
D-glucose (10 mM), HEPES (10 mM), KCI (5,4 mM), Qa&€lmM), MgCl (800 uM),

W] €&}S}A]Jv ~fAi RDeU d S&} }S}A]v ~i RD*U 0 %o, 8 ipes 0
(Jv ['SCE <u]A o v3§ o[}eu}lo E]S M u]Jo] p HOSUE Ve
neurones. Cette solution est équilibrée au minimum 3 heurds v§ o[ % E] v Ve |

incubateur a 36,5°C et 5% de L£0es pipettes de patch sont préparées avec une étireuse
horizontale (P2000, Sutter Instrument) a partir de capillaires de borosilicég@-0057,

Harvard %o %0 (E Spee (]Jv [} S V]Ee@gv MO U] «E vw}vs E U%oO0] ¢ [uV <}
intracellulaire composée de la maniére suivant€gluconate (100 mM), HEPES (10 mM),

MgCh (5 mM), ATP (3 mM), EGTA (1,1 mM), GTP (300 uM},(CaCluM),le pH est ajusté a

O0UT S o[}eu}o E]s&de maierepecorrespondre a celle de la solution extracellulaire.

Tous les produits chimiques proviennent de Sigidrich, sauf les drogues gpiioviennent

de Tocris Bioscience.

Les neurones transfectés sont identifiés en épifluorescence grace a leur skfhal €
enregistrements sont faits avec un amplificatelerpatch clamp EPC10 fonctionnant avec le
logiciel Patchmaster (HEKA Elektroriles enregistrements de patch clamp sur cellule entiere

sont faits a température ambiante et a un potentiel fixe-@@ mV.

>[ v oCe e UJV] SUE « WA e o3 (]85 A o0 o0o}P]] o A o0}%

un script Matlab disponible sur ce lien

http://uk.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/6156Feakeranalysistoolbox]
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RESULTATS
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Mon projet de these a consisté a étudier la-omganisation des différents récepteurs au
glutamate dansdes}v ]S]}ve ¢ 0 ¢ S % SZ}0o}P]<pu X >]] %o E]V 1% O
les récepteurs de type AMPA sont alignés avec les sites de libération présynaptiques du
glutamate (Tang et al., 2016).a détermination de la localisatiates autres récepteurs au
Pous u s U SC% ED S U'OU %o E E %%} ES pAE DW U % E
modélisation et de mesures[ o S E } % Z C » thmpRehdte leur ceactivation en regard
des sites de libératianCe paramétre est cruciahicles courants NMDA en conditions basales
sont difficiles & mesurer dues au blocage par le magnésiui® anV. Cela nécessite donc

[ VE P]*SCE &E o+« }uE vS§ =di usU <u] v8SE& ]J]v pupv o EP
différents canaux voltagdépendanse & v vS ]((] Jo o £ASE& S]}v e %o d
récepteurs NMDA a la synapse unique (miniatures NMDA). En parallele, les récepteurs
métabotropiques, par définition, ne catalysent pas de courants propres mais activent des
voies de transduction pouvantv $ E us & vEE Jv E o[ S3]A §]}v AV

%o E}%0E] S E V Ju%o}lee] 0 O § Eu]v $§lavsynamsk usifhd. s s Uu'OM

Notre approche expérimentale a donc conéist détermineravec la plus grande
précision possiblela coorganisation moléculaire des trois types de récepteurs post
*CV %S]<p e n Popus us U § []JvSE} pu]E §S§ }EP v]e S]}v \
% E& ] S](X v(]vU vipe pSlo]e E}ve u} o %}pE Sp] E of ((
[MV eCv E}u]l<mws]Z3l o[Zpu Jv (]v JU% E v E v <p}] 33 ups

fonctionnement des récepteurs au glutamate.

>e¢ SE A pE v E]pE. p o }E 3}E Jve] <u viu E
o }E& S§}]E + }vs§ U}vSE o0 < ve] Jo]Bcepteus[a BlAlcEdfsatione E
% E ]e 4&-dife &% dizaine de nanomeétre prés,-sisA]e o ¢]3 o o] & S]}vX >[]u
0 *¢]<u § vS oJu]s U }uu E]S ve o[/VSEE} pu S]}v 8§ o D
guelques centaines de nanometres, mdio E }i $ E Z & Z v e¢]S of ((]
techniques de superésolution multicouleurs. Conu Ap «  witrodydtion, il existe de
viu E pe » (u]Joo - § Zv]<u e+ -rEpoluBveX (partiguies aniques, STED,
SIM). Les techniques de piaules uniques, et plus particulierement le dSTORM, sont celles
offrant la meilleure précision de localisation. Je me suis donc, dans un premier temps, penchée
*UE O0[}%S]u]e S]}v 8§ Zv]cu o NdKZD HAE o HESX WHuE
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p ]&E (O} E}%Z}E U i[] SE A Joo o }EE S]iv - ](( &
et drifts pouvant affecter nos précisions de localisation, puis je me suis penchée sur les
](( E v8 ¢« usZ} « [V 0oCe e Ju P ¢ Je%o}yllvo P v vAE DE V][E]S HUE

u] WA o0 ¢ E oS Se ¢}uZ ]S X ¢ J(( E vS » S % U u[ C vS %o
du dSTORM au laboratoire, seront détaillées dans la premiére partie des résultats. Je décrirai
dans une deuxieme partie les résultats olhtenconcernant cette corganisation des
récepteurs. Enfin, je présenterai dans une troisieme partie les résultats obtenus quant a la

mise en place du modele autistique basé suvdaation [ A% E <]}V 0 % E&}S v

*CV %S]<pu "Z vii Sete[miutaion suro[}EP v]e SJ}v ¢ E %S HE-X
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l. MISE EN PLACE ET ARRATION I TORM-ZOULEURS

> us Jv]s8] o u 8Z -« }ve]es S Gulv E e[ Z oo
organisation des récepteurs AMPA, responsables de la réponse synappige, des
récepteurs NMDA, impliqgués dans la réponse calcique, et des récepteurs métabotropiques
U'OUZ E *%}ve O o o[ 3]A §]}v 1(( @ v » A}] SE ve U
%o E}S Jv o 'X WIHE o U i[ ] E o] deuxdodeul® les principes’™diK ZD
dSTORM ont été préalablement décrits dans le Matériels et Méthodes, je détaillerai ici les
u o]J]}& S]}ve § Zv]<hg ¢ u]*e ¢ V %0 H JUE- u §Z e« Vv }oo
de JearBaptiste Sibarita. Les trois pataS@E « suE o0 s<p 0o+ i[ ] SE A Joo (]v |
expériences de dSTORM deux couleurs sont le choix du deuxiéme fluorophore a utiliser en
% (E 00 O o[l o £ 000U 0 ¢ VS] }E%* % E]Ju J]E ¢ %o}pE&E u E«<
[JvSs E!'S SSplvelpw P E] (Jv [ A}JE pv +]Pv o ulo MO MV
gualitatif pour les deux fluorophores. Une fois que les meilleures conditions ont été atteintes
% }UE o[ <ple]lslilu W %o@pe] pEe* SC % } € @Eraittijentopju P ¢ %o}
§ § ¢85 ¢ (]Jv Ju% ve E 0 ¢ ]J(( &E vSe SC% [ E&& S]}ve 0]
[ *S » po u vSs 0O °*u]S e J(( E vS « }EE -Gppmisatign o[ v 0C

nanoscopique des récepteurs au glutamate a la {ysiapse a été adisée.

1. dSTORMN2-couleurs
a. Tests des fluorophores Alexa 488, Alexa 532 et Alexa 561

Comme expligué dans le Matériels et Méthodes, le principe du dSTORM consiste a

éteindre la totalité de la fluorescence en placant les fluorophores dans un état noix¢aa e
triplet T,). Cette étape appelée phase de pompage est un facteur essentiel a la qualité de

of A% &E] v S v ]S uv Joopu]v S]}v (JES ]JvsS ve]S Ve

Z <gd (Op}E}%Z}E ~ }vs v v§ « }v v3@End&dipteéthand] o e

[ vICu VvS3]}EC v3 U Vv %, % ES] po] E«X dzZ }E]<p u v3U u!
fluorophores organiques a la capacité de passer dans un état triplet, il peut étre

% EJu vs o u vs ]J((] Jo [} S v]E o -arrjuer]Sijleéyeonditimsneo }u E C
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sont pas optimales, la phase de pompage ne permettra pas une extinction complete de la
fluorescence, entrainant a la fois un bruit lumineux parasite génant la détection des molécules
uniques, et le photoblanchiment des flugroores, limitant donc le nombre de molécules
émettrices.
> 0]8SS & SpE&E Jve] «<p Vv}SE E% E] vV H o }E S}IE %

fluorophore de référence pour les expériences de dSTORM. Il allie une facilité de pompage
~u'lu % oV [ evdrioxydante) avec une émission intense en mode molécule
HV]<p X %oOpeU o o 0% SE ¢« [ *}E%S]}v S [ u]ee]}v o SE} U

SvsS o P uu H *% SE o0 u}]ve %}oo0Ou % E O[] US}(OM}E » v
était donc dedéterminer le deuxieme fluorophore offrant des propriétés photophysiques
%o E} Z of] o £ 000X :[] S *8 %}uE o0 T HUSE * (}&uUu = [ O
561.

Ve v}e }v ]S]}ve A% E]Ju vS o0 U o[ 0o £ 000 %o TEU* VS MUV
efficace, laissant une forte proportion des fluorophores dans un état émetteur et non dans un
S S V}IJEU v % EuUu SS VS % ¢ [} S V]E pv & S]} *]Pv ol EEu]S -
dSTORM.
>[ o £ doi MV O}VPp HE [}v [ £S]318]}o}VvP i QEEV U}V
[ ulee]}v 0iT vuU o}E- 0 %oZ ° %otU% P e}v %o e P %
]1((] Jo 8 % E v % O0pe § U%s* <p o[ o £ 086 ~ VA]J]E}v i u]v
cycles de fluorescence avant son photoblanchiment esdtikement faible (ordre de la
1T Jv U }Ju% E 0 vs v o[ o £ 00806+X D!'u -] (opu} E} %o
dSTORM, il neemblepas idéal pour nosxpériences
v(]JvU o[ o £ A1l uv o}vPu HE [}V [ £ ]85 S]H¥v #AIT vu
[ ulee]}v ARG vuX >}Ee+ pampdgeZ, it est ertvoyé dans un état excité
triplet Tn v u}]ve [puv u]JvusS 8§ %o e o[ § § S o0 SE]%0 § pv
avant le photoblanchiment. En termes de photophysique, ce flucooplest donc le meilleur
V] § %%}uE !SE psS]o]e }uu MAE] u (oplE}I% Z} E V. %o
% V VS ]0 % @E °* Vv§ HAE ( USeU ~Je ¢ ¢ % E}% E] S « [ £ 15 8
nécessitent de travailler soit sur des cellules ti@msfectées soit de photoblanchir toute la
'&W A vs o uS ¢ VE P]*SE u v8e v ~dKZDX ~]]* >[ 0o £

N
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0iA vu oJu]S vS o[uS]o]e S]}v ¢ hs %}uE o *S Jo]e* S]}v o[

Matériels et Méthodes).

