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Résumé 

L’apprentissage et la mémoire se fondent sur les événements de plasticité synaptique lors 
desquels le neurone module l’efficacité de la transmission synaptique. Ces événements 
nécessitent un contrôle spatial et temporel strict du nombre de récepteurs AMPA (alpha-
amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate : AMPAR) à la membrane plasmique (MP) 
post-synaptique et plus particulièrement à la synapse. Ce contrôle est un réel challenge pour 
les neurones chez lesquels une synapse peut être localisée à des centaines de micromètres 
du corps cellulaire et du noyau où les gènes sont transcrits. Le trafic et la localisation des 
AMPAR sont assurés par une coopération complexe entre différents mécanismes : le transport 
intracellulaire (TI) des récepteurs néosynthétisés jusqu’à la MP, leur diffusion membranaire et 
stabilisation à la post-synapse ou leur recyclage lors duquel les récepteurs sont endocytés 
puis réinsérés à la MP ou dégradés. Le TI des récepteurs néosynthétisés concerne tous les 
récepteurs et est un contributeur important de l’augmentation du nombre de récepteurs à la 
synapse observée lors de la potentialisation à long terme (Long term potentiation : LTP). Les 
récepteurs maturent dans les compartiments de la voie de sécrétion et sont ensuite 
transportés dans des vésicules jusqu’à la MP. Le TI est très peu étudié car il est composé de 
petites vésicules rapides de faible contraste, impossibles à distinguer de celles contenant les 
récepteurs recyclés. Grâce à un outil moléculaire permettant la rétention des AMPAR dans le 
réticulum endoplasmique combiné à la vidéo-microscopie, notre laboratoire a montré que le TI 
de GluA1 possède des caractéristiques stables en conditions basales. Ce TI est régulé par la 
concentration de Ca2+ qui varie après l’induction de la LTP comme lors de la phase tardive où 
le nombre de vésicules et leur vitesse sont augmentées. Il est également modulé par des 
mutations ponctuelles au niveau du domaine C-terminal (CTD) des AMPAR. 

Notre objectif était d’éclaircir les mécanismes moléculaires qui régissent cette régulation. 
Les AMPAR possèdent beaucoup d’interacteurs protéiques dont leurs protéines auxiliaires, 
des protéines transmembranaires qui modulent leurs propriétés et leur trafic. Gamma8, la 
protéine auxiliaire la plus abondante de l’hippocampe, a un rôle majeur pour l’expression de 
la LTP. Le TI que nous avons observé dans des neurones de souris Gamma8-KO est diminué 
par rapport au WT avec un nombre de vésicules et des vitesses diminués alors que le temps 
passé en pause est augmenté. Nos données suggèrent donc que Gamma8 participe au TI de 
GluA1. 

Les AMPAR interagissent également avec des protéines cytosoliques par le biais de leur 
CTD. GluA1 possède deux interacteurs cytosoliques connus : 4.1N et SAP97. L’interaction 
avec 4.1N est régie par deux phosphorylations. 4.1N est impliquée dans l’exocytose des 
récepteurs en particulier lors de la LTP. SAP97 est impliquée dans la sortie de l’appareil de 
Golgi et sert d’adaptateur au moteur moléculaire MyoVI. En plus de son rôle dans l’exocytose, 
nos données suggèrent que 4.1N régule le TI de GluA1 lors de la LTP mais pas en conditions 
basales. En effet, après l’induction, le TI du mutant S816A S818A qui ne lie pas 4.1N a des 
vitesses réduites. A l’inverse, SAP97 régule le TI en conditions basales en contrôlant le 
nombre de vésicules bourgeonnant de l’appareil de Golgi et en modulant la vitesse des 
vésicules, une régulation qui pourrait être maintenue après l’induction de la LTP. 

Les AMPAR majoritaires sont des hétéromères composés des sous-unités GluA1 et 
GluA2. Le TI de la sous-unité GluA2 que nous avons observé a les mêmes caractéristiques 
que celui de GluA1. GluA2 est liée à d’autres interacteurs qui pourraient moduler le TI lors de 
l’activité mais leurs effets restent à déterminer. Nous proposons donc que le TI des AMPAR 
est très fortement modulé par leurs protéines auxiliaires et les interactions de leur CTD avec 
des protéines cytosoliques. 

 

Mots-clefs : récepteurs AMPA, plasticité synaptique, vidéo-microscopie, transport 
intracellulaire 
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Abstract 

Learning and memory rely on synaptic plasticity events during which the neuron 
modulates the efficiency of synaptic transmission. These events require a strict spatial and 
temporal control of the number of alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionate receptors (AMPAR) at the post-synaptic plasma membrane (PM), and 
more importantly at the synapse. This control is a challenge for neurons in which the synapse 
can be localized hundreds of micrometers away from the cell body and the nucleus where the 
genes are transcribed. The traffic and localization of AMPAR is ensured by a complex 
cooperation between different mechanisms: intracellular transport (IT) of neosynthetized 
receptors to the PM, their diffusion at the PM and stabilization at the post-synapse or their 
recycling during which receptors are endocytosed and degraded or inserted again at the PM. 
The IT of neosynthetized receptors is a major contributor in the increase of AMPAR observed 
at the synapse during long term potentiation (LTP). The receptors mature in the different 
compartments of the secretory pathway and are transported in vesicles to the PM. The IT is 
difficult to image as it is composed of fast small vesicles of low contrast and that are impossible 
to distinguish from those containing recycled receptors. Thanks to a molecular tool allowing 
the retention of AMPAR in the endoplasmic reticulum combined with video-microscopy, our 
lab showed that the IT of GluA1 has stable characteristics in basal conditions. This IT is 
regulated by the Ca2+ concentration that varies after LTP induction, like in the late phase 
during which the number of vesicles and their speed are increased. It is also modulated by 
point-mutations of phosphorylation sites of AMPAR C-terminal domain (CTD). 

Our objective was to provide insight in the molecular mechanisms that govern this 
regulation. AMPAR have many interactors, including auxiliary proteins, membrane proteins 
that modulate their properties and trafficking. Gamma8, the most abundant auxiliary protein of 
the hippocampus, has a major role for LTP expression. The IT we observed in Gamma8-KO 
mice neurons is decreased compared to the WT, both in terms of number of vesicles and 
speed, while the time they spent in pause is increased. Our data suggest that Gamma8 
participates in GluA1 IT. 

AMPAR also interact with cytosolic proteins via their CTD. GluA1 has two known 
cytosolic interactors: 4.1N and SAP97. The interaction with 4.1N is governed by two 
phosphorylations. 4.1N is involved in the exocytosis of the receptor especially during LTP. 
SAP97 is involved in the exit of the Golgi apparatus and is associated with the molecular motor 
MyoVI. In addition of its role in exocytosis, our data suggest that 4.1N regulates GluA1 IT 
during LTP but not in basal conditions. Indeed, after LTP induction, the vesicles containing the 
S816A S818A mutant that doesn’t bind 4.1N show decreased speeds. Conversely, SAP97 
regulates the IT in basal conditions by controlling the number of vesicles budding from the 
Golgi apparatus and by modulating their speed, a regulation that could be maintained after 
LTP induction. 

The most abundant AMPAR are GluA1/GluA2 heteromers. We characterized the IT of 
the GluA2 subunit and found that it exhibits the same characteristics as GluA1. GluA2 binds 
other proteins that might regulate the IT during activity, but their effect need to be determined. 
We propose that the IT of AMPAR is strongly modulated by its auxiliary proteins and cytosolic 
interactors of its CTD. 

Keywords : AMPA receptors, synaptic plasticity, video-microscopy, intracellular transport 
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Introduction générale 

Les cellules du système nerveux central (SNC) ont été caractérisées dès la fin du 

XIXème siècle par Santiago Ramon y Cajal. Le SNC est composé de deux grands types de 

cellules. Les cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes et cellules de Schwann), les plus 

abondantes, et les cellules en charge de la transmission et du stockage de l’information : les 

neurones. Il existe plus de 200 types de neurones et le cerveau humain en compte plus de 

100 milliards. Les neurones sont composés d’un corps cellulaire (ou soma) duquel émergent 

deux types de prolongements : un axone et plusieurs dendrites qui leur confèrent une 

morphologie particulière et très asymétrique. Les neurones s’organisent en réseau et 

communiquent entre eux au niveau des synapses. Il a été estimé qu’un neurone établit en 

moyenne 10 000 contacts synaptiques1. Une synapse est composée d’un bouton pré-

synaptique axonal, d’une fente synaptique et d’une post-synapse localisée sur le neurone 

suivant. Leur rôle est d’assurer la transmission du signal nerveux d’un neurone à l’autre. 

Il existe différents types de synapses (Figure 1). Les synapses électriques, sont des 

“jonctions communicantes” formées par un accolement des deux membranes plasmiques 

adjacentes. Elles permettent des échanges cytoplasmiques grâce à des canaux protéiques. 

Dans le SNC des vertébrés, les synapses chimiques sont majoritaires. Elles permettent la 

transmission du signal grâce aux neurotransmetteurs, des messagers chimiques. Le potentiel 

d’action, ou signal nerveux, se propage à travers l’axone jusque dans le bouton pré-synaptique 

contenant des centaines de vésicules encapsulant les neurotransmetteurs. L’arrivée du 

potentiel d’action provoque le relargage des neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ces 

neurotransmetteurs se lient sur des récepteurs post-synaptiques qui, une fois activés, vont 

générer des courants ioniques et différentes cascades de signalisation permettant la 

transmission du signal nerveux. Il existe des synapses excitatrices et des synapses inhibitrices 

en fonction des couples neurotransmetteurs/récepteurs mis en jeu et des mécanismes 

résultant de leur activation. 

Figure 1 : Morphologie des synapses 

a – Dans une synapse chimique la transmission du 
signal est assurée par un messager chimique (le 
glutamate pour les synapses glutamateriques). Dans 
la pré-synapse, un potentiel d’action active les canaux 
calciques dépendants du voltage qui engendrent 
l’influx de Ca2+ qui déclenche la fusion des vésicules 
permettant la libération du glutamate dans la fente 
synaptique. Le glutamate active récepteurs post-
synaptiques qui permettent l’entrée de cations dans la 
post-synapse. b –  Dans une synapse électrique, la 
transmission du signal est opérée par un accolement 
de membranes où sont situés des clusters de canaux 
protéiques permettant une transmission du signal 
bidirectionnelle. Source : Alcami & Perada, 2019. 
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Les récepteurs post-synaptiques sont donc la porte d’entrée du signal nerveux, leur 

localisation à la synapse au bon endroit et au bon moment est cruciale pour le bon 

fonctionnement du réseau. De nombreux mécanismes sont impliqués dans la régulation de 

leur localisation, depuis la synthèse des récepteurs, leur assemblage, leur transport vers les 

compartiments cibles, leur exocytose à la membrane plasmique (MP), leur diffusion 

membranaire sans compter leur endocytose, tri et recyclage. Parmi ces mécanismes, le 

transport intracellulaire (TI) des récepteurs, de leur assemblage jusqu’à leur première 

exocytose à la MP, est une des étapes clé de cette régulation puisqu’il concerne tous les 

récepteurs participant à la transmission synaptique. La morphologie asymétrique des 

neurones rend ce mécanisme particulièrement compliqué. Les protéines transmembranaires 

sécrétées sont transcrites dans le noyau et le neurone doit assurer leur acheminement 

jusqu’aux synapses parfois situées à des centaines de micromètres du corps cellulaire. 

Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur du SNC. Lorsqu’il est 

relargué dans la fente synaptique, il se lie aux récepteurs du glutamate métabotropiques ou 

ionotropiques. Les récepteurs AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate) 

(AMPAR), ionotropiques, sont les principaux contributeurs de la transmission synaptique 

rapide. De plus, leur nombre est fortement régulé en particulier pendant des événements de 

plasticité synaptique qui sous-tendent des fonctions cognitives telles que l’apprentissage et la 

mémoire. 

Cette thèse porte sur l’étude du TI des AMPAR néo-synthétisés et leur exocytose à la 

MP dans des conditions de transmission basale et pendant les événements de plasticité 

synaptique. Ces récepteurs interagissent avec de nombreuses protéines qui affectent leur 

présence à la MP et à la synapse, mais leur effet précis sur le TI reste inconnu. Les vésicules 

participant au TI sont des petits objets rapides présentant peu de contraste ce qui explique 

pourquoi le TI a très longtemps été difficile à observer. Notre équipe a développé une 

technique alliant l’utilisation d’outils moléculaires permettant la rétention des récepteurs néo-

synthétisés et la vidéo-microscopie confocale « spinning-disk ». Cela nous permet 

de caractériser le transport des récepteurs néo-synthétisés et de répondre aux questions 

suivantes : comment le transport est-il régulé en conditions basales ? Comment ce transport 

est-il modulé durant des événements de plasticité synaptique ? Quelles interactions protéiques 

régissent et régulent ce transport ? 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/AMPA
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Partie 1 : Acteurs et mécanismes responsables de la 
transmission synaptique excitatrice 

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal du SNC. C’est un acide 

aminé non essentiel synthétisé localement à partir de la glutamine produite par les cellules 

gliales2. Il permet l’activation de deux classes de récepteurs localisés au niveau de la post-

synapse glutamatergique : les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR), couplés à 

des protéines G et les récepteurs ionotropiques du glutamate (iGluR), responsables de la 

majorité de la transmission synaptique excitatrice. 

A) Description générale de la post-synapse glutamatergique 

Les synapses glutamatergiques sont composées d’un bouton pré-synaptique axonal 

dans lequel sont stockées des centaines de vésicules contenant du glutamate. En réponse à 

un potentiel d’action, jusqu’à 130 vésicules pré-synaptiques fusionnent au niveau des “zones 

actives”3. Le glutamate est alors libéré dans la fente synaptique et se lie à divers récepteurs à 

la surface du neurone post-synaptique engendrant une dépolarisation locale, des flux 

cationiques et des cascades de signalisation assurant la transmission du signal. 

Les contacts post-synaptiques peuvent avoir lieu au niveau du corps cellulaire ou d’une 

dendrite mais la majorité des synapses excitatrices se forment sur des protrusions 

spécialisées appelées épines dendritiques. Les épines dendritiques sont des protubérances 

de la dendrite composées d’un cou et d’une tête qui assure le contact synaptique. Elles sont 

très dynamiques et ont un rôle majeur dans la transmission du signal, les processus 

d’apprentissage et de mémorisation. Des anomalies dans leur nombre ou leur morphologie 

sont associées à de nombreux troubles neurologiques tels que la maladie d’Alzheimer ou la 

schizophrénie4,5,6. 

 

Figure 2 : Image de la PSD obtenue par microscopie 
électronique 

Dans la pré-synapse, les vésicules contenant le glutamate sont 
stockées en attendant un potentiel d’action qui entraînera leur 
libération dans la fente synaptique. La post-synapse située dans 
l’épine dendritique est caractérisée par la PSD, une zone dense aux 
électrons de par sa concentration protéique colossale. Modifié de 
Dosemeci et al. 2016 

 

Les synapses excitatrices glutamatergiques sont caractérisées par une spécialisation 

morphologique et fonctionnelle appelée densité post synaptique (Post-Synaptic Density : 

PSD) (Figure 2). La PSD possède une concentration protéique colossale (jusqu’à 100mg/ml) 

qui la rend dense aux électrons en microscopie électronique. La taille de la PSD est 
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proportionnelle au volume de la tête7. Elle possède un diamètre compris entre 200 et 800 nm 

et une épaisseur comprise entre 20 et 40 nm8. Elle héberge plus de 1400 protéines9 

nécessaires à la transmission du signal. Elles sont organisées sur plusieurs niveaux entre la 

MP et le cou et permettent une régulation fine de la transmission synaptique (Figure 3). 