>[ 0o £ AT C VS PV *% SE [ u]ee]}Vv *u% E %} A o0 -«
ol o £ 006U of u]e]}v ol o £ A1l VvSE ]JMJFigufe A). )8inS]}v 0
[ Al E 0 EJe<p [JuP E o+ PAE (OUE}%Z}E 0 Vv O] E & udbo

000 % v VvS o[ <u]*]S]}v ol o £ 0idU o[ o £ 006 <3 Ju P v

Figurelo. "% SE& ¢ [ *}E%S]}v S Z u]ee]}v ol o £ iAii § o[ o &£

Toutes les expériences de dSTORM deux coubeitiésté faites selon le méme procédé
une acquisition de 4000 imaged) Hv (E <p v [ <u]e+]&g la prerierel U
% E}S Jv u E«p A o[ o0 £ 0080 % v Vv$§ idgréblanclimedide %o Z e
2 minutes pour réduire le bruit de fahet le signal GFP avec un laser a 488 nm, puis une
acquisition de 4@00 images de la deuxieme protéine marquée asdc 0 £ ATT % v VvS Ti

minutes.
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b. Caractérisation des anticorps

> § Zv]<p p NMdKZD v ee]S u E«<p E o cubbadEi¢dpsv  []vS
primaire et un anticorps secondaire couplé a un fluorophore. Pour caractériser la nano
organisation individuelle des récepteurs glutamatergiques, il a donc été nécessaire de
o[ e*ME E <u 0 ¢ VS] }E%e* pnS]o]e ¢« S ginexibleo J(J<H 0 HE %o

Les anticorps artAMPA et antNMDA nous ont été fournis par Eric Gouaux (Portland,
USA) et leur spécificité a été testée antérieurement au laboratoire. Les résultats ont montré
une tres haute affinité de ces anticorps primaires pour la amige GIuA2 des récepteurs

AMPA et la sousnité GIuN1 des récepteurs NMDA.

>[ vS] }EMwowWsBiU v[ C v§ i u]e 8§ unsS]Jo]e M e]v po }E §}]
des cellules COS. Ces cellules ont été transfectées avec le récepteur mGIuRS5 uksidBRE,
%o ] u E<p o A o[ V8] }E %o %o E]JuU |]E § o[ v8] }E %o * }v
spécificité du marquage a été vérifiée par microscopie a épifluorescence, confirmafi) que
les cellules COS ayant été transfectées avec le récepteurRBGint été marquées avec
o[ v8] } & %o-, Qi) @3 ce]ldes non transfectées ne présentent pas de fluorescence
‘W% E] UE of uS}(ou}E » v 0 e]Jcpu (RgureXE o}vPp pE [}v

Figure20. Test de* % (] 18 o[ v8] }E %dnGlaRE $ur ¢€iules \CB) Les

OOpO * SE ve( & A o] }veSEHWU S]}v '"&WWWu'opuZi }vs
primaire anttu'opZA S o[ v8] }E %o » }v ]E }u%o0 ol o £ 06006U
laser 647 nm, contrairement aux cellules #mamsfectées qui ne sont pas marqué) Les

OOHMO ¢ V}V SCE ve( S ¢V %E * vS VS %o ° (Op}E » v * U %o |
classique.
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Pour les marquages double couleurs, un choix stratégique atlféit afin de
déterminer quel fluorophore utiliser pour révéler une protéine ou une autre. Grace aux
SE A UE % E vse o[ <u]% Hn o }E S}JE U v}ipe -}vv Jee}v
organisationindividuelle des récepteurs AMPA, nous avons dés@rsaulement besoin de
les situer dans la postynapse afin de décrire leur -wwganisation avec un deuxiéme
récepteur. Il est donc plus intéressant, si cela est possible, de marquer les récepteurs AMPA
A o[ o £ @AifU 3§ p3Jo]e E o fluorofhoré,dpolt narquer] le pgotéines

dont on ne connait pas encore la nangyanisation.

Cette stratégie a été appliquée pour le double marquage AMIPAURS. En effet,

0[ V3] JE %o %o<EDW] ®bo E}A]] V3 0 °*}uE]U SamifmEBURPE %o+ %o (
provient du lapin. Des anticorps secondaires anfip E ] }H %0 o[ o-l&pin AT § v
}U%0 o[l o £ 00606 }vsS }v § pslol]e ¢ (]Jv [ AYhGEURE }p%oo0

Alexa 647.

% Vv vSU 88 u SZ} V[ %o <éépour!ls doubléatarguiage AMPA

NMDA. En effet, les deux anticorps primaires #MPA et antNMDA proviennent de la
*}JUE]*U u ]s A MV  *% ](] ]S [/P" 1(( & vS-AMPA[esS] } E %o
*% J(]<p o[/P'T U 8§ o] VS]-E@ %o *%Bo &4 |H<Uu VS] O[/P'"iX %o E
étudié les anticorps secondaires antf uE]e % E ¢ vS vS§ e *% J(]115 ¢« [/P'
]*%}v] o ¢ po }E& S}JE }u ve o }tuu E U o[uVv]<n <*}ousS]}tv
secondaire antsourissp ] (]<u o[/P'T }u%o0 o[ o £ 0 édéhe &u } U %0 O
laboratoire un anticorps secondaire antif P E]J* *% ](]<H O[/P'i M (OpM}E]}%oZ}C
o oo} ] §]}ve [ VS] }E%* %o E]Ju JE ¢ S o }v ]E&marqugdgeS]ee vS
NMDA Alexa 532t AMPA Alexa 647. Un marquage immunocytochimique a été réalisé sans

V3] JE % % EJu JE 3 A o[ v8] }E %=+ }v ]E }pu%o o[ o £/

EVv] E %}pE o] vS] }HMDA (Kgded A1)] &fin des ¢aractaser

o[}EP v]e §]}v + ED A 0 ul]oo HE % E ]*]}V %o}ee] 0 U
19 0 e E %3 HE* ED }vd u E<p+ A o[ 0 & 0086 }vd % E o
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Figure21l. d <3 *% 1(]1 15 ps edconslirp@ntie }uE]e *% J(]<H o[/P"i
} U %o O o[ o ¥ AIMXHO ¢ JVv L ¢ ¢ po u vS8 ve o[ vSdoynE %o ¢ }v
*% J(]<p o[/P'i § }u%o0 ol o £ ATTU e ve ISE u E<u o %
souris aniNMDA ne sont pas visibles avec un laser 532 nm.

2. Quantification des images de suésolution

a. Correction des aberrations chromatiques

>[]Ju P E] -caujearS]induit des aberrations optiques appelées aberrations

chromatiques, qui peuvent étre longitudinaleslatérales.

> e EE& S]}ve ZE}u S]J<u ¢ O0}VvP]Spu ]Jv O ¢ ¢}vsS pu o o[]v
Uusd E] M Ju%lte v3 0 « 0 v3]oo * <u] A &] v (}v §]}v 0 o}vPu
0« SE A Ee X [ 8 <[}V %% 00 mise huPoiENd peut pastetE E X >
effectuée simultanément pour toutes les couleurs du specimjsn'obsernonsdonc pas une
seule distance focale mais une distance focale différente pour chaque longueur d'onde du
systeme optique. Les longueurs d'onde cosrsent ainsi focalisées plus pres sur I'axe optique

gue les grandes longueurs d'onde.

Les aberrations chromatiques latérales sont issues des caractéristiques physiques des
objectifs du systeme optique. Bien que ce soit des objectifs apochromatiquesymparfts
%}uE }EE]P & 0 - EE& S]}ve ZE}u SJ<p U 0o pE }EE S]}v
o P v £ § v C VvsSE MAE Oo}vPu pEe [}v ](( E vS X
V[ *S % * Z}u}P v v (}v S]}v O %o}e]SJév vVve 0 Z U%o
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Dans le contexte de la microscopie de supEsolution multicouleurs, ces anomalies de
guelques dizaines de nanometres doivent impérativement étre corrigées avant toute
U vi%po SJ}v S Jvs % E S SJEvelop[Ku W} pE % GEUelawmells P [N
en verre incubée dans une solution concentrée de billes multispectdalié€tre prise dans
o ° MAE O}vPHU pHE- [}v < pS]o]e ¢ %}uE o0 « AOWeud.|]Ces - N
deux images de référence doivent contenir une cinquantaineilieslréparties de maniere la
%oOUe ZIUIP vV %o}ee] 0 eu@E o0  FArogrammnid dé\rRlofEpE soub Metamorph
% E }E& C ppsSo & ve -Bhptigtgi%ibarita pervnet uappariement entre les
signaux de chaque bille, chacune considérée commgaint de contrble, etréé une matrice
de correction non linéaireCette transformation de champ est un polynéme de degré 3
] Ju vel}vv o ~v £ § v CeU o[ A% E]u: v3 o uv] E <p]A vs
T, AnP+ =0+ = PU = T8+ =5 P+ =5 U+ =6 TU+ =7 T+ =g U+ =19
U ApnP+apU0+ agPUt auTU+ s P+ o350+ s TUF o T+ ss U+ =
ou Tet Usont les coordonnéeget Uransformées, respectivement avec les coefficients
et = Ce polyndbme, qui contient dix coefficients différents par dimension, induit une
transformation de champ nofinéaire, aboutissant ainsi a desléformations» inhomogénes
o[]Ju Ee fichier texte ainsi créé ¢S vepu]S oOod % E o olé&s|clusters] v oC-
(Tesselerafinde }EE]P E pS}u S]<p u vS 0 ° EE& S]}ve [HUV  }HO L
deuxieme(Hgure 22.A).

Ces aberrations chromatiques vant au cours du temps] ¢S e¢¢ vS] o [Ju P (E o
billes avant Z <p A% E] v ANdKzZDU (]Jv [} S V]E puv SE ve(}E
%oO e %o E ]* %o}ee] 0 X v (( SU ]Jo § u *uE <«p[ A v 3}pus
ZE}IU S]<nu U pv ]S v [ VA]JE}voidieyRVep%E [puv ulu Joo ]
avec un laser 532 nm et un laser 647 (figure22.B). Siune image de billes a été faite le
ulu I}pE <pu o A% E] v "dKZDU o }EE S38]}v - EE 3]
de réduire cette distance ane moynne del2 nm Cette valeur est pour le moment
]Jv Ju% E <] o & oo %0 V O[Ju%e E Je]}vV o0 u SE] }
oJu]s %o}]vSe %o} UE O iH*S EU u ]Jo pHee] 0 % @& ]°]}v %0 } ]\

o] Joo UZ}uld[]v ]8§ U Z u% []ooulg préeisionUde poiKtée des
u}o po * Jv JA] p oo ¢ ve v}e }v ]8]}ve o3 il vu % }uE o[ o £
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ol o £ AT vuX }v o[ €& S]}v ZE}u S]J<p & ] L 00 % E + }
de grandeur que notre précision de pointée.

Les aberrations chromatiques étant multifactorielles et non linéaires dans le temps, il
S v e |E [} § VIE <p}S] ] vv u vS pv u SE€ED s ME&EH]USP VX
de billes a été enregistrée uautre jour, | }EE S]}v v % Eu § [} § VIE pv
u}C vv.. v3E o0 ¢ pAE }po pE +40 pmeq quiksidshifisént dans le cadre

de nos travaux.

b. Correction du drift au cours du temps

> § Zv]<p g ~NdKZD v  e¢]Sde hom@Eeux]3igr@ixdEe molécules
HV]<p eU (]Jv [ 88 Jv E v vel]S *]Pv 0 cpu((]® uu x5 Ju%e}E:
QY ES [JvS veldnt %o GHWSE(] E 0 * % E}% E] § « [}EP v]e §]}
[JvS E!'SX ve v}e }v ]S]}wecUE& & LS [ A %30 his]gtvnouss
VE P]eSE}ve Oiiii Ju P e ve Z <u 0}VPU HE [}V %}uE Z <p
ANdKZD pE }v i1 u]vpsS o %o}luE Ju P E pv OOMO Ve UV C
minutes pour du dSTORM douldeuleurs. Au cours de ce temps, il y a un déplacement
]JE S]}vv o o[ Z vS]oo}v ~ %% O E](8s , uAE A E] 8]}ve
Houl E}e }% }p « A] & 8]}ve uSIUE u +Ce3u  [Ju P E] X
nous incubonschaquo u oo v A EE A v3 o[ A% E] v NdKZD v
marqueurs fiduciaux contenant des microsphére®etdes nanodiamantgFigures22.C et

22.D).

Les microsphéres, sont colorées avec quatre colorants fluorescents différents. Ces billes
MuosS]e% SE& o0 ¢ ((] Z vS <uy SE %] » [ A£ ]S S]}vl u]ee]}v * % C
505/515 nm (vert), 560/580 nm (orange) et 660/680 nm (rouge lointain).

Les nanodiamants possédent un centre aZatine (NV pour nitrogemacancy en
anglais),} 1 o[ el & une impureté en substitution du carbone venant se combiner a une
lacune (V) sur un site adjacent du cristal. Ce centre aactene produit de la fluorescence,
sans jamais clignoter ou photoblanchir, assurant donc un signal intense et durable dans le
temps.Chacun de ces deux marqueurs présente des inconvénients, les microspheres tendent

%Z}S}y ov Z]E u (MLE S u -uE o[ vVE P]*SE u vSU vS(
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o[]v % 18 § § & o0 ]Joo %}uE o+« (EvV] @ansquanfas [Ju P
MAE v[ u SS vS <p (] ouvs 000 vu <u] *S v}SE o}vPu p&E [}v

Pour conclure,liest donc possible de mesurer le drift au cours du temps en suivant la
position x et y de ces deux types de marqueurs fiduciaux. Ce eéépdet bidirectionnel étant
o ulu epE& S}us o Z U% [Ju P E] U Jo viue 8 veu]S %o}ee]
JEE S]}v *UE S}US « 0 * u}o MO ¢ pV]<cp o VE P]eSE =+ ve Z «

Figure22. Correction des images supeésolues.(A) A u %o 0 [MVv Ju P u] E}e% Z
et nanodiamants prise avec un laser 532 nm et un laser 647B) .} Ee<u[puv U] E}*% Z &

S Ju P Ve O ° MAE O}vVPHU HE-* [}v U o0 - Wis S 3D]}ve ¢}vs
nm avant la correction des aberrations chromatiques, et est réduite a environ 10 nm apres la
correction.(C) £ u%o [pv Ju P ANdKZD }T o« E %S pEes DW -
o[ 0o £ 086U A VvS 8§ %E » 0 }EE 3]}IVDUE@KD P[ PpE U
dendritiques issues des images de dSTORM avant et apres la correction du drift au cours du
temps.
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c. Quantification des propriétés des molécules uniques et des clusters de récepteurs

Apres avoir corrigé les aberrations chromatiques stdéplacements bidirectionnels au
cours du temps, les images de supésolution peuvent étre exploitées pour extraire les
%o E} %o E] S [JEP v]e §]}v s % E}S v [JvS EC&tte o Z
guantification est réalisée en deux temps. La prenmiétape consiste a déterminer les
propriétés de blink des molécules individuelles (anticorps ou récepteurs individuel). La
e }v S % % Eu S [ ASE J]E puv *S]Ju S]}v u viu & E Y%

déterminer les propriétés physiques ddasters.

La premiere phase de quantification est réalisée gracdogiciel MetaMorph.Elle
consiste a extraire o[]Ju P «@sBudgkine estimationek propriétégde chaque type de
fluorophore (Alexa 532 et Alexa 64Bn effet chaque fluorophore préate des propriétés
MV]<H o o]Jvl % v VvS§ 0O }u%}e]S]}v pulol p [ VE P]eSE u
opu] € [ A ]S 8]}vX

(Tv S EBu]v E 0 ¢ % E}% E] S » u}C vv ¢ [ u]ee]}v =+ Vv§]
peuvent étre polymarqués, nous iso}ve o[ ve U O * U}O HO * % E * vS ¢ ouC
de verre. Cela nous permet de déterminer la moyenne du nombre de détsgt@molécule
(Hgures23.Aet23.B). Wp]e v}ipge Je}lo}ve 0 ¢ %o E}% E] S » [ u]ee]}v =<« u}o

sur le neurone.

Or nous savons que les récepteurs AMPA sont des tétrameres comportant
généralement deux sodplv]S ¢ 'op TU % Ope ]O % HS C A} E %oope [pV
qui * (]ZE£ *uE o V8] }E %+ % EJu ]E X (Jv [ *S]Ju E ] 17U
e 0 S]}vv & e Ou°*S E- E %S HWE-U vipge ¢« 0o S]}vv}ive o]
présentant une rotondité supérieure a 0,9 et dont le nombre de détections est inféae
fois la moyenne des anticorps sur le verre additionné de deux foid Mt La médiane de
intensitésobtenuesest alors considérée comme une estimation du nombre de coups émis par
un récepteur unique Il a ainsi été montré que lmarquage du récegeur AMPA par le
fluorophore Alexa 532 a une médiade 50 coups et le marquage du récepteur NMDA avec

fluorophore Alexa 647 une médiane B6coups Cette valeur est calculée pour chaque image
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afin de tenir compte des variations expérimentales journakefposition de la lamelle,

o} o] 38]}v B Z u% [} EA 3]}vU (op Sp 3]}v o[]vS ve]S§ 0|

Il est ensuite possible, en utilisant le méme seuil de détectigne S ] ue @mbre et la
densité de protéines individuelles dans le neurone entier, ou seulement dans les épines
vV E]S]<Hh X WIHNE o U «« E P]}ve []JvS E!S ¢}vS ee]v ¢ us}y
vV E]S]<H *U %o pu]e o[]vS ve]S §}3ors sordt mgsyrées et diviseds p&r la
u | v o[]JvS ve]S [puVv Uu}o MO pV]<pu X E}pe } S vive ]Jve] pv
3 0 Vel % E Rug % E}3 Jv e« ]v ]JA] p oo+ ve Z cu E

>[ A S E esgrppriétés des clustemotéiques est basée sur une premiére étape de
sélection des clusters. Aprés un seuillage, nous conservons uniquement les clusters
%o @& ¢ vS vS pv JvsS ve]S fA (}]e *u% E] pE o[]vS ve]S u ] v [
rotondité supérieure a 0,2ZFigues 23.C a23.H). Nous pouvons ainsi mesurer s$arfacede
chaque cluster de protéines, et calculer le nhombre de récepteurs par clusters en divisant

o[]vsS ve]S * OM*S E* % E 0 u ] vV o[]vS ve]S [pHVv u}o poO
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Figure23. Détection et quantification des propriétés des molécules uniques et des clusters.
(A) E}u & § 3]}ve % E u}o po ]Jv ]JA] p oo ¢ (B)@ombree A 0]
§ 3]}ve % E u}o po ]Jv ]JA] p dlkxaS5B2(EXmage didneumfe en
épifluorescence ou les récepteurs AMPA sont marqués avec le fluorophore Alex@)647.
Image de superésolution obtenue en dSTORNE) Image de superésolution ou les
récepteurs AMPA individuels sont sélectionnés selonseuil de détection défini sur
MetaMorph. (F)Image de superésolution ou les nanodomaines des récepteurs AMPA sont
sélectionnés selon un seuil de détection défini sur MetaMi@hH) A& u%0 ¢ [ %]V *
dendritiques en épifluorescence, et a partir dgu P« pgé&solde, differents seuil de
détections permettent de sélectionner des récepteurs AMPA individuels ou des nanodomaines
(aires vertes entourées de blanc).
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. COORGANISATION DESHREHEURS AU GLUTAMATE[ d d
BASAL ET ROLE PHYCGEBIQUE

1. Nancorganisation edynamique des récepteurs AMPA

La naneorganisation et la dynamique des récepteurs AMPA sont extensivement
étudiées dans notre équipe depuis de nombreuses années. Leur caractérisation a été possible
grace a différentes techniques de microsepe supetrésolution telles que le dSTORM, le
STED, le sptPALM et le uPAINT

Nair et al., 2013 }vS ]Jve] u}vsSE «pu Ve o vV HUE}V ¢ [Z]% %} U%
fixés, les récepteurs AMPA sont organisés dans la plupart des synapses sous formes de clusters
de 80 nm de diametre, et non pas de maniere homogeBans ces nanodomainegsl
récepteurs sontmmobiles et peuveny entrer et en sortir par diffusion latérale. Au sein des
synapses, ces nanodomainesnt majoritairementstables pendant plusieurs dizaines de

minutes.

Dans un premier temps, je me suis intéressée-éamractériser, avec nos nouveanixtils
[ voCe UO[}EP v]e SJ}V ¢ E %S HE*s o0 *CVv % X W}puE o

imagées en dSTORM, et la distribution des contenus synaptiques a été analysée. Concernant
le nombre de récepteurs total par synapse, il apparait quejlafiE] us]}v v[ *S % * v}E!
mais présente plusurs maximaux a 60, 120 et 170est intéressant de noter que ce sont
des multiples de 60. En regardant plus en détail, les synapses comportant un nombre total de
récepteurs supérieur a 100 présentent m@ajairement plusieurs nanodomaines. Une des
ZC%}SZ » o 35 <u[ v u}C wunitd davransiission synaptique (une PSD et
guelques récepteurs mobiles) comporte environ 60 récepteurs. Les synapses présentant des
multiples de ce nombre doivent compert2 (pour 120 récepteurs) et 3 (pour 170 récepteurs)
sousunités de transmission. Cette hypothése est renforcée par les récents travaux de
Matthew B. Dalva démontrant que les grosses synapses peuvent posséder plusieurs PSD
faisant face a de multiples sgale libérationHruska et al., 2018)

Je me suis ensuite concentrée sur les synapses présentant une sewangeude

traveu]ee]}vU }EE *%}v VS MV U AJupu 01 & %S HWE-* (]Jv [
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récepteurs clustérisés ou isolés. Egure24 (E % E * VvS§ e« E pod 3« }Y o[}v A}
synapses présentent en majorité un domaine principal comportant environ 230 a
récepteurs, puis nous retrouvons souvent un deuxiéme pseuHo ]v [ VA]E}v &

E %S HE-U v(]v ]o C v JE pv (JEuU opes & [ VA]E}v A

récepteurs isolés.

Nous avongussi déterminé la taille et le contenu desnodomaines o[ | M o}P] ] o
MetaMorph. A partir des images supgfsolues pixélisées, avec une taille de pixel de 25 nm,
Vide ]S]}vv}ive o[ ve U O e S S]}ve 0} 0] ¢ Vve ¢ %]AE 0°X
les clusters pixélisés par une gaienne 3D et extrayons la largeur et la longueur-hawiteur
o[ ip*3 u vdxX SE A E- -+ v afdiangtrehpyeides nanodomaines
de 977 +- 2,7 nm. De plus, une moyenne de 19,1- 9,6 récepteurs par clusters a été
déterminéeendA]e v3 o[]vs ve]§ 3§}3 o Z <d OMe*S E % &E 0 u ] vV

molécule unique

Figure2d. WE}% E] S ¢ [}EP v]e 8]}v v v}e }%o]<«lLes expeEiencs SlepE+ D
dSTORM montrent une organisation Aoomogene des AMPARs au sein des épines
dendritiques, ils sont accumulés dans les synapses sous forme de clusters. On observe une
densité de 65,051,9 récepteurs par épine dendritique, 19:0,55 réepteurs par clusters, et

les nanodomaines ont un diameétre de 9G2,7 nm.
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Dans un second temps, le UPAINT a également été utilisé afin de suivre la localisation et
le mouvement des récepteurs AMPA endogénes localisés a la surface de la membrane
plasmiquedes neurones. A partir de la reconstruction des trajectoires, le déplacement moyen
H EE& ~D" %}uE D v *<p E ]*%0 UuVvVS Vv VPO Jee 5 0 |
explorée par la molécule au cours du temps. Le MSD est utilisé pour extrageffieient de
diffusion (D), quantifiant la diffusion globale des récepteurs. Les résultats obtenus montrent
que les récepteurs AMPA oscillent entre dexpmportements. une premiére fraction est
immobile, caractérisée par un log(D)256, et une secate fraction est mobile avec un log(D)
=-1,2. De plus, les récepteurs mobiles représentent 36;8,2/% de la population totale des

récepteurs(Figure25).