 
Figure 3 : Organisation moléculaire de la PSD 

Les différentes protéines composant la PSD. Source : Feng & Zhang 2009 

1 – Les protéines de la membrane plasmique 

Les protéines situées au niveau de la MP remplissent plusieurs fonctions. Les protéines 

d’adhésion synaptique stabilisent les domaines pré- et post-synaptiques. Elles sont piégées à 

la post-synapse et s’associent à leur partenaire localisé au niveau de la pré-synapse afin 

d’assurer la jonction entre les deux membranes. Elles participent à l’organisation des différents 

composants de la synapse pour son maintien et sa modulation lors d’événements de plasticité 

synaptiques10. 

Les protéines les plus importantes de la MP de la PSD sont les récepteurs du 

glutamate, des protéines transmembranaires chargées de transmettre le signal. Parmi eux, 

les récepteurs ionotropiques (iGluR) assurent l’influx d’ions Na+, Ca2+ et K+ de concert avec 

les canaux ioniques dépendants du voltage de la MP afin d’assurer la dépolarisation 

nécessaire à la transmission du signal. Ces influx ioniques, particulièrement le Ca2+ sont 

critiques pour l’induction des événements de plasticité synaptique. Les AMPAR comptent 

parmi les protéines les plus dynamiques de la PSD, leur présence à la MP étant très finement 

régulée. Le relargage du glutamate après un événement de fusion est très localisé et 

transitoire. Pour une synapse contenant entre 50 et 100 AMPAR, seulement 20-25% seront 
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activés par une vésicule pré-synaptique11. Les AMPAR, qui ont une faible affinité pour le 

glutamate, doivent alors être très précisément organisés à la synapse et sont rassemblés en 

clusters aussi appelés « nanodomaines » pour faciliter la transmission synaptique. En plus de 

leur organisation, le nombre d’AMPAR à la synapse est finement régulé lors des événements 

de plasticité synaptique par divers mécanismes tels que l’exocytose, l’endocytose, le recyclage 

etc…, mettant en jeu leurs nombreux interacteurs et d’autres protéines de la PSD décrites ci-

après. 

2 – Les protéines d’échafaudage de la PSD 

Sous la MP se trouvent de nombreuses protéines d’échafaudage de la famille des 

kinases guanylate associées à la membrane (Membrane-Associated GUanylate Kinases : 

MAGUK). Ces protéines ont une structure conservée comprenant une séquence de domaines 

PDZ. Les domaines PDZ sont des domaines globulaires de 90 acides aminés comprenant 5-

6 feuillets β et 2-3 hélices α. Ils confèrent aux MAGUKs la capacité d’interagir avec de 

nombreuses protéines de la PSD en liant des motifs généralement situés à l’extrémité du 

domaine C-terminal (CTD) de ses protéines cibles telles que les récepteurs du glutamate12. 

Les MAGUK assurent l’intégrité de la PSD en liant les protéines d’adhésion, les 

récepteurs post-synaptiques et les protéines cytoplasmiques telles que les kinases, 

phosphatases et GTP-ases impliquées dans les cascades de régulation. PSD95, une protéine 

très abondante de la PSD13 (environ 300 copies par PSD14) interagit indirectement avec les 

AMPAR. PSD95 participe à la stabilisation des AMPAR à la PSD et à leur organisation en 

nanodomaines via l’interaction avec stargazine (également appelé 2), une protéine auxiliaire 

des AMPAR, afin de faciliter la transmission synaptique. Des déficits de PSD95 altèrent la 

morphologie de l’épine dendritique et sont associés à des problèmes cognitifs, d’apprentissage 

ou encore à l’autisme15. La famille des MAGUKs comprend d’autres protéines interagissant 

directement avec les AMPAR, tel que SAP97 qui peut s’associer aux récepteurs tôt dans la 

voie de sécrétion et qui régule leur présence à la MP. 

Les protéines Shank ont également un rôle central dans l’organisation de la PSD. Elles 

participent à la régulation de la morphologie de l’épine dendritique16 et certaines de leurs 

mutations sont associées aux troubles du spectre de l’autisme17. Ces grandes protéines 

d’environ 200kDa organisent la PSD en ancrant et liant les autres protéines d’échafaudage. 

Elles sont situées dans la partie la plus profonde de la PSD et correspondent avec la MP via 

leur liaison avec PSD95 qui est possible par l’intermédiaire des protéines GKAP14. Les 

protéines Shank interagissent également avec le cytosquelette d’actine, qui module 

l’établissement et le maintien de la PSD, localisé jusque dans le cou. 
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3 – Autres protéines solubles de la PSD 

L’épine dendritique héberge également des protéines kinases et phosphatases telles 

que PKA, PKC ou CaMKII, la protéine la plus abondante de la PSD14. Ces enzymes sensibles 

au Ca2+ sont recrutées au niveau de la PSD et participent aux cascades de signalisation 

responsables de la modulation de la transmission synaptique. Leur recrutement est facilité par 

la plasticité du cytosquelette d’actine de l’épine, en particulier au niveau du cou qui peut 

changer de forme et faciliter la diffusion des protéines cytosoliques lors d’événements de 

plasticité synaptique18. Ces différentes enzymes ont pour substrat les différents acteurs de la 

PSD, dont les récepteurs du glutamate eux-mêmes, et participent entre autre à la régulation 

du nombre d’AMPAR à la MP. 

4 – Les organelles de l’épine dendritique 

L’épine dendritique contient également différents organites qui participent au bon 

fonctionnement la transmission synaptique. Le système endomembranaire associé à ses 

machineries protéiques permet l’exocytose ou l’endocytose des récepteurs. Le “spine 

apparatus”, présent dans une minorité de synapses, est une extension du réticulum 

endoplasmique (RE). Il est impliqué dans les événements de plasticité synaptique et permet 

la synthèse locale de récepteurs et de diverses kinases participant aux cascades de 

signalisation telles que CaMKII19, facilitant leur intégration rapide à la PSD. 

 

La PSD est donc une structure très dense et très organisée de protéines et d’organites 

permettant une régulation très fine de la transmission synaptique. Les AMPAR comptent parmi 

les protéines les plus dynamiques de la PSD. Leur nombre et leur localisation à la synapse 

est très précisément régulée par différents mécanismes tels que l’exocytose, 

l’endocytose/recyclage et la diffusion membranaire par le biais des autres acteurs de la PSD. 

Les mécanismes qui régissent la régulation de la transmission synaptique sont nombreux mais 

encore mal compris et constituent un domaine de recherche capital pour mieux comprendre 

les différentes pathologies associées à la synapse glutamatergique telles que la maladie 

d’Alzheimer, l’autisme, la maladie de Huntington, les troubles obsessionnels compulsifs etc... 

B) Récepteurs du glutamate 

Les acteurs principaux de la transmission synaptique sont les récepteurs 

membranaires. Il existe deux classes de récepteurs du glutamate : les récepteurs 

métabotropiques (mGluR) et les récepteurs ionotropiques (iGluR) possédant chacun leurs 

rôles et qui travaillent de concert pour assurer la transmission synaptique. 
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1 – Les récepteurs métabotropiques 

Les récepteurs métabotropiques ou mGluR sont des dimères composés de sous-unités 

à 7 fragments transmembranaires couplés à des protéines G (mGluR1-8). Ils sont exprimés 

dans tous le SNC20 et sont présents à la fois à la pré-synapse et à la post-synapse où ils sont 

organisés de manière homogène11 préférentiellement en périphérie21. Les mGluR répondent 

à des relargages prolongés de glutamate et leur activation entraîne une cascade de 

signalisation qui permet de moduler l’excitabilité du neurone et la transmission synaptique. Ils 

sont impliqués dans de nombreux désordres neurologiques tels que la maladie d’Alzheimer, 

la maladie de Parkinson, l’anxiété, la dépression ou encore la schizophrénie22. 

2 – Les récepteurs ionotropiques 

Les iGluR sont responsables de la majorité de la transmission synaptique excitatrice 

dans le SNC. Ces canaux ioniques, tétramériques, sont activés par le glutamate et permettent 

l’influx de différents ions tels que Na2+, K+, et Ca2+, selon le récepteur, entraînant la 

dépolarisation permettant la propagation rapide du signal nerveux d’un neurone à l’autre. 

Il existe trois types de iGluR, nommés en fonction de leur agoniste : les récepteurs α-

amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPAR), les récepteurs N-Methyl-d-

aspartate (NMDAR) et les récepteurs de type kaïnate (KAR). La formation des iGluR nécessite 

l’assemblage de 4 sous-unités appartenant à la même famille (AMPAR, NMDAR, KAR). Ces 

récepteurs possèdent une topologie homologue (Figure 4) et possèdent des rôles, des 

localisations et des propriétés électrophysiologiques différentes. 

 

 

Figure 4 : Structure des récepteurs du glutamate 

Les iGluR possèdent une structure conservée, chaque sous-
unité est composée d’un domaine N-terminal (NTD) 
extracellulaire, de quatre domaines transmembranaires 
(TMD) : TMDI, TMDII, TMDIII et TMDIV. Le TMII n’est que 
partiel et créé une boucle ré-entrante qui constitue le canal 
ionique du récepteur. Ces sous-unités comprennent une 
grande portion extracellulaire qui compose 85% de la protéine 
pour les AMPAR23. Le site de liaison de l’agoniste (Ligand 
Binding Domain : LBD) est formé de l’interaction de deux 
domaines extracellulaires, le domaine S1 situé en amont du 
TMD1 et du domaine S2 qui correspond à la boucle située 
entre les TMD2 et TMD3. La sous-unité possède également 
une partie intracellulaire composé des deux boucles 
connectant le pore aux TMD1 et TMD2 ainsi que d’un domaine 
C-terminal (CTD) intracellulaire24. Source : Wyllie et al. 2013 
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AMPAR 

Les récepteurs AMPAR sont les principaux contributeurs de la neurotransmission 

excitatrice rapide dans le SNC23. Ils sont composés de 4 sous-unités : GluA1 à GluA424 codées 

par 4 gènes GRIA1 à 4. Chaque sous-unité contient approximativement 900 acides aminés 

pour un poids moléculaire d’environ 105 kDa25. Ces sous-unités s’assemblent pour former des 

tétramères localisés dans tout le compartiment somato-dendritique. La liaison du glutamate 

provoque le mouvement des hélices du LBD qui permet l’ouverture du canal ionique 

perméable aux ions. Si le glutamate n’est pas dissocié assez rapidement comme lors d’une 

forte stimulation ou d’une libération de glutamate à haute fréquence, le canal ionique se ferme 

et le récepteur adopte un état désensibilisé26. Afin d’assurer une transmission synaptique 

rapide, il est donc nécessaire d’assurer un constant renouveau d’AMPAR. Leurs propriétés 

biophysiques et leur nombre sont très régulés en conditions basales et lors de la plasticité 

synaptique. Ces propriétés varient en fonction de leur composition et peuvent être régulées 

par des modifications post-transcriptionnelles, des modifications post-traductionnelles (MPT) 

ainsi que par leurs nombreux interacteurs. 

Les sous-unités GluA1, 2 & 3 sont exprimées dans la majorité des neurones du CNS 

alors que GluA4 est exprimée préférentiellement pendant le développement ou dans des 

neurones spécifiques du cervelet, certains interneurones, et certains circuits responsables du 

traitement auditif dans le cerveau mature27,28–30. Les sous-unités GluA1 et GluA2 sont les plus 

abondantes et les plus étudiées dans l’hippocampe. 

Dès leur synthèse, ces sous-unités s’assemblent pour former des dimères dans le RE. 

Les sous-unités n’ont pas la même affinité les unes pour les autres ce qui influence 

l’assemblage des tétramères. Par exemple, GluA3 a une affinité plus forte pour GluA2 que 

pour les autres sous-unités. De même GluA1 a une affinité 200 fois plus élevée pour GluA2 

que pour lui-même ou les autres sous unités31. Ces dimères s’assemblent à leur tour pour 

former des homo-tétramères ou des hétéro-tétramères dont la structure été caractérisée31–33. 

Les combinaisons que peuvent former les différentes sous-unités sont sujet à débat. 

En effet, les combinaisons GluA1/GluA2, GluA1/GluA1, GluA2/GluA3 sont bien caractérisées, 

l’existence des AMPAR GluA1/GluA334 a été rapportée mais l’existence de la combinaison 

GluA2/GluA2 est encore débattue32,31. De plus, une étude récente sur le cerveau entier a 

montré par cryo-microscopie électronique qu’il existerait des hétéro-tétramères avec des ratios 

3/1 ainsi que des récepteurs composés de 3 ou 4 sous-unités différentes33. L’abondance 

respective des combinaisons n’a jamais été analysée de manière systématique dans les 

différentes zones du cerveau, mais il est probable qu’elle varie35. Très récemment, les 

combinaisons des AMPAR de l’hippocampe contenant GluA2 ont été quantifiés par cryo-

microscopie électronique. GluA1 est présent dans 90% de ces structures et plus de la moitié 
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des récepteurs sont des hétéromères GluA1/GluA2 (avec un ratio 2/2). Un tiers des récepteurs 

contiennent deux GluA2, un GluA1 et un GluA3, alors que les hétéromères GluA2/GluA3 

représentent moins de 4% des récepteurs32. 

Les sous-unités possèdent des sites d’épissage alternatif et des sites d’édition au 

niveau de leur ARNm qui conduit à une grande diversité moléculaire et fonctionnelle (Figure 

5). Les sous unités peuvent être la cible d’épissage alternatif flip/flop dans le domaine S2 

menant à des changements de conductance et de cinétiques du récepteur36. L’édition de 

l’arginine 764 en glycine (R/G) dans la boucle S2 de GluA2 et GluA4 modifie les cinétiques de 

re-sensibilisation des AMPAR, la forme G récupérant de la désensibilisation plus rapidement37. 

Cette édition pourrait également favoriser l’association en hétérotétramères en augmentant le 

temps passé dans le RE38. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ces modifications confèrent aux récepteurs des caractéristiques variées qui 

déterminent leur rôle et potentiellement le moment et l’endroit où ils vont être recrutés. L’une 

des caractéristiques les plus importantes est la perméabilité du récepteur au Ca2+. Dans les 

neurones matures, la sous-unité GluA2 est assujettie dans 99% des cas à une édition de son 

mRNA39 par l’adénosine désaminase nucléaire ADAR240. Cette enzyme convertit la glutamine 

à la position 607 en arginine (Q/R). Cette substitution a lieu dans le pore, à l’apex du TMD2 

(Figure 5). L’arginine est un acide aminé large et chargé positivement contrairement à la 

glutamine qui est un petit acide aminé sans charge, ce qui rend le récepteur porteur de la 

sous-unité GluA2 (R) imperméable au Ca2+. Elle a également pour conséquence de retenir le 

récepteur dans le RE39. Cette modification post-transcriptionnelle est particulièrement 

importante puisqu’un défaut d’édition est lié à de nombreuses pathologies comme la sclérose 

latérale amyotrophique, l’ischémie, la progression du glioblastome, la maladie d’Alzheimer, 

l’addiction ou l’épilepsie41. 