> e § Zv]<yg o [Ju P Eresolutienuser Burones vivants et fixés montrent
ainsiqu[ visdn un tiers de la population destcepteursAMPAdiffuse librementa la surface
de la membrane des neuroneslors que les deux tiers de la population qui sont immobiles
sont organisés sous forme dganodomaine [ VA]JE}v 67 vu ] u Srf&unes }vs v

vingtaine de récepteurs.

Figure 25. Mobilité des récepteurs AMPA. (Ales récepteurs AMPA présentent un
comportement mobile (log (D)-2,6) et immobile (log (D),2).(B)La proportion moyenne
de récepteurs mobiles est de 3638,2 %.
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2. Nancorganisation des récepteurs NMDA

Je me suis ensuitmtéressée 0 E S E&]- S]}v O[}EP v]e §]}v v v}e
récepteurs NMDA. Comme décritdand JvSE&} p $]}v U rs sofEconposSeside deux
sousunitésGIluNL et de deux souanitésGIuN2 (A ou B). La distribution supa¥solutive des
sousunités 2A et 2B a recemment été publifleadepeche et al., 2013; Kellermayer et al.,

2018) lls révélent une clusterisation distincte des deux sonités dans la synapse. Notre
guestionnement porte plus quant a lui sur la@manisationdesAMPAR et NMDAR, nous
avonsdonc | E S E]s & o[}EP whitephstitutiveGluiu «

Pour cela nous avons réalisé des expériences de dSTORM avec les anticorps caractérisé
au chapitrel.1.b, etrévélés par des anticorps secondaires couplés § o 647. s analyses
similaires a celles décrites au chapitre précédent sur les récepteurs AMPA ont été réalisées.

Les images nous révelent une organisation ponctiforme majoritairement synaptique.
Contrairement au marquage des récepteurs AMPA, les récepteurs NMDAes¢miomins
dispersés dans la synapse et leur nombre semble plus faible. La quantification révele un
viu E u}C v [ VA]E} 2 riésepieurs pasynapse Kigure 26). Une analyse de la
distribution par synapse des récepteurs nous montre une distriputi SE&}]e %] U o[puv W
de 20 récepteurs, les autres autour de 40/45 et 60. |l est difficile de savoir si les deux pics les
plus importants sont des artefacts dus a notre échantillonnage limité (227 synapses au total)
tuu o[JveS B + EA, l&%psegedee deDIWW2 ou 3 sawstés de la transmission
synaptique (équivalentes de différentes PSD par exemple).

Ve S}Ue O U ] }v E P E % S ]Joe 0 ¢ %O %o S]S ¢ o

récepteurs par épines, on observe en moyenne, aal £luster comportantl7,4 G0,55
E %3 HMEe § [pv § ]Joo [ VA]JE}v iii vuU %op]e <p ocpu « E %o

Alors que seulemer?5 a45% des AMPAR sont regroupés en cluster, il apparait que les
récepteurs NMDA sont plus fortement compactés, a raiden50% regroupés dans une

U E( v JHAE v3 «p[ VA]E}Vv TA9 o WM X

Il est intéressant de voir un tel regroupement des récepteurs NMDA, qui, comme précisé
Ve O[]JVSE} M S]}vU % E ¢ vS vS pv ((Jv]S %o}pE&E o PopsS u §
S]A o %o0pe }Jp ul]ve V[Ju%e}ES }Y ve 0 <Cv %ue doitagdr JEP v]
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un réle physiologique qui reste a déterminer. De maniére intéressante, vu la relative petite
taille des clusters deNMDARs la question de leur corganisation avec les clusters de
AMPAR est complétement ouverte, ils peuvent soit étre tilists soit se superposer

partiellement ou entierement.

Figure26. WE}% E] S ¢ [}EP v]e §]}v v v}e }%o]<uLes expdtienchsEleu &+ ED
dSTORM montrent une organisation Aosmogéne des NMDAR au sein des épines
dendrtiques, ils sont accumulés dans les synapses sous forme de clusters. On observe une
densité de 34,0G3,5 récepteurs par épine dendritique, 170,55 récepteurs par cluster, et

les clusters ont un diametre de 110 nm.
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3. Nanoorganisatioret dynamique desécepteurs mGIURS

E}pe vipe e}uu e (Jv o u vsS JvS E e ¢ O[}EP v]e S]}v
meétabotropiques au glutamate, et plus particulierement a mGIuR5. Nous avons étudié a la

fois son organisatiopt ses propriétés de mobilité.

Elue A}lve %%}pE o E o0]- e E% E] vV - AdKZD (]v
de surface des mGIuRXontrairement aux récepteurs AMPA et NMDA, les mGIuR5
présentent une distribution nowlustérisée au sein des épines dendritiq@egure ). Il n[

% o 5 } o EA I3v. [PE P 3§]}vU Jv(]Jv u v8 }u [ £ ope]}v
superrésolution montrent une population homogene de récepteurs individuels, avec une

guantité moyenne de 28 +/- 1,2récepteurs par épine dendritique

Figure27. WE}% E] S ¢« [}EP v]e 8§]}v v v}e }% )<y Lesexpérietees nE+ u'
de dSTORM montrent une organisation homogene de ces récepteurs, sans agrégation au sein
des synapses. On observe une densité de &1,37 réceptews par épine dendritique.
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WILWE o Su o p(EvE] }&B% WU }uu E ] o JE]P }vSE u'opZz
malheureusementpas une affinité suffisante pour pouvoir réaliser des expériences de
UPAINT La mesure de leur dynamiquedanc d( étre faite sudes récepteurs surexprimés
couplés a la mEosZes expériences montrent des récepteurs mGIuRS5 tres mobiles a la fois
sur le dendrite et a la synap$Eigure B) X E}us v[} « EA}ve %o o %0 Z o %0] F
E %S pE-+ }luu [ *S O « seh les AMPARD euz coefficient de diffusion
moyen est aux alentourde 0,38 um?/s, ce qui correspond aux propriétés de diffusion libre

[UV % E}S ]Jv uu EvVv]E X =« E «pos 8« }v }E v A WAE %o
(Shrivastava et al., 2018jontrant, avec des quantum dots, une grande mobilité des mGIuR5

avec une soufraction pouvantprésenter unammobilisation dans les synapses.
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Figure28. Mobilité des récepteurs mGIuR5. (Ax construction mGIURBEO0S2 nous permet

[} o EA E 0« VUEIV » VvV %](Op}E « v U ]Jve] <p [} 8 V]IE
récepteur etune reconstruction des trajectoire$B) Les expériences de sptPALM nous
montrent que les récepteurs mGIuR5 ont un MSD (Mean Square Displacement) de 0,38 pumz.

S§S 1E }v(]v u vs }EE %}V VRY; E o [ @)1}V Al vi
récepteuranGIuR5 présentent un comportement tres mobile (log {)8}.
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4. Caractérisation de la précision delooalisation

Afin de mesurer la distance séparant les clusters des récepteurs AMPA et NMDA, il est
nécessaire de caractériser dans un premier temppgrégision de cdocalisation que nous
% }UA}ve 35 Jv E ve v}e }v ]S]}ve [Ju P &E] S [voCe X E}lpe
de mesurer la distance entre les clusters des amites GluAl et GIuA2 des récepteurs
AMPA. Cette distance sépardas deuxsousunitésformant le récepteur AMPAorresponda
ainsi a la précision de docalisation maximale que nous pouvons atteindre en prenant en
considération les corrections des aberrations chromatiques, des drifts au cours du temps, ainsi

gque descontrainteS 00 ¢ <u O[ vV }u G u vS *% S] 0 ¢ VS]] }E%e % E]u

Suite au marquage immunocytochimique des deux amigs, des expériences de

dSTORM 2ouleurs ont été faites sur ces récepteursed images de supgesolution ont
été analysés dans un premier tempsvec le logiciel MetaMorphafin de corriger ds
aberrations chromatiques avec des images de microspheres prises le méme jour que
of £% &E] v , et dds 41D second temps avéesseler 2afin de déterminer les
distances sépamnt les clusters desousunités GluAl et GIUAEN effet, dans les précédentes
études au laboratoire nous utilisions MetaMorph pour déterminer les tailles et le contenu des
clusters, mais cela se faisait sur des images sigsmiues pixélisées, avec utalle de pixel

T }u
ces pixels. Nous ajustions ensuite les clusters pixélisés par une gaussienne 3D et donnions la

TA vuU ve 0 *<d O° V}pue ]8]}vv]}ve o[ ve u 0 e § 3]]
largeur et la longueur a mz pus pE o[ ipeHfavers £Xs analyses, il y avait de
nombreuses étapes de compilation des données.
e EV] & ¢« vv U v}ipe Alve ] SE A Joo E *uE pv v}

e E *pod S <] % & * v3 Juu A Vv3 P o (]38 P &HeurE o[ ve L
0} 0] S]}V % E}%E U ¢ ve 0 ¢« E PE}u% E ve [ ES ( SH O %
o[ voCe s}E}vibU }ve]es E E pv &S }1 Z «p S S]}v
cellule) dont la taille dépend de la densité environnante. Régsdensités sont fortes, plus
o[ & * OOMO * 8 % S]8 X ¢ euE S8 ES vel]S U v}ipu
e 0 8]}vv E o0+ ](( & v38e VIA pZ&E [}EP v]e §]}vU }v3 0+ oOpu*S

et surface des domaines avemteilleure précision.
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d Zv]<p u v3 % Eo v3U A] o[ v oCe s}E}v}bU vipue pdlo]e}
extraire les propriétés des domainés premier parametre est le facteur de densité moyenne,
qui doit étre égal & 1 pour les protéines individuellesao5 pour les clusters de récepteurs.
Kv }ve] & ]Jve] <u[pVv % E}S Jv ]v ]JA] p oo 1}]18 A} E pv vel:
a la moyenne des densités de[ ve udoe § S§S]}ve o[Ju P X > ¢ opes E- <l
doivent présenter une densitée signal cing fois supérieure a celle des récepteurs individuels.