Figure 5 : Structure des AMPAR 

Les AMPAR possèdent deux sites 
d’éditions de son ARNm, le site 
Q/R localisé dans la boucle ré-
entrante et un site R/G localisé 
dans la boucle extracellulaire. Ils 
possèdent également un site 
d’épissage flip ou flop sur cette 
même boucle. Source : Greger et 
al 2017 
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Les récepteurs les plus abondants étant les hétéromères GluA1/GluA2, la majorité des 

récepteurs de l’hippocampe (CA1) sont donc imperméables au Ca2+. Les récepteurs 

perméables au Ca2+, majoritairement des homomères GluA1, semblent également participer 

à la transmission synaptique, particulièrement lors de l’induction de la plasticité35. Les 

différentes compositions d’AMPAR sont donc recrutées différentiellement en fonction des 

besoins. 

Contrairement aux régions extracellulaires et TM qui présentent une forte homologie 

entre les sous-unités, les CTD des AMPAR sont intracellulaires et peu homologues35. Ces 

domaines font des cibles parfaites pour assurer la régulation du trafic des récepteurs. Les 

différentes sous-unités sont classées selon leur CTD : GluA1 et GluA4 possèdent un domaine 

CTD long et les sous-unités GluA2 et GluA3, un CTD court. Les CTD peuvent également subir 

un épissage alternatif. La sous-unité GluA2 possède un variant long, appelé GluA2L et GluA4 

possède un variant court appelé GluA4S35, mais GluA2L et GluA4S restent peu étudiés. Les 

CTD des AMPAR permettent de nombreuses interactions protéiques et une vingtaine de MPT 

possibles qui régulent la présence d’AMPAR à la MP35,42. Ces interactions permettent 

également la liaison avec différents moteurs moléculaires tels que des kinésines et myosines, 

et qui font de ce domaine un candidat idéal pour la régulation de la motricité des vésicules 

acheminant les récepteurs néo-synthétisés jusqu’à la MP. 

NMDAR 

Les NMDAR sont composés de différentes sous-unités, GluN1, GluN2A-D et GluN3A-

B, codés respectivement par un gène GRIN1, 4 gènes GRIN2 et deux gènes GRIN343. Ils sont 

présents dans tout le compartiment somato-dendritique. A la synapse, ils forment un cluster 

unique au centre de la PSD11. Leur fonctionnement est plus complexe que celui des autres 

iGluR. Le pore du récepteur est bloqué par des ions Mg2+ qui empêchent les influx ioniques. 

L’activation du récepteur nécessite la liaison de deux glutamates, de deux glycines44 et le 

déplacement du blocage Mg2+ qui a lieu suite à la dépolarisation de la membrane opérée par 

les AMPAR par exemple45. Les NMDAR sont les iGluR les plus perméables aux ions et leur 

activation rend le récepteur perméable au K+, Na+, et Ca2+. Ils causent une dépolarisation et 

une augmentation de la concentration en Ca2+ à la post-synapse très importante menant à des 

cascades de signalisations dans le neurone post-synaptique qui modulent à court ou long 

terme des changements de la force synaptique. 

KAÏNATE (KAR) 

Les KAR sont des homo- ou hétéro-tétramères perméables au Na+ et K+, formés d’une 

combinaison de sous-unités GluK1 à GluK546. Ils sont présents dans le compartiment somato-

dendritique mais également dans l’axone jusque dans les boutons pré-synaptiques. Ces 
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iGluRs possèdent également une fonction métabotropique, comme à la pré-synapse où ils 

contrôlent le relargage de glutamate et de GABA47,48 et à la post-synapse où ils modulent 

l’efficacité de la transmission synaptique49,50,51. A la post-synapse, ils peuvent réguler la 

présence des AMPAR à la MP, en recrutant des endosomes de la voie de recyclage pendant 

des phénomènes de plasticité synaptique52. 

 

Les différents iGluR sont complémentaires et travaillent de concert afin d’assurer la 

transmission synaptique. Fonctionnellement, les AMPAR sont responsables de la 

dépolarisation initiale rapide53 grâce à leur cinétiques rapides (de l’ordre de quelques 

millisecondes). Les récepteurs NMDAR ont une très haute affinité pour le glutamate (EC50=0,5-

5µM contre EC50=10-100 µM pour les AMPAR), mais ces derniers ne peuvent s’activer que si 

la MP est dépolarisée. Dans la fente synaptique, le glutamate relargué se lie aux AMPAR, 

déclenchant l’ouverture de leur canal ionique et un influx de cations. L’activation rapide des 

AMPAR, en particulier lorsque ces événements synaptiques sont rapprochés, dépolarise le 

neurone et lève le blocage Mg2+ des NMDAR. Ces derniers ont une cinétique lente (pouvant 

durer pendant des centaines de millisecondes) et leur activation plus durable permet de 

générer des influx d’ions importants et d’initier des changements dans la force synaptique54. 

Les KAR quant à eux, semblent intervenir dans des régulations plus fines de la transmission 

synaptique. Leur contribution semble négligeable sauf dans certaines synapses spécifiques 

de la fibre moussue dans les neurones pyramidaux de CA354, même s’il a été montré qu’ils 

sont capables de produire la dépolarisation initiale nécessaire à la LTP en l’absence des 

AMPAR55. 

C) La plasticité synaptique 

L’efficacité de la transmission synaptique est modulable et repose sur (1) la fréquence 

des potentiels d’action et la quantité de glutamate libéré, (2) la concentration en glutamate 

dans la fente synaptique qui est régulée par les astrocytes et (3) le nombre et l’efficacité des 

récepteurs post-synaptiques. 

La plasticité synaptique correspond à des changements durables de l’efficacité de la 

transmission synaptique induits par l’activité de la synapse, afin de s’adapter à un stimulus 

spécifique. Cette modulation de la transmission synaptique permet d’encoder l’information et 

est à la base des mécanismes de mémorisation et d’apprentissage. Elle comprend la 

modulation de l’efficacité de la transmission synaptique des synapses déjà existantes, mais 

aussi la génération ou l’élimination de synapses56. 
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La plasticité synaptique englobe plusieurs phénomènes qui permettent au neurone de 

réguler de manière bidirectionnelle l’efficacité de la transmission synaptique. La plasticité 

Hebbienne, qui tire son nom de la théorie de Hebb formulée en 194957 stipule que lorsque 

deux neurones s’activent de manière répétée, l’efficacité de la transmission entre ces deux 

neurones est augmentée. La plasticité Hebbienne inclut d’une part la potentialisation à long 

terme (Long term potentiation ; LTP) qui facilite la transmission synaptique et d’autre part la 

dépression à long terme (Long Term Depression ; LTD), qui diminue l’efficacité de la 

transmission synaptique58,59. Afin de compenser la plasticité Hebbienne, il existe également la 

plasticité homéostatique qui permet d’assurer la stabilité du réseau neuronal. 

1 – La plasticité Hebbienne 

La potentialisation à long terme (LTP) 

La LTP est un mécanisme par lequel la transmission synaptique est renforcée de 

manière durable, de 10 secondes à plusieurs heures dans l’hippocampe selon les protocoles 

utilisés60,61,62. La forme de LTP la plus étudiée est dépendante des NMDAR mais les KAR et 

mGluR sont également capables d’induire la LTP63,64,65,66, de même que les AMPAR 

perméables au calcium67. 

La LTP est causée par un stimulus à haute fréquence (100Hz) qui entraîne le relargage 

du glutamate contenu dans les vésicules pré-synaptiques. Le glutamate se lie aux AMPAR, 

entraînant un influx d’ions qui va dépolariser la membrane post-synaptique. La dépolarisation 

lève le blocage Mg2+ des NMDAR68,69,45 qui, suite à leur liaison avec le glutamate et la glycine, 

permettent une entrée massive de Ca2+ au niveau de la post-synapse. La dépolarisation 

permet également l’activation de canaux Ca2+ sensibles au potentiel70, engendrant une 

dépolarisation encore plus importante. L’augmentation de la concentration en Ca2+ au niveau 

de la post-synapse active différentes kinases telles que la protéine kinase A (PKA), la protéine 

kinase C (PKC) et la protéine kinase calmoduline dépendante (CaMKII), activée par la 

calmoduline liée au Ca2+ qui vont permettre l’expression de la LTP71. 

La LTP est caractérisée par une augmentation du nombre d’AMPAR à la 

synapse72,73,74,75,76 et s’accompagne de changements structurels comprenant l’augmentation 

de la taille de l’épine dendritique77 ainsi que le développement de nouvelles synapses78,79. Le 

recrutement et maintien des AMPAR est un phénomène finement régulé dans lequel 

l’implication de plus de 100 protéines a été documentée80. Cette régulation s’opère par 

différents mécanismes : l’exocytose des AMPAR nouvellement synthétisés acheminés via la 

voie de sécrétion81 ou synthétisés localement82, l’exocytose des AMPAR recyclés et leur 

stabilisation à la synapse. Ces mécanismes sont régulés par les différentes phosphorylations 
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opérées par les protéines kinases activées lors de la LTP, en particulier au niveau du CTD des 

AMPAR35 ainsi que par le biais de leurs différents interacteurs. 

La dépression à long terme (LTD) 

La LTD est caractérisée par la diminution de la transmission synaptique à long terme. 

In vivo, elle est causée par des activation à basse fréquence (entre 1 et 3 Hz) pendant 10 à 

15 minutes58,83. 

Il existe deux grandes formes de LTD, la LTD hétéro-synaptique, qui se produit dans 

les synapses inactives et la LTD homo-synaptique qui nécessite une activation de la synapse. 

La LTD homo-synaptique inclut la dé-potentialisation d’une synapse préalablement 

potentialisée et la LTD de novo qui se produit dans des synapses en condition basales. 

La forme de LTD la plus étudiée repose sur l’activation des NMDAR, bien que 

l’activation des mGluR puisse aussi être à l’origine de la LTD84. La LTD est induite par une 

entrée plus lente et plus faible de Ca2+ que lors de la LTP85 entraînant l’activation de PP2B 

(calcineurine) et PP1 qui catalysent la déphosphorylation des sites précédemment 

phosphorylés par PKA et PKC86,87. La LTD est caractérisée par une diminution du nombre 

d’AMPAR synaptiques accompagnés par une diminution du volume de la tête de l’épine 

dendritique88. Différents mécanismes participent à la diminution du nombre d’AMPAR observé 

lors de la LTD tels que la diffusion des récepteurs et/ou leur endocytose. Ces mécanismes 

sont régulés par les dé-phosphorylations opérées sur le CTD des AMPAR et des interactions 

protéiques qui promeuvent leur élimination de la synapse ou qui diminue leur conductance87,89–

92. 

2 – La plasticité homéostatique 

La plasticité homéostatique a pour rôle de compenser la plasticité Hebbienne93 qui 

pourrait mener à une augmentation incontrôlée de la transmission synaptique après l’induction 

de la LTP94 et à des pathologies95,96. La plasticité homéostatique fonctionne selon deux modes 

d’action97. D’une part, le seuil d’induction de la plasticité synaptique peut être modulé par les 

activités neuronales passées. Par exemple, une période de forte activité va élever le seuil 

d’induction de la LTP et favoriser la LTD et inversement97. L’autre mécanisme s’appelle le 

« synaptic scaling » et altère directement les synapses. Dans cette forme de plasticité, une 

inactivité prolongée va promouvoir « l’upscaling » des synapses excitatrices alors qu’une 

activité prolongée va promouvoir le « downscaling » pour maintenir le réseau97. Le « synaptic 

scaling » repose également sur la modulation du nombre d’AMPAR post-synaptiques98. 
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L’activité engendre divers phénomènes de plasticité synaptique modulant bi-

directionnellement le nombre de AMPAR à la synapse, en l’augmentant lors de la LTP et en 

le diminuant lors de la LTD. La régulation du nombre de récepteurs à la synapse est donc 

cruciale pour ajuster l’efficacité de la transmission synaptique et assurer l’encodage et le 

stockage de l’information. 

D) Mécanismes de régulation du nombre d’AMPAR à la MP 

Le neurone assure la répartition spatiale et temporelle des AMPAR en fonction des 

besoins grâce à différents mécanismes : (1) la diffusion des récepteurs de la MP afin de 

moduler leur localisation (synaptique/extra-synaptique), (2) l’endocytose des récepteurs 

présents à la MP (3) l’exocytose de récepteurs recyclés ou néo-synthétisés. 

1 – La diffusion membranaire 

Les AMPAR diffusent latéralement dans la MP et peuvent échanger entre les sites 

extra-synaptiques et synaptiques où ils sont enrichis99. Leur nombre est proportionnel au 

volume de la tête, qui peut contenir plus de 140 AMPAR100. A la post-synapse, les AMPAR 

sont confinés en nanodomaines99,101,102,103 d’environ 80nm de diamètre104 (Figure 6). Une 

épine dendritique compte entre 1 et 3 nanodomaines et chacun peut contenir 20 à 25 

AMPAR105,104,106–108. Le rôle du confinement des AMPAR en nanodomaines serait de faciliter 

la transmission synaptique en alignant les récepteurs avec les zones de relargage du 

glutamate109. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Diffusion des AMPAR 

Les AMPAR ne sont pas organisés de manière homogène à la synapse, comme en témoignent leur 
distribution observée par microscopie sptPALM (image gauche). Ils diffusent dans la MP et sont piégés 
dans des clusters à la synapse et présentent des trajectoires plus confinées dues au piégeage des 
récepteurs par les protéines d’échafaudage de la PSD (image droite). Source : Hosy et al. 2014 

 

Les AMPAR sont confinés grâce à leurs interactions avec les protéines d’échafaudage 

à domaine PDZ de la PSD110. L’ancrage des AMPAR à la synapse est assuré par le CTD de 

γ2 ou stargazine une protéine auxiliaire des AMPAR appartenant à la famille des TARP 
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(Transmembrane AMPAR Regulatory Protein). γ2 lie PSD95 qui ancre le récepteur à la 

PSD111. Cette interaction est régulée par l’activité et plus particulièrement  par la concentration 

en Ca2+ 99,103. Lors de la LTP, l’influx de Ca2+ active CaMKII qui phosphoryle le CTD de γ2, 

favorisant l’interaction avec PSD95 et la stabilisation du complexe à la synapse, permettant la 

potentiation112–115. A l’inverse, lors de la LTD dépendante des NMDAR, γ2 est dé-phosphorylée 

ce qui abolit son interaction avec PSD95 lui permettant de diffuser hors de la synapse. La 

diffusion est aussi favorisée pour les AMPAR désensibilisés qui deviennent plus mobiles afin 

d’assurer leur renouveau pour une transmission synaptique rapide116,117. D’autres protéines 

assurant la stabilisation des AMPAR à la synapse ont été identifiées telles que Shisa6118,118 ou 

d’autres protéines de la famille des TARP119,120 dont γ8 bien que son rôle soit plus 

controversé121,122. 

Cette modulation de l’affinité des AMPAR pour les protéines de la PSD s’inscrit dans 

la théorie « récepteur centrique » de la plasticité synaptique. Cette théorie postule que les 

AMPAR, et plus précisément leur CTD ainsi que leurs protéines auxiliaires sont le substrat de 

nombreuses MPT et interactions protéiques qui régulent leur nombre à la synapse123. Il existe 

également une théorie dîte « PSD-centrique » qui postule que c’est le nombre de points 

d’ancrage disponibles qui est modulé124. Ces deux théories, et l’importance du CTD des 

AMPAR seront discutés dans la troisième partie. De plus, l’hypothèse selon laquelle la LTP 

serait due à une amélioration de l’alignement entre les zones actives pré-synaptiques et les 

nanodomaines est également investiguée117. 

2 – Endocytose et recyclage 

Les AMPAR de la MP peuvent être endocytés puis dégradés ou recyclés grâce au 

système endomembranaire125. Ces événements de recyclage peuvent être constitutifs ou 

impliqués dans les phénomènes de plasticité. Des déficits de ce mécanisme ou de ses acteurs 

ont d’ailleurs été corrélés avec des maladies neurodégénératives telle que la maladie 

d’Alzheimer126. 

Les récepteurs localisés à la synapse diffusent sur la membrane et sont internalisés au 

niveau des “endocytic zones” entourant la PSD127. Le cargo est internalisé par endocytose, 

une invagination de la membrane. Il existe différents modes d’endocytose, telles que la 

pinocytose, la phagocytose, la CIE (clathrin independent endocytosis)125,128, et la CME 

(Clathrin mediated endocytosis), la plus étudiée129. Lors de la CME, la clathrine et AP2 

permettent la formation d’un feuillet de clathrine sur la face intérieure de la MP130 qui initie 

l’invagination de la membrane, et qui sera scindée par la dynamine, une GTPase, afin de 

former les vésicules intracellulaires. La majorité des AMPAR semblent endocytés suivant la 
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voie dépendente de la clathrine et de la dynamine, bien que de la CIE constitutive ait été 

observée131,132. 

Le système endomembranaire est constitué de différents compartiments incluant les 

early/sorting endosomes (EE), endosomes de recyclage (ER), late endosomes (LE), et 

lysosomes qui se distinguent entre autres par leurs marqueurs moléculaires, ou leur pH, qui 

s’acidifie graduellement132 (Figure 7). Les récepteurs endocytés peuvent suivre plusieurs 

voies. La plupart des cargos vont fusionner avec les EE dans lequel un triage complexe a lieu, 

mettant en jeu différentes protéines résidentes des différents compartiments133. De là, les 

protéines peuvent être acheminées via des « multivesicular bodies » (MVB) jusqu’aux LE et 

lysosomes pour être dégradées, ou bien jusqu’au réseau trans-Golgien (Trans-Golgi Network : 

TGN). Les récepteurs peuvent également être dissociés de leurs ligands et ré-exocytés à la 

MP directement ou via les RE134,135. Ces différentes voies ont des cinétiques différentes : le 

recyclage direct depuis les EE est rapide et retourne le cargo au site de leur endocytose alors 

que le recyclage depuis les RE est lent et exocytose généralement le cargo à un autre endroit 

de la cellule136. 

 

 

Les AMPAR sont le substrat de nombreuses MPT et interactions protéiques qui 

régulent leur endocytose, tels que PICK1 (protein interacting with C-kinase) ou NSF qui lient 

GluA2132 et qui seront décrites dans la troisième partie. 

3 – Exocytose 

L’exocytose des AMPAR peut concerner des récepteurs recyclés qui ont préalablement 

été endocytés ou bien les récepteurs néo-synthétisés. L’exocytose requiert la fusion de deux 

bicouches lipidiques, un processus énergétiquement défavorable qui doit être catalysé par 

différentes protéines. 

Figure 7 : Endocytose et 
recyclage des récepteurs 

Les AMPAR sont internalisés au 
niveau des zones d’endocytose 
autour de la PSD. Les récepteurs 
endocytés sont envoyés vers les 
EE et sont triés vers les LE pour la 
dégradation ou vers les ER pour 
être réinsérés à la MP. Source : 
Kennedy & Ehlers 2006 
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Les plus étudiées sont des protéines de fusion appelés les SNARE (Soluble NSF-

attachment protein (SNAP) receptors)137–139. Cette superfamille comprend plus de 60 membres 

qui s’associent pour former un complexe permettant de juxtaposer la membrane de la vésicule 

avec la MP et de fournir l’énergie nécessaire à leur fusion140–142. L’utilisation de neurotoxines 

qui clivent les SNARE ont pour effet de bloquer l’exocytose et empêchent l’induction de la 

LTP143. L’exocytose est donc un mécanisme participant aux phénomènes de plasticité.  

Grâce à SEP (Super Ecliptic phluorin), l’exocytose des AMPAR a pu être observée 

dans les dendrites144,145 et occasionnellement dans les épines dendritiques146,147,148,149. 

Cependant, les localisations préférentielles de ces événements n’ont pas été déterminées. 

Les protéines SNARE impliquées dans l’exocytose des AMPAR seront détaillées dans 

la partie 2. Diverses interactions protéiques et MPT des AMPAR semblent participer à leur 

exocytose ou la favoriser. En particulier, GluA1 interagit avec la protéine cytosolique 4.1N qui 

promeut l’exocytose du récepteur. Cette interaction protéique sera détaillée dans la partie 3. 

4 – Trafic des AMPAR 

Ces trois mécanismes fonctionnent conjointement afin d’acheminer les « bons » 

AMPAR au bon endroit au bon moment. L’équilibre entre ces différents mécanismes (Figure 

8) est modulé par l’activité et dépend des protocoles utilisés pour l’induction des phénomènes 

de plasticité. 

Les récepteurs préférentiellement recrutés lors de la transmission basale ou pendant 

la LTP/LTD sont encore débattus et semblent varier en fonction de la zone du cerveau, de 

l’âge et du protocole de plasticité appliqué35. Comprendre l’interaction et l’équilibre complexe 

de ces différentes voies de régulation est un enjeu majeur pour comprendre transmission 

synaptique et les phénomènes de plasticité synaptique. 

 

Figure 8 : Mécanismes régissant le nombre 
d’AMPAR 

Différents mécanismes travaillent conjointement et 
régissent le nombre d’AMPAR à la MP. 1&2 – Les 
AMPAR néo-synthétisés sont transportés dans des 
vésicules sur le cytosquelette du neurone et sont 
ensuite exocytés. 3 – Les AMPAR de la MP diffusent 
dans la MP. 4 – Ils sont piégés à la PSD et forment 
des nanodomaines qu’ils peuvent quitter lorsque leur 
affinité pour les protéines d’échaffaudage de la PSD 
est abolie. 5 – Les récepteurs diffusent vers les zones 
d’endocytose où les AMPAR sont internalisés. 6 – Les 
AMPAR sont ensuite triés, ou retenus dans des 
vésicules intracellulaires et peuvent être recyclés et 
ré-exocytés vers la MP. Source : Choquet 2018 
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En conditions basales, ces différents mécanismes semblent se compenser. 

Contrairement à l’exocytose de GluA1 qui est dépendante de l’activité, l’exocytose de GluA2 

est majoritairement constitutive150.  

Lors de la LTD, les AMPAR perméables au Ca2+ (GluA1/GluA1) sont recrutés de 

manière transitoire à la synapse151. Ces récepteurs sont ensuite dé-phosphorylés par les 

phosphatases activées lors de la LTD151, entraînant leur retrait de la synapse par diffusion et 

peuvent ensuite être endocytés. 

Lors de l’induction de la LTP, les AMPAR atteignent la synapse par diffusion où ils sont 

piégés dans les nanodomaines148. En effet, si le blocage de l’exocytose empêche l’expression 

de la LTP143, la potentialisation à court terme n’est pas abolie152, suggérant que les premiers 

AMPAR mobilisés sont recrutés par diffusion. Cependant, la LTP entraîne une augmentation 

du nombre d’événements d’exocytose144 qui remplissent les réserves des AMPAR extra-

synaptiques recrutés plus tard pour assurer le maintien de la potentiation153. Les AMPAR 

préférentiellement recrutés lors de la LTP sont sujet à débat. D’anciens modèles suggèrent 

que les AMPAR à CTD long comme les homomères de GluA1 sont péri-synaptique et sont 

recrutés à la synapse de manière transitoire juste après l’induction de la LTP154–157 (bien que 

d’autres études le réfutent158,159) après quoi ils seraient graduellement remplacés par les 

AMPAR à CTD courts (GluA2/GluA3)35,160. 

 

Il existerait donc deux voies pour l’exocytose, (1) une voie constitutive pour les 

récepteurs contenant les sous-unités GluA2 qui cyclent continuellement entre les réserves 

intracellulaires et la synapse, et (2) une voie dépendante de l’activité concernant les récepteurs 

contenant GluA1 qui sont insérés pour l’induction de la plasticité. En revanche, la part des 

récepteurs néo-synthétisés ou recyclés qui prennent part à la transmission synaptique basale 

et aux événements de plasticité synaptiques restent mal connus. Il a été estimé que les 

récepteurs recyclés sont un réservoir important d’AMPAR pendant l’activité146,161 et qu’environ 

50% des événements d’exocytoses proviennent des RE150. La contribution des récepteurs 

néo-synthétisés et la régulation dont ils sont l’objet sont souvent négligés de par la difficulté 

qu’il existe à étudier le TI. En effet, les vésicules contenant les AMPAR néo-synthétisés sont 

de petits objets rapides de faible contraste impossibles à distinguer des récepteurs recyclés. 

Grâce à un outil moléculaire permettant la rétention des protéines néo-synthétisées dans le 

RE, Hangen et al81 sont parvenus à observer le TI et présence à la MP des récepteurs néo-

synthétisés exclusivement. Les AMPAR néo-synthétisés possèdent un TI très régulé, et sont 

recrutés à la MP en conditions basale et lors de la LTP, mais les mécanismes qui régissent 

ces modulations sont encore mal connus.  
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Partie 2 : Sécrétion des AMPAR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le TI des récepteurs néo-synthétisés est un processus capital puisque qu’il concerne 

tous les AMPAR qui participent à la transmission synaptique. Avant d’être intégrés à la MP, 

les récepteurs néo-synthétisés doivent naviguer et maturer à travers un système 

endomembranaire complexe dans lequel ils rencontreront divers interacteurs moléculaires qui 

influenceront leur devenir. La protéine est synthétisée, repliée et subit des MPT telles que des 

greffes de lipides, d’oses etc. dans une succession de compartiments subcellulaires : le RE, 

le compartiment intermédiaire RE-Golgi (ER-Golgi Intermediate Compartment : ERGIC), 

l’appareil de Golgi (AG) et divers types de vésicules (Figure 9). Les récepteurs néo-synthétisés 

peuvent emprunter différentes voies, plus ou moins directe jusqu’à la MP et qui seront décrites 

dans cette partie (Figure 10). L’utilisation d’un système de rétention des protéines dans le RE 

a montré que GluA1 a besoin de 30 minutes à 1 heure pour voyager à travers la voie de 

sécrétion et atteindre la MP81. Cependant, une autre étude utilisant des constructions 

similaires rapporte des durées plus longues (entre 2 et 8 heures)162. 

Figure 10 : Voie de sécrétion dans les 
neurones 

Il existe plusieurs voies pour la sécrétion des 
protéines membranaires. La sécrétion dite 
canonique (flèche jaune), où les protéines sont 
synthétisées dans le RE, passent dans l’AG et 
circulent dans des vésicules sur de longues 
distances le long du cytosquelette avant d’être 
insérées à la MP. Les récepteurs peuvent 
également court-circuiter l’AG somatique au 
profit des Golgi Outposts (GO) (flèche rose 
pleine). Mais les AMPAR semblent également 
pouvoir s’affranchir d’un passage dans l’AG 
somatique ou GO via le spine apparatus (flèche 
rouge) situé dans les épines dendritiques, ou via 
une voie de sécrétion entre le ERGIC et les ER. 
Source : Valenzuela & Perez, 2015 

Figure 9 : Organelles de la voie 
sécrétion 

Les protéines destinées à la MP 
sont synthétisées sur le RE puis 
transitent par le compartiment 
intermédiaire RE-Golgi, l’AG, le 
TGN et les vésicules post-
golgiennes afin d’être intégrées à 
la MP. Source : C. Renancio, 
Etude du trafic vésiculaire des 
récepteurs glutamatergiques de 
type AMPA : caractérisation 
d’une nouvelle protéine auxiliaire, 
thèse, 2013, Université de 
Bordeaux 
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A) Le réticulum endoplasmique (RE) 

1 – Structure du RE 

Le RE est une organelle très étendue et dynamique. Il est présent dans tout le 

compartiment somato-dendritique. Il est constitué d’un réseau de membranes contigu à la 

membrane externe de l’enveloppe nucléaire. Cette membrane sépare l’espace luminal du RE 

et le cytosol en formant des citernes et des tubules d’un diamètre variant de 30 à 50nm163. Il 

est subdivisé en deux sous-compartiments à la composition lipidique et protéique différente : 

le RE rugueux qui arbore les ribosomes qui assurent la traduction des protéines et le RE lisse. 

2 – mRNA et synthèse 

Dans les neurones, la synthèse des protéines est modulée par l’activité et est 

nécessaire pour les événements de plasticité synaptique164. La blockade augmente la 

synthèse de GluA1 mais pas de GluA2165. La synthèse des sous-unités AMPA est également 

augmentée 3 heures après la LTP. Cette régulation est levée par des inhibiteurs de PKA166. 

Lorsque la synthèse est bloquée, l’induction de la LTP entraîne une décroissance progressive 

du nombre de récepteurs à la MP, jusqu’à atteindre le niveau basal après 2 heures167. La 

synthèse des AMPAR est également nécessaire pour certaines formes de LTD168. Les 

récepteurs néo-synthétisés sont donc des contributeurs importants pour le maintien 

d’événements de plasticité synaptique et leur synthèse est régulée par ces événements. 

Même avant leur synthèse, les AMPAR sont assujettis à des modifications qui 

moduleront leurs propriétés. Leur ARNm peut être le substrat d’éditions, telles que l’édition 

Q/R et R/G de GluA2 ou l’édition de la cassette flip/flop décrites dans la partie 1. L’ARNm est 

ensuite traduit, le peptide signal clivé et la protéine est intégrée à la membrane du RE. 

3 – Interaction avec des protéines associées dans le RE 

Des analyses protéomiques ont révélé que les AMPAR possèdent de nombreux 

interacteurs dès leur synthèse dans le RE, tels que ABDH6, porcupine (PORCN), FRRS1L et 

CPT1c169. L’assemblage des AMPAR a été comparé à une ligne de production au cours de 

laquelle ils interagissent avec différentes protéines afin de former les tétramères (Figure 11). 

Certaines de ces protéines associées restent cantonnées dans le RE tels que CPT1c, ABDH6 

ou PORCN et ne se retrouvent jamais à la MP, alors que d’autres protéines comme les TARP 

et les protéines CNIH voyagent avec le récepteur à travers la voie de sécrétion jusqu’à la 

MP170. 

La sous-unité GluA monomérique interagit avec ABHD6 ou porcupine (PORCN) dans 

le RE. Ces associations sont stables, protégeant la sous-unité de la voie de dégradation171 et 
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l’empêchant de se dimériser avec d’autres sous-unités170. L’interaction du complexe ABHD6-

GluA avec le complexe FRRS1l-CPT1c induit la dimérisation des GluA. Les dimères 

s’assemblent en tétramères liés avec jusqu’à 4 complexes FRRS1l-CPT1c170. A cette étape, 

ABHD6 est dissociée du complexe pour permettre la formation du pore du récepteur. Les 

complexes FRRS1l-CPT1c se dissocient et sont remplacés par les protéines de la famille de 

CNIH et des TARP pour former un complexe qui constitue un récepteur fonctionnel, prêt à être 

exporté du RE. 