Les deux autres parametres utilisés sont le nombre minimum et maximum de détections
% }UE }ve] E E <p o[} i 8} EA 3 uv % E}S ]Jv e+ po }u pv
établip E o[ v 0Ce+ ]Jv]3] 0 quEUD %%BE%BNZ ]v JA] p oo }]5 }vs v]
et 300 détections. Pour ne sélectionner que les clusters, le nombre minimum de détections
E <u]e S P o Jve (3] o u ] v o[]vS ve]stle hpmabré&E %0 S !
maximum de détections a été limité a 30000 détections, afin de ne pas sélectionner les
microspheres et nanodiamants qui ont une intensité généralement égale a 40000 détections
~JEE *%}v VvS pAE Oiill Ju P e <u]e » pEH WS04t SEHEVP]SE U
différents paramétres et seuils de détection nous permettent ainsi de sélectionner
spécifiquement des récepteurs uniques ou clusters de récepteurs

Elpue Alve ve pV % E u] E 3§ u%-e+ p3lole Juu E P]}ve
dendritiques entiéres et effectué les corrections des aberrations chromatiques avec des
images de microsphéres prises la méme semaine ou le méme mois que les expériences de

NdKZDX % @E « A}JE E }ve3Eu]s o[Ju P s}E}vibU o ( 8 pE
deiu o viu E u]v]upu S S]jve S$ 15 P o Jve (3] o u v
récepteur unigue, et le nombre maximum de détections était limité a 30000 détections. Basée
sur ces parametres, la médiane de la distance séparant les barycentrelusess des sous
unités GluAl et GIUA2 était de 90 nm.
88 AOMUE JEE *%}v u ] uSE [uv v v} }uejest E %o

donc trop imprécise pour déterminer avec certitude unearganisation.Nous avonsionc
cherché a améliorer notre métho [ v oC- (Jv [ pPuvs €& Vv}SE % E ]-
localisation. Pour cela, nous avons revu deux étapes importantes de notre an@jys@riger
les aberrations chromatiques de maniéere plus précise grace a des images de microspheres
prises le méme joukp o[ A% E] v ANdKZDU S viv % ¢ o ulu e« u |
utjeU S ~]]e ee]v E < &E P]}ve []JvS E!S U4 %oOpu*s B E} Z e }
et GIUA2 cdocalisés, et non pas autour des épines dendritiques entieres qui peuvent contenir
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des clusters des deux seusv]$ ¢ ¢ ve <u[]o «loedlséss Grice a ces améliorations,
nous avons pu atteindre une distanpeésentant un maximum a 50 nm, et ungédiane de

64,1 +F 3,9nm, améliorant ainsi notre précision de-taxalisation dgres de30%(Figure29).

Figure29. Mesure de la précision de docalisation. Les distances sont mesurées entre les
barycentres des clusters des samtés GIuAl et GIuA2 des récepteurs AMPA. La médiane de
ces distances est de 64(33,9 nm.
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Apres avoir optimisé les corrections optiques et la sélection des clusters, nonss

sonmmes intéressés a la qualité des détections. Le but était de ne choisir que les détections les
plus intenses afin de ne pas créer de bruit dans la localisation de nos clusters en introduisant
des détections mal localiséedous avons pour cela utilisé ufitre de détection basé sur la

<u 0]S o[ ipH*S u vS P pee] Vv % Eu SS vS o pE o} e S]l}v ]Jv
parametreest compris entre 0 et 1, et croit avec la qualité de corrélation entre le signal de
fluorescence et la fonction gaussienthe seuil du &ltre Chi2» a été fixé entre 0,7 et 1, afin

[ oJu]l]v E S}usS » 0 - § S]}ve Ulto HO * PV]<H » <pu] V. %o@E * V¢

JEE o 3]}v A pv (}v 8]}v P pee] vv X ]Jve]U 69 . S S]}ve
les sousunitée 'op Te S 06i9 . § S]}ve [ 0o £ 0006-unites@luALlYS 0 ¢ <}
ont été conservées. Cependant, malgré cette sélection de détections de molécules uniques
intenses, la distance mesurée entre les sangés clusters deGIuAl et GIuA2 est restée
inchangée, avec une médiane dé,6 ++ 3,9 nm (Figure30). (JoS&E § S]}v v[ }v
pas été conservé pour la suite des analyse<E ]o Vv[ u O]}E % * 0 % & ]e*]}v

localisation mais alourdit fortement les analyses
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Figure30. Utilisation du filtre Chi2 pour la précision de docalisation. Toutes les détections

de molécules uniques ayant un coefficient Chi2 compris entre 0,7 et 1 ont été conservées,
représentant(A) N6 9 . S S]}ve [ o (E91%idesSS S]}ve [ 0 A) 000X
>[pus]o]e §]}v (JoSE& vVv[ % ¢ u-locHigatiomde%susnited BIUAL }

et GIuA2, qui est maintenue a 64 nm.
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5. Mesure des distances entre les clusters des récepteurs AMPA et NMDA

Deprécédents travauxTang et al., 2016; Haas et al., 2038)S u}vSE& «u[]Jo A]+S ]8§

alignement entre la préet la postsynapse, ou les sites delargage du glutamate faisaient
face aux domaines deécepteurs AMPA, formant des structures appeléesrocolonnes.
Cependant, il manque encore a cette vue globale de la synapse une caractérisation précise de
la position des récepteurs au glutamates lans par rapport aux autres au sein de la post
synapse. |ve]U % & * 0[} S vS]}v ¢ % E}%E&] S « [}EP v]e S]}v -
des clusters, et une caractérisation de notre précision déocalisation, nous nous sommes
intéresseés a la corganisation des clusters des récepteurs AMPA et NMDA. Ces deux protéines

C v pv E€0 Ui WE ve o SE veul]ee]}Vv *CV %S]<pu Popus u § &
une vision plus large de leur narjogEP v]e S]}vU (]v u] HAE }u%e@®sv E o
occupent au sein de la pesynapse, mais également leurs positionsavigs de la densité
post-synaptiqueet surtout de pouvoir prévoir leur activation respective lors de relargage de

glutamate.

Grace a des expériences de dSTORMWReurs etlesystu [ v oCe  -d€Bdus, ]
nous avons regardé la @rganisation des récepteurs AMPA et NMDA.

Yu o] 8]A u v3U i[} » EA <}uA v3 pv E % E3Edrdu « opes
cluster des NMDAdRun peu en collier de perle. Il est difficile deirdenent situer les clusters
de NMDARs par rapport a la PSD, il faudrait pour cela déterminer lsommnisation
PSD95/NMDAR paxemple. Cependant, nous savons que les stusters de PSB5, qui
§v vd <[ 0]PVv E A o0 « sAMPARsG™ putdt sur les pourtours de la PSD
(Nair et al.,, 2013)De plus, certains papiers de microscopie électronique reportent une
organisation centrale de®cepteurs NMDA.

Quantitativement, cette norsuperposition entre les clustedes AMPAR et NMDAR

S }v(]CEu % ENooig avoaaind{ pumesurerque la distance médiane séparant

les barycentres des clusters deésepteurs AMPA et NMDA est de 95,515 nm(Figure 31).
Notre précision de corganisation, issue du emarquage GIuAl/GluA2ant de 64,1 +/3,9

nm, ladistance de 9,5 vu v ][ e«SeWdeca de notre précision de pointée
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Figure 31. Mesure des distances entre les clustaiss récepteurs AMPA et NMDAes
distances sont mesurées entre les barycentres des clusters des deux récepteurs au sein des
épines dendritiques. La médiane de ces distances est dg3a55%nm.
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De maniére intéressante, la courbe de distribution desagices AMPAR/NMDAR ne suit

pas une distribution normale, qui refleterait une organisation moléculaire prédéfinie (test de

normalité: p < 0,000). Cette distribution en cloche, comprise entre 0 et 200 nm, est tres

étalée. Quelques hypotheses peuvent éuastulées:

- /o vV[C % (E «c<porgénigation pjus proche que4ii vuX 0 % }uEE ]S [ A%
% E pv (}JEuU [ &£ ope]}v VSE o0+ O0opeS E+X E}ue o Alve <
récepteurs AMPA sont trés compacts, ils contiennent 20 & 30 récepteudb nm de
diamétre dans un cluster de 80 nm de diametre. Il est possible que les deux types de
clusters ne puissent pas se superposer entierement pour des raisons stériques.

- Nous pouvons observer une phase quasiment de plateau dans la distributiondpsur

]*S$ v ¢ 00 VvS§ oi iAT vuX o }JV(]EWJEEUS0o]E Wdr§ «S v}iv
gue les domaines pourraient se distribuer presque aléatoirement sur la PSD. La mesure des
distributions des distances aléatoires de deux domaines devra étré&liséd et comparée
a la distribution obtenue ici afin de confirmer ou infirmer cette hypothese.

- La diminution progressive a partir de 150 nm doit surement étre liée a la taille de la PSD. Si
}JV %}e3pn0 su@E o § ]Joo [puv WA u}C vv ofi-8AEE}\ viN] &}V 8
nm de diametre, leurs barycentres ne peuvent étre distants de plus de 150 nm si un des

domaines est central.
© ZC%}8Z o« « JE 1] VvS v (A UuE [puv ]*3E] pus]}v <p *Ju vs

les uns par rapport aux autres, senlent restreints par des géenes stériques et la taille de la

PSD. Des simulations informatiques doivent étre réalisées afin de valider cette hypothese.
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Ill. COORGANISATION DESHREEURS AU GLUTAMBAKS UN
MODELE PATHOLOGIQUE

Une fois la cebrganisation ao|[ § $ * 0 § Gulv U i u sesule Jvs E --
physiologique de cette organisation. Pour cela, nous nous sommes intéressés aux
% ESUE 3]}ve %A vd (( 8 E 335 +3EU SUE 8]}v + E %3
Nous nous sommes naturellemieorientés versleSE}L 0 « U *% SE oji puS]eu ~
%o}uE&E pv PE V % ES [ VSE P& E * u o 0] * % ESUE S]}v
de la synapse (Neuroligin, NeunexPSD95, Shank, Homer, etc.).

Une des hypotheses déoubles du % S E dfages $eiudes mutations des
% E}}S Jve [ Z (pn P <8ematwationdes synapses qui pourrait étre due a
une mauvaisectivation degécepteurs au glutamate perméables au calcium de type NMDA
et mGIuR. Cette activité altéée en réponse au glutamate peut étre due soit a des
modifications de la composition des complexes des récepteurs (variation de la composition
des récepteurs ou des protéines partenaires associées), soit a une redistribution des

récepteurs, modifiantdur accessibilité au glutamate.
Afin de tester ces hypothéses, et plus particulierement la deuxiéme, je me suis inspirée

o[ Su }v. Ev+v}MEPov]4 S]}v ¢ E %S PEe P PopusS u S o[ $

transférer sur un modélde TSAssu de lasousexpression de la protéine Shank3.
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1. > e« u} o0 SE}Ip o0 Y% SE o[ uS]e-u

Les troubles du spectre de [lautisme (TSA) résultent d'anomalies du
neurodéveloppement. lls apparaissent d&niere précoce au cours de la petite enfance et
% Ee]eS VS o[ P HOS X > ¢ % Ee}vv ¢ SS JvS ¢ [ puS]eu = u
réactions sensorielles (auditives, visuelles, cutanées) particulieres. Elles présentent des
comportements répétitifgbalancements du corps, battements des mains, tournoiements),
auto-agressifs (se mordre les mains, se cogner la téte) ou inappropriés (pleurer ou rire sans

raison apparente).

Il est désormais établi qu'il s'agit de syndromes d'origine multifactorielks; ane forte
composante génétique. Etre un garcon et présenter des antécédents familiaux sont ainsi deux
( S puE- E]e<p E }vvpeX O V— /£ ouS % * O0[Ju%e}ES Vv
(neuroinflammation, virus, produits toxiques) durant la gresse mais leur nature exacte

n'est pas encore connue.

L'imagerie médicale a mis en évidence chez ces personnes des défauts de mise en place
et d'organisation de certains réseaux cérébraux spécialisés, dédiés a la communication sociale
et a un changementlu comportement en fonction de I'environnement. Plusieurs centaines
Pve }vs o[ 05§ E S]J}veuo }v ulE MV %oope PE Vv eue %o
] v8](] *U S uyv PE vV viuE [VSE PAE % ES] ]%o e (}&u §

connexions synaptiques.