 

 

Figure 11 : Assemblage des AMPAR 

(1) La sous-unité s’associe avec ABHD6, (2) 
FRRS1l-CPT1c promeuvent la dimérisation (3) 
formation des tétramères et dissociation des 
ABDH6 (4) FRRS1l-CPT1c se dissocient et 
CNIH-2 et/ou les TARP s’associent aux 
AMPAR, (5) les AMPAR matures sont prêts à 
l’export. Source : Schwenk et al. 2019 

 

 

Ces différentes protéines sont particulièrement importantes. En effet, lorsque leur 

expression est  inhibée ou qu’elles sont surexprimées, le nombre de récepteurs à la MP est 

affecté, entraînant différentes pathologies170. Il est cependant important de noter que ces 

différentes interactions n’apparaissent pas être obligatoires pour assurer l’assemblage des 

récepteurs qui peut être rendu possible grâce l’interaction de leurs NTD et leurs TMD170. C’est 

le cas par exemple dans des expériences de surexpression des AMPAR où les GluA sont 

accumulés dans le RE puis exportés sans avoir besoin d’interagir avec ABDH6 par exemple170. 

4 – Glycosylations et contrôle qualité 

Plus de 75% des protéines sécrétées sont N-glycosylées173. Cette modification est 

particulièrement prévalente dans le SNC174 et régule la fonction des protéines175, mais aussi 

leur stabilité et leur repliement176,177. La protéine néo-synthétisée subit la greffe d’un précurseur 

riche en mannose au niveau de séquences consensus suivi de cycles de glycosylation/dé-

glycosylation qui promeuvent l’interaction avec des chaperonnes telles que BiP et calnexin 

jusqu’à ce que la protéine soit correctement repliée39. 

Chaque sous-unité des AMPAR contient entre 4 et 6 sites consensus (N-X-S/T) sur 

leur domaine extracellulaire178. Ces glycosylations influencent les propriétés des AMPAR 

comme leur désensibilisation173 mais aussi leur trafic. En effet, sans NTD, l’abondance des 

AMPAR à la MP est réduite179. Ces glycosylations sont nécessaires pour l’export et semblent 

réguler la cadence de sortie du RE180. De nombreux sites de glycosylations, si mutés, 

empêchent l’acheminement jusqu’à la MP. Par exemple, les souris mutantes ne possédant 
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pas l’épitope HNK-1 (Human Natural Killer-1) en N413 ont des problèmes d’apprentissage et 

de mémoire de même qu’une LTP réduite dans la région CA1 de l’hippocampe181. Les 

glycosylations pourraient également influencer le devenir des récepteurs en accélérant leur 

dégradation dans les lysosomes178 ou en permettant au récepteur d’interagir avec d’autres 

protéines. Cela semble être le cas pour la glycosylation sur l’acide aminé N413 de GluA2 qui 

promeut l’interaction avec la N-cadhérine ayant pour effet d’augmenter la présence de GluA2 

à la MP182
. 

Les glycosylations servent au contrôle qualité de la protéine néo-synthétisée. Une autre 

étape du contrôle qualité des AMPAR est de vérifier leur liaison du glutamate et perméabilité 

ionique : les récepteurs qui ne peuvent pas lier le glutamate ou qui sont imperméables voient 

leur présence à la surface diminuée à la synapse et sont retenus dans le RE183.  Si la protéine 

ne parvient pas à se replier correctement, ou si elle est non fonctionnelle, elle sera dégradée 

dans les protéasomes en suivant la voie ERAD (ER associated protein degradation), dont les 

mécanismes sont encore mal compris171,184. L’accumulation des protéines mal repliées, qui 

peut être létale pour la cellule, entraîne la « réponse aux protéines non repliées » (RPNR). 

Elle consiste en une augmentation de l’expression de protéines impliquées dans le repliement, 

l’export et la destruction de protéines anormales tout en inhibant la synthèse protéique afin de 

diminuer le flux de nouvelles protéines et permettre à la cellule de dégrader les protéines mal-

repliées185. 

5 – Export du RE 

Les modalités de la sortie des AMPAR du RE n’est pas encore clairement établie. La 

protéine qui a le plus d’influence sur la sortie des AMPAR du RE est CNIH2170. Les protéines 

cornichon pourraient interagir avec Sec23/24 qui initie la formation des vésicules COPII (COat 

Protein Complex II) dans lesquelles les récepteurs sont exportées. γ2 favorise également 

l’export : chez les souris stargazer (γ2-KO), la RPNR est déclenchée, signifiant que γ2 

participe à l’export186. γ2 est également capable de lever la rétention des formes flop dans le 

RE187. De même en l’absence de γ8 (souris γ8-KO), la TARP la plus abondante dans 

l’hippocampe, les récepteurs sont retenus intracellulairement122. 

Certaines éditions des sous-unités favorisent également leur rétention dans le RE, 

comme pour le variant « flop » alors que le variant « flip » est correctement envoyé à la MP187. 

La sous-unité GluA2 (R), la plus abondante, est retenue dans le RE par un mécanisme 

inconnu. Sa sortie semble promue par le relargage de Ca2+ provenant du RE, permettant 

l’activation de CaMKII associé à PICK1, un interacteur du CTD de GluA2 et dont l’activité 

permet au récepteur de continuer son trafic jusqu’à la MP188. Cette rétention, en allongeant le 

temps passé dans le RE pourrait servir à promouvoir l’hétéromérisation des récepteurs qui est 
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plus favorable189. La protéine cytosolique SAP97, associée à GluA1 pourrait également réguler 

la sortie du RE190, mais aucun mécanisme n’a été clairement mis en évidence jusqu’à présent. 

Les complexes AMPAR néo-synthétisés qui ont passé le contrôle qualité et qui sont 

prêts à être exportés sont rassemblés au niveau des sites de sortie (ER Exit Sites : ERES) 

desquels bourgeonnent des vésicules COPII. Ces vésicules fusionnent avec un compartiment 

en amont de l’AG, le ERGIC situé entre 300 et 500nm des ERES191. 

B) Le compartiment intermédiaire RE-Golgi (ERGIC) 

1 – Structure 

Le ERGIC est un système tubulo-vésiculaire servant au triage et au trafic bi-directionnel 

des lipides et des protéines entre le RE et l’AG173. Il est présent dans tout le compartiment 

somato-dendritique173. Sa structure et son statut d’organelle stable reste encore débattu. Il a 

été initialement considéré comme un transporteur transitoire, généré par la fusion de vésicules 

COPII et appartenant soit au RE, soit à l’AG. Cependant il existe des preuves que le ERGIC 

soit une structure stationnaire. Il n’est pas affecté par le traitement à la brefeldin A (BFA) et 

lors de la mitose, alors que le RE se transforme pour former des citernes périnucléaires 

épaisses et que l’AG se dissocie transitoirement, les structures du ERGIC restent intactes. Il 

semble donc être une organelle à part entière, indépendante des deux autres compartiments. 

Le modèle actuel du ERGIC le décrit comme un réseau interconnecté composé de vacuoles 

stationnaires avec lesquelles fusionnent des tubules dynamiques chargés de transporter les 

cargos192. 

2 – Rôle et fonctions 

Le rôle du ERGIC est multiple. Il sert d’étape intermédiaire entre le RE et l’AG où il 

reçoit entre autres les protéines néo-synthétisées contenues dans les vésicules COPII 

provenant du RE. Il semble également participer au contrôle qualité et repliage des protéines 

et permet de ramener les protéines mal repliées ou mal assemblées vers le RE192 afin que 

seules les protéines matures atteignent l’AG. 

Le ERGIC reçoit également les vésicules COPI provenant de l’AG, permettant le 

recyclage de différentes molécules telles que les lipides et les protéines vers le RE192. Les 

vésicules COPI ont longtemps été considérées comme le pendant rétrograde des vésicules 

COPII, afin d’assurer le transport rétrograde des protéines et de compenser la perte de 

membrane aux ERES due au bourgeonnement des vésicules. Mais les vésicules COPI 

pourraient également se charger du transfert antérograde entre le ERGIC et l’AG192. 
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Les AMPAR transitent par le ERGIC. Leur trafic a été étudié par sécrétion contrôlée, 

permettant une sortie du RE synchronisée et les récepteurs colocalisent avec les marqueurs 

du ERGIC (ERGIC53 et p58)162. Cette colocalisation est maximale 50 à 60 minute après la 

sortie du RE et décroit à mesure que GluA1 progresse à travers la voie de sécrétion. Cette 

organelle est également très impliquée dans une forme de sécrétion qui s’affranchit d’un 

passage dans l’AG et qui sera décrite dans cette partie. 

C) L’appareil de Golgi (AG) 

1 – Structure 

Découvert par Camillo Golgi en 1898, l’AG est une organelle constituée de citernes 

aplaties d’un diamètre compris entre 0,5 et 1µm. Ces citernes forment plusieurs compartiments 

fonctionnellement distincts que les protéines néo-synthétisées traversent, et qui possèdent 

des populations enzymatiques différentes. Le cis-Golgi, le plus proche du RE sert à trier les 

protéines afin de les renvoyer vers le RE ou de les faire progresser à travers l’AG. Les 

protéines néo-synthétisées atteignent alors les citernes médianes puis le TGN qui trie les 

protéines pour les répartir dans différents types de vésicules destinées à l’export vers les 

lysosomes ou vers la MP. Il reçoit également les cargos transportés de manière rétrograde 

provenant du système endomembranaire de la voie d’endocytose193. 

2 – MPT de l’AG 

Les protéines qui arrivent dans l’AG sont le substrat de mannosidases et de diverses 

glycosyltransférases qui donnent naissance à des séquences glucidiques diverses et 

complexes. Ces MPT sont souvent utilisées comme marqueurs du passage des protéines 

dans l’AG. Dans le cas des AMPAR, celui-ci est sujet à débat, et sera discuté à la fin de cette 

partie. Par exemple, dans le cortex frontal de rat194, une faible portion de GluA2 est sensible à 

endoH, une glycosidase permettant le clivage des oligosaccharides complexes de l’AG. La 

majorité du GluA2 y est insensible, ce qui semble confirmer que la majorité du GluA2 transite 

par l’AG. Cependant, toujours en utilisant endoH, d’autres groupes trouvent des proportions 

très différentes (et qui seront discutées plus loin), suggérant que la majorité des AMPAR ne 

transitent pas par l’AG. 

Dans l’AG, les AMPAR peuvent également être le substrat de palmitoylations, 

correspondant à la liaison thioester d’un palmitate sur un résidu cystéine cytosolique. Les 

AMPAR peuvent être palmitoylés sur deux résidus cystéine conservés, un immédiatement 

après le TM2 et l’autre juste après le TM4. Le premier est très proche du site d’édition Q/R et 

a lieu dans l’AG. Elle est assurée par l’enzyme GODZ et promeut l’accumulation du récepteur 
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dans l’AG195 réduisant l’expression des AMPAR à la MP196. Leur dé-palmitoylation pourrait 

ainsi être un signal pour libérer les AMPAR de l’AG. 

3 – Golgi Outposts (GO) 

Dans les neurones, l’AG est localisé dans le soma, obligeant théoriquement les 

protéines synthétisées dans les dendrites à voyager rétrogradement vers le soma afin de 

maturer dans l’AG. Il existe cependant des structures appelées Golgi outposts (GO), issues 

de la fission de long tubules qui émergent de l’AG somatique. Leur caractérisation et leur 

détection est rendue difficile par le fait qu’ils ne possèdent pas tous les marqueurs classiques 

de l’AG173, mais des études in vitro et in vivo semblent indiquer que 20% des neurones 

d’hippocampe possèdent des GO dans au moins une de leurs dendrites173. Globalement, on 

les retrouve dans 5% des dendrites, préférentiellement dans la dendrite apicale sur le segment 

proximal (<30µm du corps cellulaire)173
. Chez la drosophile, ils sont localisés au niveau des 

embranchements dendritiques197. Beaucoup de questions restent à éclaircir en ce qui 

concerne les GO. Il n’existe pas de données sur le pourcentage des AMPAR qui empruntent 

les GO, ni sur les MPT dont ils pourraient être l’objet. 

4 – Sortie de l’AG 

Les récepteurs membranaires néo-synthétisés sont rassemblés et triés dans des 

micro-domaines du TGN. Ce triage est réalisé entre autres grâce à des interactions entre des 

protéines adaptatrices cytosoliques et les motifs cytoplasmiques des protéines membranaires 

sécrétées ou de leurs protéines associées198. 

Les différentes protéines qui transitent par l’AG peuvent donc être triés et sortir dans 

des vésicules différentes. Par exemple, les AMPAR et les récepteurs GABA intègrent des 

vésicules différentes avant d’être exocytées à la MP198. En revanche, il reste à établir si les 

différentes combinaisons d’AMPAR telles que les homomères GluA1 et les hétéromères 

GluA1/GluA2 peuvent être transportées dans les mêmes vésicules. Les mécanismes exacts 

qui régissent la sortie des AMPAR de l’AG restent mal compris. L’interaction de γ2 avec nPIST, 

une protéine enrichie dans le AG et la PSD pourrait participer à la sortie des AMPAR du 

compartiment199. De même que certaines interactions protéiques ou MPT des AMPAR qui 

seront détaillées dans la partie 3.  

D) Transport vésiculaire 

Dans les cellules polarisées comme les neurones, l’adressage des protéines est 

critique pour établir et maintenir la différenciation morphologique et fonctionnelle des différents 

compartiments. Il existe plusieurs mécanismes d’adressages pour assurer la polarité : (1) un 
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adressage sélectif par des mécanismes de tri lors de la biosynthèse de la protéine pour la 

ségréger et l’envoyer vers la MP cible (2) la transcytose, déjà observée dans les neurones 

pour la transferrine200, les pIgR (polymeric immunoglobulin receptors)201, ou les 

neurotrophines202 et lors de laquelle les protéines sont exocytées dans un compartiment pour 

ensuite être endocytés et transportés vers le compartiment cible, et (3) des mécanismes 

différentiels d’exocytose, d’endocytose, de recyclage et de dégradation en fonction des 

compartiments. 

Dans les neurones, un triage des cargos est effectué au niveau du segment initial de 

l’axone qui empêche les cargos somato-dendritiques d’être transportés dans l’axone203. 

Différents motifs impliqués dans l’adressage dendritique ont été identifiés tels que le motif 

YXX chez les récepteurs LDL (low-density lipoprotein)204 et du récepteur de la 

transferrine204,205 ainsi qu’un motif di-leucine du domaine cytosolique d’un canal potassium 

(Shal K+)206, des transporteurs de glycine207, des récepteurs à l’acétylcholine nicotinique208 et 

des récepteurs à la sérotonine 5-HT1AR209. Un motif d’adressage dendritique a aussi été mis 

en évidence dans le CTD proximal de GluA1 et permet d’adresser un cargo axonal dans les 

dendrites, mais sa délétion n’empêche pas l’adressage somato-dendritique du GluA1 

mutant210. Cependant de nombreuses protéines ne possèdent pas de motifs connus et 

d’autres mécanismes pourraient être impliqués. De même, la façon dont sont triés les cargos 

au sein des dendrites et qui déterminent jusqu’où les cargos sont transportés, ainsi qu’où ils 

sont exocytés reste à déterminer. 

Les protéines néo-synthétisées sont transportées dans des vésicules le long du 

cytosquelette de la cellule par des moteurs moléculaires. Le cytosquelette et composé de 

microtubules (MT) et de filaments d’actine. Il sert à la fois à assurer l’architecture du neurone 

et à acheminer les organites et les cargos dans les différents compartiments du neurone. Les 

maladies neurodégénératives sont souvent associées avec une diminution de la masse du 

cytosquelette dans les axones et les dendrites ou à un changement de leur stabilité, comme 

dans le cas de la sclérose latérale amyotrophique, la paraplégie spastique familiale ou encore 

la maladie de Parkinson211. 

1 – Structure du cytosquelette 

Microtubules 

Les microtubules (MT) sont des polymères de tubuline présents dans tout le neurone. 

Ils ont parfois été observés dans les épines dendritiques, dans lesquels ils peuvent être 

recrutés en réponse à l’activité212,213 (Figure 12). Dans les neurones matures, les MT se 

dissocient des centrosomes et forment un réseau constitué de MT de différentes longueurs, 

de moins d’un micromètre à plusieurs centaines de micromètres211. Les MT sont organisés en 
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« bundles » parallèles. Dans l’axone, ils sont orientés uniformément avec leur extrémité 

« plus » dirigée à l’opposé du soma, alors qu’ils ne sont pas orientés dans les dendrites (Figure 

13), soulevant la question de l’adressage des cargos dans ce compartiment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les MT sont classés en fonction de leur stabilité211. Les MT labiles étant soumis à un 

renouvellement rapide, possèdent peu de MPT. A l’inverse les MT stables sont riches en 

tubuline acétylée et dé-tyronisée et les plus stables, dits « stables au froid » sont riches en 

tubuline poly-aminée qui leur confèrent cette propriété. Dans les dendrites ils sont enrichis en 

tyrosination, acetylation et glutamylations à chaînes courtes, contrairement à ceux des axones 

qui sont riches en glutamylations à longues chaines, polyaminations et qui sont dé-

tyrosinées214. Ces MPT semblent être spécifiques à l’orientation des MT dans les neurones, 

par exemple, les MT stables dont l’extrémité moins est distale sont acétylés et les MT 

dynamiques à l’extrémité plus distale sont tyrosinés. 

Ces MPT modulent l’affinité des différents moteurs pour les microtubules et participerait 

à réguler l’adressage des cargos215, bien que les mécanismes qui régulent ces MPT et 

organisent le TI soient mal compris. 

 

Figure 13 : Organisation du 
cytosquelette neuronal 

Dans les dendrites, les 
microtubules ne possèdent 
pas d’orientation particulière 
et peuvent occasionnellement 
être présents dans les épines 
dendritiques. Les filaments 
d’actine sont présents dans 
les dendrites sous forme 
d’anneaux, et sont enrichis 
dans les épines dendritiques. 
Source : Nirschl et al., 2017 

Figure 12 : Structure des microtubules 

Les microtubules sont des polymères 
cylindriques rigides de 25nm de diamètre 
composés d’α-tubuline et de β-tubuline. 
Ces deux molécules ont la même structure 
tri-dimensionelle et s’associent pour 
former des microtubules polarisés (β-
tubuline à l’extrémité « plus » et α-tubuline 
à l’extrémité « moins »). Source : Kaur et 
al. 2014 
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Actine 

Les filaments d’actine sont issus de la polymérisation de monomères d’actine (Figure 

14). Ils peuvent être associés à plus d’une centaine de protéines accessoires différentes qui 

contrôlent la formation des filaments. A l’échelle nanoscopique, l’organisation du cytosquelette 

d’actine dans les dendrites est très dynamique et « patchy ». Les épines dendritiques sont très 

riches en actine. Le cytosquelette d’actine de l’épine peut être modulé par l’activité216 et 

lorsqu’il est aboli, la diffusion des récepteurs, leur endocytose et exocytose est affectée217. Le 

transport sur le cytosquelette d’actine est considéré plus local que le transport sur les 

microtubules compte tenu de l’organisation du réseau (Figure 13). Cependant il existe des 

réseaux organisés de filaments d’actine218 qui pourraient rendre possible un transport plus 

longue distance. De nombreuses myosines sont d’ailleurs impliquées dans le transport 

antérograde de protéines membranaires219. 

Figure 14 : Structure des filaments d’actine 

Les filaments d’actine ont un diamètre de 7nm et 
sont formés par la polymérisation de monomères 
d’actine qui forment une double hélice polarisée 
possédant une extrémité pointue et une extrémité 
barbée. Source : Street & Brian, 2011 

2 – Les moteurs moléculaires 

Les moteurs moléculaires sont des protéines générant une force motrice en 

hydrolysant l’ATP. Il en existe plusieurs grandes familles : les kinésines et dynéines sont 

associées aux MT220 et les myosines qui sont associées aux filaments d’actine221. 

Kinésines & dynéines 

          Figure 15 : Les kinésines 

Il existe 15 familles de kinésines de kinesin-1 à 
kinesin-14B220 qui peuvent exercer plusieurs 
fonctions dont le transport de cargos le long des 
microtubules. Elles sont composées d’un domaine 
moteur et d’une queue comprenant un domaine super 
hélice qui peut leur permettre de se dimériser. Elles 
possèdent également un site de liaison au cargo par 
leur queue ou par le biais de chaînes légères. Les 
kinésines mentionnées dans ce manuscrit 
appartiennent aux groupe des kinesin-1 (KIF5), 
kinesin-2 (KIF17) et kinesin-3 (KIF1 et KIF13). Elles 
possèdent un domaine moteur N-terminal et sont 
dirigées vers l’extrémité « plus » des microtubules. 
Les têtes des domaines moteurs sont coordonnées et 
permettent aux kinésines de « marcher » sur les MT 
sans s’en dissocier. Source : Hirokawa et al., 2009 et 
Woehlke & Schliwa, 2000. 

 

MT
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Les kinésines (KIF) (Figure 15) constituent une superfamille de protéines possédant 

des rôles variés, allant de la modulation du cytosquelette, à la division cellulaire, au transport 

d’organelle ou au transport de cargo220. Leur morphologie et fonctionnement particulier leur 

permettent de « marcher » sur les MT afin de transporter les vésicules à destination. Les 

queues des kinésines, qui leur permettent de lier leur cargo, ont des séquences variées qui 

reflètent la diversité des cargos qu’elles doivent transporter. Elles peuvent interagir 

directement avec leur cargo ou passer par l’intermédiaire de protéines adaptatrices220. 

 

Figure 16 : Les dynéines 

A- Les dynéines possèdent plusieurs isoformes, dont dynéine-1 qui est responsable de la plupart des 
déplacements vers l’extrémité « moins » des microtubules. Elles sont composées de nombreuses 
chaînes protéiques et peuvent atteindre un poids moléculaire de 1.8MDa. Elles possèdent trois chaînes 
lourdes et de nombreuses chaînes accessoires. Le CTD des chaînes lourdes composent le moteur qui 
contient un anneau de 6 domaines AAA+ (AAAL large+small AAAS) duquel émergent entre autres un 
stalk qui contient le site de liaison aux microtubules. B- Contrairement aux kinésines qui « marchent » 
sur les microtubules, les dynéines se déplacent par « power stroke » en changeant la conformation du 
linker qui se plie et se remet droit. Source : Schmidt & Carter 2016 

 

Les dynéines (Figure 16) sont également des protéines motrices associées aux MT. 

Ce sont des protéines gigantesques, à la structure beaucoup plus complexe que les kinésines. 

Seulement deux dynéines cytosoliques ont été identifiées et des mutations de ce moteur sont 

liées à diverses maladies neurologiques222. 

Myosines 

Les myosines sont des moteurs moléculaires qui évoluent sur les filaments d’actine 

(Figure 17). Chez les humains il en existe 40 divisées en 12 classes en fonction de leur 

architecture. Les myosines qui assurent le transport des cargos font partie du groupe des 

myosines non-conventionelles. Elles ont une morphologie analogue aux kinésines et sont 

composées de trois domaines principaux, une tête motrice de 80kDa, d’un cou de longueur 

variable et d’une queue aux séquences et structures diverses221. Elles peuvent se déplacer 

vers l’extrémité plus qui les emmène vers la périphérie du neurone ou vers l’extrémité moins 

qui permettent le transport des vésicules d’endocytose loin de la MP223. 
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Figure 17 : Les myosines 

Il existe différentes classes de myosines qui possèdent toutes différentes fonctions. Contrairement aux 
myosines conventionelles qui forment des filaments, certaines myosines non conventionelles peuvent 
participer au transport de cargos le long des filaments d’actine219. (a) Leur domaine moteur contient un 
domaine de liaison avec l’actine et un site qui lie et hydrolyse l’ATP pour générer le mouvement. Du 
domaine moteur émerge un bras de longueur variable, une queue également de longueur variable et 
un site de liaison des cargos. Certaines, comme MyoV et MyoVI se dimérisent pour transporter leurs 
cargos. Source : Robert-Paganin et al. 2019 

Adressage et régulations des moteurs moléculaires 

Les neurones sont des cellules très asymétriques. L’adressage des cargos est donc 

une problématique majeure pour trier les cargos destinés à l’axone des cargos destinés aux 

dendrites. Les kinésines sont dirigées vers l’extrémité « plus » des MT alors que les dynéines 

sont dirigées vers l’extrémité « moins », or dans les dendrites les MT ne sont pas orientés. 

Une même vésicule interagit avec plusieurs moteurs (Figure 18). Les vésicules effectuent de 

légères rotations, ce qui permet aux différents moteurs associés à la vésicule d’interagir avec 

les MT224. Le mouvement des vésicules résulte donc d’une compétition entre les différents 

moteurs sur des « rails » non orientés. 

Différents mécanismes semblent régir le TI et l’adressage des cargos. Les moteurs 

peuvent également être la cible d’interactions protéiques qui empêchent leur association avec 

les MT225. Aussi, certains moteurs moléculaires ont des affinités particulières pour les MT 

possédant certaines modifications. Cela permettrait d’orienter le transport dans les dendrites 

et d’envoyer le cargo au bon endroit au bon moment. Par exemple, les kinesines-1 ont une 

affinité pour les MT riches en tubuline dé-tyrosinée et acétylée alors que les kinesin-5 et 13 

sont associés à des MT à la tubuline tyrosinée211. Les MT sont également associées à des 

protéines appelées MAP (MT Associated Proteins) qui pourraient participer à l’adressage. Par 

exemple, MAP2226 ou SEPT9 qui est uniquement présent dans les dendrites participe à la 

ségrégation des cargos dendritiques et axonaux transportés respectivement par KIF1 et 

KIF5215. Il est intéressant de noter que le moteur KIF5 est associé aux AMPAR qui sont 

exclusivement dendritiques or il arrive à être trié et envoyé préférentiellement dans l’axone, 

suggérant que le cargo et ses protéines associées doivent jouer un rôle dans l’adressage. 
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L’activité régule également l’activité des moteurs et pourrait promouvoir l’échange du 

cargo entre les kinésines assurant le transport sur de longues distances et le transport local 

vers les sites d’exocytoses assurés par les myosines. En effet, les moteurs moléculaires sont 

sensibles au Ca2+. C’est le cas par exemple pour KIF5 chez C.elegans227 ou pour KIF17, un 

moteur associé aux NMDAR et qui est le substrat d’une phosphorylation en S1029 par CaMKII 

qui a pour effet de décharger le moteur de son cargo228,229,230. 

Pour les myosines, l’effet semblerait inversé et l’activité semble promouvoir l’interaction 

avec le cargo suite à un changement conformationnel221,231 induit par CaM bien que d’autres 

expériences le contredisent221. Cependant, bien que le Ca2+ lève l’auto-inhibition de MyoV, le 

fait qu’il promeuve le transport en lui-même est toujours débattu. C’est également le cas pour 

myoVI232 chez laquelle le Ca2+ compromet la coordination entre les deux têtes233. 

3 – Les moteurs connus associés aux AMPAR 

Les kinésines et dynéines 

Différents moteurs associés aux récepteurs du glutamate ont été identifiés. Par 

exemple, KIF5 régule la présence du récepteur métabotropique du glutamate mGlu1 à la MP 

par le biais de l’adaptateur SNAP23234. Le moteur KIF17 a été associé au transport des 

vésicules contenant les NMDAR228,235,236. 

Par électrophysiologie, il a été déterminé que la transmission synaptique médiée par 

les AMPAR est dépendante des kinésines et dynéines237. Le moteur le mieux caractérisé est 

KIF5 appartenant au sous-groupe kinesin-1. Il en existe 3 sous-types KIF5A, B et C238 

possédant des domaines moteurs très similaires. Grâce à son CTD, GluA2 interagit avec 

GRIP1 qui interagit in vivo avec KIF5B239. La surexpression d’une forme dominante négative 

de KIF5 réduit la quantité de GRIP1 et GluA2 à la synapse chez la souris, suggérant que le 

complexe KIF5-GRIP1 transporte les AMPAR239. L’isoforme KIF5C est également important 

pour l’expression de GluA2 à la MP, ces vésicules sont également positives pour la N-

cadhérine (une protéine d’adhésion) permettant peut être une régulation de la localisation 

Figure 18 : Moteurs moléculaires 
associés aux vésicule 

Une même vésicule peut être 
associée à plusieurs moteurs, et le 
trafic de ces vésicules résulte donc 
d’un « tir à la corde” entre les 
différents moteurs. Source : 
Shubeita & Gross, 2012 



54 

 

synaptique du récepteur240. Chez C. elegans, KIF5 régule la présence à la synapse des 

hétéromères GLR-1/GLR-2 alors que les homomères de GLR-1 ne sont pas affectés241. La 

dissociation de GRIP1 et KIF5 est critique pour l’exocytose des AMPAR et est régulée par la 

phosphorylation de T956 de GRIP1, opérée par Akt1242. 

KIF13, un membre du sous-groupe kinesin-3 a été identifié chez C. elegans dans lequel 

le moteur régule le trafic de GLR-1 dans le « ventral nerve cord », modulant le comportement 

locomoteur de C. elegans243. Très récemment, KIF13A a été identifié comme moteur 

moléculaire assurant le transport des AMPAR chez les rongeurs244. Il lie les AMPAR par le 

biais de la protéine adaptatrice centaurin-α1. Ce moteur s’est révélé nécessaire au transport 

des AMPAR jusqu’à la synapse pendant l’induction de la LTP. 

KIF1A, bien qu’il n’y ait pas de preuves directes, pourrait également être impliqué dans 

le TI des AMPAR. En effet, ce moteur ferait partie d’un complexe AMPAR grâce à son 

interaction directe avec liprin-α qui interagit avec GRIP1 via son CTD245,246. L’expression d’un 

mutant liprin qui ne peut pas lier GRIP1 bloque l’adressage synaptique des AMPAR. GRIP1 

est donc capable de lier plusieurs moteurs246. 