> e Pveo]e pE Cv E}u ¢ uS]*S]<n ® %E&E » vS vS pv PE v
ve 0 ¢ J(( E v3 s l}ve p EA puX o VvSE v «p ulu <] of
constantes phénotypiques, de grandes variabilités & Eu ¢ []vS ve]S S 0 %E& -
phénotypes spécifiques freinent la caractérisation fine des effets des mutations. Chaque cas
est pour ainsi dire unique. Cependant, concernant les mutations affectant le fonctionnement
synaptique, il apparait quées phénotypes soient liés a des défauts de maturation de la
synapse, qui peuvent étre inversés au moins partiellement par une suractivation chimique des

récepteurs mGluRBariselli et al., 2016)

96



2. Z€o NZ VvIT ve 0 e SCE}Ip O M % SE o[ u8]-u

Parmi les mutations affectant les protéines qui structurent molécuta@et la synapse,
on retrouve le syndrome délétion 22q13.3, aussi appelé syndrome de Phelan McDermid, qui
est d0 a la délétion du locus g13.3 du chromosome 22, portant le géne SHANK3. Le syndrome
de Phelan McDermid, souvent associé aux troubles du speeti&agtisme, fut la premiére
pathologie associée au gene SHANKS identifiée chez des pdkdeian et al., 2001).e gene
N E<T ) MV % @EL}S Jv Plee vS luu pv h Z ( [}JE Z SE i Ve
densité postsynaptique. En effet, cette protéinst eomposée de cinq domaines impliqués
dans de nombreuses interactions protéipeotéine : le domaine ankyrine qui contacte
o[ §]lvuU o }lul]v MU o }lu]v W e cpu] }vs § '<-9Betuv % E)
ancrant les récepteurs AMPA et NMDA dans la membrane lipidique), la région riche en proline
qui se lie a mGIuR5 via Homer et le domaine SAM. Cette structure lui confere un réle central
Ve O A 0}% % u v3U o[}EP v]kBdrfonoipbanement]dE la sgnapse.
Nous nous sommes ainsi demandé si une pathologie colasteoubles du spectre de
o[ uS]-lice a des mutations dans des protéines impliguées dans la structuration
ulo po JE 0 *CV % U %}uA ]88 o[ /E%mgrtu p&@ une u}l]ve

désorganisation des protéines synaptigues.

Cette partie de mon projet de these a donc consisté a comprendre les effets de la
u} 1(1 S1}tv o[ A% E <°]}v 0 % E}S Jv ~Z vli suE O[}EP
glutamatergiques et sur la tramgssion synaptiqueMon hypothese de travail est que la
mutation des protéines synaptiques menant a un syndrome autistique tend a déstructurer
o[}E&P v]e §]}vU pn u}]ve % ES] oo u vsU e E %S pEes pn |
dysfonctionnement ou un manquesdnaturation synaptiqueAfin de tester cette hypothese,
]o S v e |CE }u% 0 E « § de |syperrésdllitiorP atdp
of] 0 SE}%ZCe*]}0o}P] X Vve pv % E u] E S U%*U i u eple }v vS
[uv «Z7~Z vIi -~ctipneidéhtigue a celle utilisée dangerpelli et al., 2011pu la
*UE A% E ]}V NZ vIT eu@E o[}EP v]e 8]}v S 0o E&€o0 (}v S]}vv
MAE § Zv]<p e yn ~dKZDU pW /Ed § [ enssiE }GardoiEris¢o}P] X
O[}EP v]e §]}vteurs MDA%Y%t mGIUuRS dans ces différentes doh]}ve [ A% E <]}V
de Shank3.
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3. Validation du modéle Shank3

(1v E 8§ E]* E o] (( 8 <u % pA vd A}E J(( & vie V]A

*UE O[}EP v]e S]}v ulo po JE 0 pe@vcobsistéla \alid®s CE modelE. S

e AHE% E]vV * [0 SE}%ZCe]}o}P] }vs S (]S veoO MS
fréquence, le decay time et le rise time des miniEPSCs des récepteurs(Rigiita32). Ces
expériences ont été faites dans trois conditions différentes, ou les neurones ont été
transfectés avec de la GFP soluble (condition contrble), @avesbShank3 afin de diminuer le
S WAE [ A % E -++]}v Shaok3%t aBé defniere condition oueBitk3 était surexprime.
> JveSEWN 8]}v [ E pn «Z”AZ vli <5 o ulu p3lo]e «p oo A
o[ ES]Verpellietal., 2011

Les mesures électrophysiologiques révelent une amplitude (moyenn&HBEM) des
miniEPSCs de 11,569 pA en condiain contrdle, de 8,3 +/0,6 pA avec le $hank3 et de
110+13pA A 0 *pE A% E <]}V NZ vIiX > J(( & v [ U%0]3|
contréle et le shShank3 est fortement significative (p = 0,00&)r ce qui est de la fréquence,
elle est @ 5,5 Hz en condition contrdle, 3,2 Hz avec le shShank3 et 7,0 Hz avec la surexpression

NZ VITX > 1(( & v vS E e SE}]e }v ]S]}ve V[ ¢S %o ¢ ¢]PV]
miniEPSCs est égal & 0ns en condition contréle et a 0,4ns avec le sh@nk3 et la
UE A% E ]}V NZ vITX 1o vI[C %o e 1(( Econditioh® OE(] S]A
o u!'u ( }vU Jo v[C %o - J((E v « pvVv]A p u C $]Ju ~o

avec respectivement le contréle, le shShaek® surepression de Shank3).

> }veSEHW S]}v [ E «Z~Z vlIi }v. % }pE }ve <pg v ]u
O[ u%o0]Su e ujv] WH o e E %S HME+* DW U ¢ ve %}upE ps
significative leur fréquence, rise time et dedaye. Cela indique une potentielle diminution
du nombre de récepteurs AMPA a la synapse ou une désorganisation moléculaire, mais une
préservation du nombre de synapses (reflété par la fréquence) et de la composition du
complexedesAMPARs (reflété par lesnétiques des courants). Une diminution similaire de
o[ u%o0]3u e JUE v3e u]v] SPE - i & } e EA epuE 0 ¢ vV
diminution ou une suppression de la protéine Sha(\8rpelli et al., 2011; Shcheglovitov et
al., 2013)
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Figure32. Mesure des courants mEPSCs des récepteurs AMPAz [AM %00]SH  Uu}C vv 8§
de 11,5G0,9 pA en condition contrdle, 830,6 pA avec le shShank3 et 1131,3 pA avec
Shank3 surexprimé. La différence entre la condition contréle et le shShank3 est significative (t
test : p = 0,0050)B) La fréquence moyemrnest de 5,5G1,0 Hz en condition contréle, 3@
0,8 Hz avec le shShank3 et 1Q,9 Hz avec Shank3 surexprimé. La différence entre ces trois

v ]8]}ve V[ 8 %o e+ ¢]PV](] 3]A (EReFisedinw mayeh ast0B0,03 Xis
en conditioncontréle, 0,4G0,01 ms avec le shShank3 et @8,01 avec Shank3 surexprimé.
> ](( & v vsSE e SE}]e }v 18]}ve V[ *8 %o o (g pcay]A ~3 &
time moyen est de 4,%0,7 ms en condition contréle, 530,6 avec le shfank3 et 4,1G0,9

A AZ vli spE A% EJu X > J(( E v vsSE e SCE}]e }v IS]}ve
p =0,7041).
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4. S orgdnisation des récepteurs au glutamate dans un modeéle

[ uS]-u
a. Nanocorganisation des récepteurs AMPA

Nous savons maintenant ques récepteurs AMPA sont organisés en sstngctures
fonctionnelles nommées nanodomainésukata et al., 2013; MacGillavry et al., 2013; Nair et
al., 2013X hv Julvus]}v o[ u%o0]Spu o & %}ve ulv] SHE '
shShank3 esexprimé peut, au vu de cette structuration moléculaire, étre liée a trois
phénomenes (i) une déplétion des nanodomaines en récepteurs AMPA, (ii) un changement
de la structure de ces domaines, ou (iii) un désalignement de ces domairegivides sites
de libération présynaptiques du glutamate comme cela a été observé avec certains mutants

de la NeuroligindHaas et al., 2018)

La caractérisation o[}E&P v]e S]}v ¢ E %S pEe+ DW o[ Z oo v
MV u} o [ uS]eu réalise en utilisant les techniques de supésolution
précédemment décrite un immunomarquage des récepteurs AMPA sur neurones vivants,
des expériences de dSRMsur neurones fixést une analyse des images de sup&solution
avec le logiciel MetaMorplCes expériences ont été réalisées dans trois conditions différentes
[ A% E <]}V 0 %o (E bBe Jaonditign \cbhtréle ou seule la GFP soluble est
exprimée dans les neurones, une deuxieme condition ou le shShank3 est exprimé, et une

troisieme condition ou Shank3 est surexprimé.

Ve UV % E u] E 8§ u% U o[} « EA 8]}v <+ v HE}IV » Vv %](c
modification phénotypique des épines dendrifige Vv (}v S]J}v WM S UWAE [ Ao E <
Shank3(Figure33). v (( 83U o[ £% E *¢]}v u «Z~Z vli Jv pl]8 Z 1 o =
allongée de type &lopode», semblable a une forme immature de protrusions, alors que la
surexpression de Shank3 favorise uéveloppement rapide des épines qui sont trés

viu E He *U %ope 0o EP « § EE}V ] * <u[ v mpghicdppy }vSE€0 U

o[ Z oo vviuSE]J<pHh U 0 ¢ %E}RE] S+ [}EP v]e S]}vVv .

condition contrble sont les mémes que lesl montrées préecédemmentune moyenne de
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19,1 ++ 0,6 récepteurs par nanodomaine. Ces valeurs restent inchangées avec le shShank3
(23,4 ++1,0) ou la surexpression de Shank3 (23;®:9). Ces résultats restent préliminaires,

u le ¢[]Joe « }vil pEEaLintéBegsant de comprendre comment des synapses ayant des
nanodomaines contenant le méme nombre de récepteurs peuvent avoir des intensités de
miniatures plus faibles. Les seules expériences ayant déja montré ce phénotype sont celles
réalisées sur mutants de Neuroligine, entrainant un désalignement entre la giré&a post

synapse.

La comparaison de la taille des nanodomaines quant a elle révele une augmentation
«]Pv](] 3]A o}E- 0 *UE A% E ]}V NZ VvhilUedlhzéidEe <pu[ 1 M\
avec le shShank3ne augmentation de la taille des domaines sans variation du nombre de
E %S HE- }u o[ u%o0]Spu e }UE vSe u]v] SUE  }VS [
surexpression de PSI» et/ou de Neuroligia. || semblerait que cela doid0 a des

Z VP u v3e [}EP v]e 8]}v ee | (]G UL W[ IWSE WAVE %o o u} 1(]

fonctionnelks.
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Figure33. Nano-organisation des recepteurs AMPA dans differentegv [S]}ve [ A% E ]}V
de Shank3. (AlLes expériences de dSTORM montrent une organisatichamaogene des

AMPAR au sein des épines dendritiques dans les trois condiiip@s observe une moyenne

de 19,1 GO0,6 récepteurs par clusters dans la conditontrole, 23,4G1,0 pour le shShank3

et 236 GIUOG <p v "Z vli 8 suE A% E]Ju X > 1(( & v vSE .
significative.(C)Les nanodomaines ont un diamétre de 97432,7 nm en condition contréle,

93,9 G3,0 nm avec le shShank3 et 1®9G3,6 nm avec la surexpression de Shank3. La
différence entre la condition contrble et la surexpression de Shank3 est significative (p =
0,0129).
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b. Dynamique des récepteurs AMPA

La mobilité des récepteurs AMPA a également été étudiée grace a la techhique
UPAINT. Les résultats de ces expériences montrent que dans la condition ou les neurones
% E]Ju vS§ o0 <Z"Z vIiU o u} ]Jo]s e E %S HPEe+ DW V[ *S %o -
<U 0 O}P~ e 5 0 ulu «u[ v }Figerep9). Der BIGE foproportion de

récepteurs mobiles par rapport aux récepteurs immobiles reste inchangée.

Figure34. D} ]o]S e E %S puE+e DW ve J(( & vS ¢ }v ]S]}ve
Shank3. (A)Les récepteurs AMPA présentent ecomportement mobile (log (D) 2,6) et

immobile (log (D) =iUTe v }v ]S]}v }vSEE€o0 § A o] ABplda «<]}v
proportion moyenne de récepteurs mobiles est de & % en condition contrble et de 38,9

GiU6 9 A o A% E wiX > «ZNZE v vEE e HUAE }Vv ]8]}ve
significative (t test : p = 0,6255).

Ces résultats montrent donc que la naomanisation et la mobilité des récepteurs
DW Vv ¢}vS % ¢ & *S]<p u vsS u} J(] * % €E ]J(( & vSe S uAE [ #
NZ VITX % v vSU o[ u%o]Su 0 HE-* ulJv] WA « o Alls Julvp
oZNZ viIi S A% E]Ju X S$S Julvpus]liv [ u%o]sSpu e JUE vS-el
propriétés des nanodomaines, pourrait étre expliquée par un désalignement des récepteurs

AMPA visa-vis de la présynapse et dite de relargage du glutamate.
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c. Nano-organisation des récepteurs NMDA

> ¢ % E}% E] S ¢ [}EP v]e §]}v e E %S pEe+ ED }vs §
dSTORM dans les trois mémes conditions que les récepteurs Ald®Aeurones exprient
la GFP soluble, le shShank3 ou surexpriment Shank3v o C e Ju P erésolufidhe &
avec le logiciel MetaMorph révele une modification du nombre de récepteurs NMDA par épine
dendritique par rapport a la condition contro(€igure35). En effet, ily a en moyenne 33,8
+/- 3,5 récepteurs NMDA par é@pe dendritique en condition contrble (ce qui a déja été
} o EA % E uu vS8eU o0}E-* <u[}6,1lorsquedde ShShahkB est exprimé,
et 54,2 +£ 4,2 lorsque Shank3 est surexprimé. Les différences entre la condition contrdle et le
shShank3 (p 0,0235) et entre la condition contrdle et la surexpression de SharkB,(jD88)

sont significatives.

e E *p0S Se Vv}ipe UulvsSE vS }v  <P[pV MPu vsS S]}v }u MV

[ A% E <]}V 0 % ®E&}S Jv ~"Z vli ve 0 ¢ v UE[}URU VS%EEPGE 1}
nombre de récepteurs NMDA dans les épines dendritiques. Comme une de nos hypothéses

oS <u O] £% E e*]J}v W *Z~Z vIi u ]JvS] v8 0 *CV %o-° MV 8§
penchée sur la littérature traitant des récepteurs NMDA pendantdeetbppement. Si le
*A]8 Z VSE 'OopnET & 'OpET 3 }v uu vs§ EJSU i v[] E] v
nombre de récepteurs et entre autre le nombre de GluN1-ilFsbssible que les synapses
immatures tendent a sdaccumuler les NMDARS que la quatité supérieure de sousnités
GIuN1l dans notre modélde SGE}H 0 ¢ H *% SE soit dje asynr wetard de

développement? Cette hypothése dearétre étudiée plus en détails.
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Figure35.Nano-}EP v]e S]}v e« E %S p&Ee+ ED ve ](( & vS « }v ]8]
de Shank3(A) Les expériences de dSTORM montrent une organisatichamaogéene des

NMDAR au sein des épines dendritiques dans les trois condiBpO@s observe une moyenne

de 34,0 G3,5 récepteurs par clusters dans la condition contréle, ®63L pour le shShank3

et 54,2 G4,2 quand Shank3 est surexprimé. Les différences entre la condition contrle et le
shShank3 (p = 0,0235) et la surexpress®ldank3 (p = 0,0088) sont significatives.
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d. Nancorganisation des récepteurs mGIuR5

De la méme maniere que les récepteurs AMPA et NMBAanceorganisation des
E %S HWEe u'opZi § 1}« EA ve 0 « SE}]* }v ]8]}ve Hn 5 pA
avec la technique du dSTORM. Ces expériences nous montrent une diminution du nombre de
récepteurs mGIuRS5 par épine dendritique lorsque ISI&Nk3 est exprimé dans les neurones
(Figure 36). En effet, on observe une moyenne de 66 récepteurs par épine dendritique en
condition controle et 43 récepteurs avec le shShank3, ce qui est une difféerence hautement
significative (p = 0,0001). Dans la condition ou Shank3 est surexprimé, on trouve umamoye

de 60 récepteurs par épine, ce qui est gaine a la condition controle.

Jve]l]U 0}Ees<u 0 S UAE [ A% E ]}V NZ vt eSS Jv( E] HE
augmentation du nombre de récepteurs NMDA et une diminution des mGIuR5 au sein des
épines dendritiques qui présentent un phénotype efilegpode iU 0} Ee* <pu[pv *uE A % E
de Shank3 entraine une augmentation du nombre de récepteurs NMDA dans les épines qui

ont une maphologie de type «anushroomy.

Cette étude est préliminaire et la emwganisation de ces trois protéines devra étre
étudiée. De plus, des expériences complémentaires afin de comparer le contenu synaptique
des neurones déplétés en Shank3 avec des synapses immatures devront étre réalisées afin de
§ 8§ (E 0[ZC % }SZ - ité synddtigue PaudEnotre modelde troubles du spectre de

o[ uS]eu

106



Figure 36. Nano-organisation des récepteurs mGIuR5 dans différentes conditions

[ A% E ]}V N ZLed expériences de dSTORM montrent une organisation
homogéene des mGIuR5 au sein des épines dendritiques dans les trois cofBi@msbserve
une moyenne de 70,%3,4 récepteurs par épines dans la condition controle, £2(8 pour
le shShank3 et 76,%5,9 quand Shank3 est surexprimé. La différence entre la condition
contrble et le shShank3 est significative (p = 0,0001).
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DISCUSSIGN PERSPECTIVES
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Au cours de mon projet de thése, je me suis intéressée a iargamisation
nanoscopique des récepteurs glutamatergiques po§tv %o S]<u X "u]Ss 0 % E}% P
%}S vS] o [ S]iv ve pve@Vut IV« oddEO[ A} CS}e « A corgepo ¢ «Cv
puv PE ] vs Pous u § Ve 0 (vS *CV %S]<pu X > Je%}v] ]o]S
pas la méme pour tous les récepteurs glutamatergiques situés a la surface de la membrane
plasmique possynaptique. Les travaux déair et al., 2013effectués au sein de mon équipe

[ p]oU }vs % Eu]- E& 3 E]- -Gegamisatipn]dekIéceptenrs AMPA
a la postsynapse. Les résultats obtenus ont révélé des échanges de récepteurs par simple
diffusion entre sites synaptiques et sites exttygnaptiques, ayant un réle physiologique
important dans la fidélité de la transmission synaptique rapide. De plus, il a ét@éndinune
organisation en nanodomaines de 80 nm de diametre des récepteurs AMPA au niveau de la
densité postsynaptique. La combinaison de ces deux phénoménes favorise les variations
rapides de la densité de récepteurs présente face aux sites de libédigiutamate et les
échanges rapides de récepteurs AMPA entre deux libérations, modulant ainsi la réponse de la
postsynapse a une stimulation pigynaptique.

Cette caractérisation souléve alors la question pour les autres récepteurs
glutamatergiques qusont les récepteurs NMDA, ayant une affinité plus importante que les
AMPARSs pour le glutamate, et les récepteurs mGluRs pour lesquels il est expérimentalement
SE « ]1((] ]Jo u uE E o[ 38]A]S3 0 S E]«prganisation des]sU S

réecepteurs AMPA, NMDA et mGIuRS5 revient & définir leurs propriétés dermiionnement.

Il a été pour cela nécessaire de développer plusieurs outils méthodologiques afin de
}VSIHUEYVY E 0 ¢« oJu]S ¢ A% EJu vS 0 ¢ JuWoele ¢ % ®Edees S ZV]«
superrésolution multt }po pE-e ]Jv ul]s e %Z Viu v ¢ }%S]<Hh o <hu] v e
JEE]P U [ uS vS %oophe %o }pE& pv S of] Z oo v v}iu SE]<Hu >
rencontrées a ainsi été de corriger les aberrations chromatiques,@héne non linéaire et
A E] 0o P IHE* H S u%e*X %E  A}E }%3]u]e 88 35 % U o
précision de cdocalisation qui pouvait étre atteinte dans nos conditions expérimentales.
Cette caractéristique a été établie en mesurées distances séparant les clusters des sous
unités GIuAl et GIuA2 des récepteurs AMPA, nous permettant de définir une distance

correspondant a 100% de -¢ocalisation, propre a nos conditions expérimentales.
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Au cours de ma these, les progres technolqgia (E 0] ¢ u[}vS % Eu]- o}
o[ 8 <00« E %3 pE. DW U ED $ u'opzZAU [puv 11 ]v
guelques dizaines de nanomeétres pres au sein des synapses. Ainsi, mes résultats reposent
essentiellement sur le suivi individudes récepteurs sur des neurones en culture grace a deux
§ Zv]<u o [Ju P € }résolutiprielé@loppées ces dix dernieres anndesdSTORM
et le UPAINT. Les résultats obtenus nous permettent de coupler des informations sur
o[} EP v]e §]}wpiqueveteda}mobilité de ces récepteurs, nous apportant une nouvelle

Ale]}v O[}EP v]e+ S-Fynmapse exciratiies.

SE A E+u-+*3SE A pkE E ZEZUpvezZu Pv Eo [}EF

proposé par les travaux précédents sessi@e(Figure 37.

Figure37. Modele de synapse glutamatergiquées récepteurs NMDA forment des clus
de 15 a 20 récepteurs. lIs ont tendance a étre entourés par les récepteurs AMPA, «
accumulés en clusters de 20 @ ®Ecepteurs, positionnés assez aléatoirementwis de
clusters de NMDA. Les récepteurs mGIUR5 ne sont pas clusterisés et ont tendan
exclus des zones enrichies en récepteurs AMPA.
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Nous savons depuis quelques années que les AMPARs sonipégren clusters co
organisés avec les sites de libération du glutamate. Nous observons en moyenne deux
nanodomaines par synapse (un de 25 récepteairan de 10 récepteurs envirdnsignifiant
potentiellement plusieurs sites de libération. te-organisation prépostsynaptique a été
révélée initialement grace au marquage de P5et RIM puis des AMPARSs et RIM. Le réle
fonctionnel de RIM est, entre autre, de lier les canaux calciques veltagendant a la zone

§]A X > u@E I}v [ vadoncaléSiniyles zones de forte concentration de CaV. Des
travaux de microscopie électronique ont démontrés que les localisations des sites de fusion

e« A sl po e 38]1VvsS VE] Z]+ ve pv lI}v [ VAJE}v iii vu

[ pupo S]}v , méms si des fusions plus distantes sont possibles. Ces expériences
u}vsE& vs <uf]Jo v[C *UHE U VS % ¢ UV % E( ]S o0]Pv u vs VvsSE
AMPA et les sites de relargage, mais plutbt uneoiganisation moléculaire prpost
synaptique qutend a augmenter la probabilité de libération du glutamate dans les 50 a 100
vu VA]JE}vv v8 0« Op+*3 E+ [ DW ZeX « E vse SE A u£kE
Neuroligine avec son partenaire la Neurexine comme un des potentiels liens entre les
nanodmaines possynaptiques et la zone active.