Les myosines 

Plusieurs myosines qui participent au trafic des AMPAR ont été identifiées. MyoV est 

une myosine dirigée vers l’extrémité plus des filaments. Aucune interaction directe avec les 

AMPAR n’a été identifiée mais par biochimie il a été montré que MyoVb interagit avec les ER 

via le complexe Rab11-FIP2247 de manière dépendante du Ca2+. Le moteur promeut l’entrée 

des ER dans les épines dendritiques en réponse à l’induction de la cLTP. En utilisant SEP-

GluA1 et par électrophysiologie, les auteurs ont rapporté que l’accumulation des AMPAR 

nécessite également ces protéines en réponse à la cLTP dans les neurones CA1 de 

l’hippocampe247. Lorsqu’un mutant MyoVb qui ne permet pas l’interaction avec Rab11 est 

exprimé, la localisation des AMPAR à la MP est affectée même en conditions basales248. 

MyoVI est dirigée vers l’extrémité moins des filaments et s’associe aux AMPAR grâce 

à la protéine adaptatrice SAP97249,250. Ce moteur semble avoir un double rôle dans le trafic 

des AMPAR. D’une part il semble impliqué dans l’endocytose des AMPAR251 mais il est aussi 

impliqué dans leur trafic vers la MP. En effet, un fragment du CTD de MyoVI qui empêche 

l’association MyoVI-SAP97 dans les neurones provoque une expression des AMPAR réduite 

à la surface252. Le TI antérograde de ces moteurs n’a jamais été observé et rien n’indique si 

ces moteurs sont impliqués dans le TI des récepteurs néo-synthétisés ou recyclés. 
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4 – Caractéristiques du transport vésiculaire des AMPAR 

Dans notre laboratoire, le transport vésiculaire de GluA1 a été caractérisé par vidéo-

microscopie grâce à un système de sécrétion contrôlée. C’est un transport dirigé rapide et 

linéaire qui possède des caractéristiques très stables et reproductibles81. 

En conditions basales, les vésicules contenant GluA1 néo-synthétisé sont transportées 

de manière antérograde et rétrograde le long des dendrites afin de distribuer rapidement les 

AMPAR dans tout le compartiment somato-dendritique. Les vésicules possèdent une vitesse 

d’environ 1,5μm/s dans les deux sens suggérant que les mêmes moteurs sont impliqués dans 

les deux directions. Des vitesses beaucoup plus lentes (50 à 150 fois plus lentes) ont été 

précédemment mesurées pour des vésicules contenant GluA1 et GluA2, sans doute à cause 

des limitations des méthodes d’imagerie165. Plus récemment, des vésicules contenant GluA2 

ont été mesurées à des vitesses de 1μm/s,253 et de 1,6μm/s pour des vésicules contenant GLR-

1 dans C. elegans227. 

Le TI est étudié par vidéo-microscopie après photoblanchiment d’une portion de 

dendrite. Les vésicules contenant GluA1 néo-synthétisé sont au nombre de 10 à 15/20µm2/min 

en moyenne. Les vésicules passent la majorité de leur temps en transport antérograde, suivi 

par le transport rétrograde et passent environ 30% du temps en pause. Des pauses de ce type 

ont également été observées chez C. elegans et se produisent préférentiellement proche des 

épines. 

Les protocoles de cLTP induisent une modulation du Ca2+ intracellulaire. Pendant 

l’induction, la concentration en Ca2+ est fortement augmentée pour se normaliser après 1h. 

Cette concentration est corrélée avec une modulation biphasique du TI. Lors de la phase 

d’induction (0-5min), les vésicules sont ralenties et le temps passé en pause augmente, afin 

peut-être de permettre l’exocytose des AMPAR. Occasionnellement, le signal des vésicules 

en pause disparait, même si l’exocytose n’a pas été visualisée directement lors de ces 

expériences. Lors de la seconde phase de la cLTP (après 20 minutes), des vagues de Ca2+ 

plus rares et de plus faible amplitude sont détectées. Le nombre de vésicules transportant 

GluA1 et leur vitesse antérograde sont augmentés. Cela pourrait être dû au changement des 

moteurs assurant le trafic, ou à une modulation de leurs propriétés. L’activité régule également 

le TI à travers les MPT des AMPAR. Les phosphorylations des S831 et S845 sur le CTD de 

GluA1 sont corrélées à la cLTP. Les phosphomutants ont un nombre de vésicules et une 

vitesse antérograde augmentés, rappelant les caractéristiques observées lors de la LTP. Ces 

récepteurs sont préférentiellement localisés au bout des dendrites81. Le TI peut donc être 

modulé par les MPT du CTD des sous-unités des AMPAR. 
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Le TI de GluA1 est donc un mécanisme très régulé, caractéristique du transport le long 

des MT. Il est très stable et reproductible en conditions basales et modulé de façon biphasique 

lors de la LTP. Lors de la phase tardive, le TI de GluA1 est régulé par la phosphorylation des 

sérines du CTD de GluA1. Les CTD des AMPAR sont le substrat d’autres MPT et interactions 

protéiques importantes pour la localisation des récepteurs à la MP. C’est le cas par exemple 

pour 4.1N dont l’association avec GluA1 est corrélée à la LTP et est importante pour 

l’exocytose des AMPAR. Une autre protéine cytosolique d’intérêt est SAP97 qui est associée 

aux moteurs. Ces interactions ont-elles un rôle dans le TI et pourraient-elles participer à sa 

modulation ? La modulation du TI des AMPAR est-elle due à un recrutement différentiel des 

moteurs ? Ce recrutement est-il opéré par les interacteurs de leur CTD ? Est-il spécifique de 

la composition des AMPAR ? 

E) Exocytose 

La sécrétion d’une protéine membranaire se termine lors de l’exocytose. La fusion 

entre différents compartiments implique plusieurs familles de protéines, telles que les SNARE 

et les Rab. 

1 – Les protéines SNARE et Rab 

Les protéines Rab et SNARE sont impliquées dans les événements de fusion 

membranaires, que ce soit avec la MP ou entre les compartiments. 

Les protéines responsables de la fusion membranaire sont les protéines SNARE 

(Soluble NSF-attachment protein (SNAP) receptors), une famille de 60 protéines comprises 

entre 20 et 30kDa. La plupart de ces protéines sont des protéines membranaires intégrales 

qui sont ancrées à la membrane via leur CTD. Ces protéines sont constituées d’un motif en 

hélice α amphiphatiques qui permet la liaison des protéines SNARE entre elles139. Différentes 

SNARE impliquées dans le trafic des AMPAR ont été identifiées et seront discutées dans la 

partie suivante. 

Afin de fusionner, les vésicules doivent reconnaître leur membrane cible à l’aide des 

protéines Rab, de petites protéines monomérique liées à la GTP recrutées au niveau de la 

membrane des vésicules et des « Rab effectors », qui peuvent être des protéines diverses 

(protéines motrices, kinases, phosphatases, facteurs d’ancrage, adaptateurs de triage etc), 

présentes dans la membrane cible254 (Figure 19). 
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Figure 19 :  Fonctionnement des protéines Rab 

Les Rab sont de petites protéines monomériques liées à GTP. Elles sont recrutées au niveau de la 
membrane des vésicules après la prénylation de leur CTD et grâce aux GDI (GDP dissociation inhibitor), 
qui interagissent avec avec les GDFs (GDI displacement factors) de la membrane cible, après quoi le 
GDI est relargué dans le cytosol. Les Rab sont activés par un GEF (guanine nucleotide exchange factor) 
qui catalyse l’échange du GDP en GTP. Les Rab lient alors des « Rab effectors » présents dans la 
membrane cible afin d’ancrer la vésicule, permettant de rapprocher les membranes afin que les SNARE 
assurent la fusion. Après la fusion, les Rab sont inactivées par hydrolyse du GTP en GDP opérée par 
GAP (GTPase-activating protein). Le Rab-GDP est ensuite relargué de la membrane par un GDI et se 
prépare pour nouveau cycle. Source : Hausser & Schlett 2019 

 

De nombreux Rab ont été identifiés dans le trafic des AMPAR, en conditions basales 

et lors d’événements de plasticité synaptique (Figure 20). Ces protéines et leurs protéines 

associées (Figure 19) sont impliqués dans de nombreuses pathologies telles que la maladie 

de Parkinson255, la maladie de Huntington256, la maladie d’Alzheimer257, la sclérole latérale 

amyotrophique258, la maladie Charcot-Marie-Tooth de type 2B259 etc. 

Différents Rab sont impliqués dans le transport antérograde des AMPAR. Rab39B 

régule la sortie du RE vers l’AG260. Il interagit avec la protéine PICK1 qui est nécessaire pour 

le transport de GluA2 vers l’AG. Plus loin dans la voie de sécrétion, Rab8 est localisé proche 

de la MP post-synaptique et dans le TGN254 et semble impliqué dans la translocation entre le 

TGN et la MP261,262, en conditions basales et pendant l’activité198,261. Des événements 

d’insertion opérés via Rab8 ont été observées dans les épines dendritiques261,263 et ils 

semblent nécessaires pour l’expression de la LTP261,262. 

Des Rab impliqués dans le recyclage des AMPAR ont également été identifiés. Rab5, 

avec l’aide de RIN1, son effecteur264,265 est impliqué dans la CME et dirige les AMPAR 

internalisés vers les EEs264. Chez C. elegans, les AMPAR sont recyclés grâce à Rab10 durant 

la CIE266. Rab11 est localisé dans les ER et il régule le recyclage continu des GluA1 endocytés 

en conjonction avec MyoVb247 et l’adaptateur FIP2247 pendant la LTP161,261 et la LTD267. Rab7 

est impliqué dans le trafic entre les LE et les lysosomes254, une voie que peu d’AMPAR 

empruntent parce qu’ils sont préférentiellement ré-exocytés268. Ce Rab s’avère important pour 

l’expression de la LTD267. Egalement, Rab6 est associé à l’AG et participe également au trafic 

des AMPAR séquestrés par le rétromère vers l’AG chez C. elegans269,270. Rab4 pourrait 

également participer au recyclage de GluA2198. 
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Figure 20 : Les protéines Rab impliquées dans le trafic des AMPAR 

Récapitulatif des différents Rab impliqués dans le trafic des AMPAR en conditions basales et lors de la 
LTP et LTD. Source : Hausser & Schlett 2019 
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2 – L’exocytose des AMPAR 

 

Figure 21 : L’exocytose par les protéines SNARE 

L’exocytose est opérée par les protéines SNARE. La formation d’un complexe SNARE nécessite 
l’appariement de 2 vesicular-SNARE (v-SNARE) et 2 ou 3 target-SNARE (t-SNARE). Ces protéines 
forment ce qu’on appelle un complexe trans-SNARE qui va rapprocher les deux membranes et fournir 
l’énergie nécessaire à la fusion. Source : Essential Cell Biology, 4th edition 

 

Les protéines SNARE permettent l’exocytose des AMPAR (Figure 21). La vitesse 

d’exocytose des AMPAR après l’induction de la LTP apparait plus lente que celle des vésicules 

pré-synaptiques et durent des dizaines de secondes ou minutes136. Les lieux exacts de 

l’exocytose des AMPAR restent mal définis et on ignore s’ils varient en fonction des récepteurs 

néo-synthétisés ou recyclés. 

Différentes protéines du complexe SNARE régulant l’exocytose des AMPAR ont été 

identifiées. VAMP2, le vSNARE le plus abondant du cerveau271 contribue au trafic des AMPAR 

de manière constitutive et dépendant de l’activité272. Il est associé avec des vésicules 

contenant GluA1 au niveau de la post-synapse et il a été suggéré qu’il est nécessaire pour 

l’exocytose des AMPAR pendant la LTP273. 

Les syntaxines (Stx) sont de petites protéines transmembranaires qui interagissent 

avec les SNARE. Stx-3 est présent dans les axones et les dendrites, et son interaction avec 

complexin a été proposée pour contrôler l’exocytose des AMPAR pendant la LTP273. A la post-

synapse, Stx-4 définit un micro-domaine pour l’exocytose des ER contenant des AMPAR146. 

Le KO de Stx-4 induit une diminution de la transmission synaptique basale due à la réduction 

des AMPAR et des NMDAR dans les cultures de neurones d’hippocampes. Les animaux KO 

pour Stx-4 ont une LTP déficiente et des problèmes d’apprentissage274. 

SNAP-47 a également été identifié comme faisant partie du complexe assurant 

l’insertion des AMPAR pendant la LTP272. Cependant, le complexe SNARE impliqué dans 

l’insertion constitutive des AMPAR n’a pas été établi. D’autres protéines ont été impliquées 

dans l’exocytose des AMPAR. C’est le cas par exemple de 4.1N qui lie le CTD de GluA1, mais 

son rôle dans ce mécanisme n’est pas défini. 
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F) Particularités de la voie de sécrétion dans les neurones 

Les neurones sont des cellules très étendues, qui nécessitent un adressage précis 

dans le temps et dans l’espace. Pour s’affranchir de cette régulation complexe, les neurones 

et leur RE présent dans tout le compartiment dendritique, permettent une synthèse et un export 

local des AMPAR, directement à la synapse grâce au « spine apparatus », ou en court-

circuitant l’AG situé dans le soma. 

1 – Le « Spine apparatus » 

Le RE peut former des protrusions dans certaines épines dendritiques où il constitue 

une forme de RE spécialisé appelé Spine Apparatus (SA), composé de saccules de RE lisse 

empilées275–278. Il a été observé dans 48% des épines matures, préférentiellement dans les 

épines les plus grandes275. Cette structure semble cibler les épines lors d’activité synaptique 

intense pour réguler la force synaptique279. Les AMPAR et NMDAR ont été identifiés dans le 

SA275. Chez la souris, la délétion de la synaptopodine qui fait le lien avec le cytosquelette 

d’actine empêche la formation du SA et entraîne des déficits de la LTP et de la mémoire 

spatiale280,281. Ces résultats ont été corroborés par plusieurs études qui lui ont découvert un 

rôle important dans la régulation des phénomènes de plasticité synaptique282–284 et qui confère 

à la synthèse locale des récepteurs par le SA un rôle important, bien que la proportion de 

récepteurs concernés reste inconnue. 

2 – « Bypass » de l’AG 

Les AMPAR peuvent être synthétisés et s’assembler à plusieurs dizaines de 

micromètres du soma dans lequel se trouve l’AG. De plus, la plupart des dendrites ne 

possèdent pas de GO. Cela pose la question de savoir comment s’organise spatialement le 

trafic des récepteurs et si les protéines néo-synthétisées doivent voyager de manière 

rétrograde vers le soma afin de maturer dans l’AG. 

Certaines protéines neuronales, telles que les AMPAR ne voient pas leur présence à 

la MP affectée par la BFA qui dissocie l’AG285. L’étude des glycosylations a également permis 

de mettre en évidence ce phénomène : les AMPAR qui ne transitent pas par l’AG possèdent 

des N-glycans riches en mannose acquis dans le RE. Cela suggère que les AMPAR néo-

synthétisées peuvent atteindre la MP via une voie de sécrétion qui court-circuite l’AG. Par 

biochimie, il a été estimé que 80% du GluA1 et 40% du GluA2 présent à la MP ne transite pas 

par l’AG162.  
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3 – Organisation pour une sécrétion locale 

De nombreuses études ont révélé que les dendrites possèdent une organisation 

propice à la synthèse locale et l’export rapide des protéines. Les AMPAR peuvent être 

synthétisés dans les dendrites, comme en témoigne les mRNA de GluA1 et GluA2 qui y ont 

été identifiés286.  