v § EGu « [ ((] 18 0 SE& veul]ee]}v *CV %S]<pn U S o]
importance majeure au vu de la relativement faible affinité des AMPARS pour le glutamate.
En effet, un désalignement de quelques thesde nanometres de cette organisation affecte
v}S 0 uvVvS o[ u%o]sSpu o E %blpas et als, 201 8) eBteintéressant de
noter que la famille protéique permettant le piégeage des AMPdd&s les domaines (TARPS)
augmente de maniere concomitante leur affinité pour le glutamate, entrainant une

}%&Jule §]}v. o (1& &]}v § }v o[ 3]A &]}v ¢ DW Ze 0[]V

Les récepteurs au NMDA, de par leur affinité 100 fois supérieure pour le glutamate, ne
sont pas soumis a la méme nécessité de clusterisation et @egamisation avec les sites de
0] & 3]}v p Popd u s X /o 5 }v epu@E% ES\VAMRBARS, #s}3@ht <u[ o]
regroupés en sousopes Ee+ [ VA]JE}v iii vprés Jdeb006 dés NMDARs
synaptiques. En comparaison, ils sont méme plus clusterisés que les récepteurs AMPA. Cela
se voit nettement en dSTORM ou les AMPARSs présentent une distrildiffiose et presque

homogéene en dehors des clusters alors que la synapse est quasiment vide de NMDARs en
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dehors de leurs domaines. Quelles hypotheses fonctionnelles@edidire concernant cette
organisation nanométrigue des NMDARSs

d}pus [ }E U es de &qprganisation avec les AMPARs montrent que les
tu Jv e [ DW Z+« § ED Ze« v «locdlisé€sy méme si certains
Z ApZuvseeolvd} e EA 0°+X 0o E Ao pv 1(( E v Ve O}
de ces domaines. Une des hypothésst que les NMDARS ne se regroupent pas autour des
mémes protéines [ Z <]}vU § o JUA ES E v§ o (uJ]oo o >77
localisation assez central€hamma et al., 2016ffre un candidat sérieux a cette organisation
des NMDARs. De mané intéressante, des résultats préliminaires obtemmsmicroscopie
électronique, en collaboration avec Shigeki Watanabe, ont démontré une localisation centrale

s ED Ze¢ p& 0o W™ o0}Ees ¢<p 0 OH*S E* [ DW Ze ¢ u 0 VS %
S8 Ev] E X >[ ve u O « }vv essipuen ¥%hdéma général @k les
NMDARs sont regroupés assez centralement au niveau de la PSD, potentiellement autour des
%o E}S Jv e [ Z ]}V o (u]oo e >727ZdDX > (& S o WM U
*3 JE % E pv }p  pAE dgicedt f@e alx Dsterse«de C&A] o[]vsd E 3]}v
NeurexineE pE&}o]P]v X >}E- of] EE]A [MV %}S vS§] o [ S]}vuU
CaV crée un gradient local favorisant la fusion des vésicules au glutamate dans la proche
périphérie du complee transsynaptique AMPARIeuroligineNeurexineRIM-CaV. Le cluster
de NMDARs adjacent aura acces, au vu de son importante affinité, a une quantité suffisante
de glutamate pour étre significativement activé, nonobstant la disponibilité emgomiste et
le non-blocage par le M.

Le rble physiologique du regroupement des NMDARSs est questionnable. En effet, il est
%0}ee] O <pu 0 u JvsS] v M e ]V 0 *CV % [MV %}}O ED Ze- u}
Y, §]A 3]}v <Julo ]E e E EpusEVU iv] oJiodPv o E£€o .

Ve 0 *3EMN SPUE §]}v 0 *CV %+ U A] « « JvE8 E S§]}ve A o
actinine, la CAMKII, etc. De plus, de nombreuses études montrent que les synapses
silencieuses ne présentent pas, dural@ développement, de courants AMPA mais
uniguement des courants NMDA. Nous pouvons imaginer que ce cluster de NMDARs se forme
SE » 3€3 ve 0 A 0}% % U VS *CV %3]<p & « ES [v E ~ A
associées) a la structuration initiale th synapse, les récepteurs AMPA ne venant se greffer

gue plus tardivement autour de ce point source de calcium.
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Enfin, mes résultats montrent que les récepteurs mGIuR5 étaient fortement mobiles, et
peu clusterisés dans la synapse. Cette organisatibarepartie contreintuitive, sachant que
O°*uuE- o (u]Joo ,}u & (}J&u vs o[ Z(pun P * U-OMZA M
O %}uE& o0 ¢« DW ZeU i u[ SS Vv ] MV *SCEMU SPE S]}v }u% S
PSD. Nous devons bémoliser nos conchsstcar nos expériences de mobilité portent sur des
récepteurs surexprimés, pouvant donc favoriser le pool de récepteurs mobiles. Cependant, les
expériences de dSTORM, bien que sur cellules fixées, sont réalisées sur des récepteurs
endogenes et révelent wndistribution homogéne et éparse des mGIuR5, soutenant une
absence de structuration de ces derniers au sein de la synapse.

Les mGIuRb5, de par leur réle métabotropique, nécessitent-paetune activation sur
o[]Jvs PE o0]S 0 *CVv % envilon@nbet oo pds un&activation fine au sein

o WA X (]v Ju% E v E o0 PE E€0 % E&E ] o] Z oo u}lo W

le produit de leur activation (sousités rU t 8esvprotéines G) afin de déterminer la
localisation @ leur cible (diffuse ou concentrée).

Afin de répondre a ces questions, nous travaillons avec Tom Bartol et Terrence
Sejnowski pour construire un modéle informatique prédictif et étudier le rble de {a co
organisation et de la mobilité des différents récepts au glutamate sur les cinétiques et

o[ u%o]Spu 0 E %}ve *eCV %S]<n X

Cette co-organisation des récepteurs glutamatéyges au sein de la posynapse
permet de délivrer un signalcalcique, électrique, etc.rohérent et interprétable par
o[ ve la des protéines synaptiques(]v [ A}JE pv &E Ppo 3]}v (]v 0 %o0ZC
synapseNous%o} uA}ve 0}Ee vipge u Vv E <p 0 % U3 !ISE o[]Ju% § [p
organisation structurale sur le fonctionnement synaptique. Pour répondreta geestion, je
u op]e Jvd E «o MV u} o SE}N 0 udled]cp « suE o A E
% E}S v [ Z(p P ~Z vliX >[pd]o]e §]}v -et-déjd des E A o
modifications morphologiques des épines dendritiques dépendantp V]IA pu [ A% E ]}
de Shank3. En effet, les épines dendritiques présentent un phénotypdilepede » lorsque
NZ VIT 8 E % E]Ju U 0} Ee <u[ 00 * %o E < vImushroom» IDfSEB6 Z} 0} P ]
Shank3 est surexprimé. De plus, les résuli@atsliminaires des expériences de dSTORM
montrent une augmentation de la quantité des récepteurs NMDA et une diminution des
E %S HUEes u'opZn Ve 0 ¢ *CV % » 0}Ee*<y oOf}v Jul]vp o S W,
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}v }u]sS uu vsSU puv MPu v$ S]kion de dhafik®Bo. €Btraine seulement une
augmentation de la quantité des NMBAsynaptiques. Il est intéressant de constater que
O[}EP v]e S]}v e+ DW Ze E ¢S ]|v Z VP % }pE o[ Ve U O LI VY
diminution significative des courants AMRSst observée lors de la répression de Shank3. Cet
effet sur les courargsAMPA a déja été reporté et commenté dans la littérature. Méme si les
NZ VI}% S$Z] e ceuovsS (( S E E Puo] E uvs o E %}ve *CV %S
effet reproductibleen fonction des modéles et des synapses (IPSC, souris KO, cellules en

HOSUE U § XeU euyPP & vS <pu o0 & Pupo S]}v e DW Zs v][ o
responsable des syndromes autistiques liés a Shank3, maisépeuplutbt un effet
secondairet*pn [pv 0S8 E S]}v 0 %eR<la Matgaton)-sgnaptiue.

Suite a ces premiers résultats, il est nécessaire de caractériseroi@aoisation des
E %S pE+s pnu PopsS u s Ve u} o U (]v (JVIE % E ]-
modification structurelle de la PSD sur leur organisation au sein de la synapse mais aussi vis
avis de la preeCv % U (]Jv [ Vv H]E o *}EP v]e 8]}v (}v S]}vv
modele de troubles autistiques.

Par ailleurs, un des réles supposés despémars mGluR5 est de favoriser la maturation
synaptique. La déplétion des récepteurs mGIuR5 synaptiques observée lors de la diminution

Of A% E <]}V NZ VIT %o luEE ]S A %O0]<yu & O[] %% E VS U Vv
de ces synapses. Afin de validmtte hypothése, nous pourrions comparer des synapses
Juu SUE - * oCV % * C V3 uv viIA pu [ E% E ]}V NZ vIio v}
leurs propriétés quant a la composition de la densité pystaptique et les propriétés

[JEP v]e §]}v CE o0 hBpuE* PopusS u § EPJ<u X %00 eU o[]ve
décrites dansVerpelli et al., 2011nous pou®E E]}ve (}E E Z]Jul<p u v8 o[ S]A
MGIURS pourvoi*] 0 HE *pE S]A 3]}v 8 eu((]* v3 %}uE }VEE oV
sur la maturation synaptique. Méme si cette étude sur les modéles de troubles du spectre
autistique reste préliminae, elle ouvre néanmoins des pistes de réflexion sur le role de la co

organisation et de la cactivation des récepteurs au glutamate dans un modele autistique.

>[ u &P v * § Zv]cpu-résolutiop,%ouE a donné acces a une nouvelle
compréhensin du fonctionnement intime de la synapse. Ces travaux se sont initialement
focalisés sur le réle de la namoganisation des récepteurs AMPA et de sa protéine

[ Z (H P % E]V-9% abn d&/ Comprendre comment sa clusterisation et son

114



positionnenent visa-vis des zones $]A ¢ % Eu 35 ] v8 pv }%3]ule §]}v oL
glutamate(MacGillavry et al., 2013; Nair et al., 2013; Tang et al., 2016; Haas et al., R018)

travers mes travaux de these, je me suis intéresaépositionnement des deux autres types
majoritaires de récepteurs au glutamate, I®&8VIDARs et les mGIuRs. Il serait encore

% E u SUE E e+« E pv *+ Zu P v Eo [ S]A &]}v - &
nombreuses inconnues, comme (i) la disponibilit¢ desgonistes des NMDARs qui peut
fortement réguler leur activation, (ii) lesnétiques de déplétion de glutamate autour de la

synapse par les transporteurs, qui au vu de la distribution homogéene des mGIuRs, va

§ Eulv € o pE Vv]A p [ $]A idjedtibidd JesonGIRS @&d. p &

/o S ]Jvs (E ¢+ VvS§ |l&ljcFat@ire « pdrt@ines réponses physiologiques

Juu o >d % MA v3 ISE ]Jv ul8 e Jv ](( E uu v3 % E o[ S3]A
ED Ze ¢}]S e u'opZeX > o EGP ]J(( & v [JEP v]e S]}v u}lo poO
ces deux types de récepteur§go]Pv o0 HE Jv % ]85 U o}Ee [uv o] E S§]}v
glutamate, de créer des réponses similaires. La base de mes travaux permettra donc de

% E ]J]E U A] pv u} o Jv(}EuU 8]<p U o« vIA p&E [ 38]A 3]}v
glutamate en faction du profil de décharge de la ps§napse faisant face et de celles
VAJEIVV V8 oX ¢ % E ] 8]}ve % }pEE}IVSE v(]v % Eu $3CE 3§ E
o[ oS E S]}v -JEPW)} S]}vU o} E- % $Z}0}P] ¢ }uu O p¢

fonctionnenent synaptique.
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