Le RE somato-dendritique est organisé pour la synthèse locale173. Par exemple, les 

ribosomes, abondants au niveau du soma, sont également détectés dans les dendrites 

proximales287,275,288 et sous la base des épines dendritiques289. De plus, le RE possède des 

zones morphologiquement plus complexes qui limitent la diffusion des protéines néo-

synthétisées aux embranchements dendritiques ou près des synapses288 pour promouvoir le 

rassemblement des protéines, en limitant leur diffusion et faciliter leur export du RE162,288.  Au 

niveau de ces « hot spots », les ribosomes sont plus nombreux, de même que les ERES290 

qui sont corrélés avec les clusters de ERGIC162,288. Cette morphologie particulière du RE est 

régie par l’interaction avec les moteurs moléculaires qui favorisent une morphologie peu 

complexe du RE288 et qui peut être régulée par les mGluR qui modifient le réseau de MT288.  

Le RE est donc compartimentalisé pour favoriser la production locale des récepteurs 

qui peuvent être acheminés jusqu’à la MP sans passer par l’AG. Il a été montré que les 

AMPAR s’accumulent dans les ER avant d’atteindre la MP162, même après un traitement BFA. 

Les récepteurs pourraient transiter du RE jusqu’aux ER via le ERGIC, très proche. Dans cette 

même étude, deux autres cargos ont été étudiés (VSV-G et neuroligin1), pour lesquels la 

présence à la MP était abolie dans ces conditions162, confirmant que cette voie est spécifique 

à certains cargos. L'endroit où les AMPAR sortent du RE détermine vraisemblablement quelle 

voie ils vont emprunter. Par photoconversion et à l'aide d'un système de rétention dans le RE, 

Bowen et al. ont pu prouver que le trafic dendritique et somatique sont indépendants. GluA1 

libéré dans les dendrites est alors envoyé vers les ERGIC locaux et très peu dans l'AG 

somatique. A l'inverse, GluA1 libéré dans le soma transite par l'AG somatique et s'accumule 

peu dans les ERGIC dendritiques. 

Cependant, cette voie indépendante de l’AG n’est pas suffisante pour maintenir la LTP, 

puisqu’après l’induction, la potentiation des neurones traités à la BFA voient leur potentiation 

décliner291. Le trafic des AMPAR par l’AG apparait donc important. Cependant de nombreuses 

questions restent à élucider. Y-a-t-il une composition particulière du complexe AMPAR 

empruntant préférentiellement cette voie ?  Quels effets les différents motifs de glycosylation 

engendrés par ces deux voies de sécrétion ont sur les propriétés des récepteurs ? Les 

récepteurs empruntant les différentes voies sont-ils soumis à des régulations différentes ? 

Cela change-t-il le moment auquel ces récepteurs sont recrutés ? 
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Partie 3 : Régulation du TI par les protéines associées aux 
AMPAR et les MPT 

Les AMPAR néo-synthétisés interagissent avec un grand nombre de partenaires, 

depuis l’édition de leur ARNm jusqu’à leur exocytose. Ces interacteurs peuvent être 

transmembranaires ou cytoplasmiques. Ces derniers interagissent avec les CTD du récepteur. 

Les AMPAR sont également le substrat de MPT, dont certaines régissent ces interactions. 

Ces interactions protéiques et MPT participent directement ou indirectement à la régulation 

des propriétés physiologiques des AMPAR ou/et de leur trafic. Cependant, leurs effets sur le 

TI sont difficiles à étudier et restent mal compris. 

A) Association avec des protéines auxiliaires 

Dès leur synthèse, les AMPAR sont associés avec de nombreuses protéines 

transmembranaires, décrites dans la partie 2. Ils se lient également à des protéines dites 

auxiliaires. Une protéine auxiliaire est une protéine transmembranaire formant un complexe 

stable, directement liée aux AMPAR à la PM et qui modulent les propriétés physiologiques des 

récepteurs et leur trafic110. Les protéines auxiliaires des AMPAR comprennent notamment les 

TARP (Transmembrane AMPAR Regulatory Proteins) qui sont les mieux caractérisées, 

GSG1L (germ cell-specific gene 1-like protein), les protéines cornichon (CNIH) et les protéines 

de la famille CKAMP (Shisa/cysteine-knot AMPA receptor modulating protein) (Figure 22). 

 

 

Figure 22 : Protéines auxiliaires 
des AMPAR 

Structure des différentes protéines 
auxiliaires des AMPAR. Source : 
Eibl & Plested 2018 

 

 

1 – Les protéines de la famille des TARP 

Les TARP comprennent 8 membres : CACNG 1 ou γ1 à CACNG8 ou γ8. Les TARP 

sont des protéines composées de 4 TMD et d’un CTD cytosolique basique contenant un site 

d’interaction avec les protéines à domaine PDZ292. En ce qui concerne les AMPAR, γ2 

(stargazine) et γ8 sont les plus étudiées. Elles s’associent avec des AMPAR tétramériques186 

selon une stœchiométrie variable32,293, bien que le ratio 2 TARP/récepteur soit le plus 

prévalent. 
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γ2 est exprimé de manière ubiquitaire dans le SNC, mais il est particulièrement exprimé 

dans le cervelet294 alors que γ8 est préférentiellement exprimé dans l’hippocampe295. Ces deux 

protéines jouent un rôle majeur pour la transmission synaptique. Elles sont situés autour du 

canal ionique et altèrent les propriétés du pore296, modulant les propriétés biophysiques des 

récepteurs, en ralentissant significativement la désactivation des AMPAR et les cinétiques de 

désensibilisations297 et dépendent de l’édition Q/R298. 

Les TARP modulent également le trafic des récepteurs, en particulier grâce à leur 

CTD299,300 qui possède un domaine de liaison aux protéines à domaine PDZ. Par exemple, γ2 

est nécessaire pour le ciblage des récepteurs à la PSD et est associée à un phénotype 

pathologique. Les souris mutantes « stargazer », à la mutation nulle pour stargazine294 ont des 

crises d’épilepsies soudaines et de l’ataxie294. Chez les souris stargazer, la présence des 

AMPAR à la MP est réduite dans le cervelet (où stargazine est la TARP la plus exprimée)301. 

En revanche, la transmission synaptique n’est pas affectée dans l’hippocampe où γ8 est la 

TARP la plus abondante301. Les souris γ8-KO, bien qu’elles ne présentent pas de problèmes 

anatomiques ou comportementaux apparents122, présentent une réduction de 85% des 

AMPAR dans l’hippocampe. 

γ2 et γ8 régulent donc la présence des AMPAR à la MP. Ils présentent une localisation 

membranaire spécifique : γ2 est synaptique alors que γ8 est plus largement extra-

synaptique292. Comme détaillé dans la Partie 1, γ2 module la transmission synaptique en 

régulant bi-directionnellement la diffusion membranaire des récepteurs via leur ancrage à la 

PSD. L’activité synaptique entraîne la phosphorylation du CTD de γ2 permettant son 

interaction avec PSD95. Ces phosphorylations sont réalisées par PKA302,303, PKC ou 

CaMKII112 lors de la LTP dépendante des NMDAR. Ceci facilite le piégeage du récepteur à la 

synapse115. A l’inverse, lors de la LTD dépendante des NMDAR, γ2 est dé-phosphorylée par 

PP1 ce qui abolit son interaction avec PSD95. γ2 est aussi impliquée dans l’endocytose 

dépendante des NMDAR304. Lorsqu’elle est dé-phosphorylée, elle interagit avec AP-2 

déclenchant ainsi  la CME et le trafic des AMPAR des EE aux LE et lysosomes304. Le rôle de 

γ2 dans le recyclage pourrait aussi être induit par la désensibilisation du récepteur. La 

désensibilisation entraînerait la dissociation du complexe γ2-AMPAR, après quoi les AMPAR 

seraient internalisés299. Une autre étude montre cependant que les AMPAR quittent la synapse 

seulement par diffusion, sans internalisation116. Ces différents mécanismes pourraient 

coexister et réguler le trafic des récepteurs possédant différentes conformations après la 

désensibilisation292. 

γ8 module également le trafic des AMPAR : le KO de γ8 diminue le nombre d’AMPAR 

extra-synaptiques, affectant la transmission synaptique basale et la LTP305, mais n’a pas 

d’effet sur la LTD122. A l’inverse, la surexpression de γ8 augmente le nombre d’AMPAR à la 
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MP292. γ8 pourrait également moduler la diffusion du récepteur. Tout comme γ2, γ8 interagit in 

vivo avec PSD95 et PSD93306. Cependant son rôle dans l’ancrage des récepteurs à la PSD 

est débattu. En effet, son CTD est le substrat de phosphorylations (S277, S281) et les souris 

phospho-déficientes ont une LTP affectée307. Cependant des souris knock-in (KI) pour γ8 dont 

le site d’interaction PDZ a été tronqué ont une LTP normale121. Ces résultats contradictoires 

pourraient s’expliquer par la redondance des TARP qui pourraient compenser l’absence de 

γ8.  

Le rôle de γ2 et γ8 dans le TI des AMPAR reste à éclaircir. De même, leur impact sur 

les complexes AMPAR néo-synthétisés spécifiquement n’a pas été caractérisé. Ces protéines 

possèdent des domaines intracellulaires peu homologues303, et ces divergences pourraient 

expliquer les différences des mécanismes de recrutement qu’elles subissent. γ2 et γ8 sont des 

candidates prometteuses pour la régulation du TI. γ2 semble être impliquée dans le trafic 

depuis l’AG jusqu’à la PM294,308 et pourrait aussi servir de chaperonne pour assurer le bon 

repliement des AMPAR, restant associée avec les AMPAR après le RE186. Dans l’hippocampe, 

γ8 est la TARP prédominante, capable de restaurer la transmission synaptique en l’absence 

de γ2. Elle est associée aux AMPAR dès le RE170 et sa N-glycosylation est essentielle pour le 

trafic du complexe jusqu’à la MP309. γ8 accompagne donc le récepteur dès le début de la voie 

de sécrétion et jusqu’à la MP. De plus, elle est importante pour l’expression de la LTP122, lors 

de laquelle le TI est modulé. Cela fait d’elle une bonne candidate pour la régulation du TI 

observée par Hangen et al. On peut émettre l’hypothèse que γ8 permettrait la liaison directe 

ou indirecte avec des moteurs moléculaires grâce à son CTD cytosolique.  

2 – Autres interacteurs 

Les AMPAR possèdent d’autres protéines auxiliaires telles que les CNIH, GSG1L, 

CKAMP, ou SynDIG. 

Les protéines cornichon (CNIH) 

Il existe 4 protéines de la famille des CNIH : CNIH1-4. Les protéines CNIH sont des 

protéines auxiliaires possédant 3 TMD qui lient la majorité des AMPAR dans le SNC des rats, 

encore plus que les TARP292. Seuls CNIH2 et 3 sont des protéines auxiliaires des AMPAR310, 

mais leurs rôles respectifs restent encore à établir. 

Dans les complexes AMPAR, CNIH2 partage les mêmes sites d’interaction que γ8 et 

ces deux protéines sont retrouvées dans les mêmes complexes32 avec un ratio 2/2 

préférentiellement32.  

Comme les TARP, les CNIH régulent le trafic des récepteurs ainsi que leurs propriétés. 

Elles modulent la physiologie des récepteurs en ralentissant la désactivation et la 
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désensibilisation du récepteur, promouvant une configuration ouverte310. Elles régulent aussi 

le trafic et le nombre d’AMPAR à la MP311,312. Elles interviennent tôt dans la voie de sécrétion. 

Dans les cellules HeLa, la surexpression de CNIH2 modifie les motifs de glycosylation de 

GluA2, signifiant qu’il participe également à la maturation des AMPAR dans le RE313. Dans les 

souris KO pour CNIH2-3, les récepteurs immatures sont retenus dans le RE et ne peuvent pas 

transloquer vers l’AG, diminuant la présence des AMPAR à la MP (principalement les 

hétéromères GluA1/GluA2) et affectant la transmission synaptique basale et la LTP314. A 

l’inverse, la surexpression de CNIH augmente la présence des AMPAR à la MP292. La 

proportion des CNIH qui atteignent la MP est débattue, mais il semblerait que CNIH n’atteigne 

la MP qu’en présence de γ8292. De plus, tout comme les TARP, les CNIH peuvent également 

être le substrat de MPT qui pourraient complexifier leur rôle et leur fonction dans la régulation 

du trafic des récepteurs292. 

GSG1L 

GSG1L est une protéine qui possède une structure similaire aux protéines TARP315. 

Elle module les propriétés des AMPAR et accélère la désactivation et désensibilisation, 

réduisant la contribution des AMPAR à la synapse316. GSG1L régule négativement la présence 

du récepteur à la MP en diminuant son transport jusqu’à la MP et en promouvant 

l’endocytose316. Ces régulations opérées par GSG1L sont critiques car chez la souris KO, la 

LTP est augmentée à cause de la quantité d’AMPAR accumulés dans les réserves 

extrasynaptiques316. Cette régulation par GGS1L semble s’opérer par le biais de CNIH2, 

puisqu’un KO de CNIH2 l’abolit316. Les différentes combinaisons de protéines auxiliaires qui 

intègrent les complexes AMPAR permettent donc des régulations croisées.  

Les protéines CKAMP 

Les protéines Shisa constituent une famille de protéines d’échafaudages constituées 

d’un NTD riche en cystéine et d’un CTD contenant un site d’interaction PDZ317. Il existe 

CKAMP39 ou Shisa8, CKAMP44 ou Shisa9, CKAMP52 ou Shisa6 et CKAMP59 ou Shisa7318, 

toutes étant exprimées dans l’hippocampe. Ces protéines affectent également les propriétés 

des AMPAR et sont impliquées dans l’ancrage des récepteurs à la PSD. 

Dans cette famille, Shisa9 est la protéine la plus étudiée. Elle est présente dans les 

complexes AMPAR/γ8, particulièrement dans le gyrus dentelé292. Elle module les propriétés 

du récepteur et ralentit la re-sensitibilisation319. Shisa9 régule également la présence des 

AMPAR à la synapse et dans les réserves extra-synaptiques, mais n’affecte pas la LTP2. Son 

rôle s’opère vraisemblablement via son site d’interaction PDZ qui lui permet d’interagir avec 

de nombreuses protéines telles que SAP97, PICK1/GRIP1320,321 et particulièrement PSD95 à 

la PSD pour stabiliser les AMPAR292. 
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Shisa6 fait également partie des complexes AMPAR-γ8118. Elle module les propriétés 

du récepteur en empêchant la désensibilisation complète, favorisant l’état actif des récepteurs 

et en diminuant le temps nécessaire pour la récupération de la désensibilisation118. Tout 

comme Shisa9, elle est présente à la PSD où elle interagit avec PSD95 grâce à son CTD pour 

y piéger les récepteurs118. 

Shisa7, également enrichie à la PSD, interagit également avec les AMPAR322. Elle est 

présente dans les mêmes complexes que Shisa6322 et affecte aussi la re-sensibilisation du 

récepteur322. Elle lie également PSD95 et pourrait participer au recrutement des complexes 

pendant la LTP322. 

Autres interacteurs 

Les AMPAR peuvent également être associés à différentes protéines SynDIG (synapse 

differentiation–induced gene proteins) et PRRT (proline-rich transmembrane proteins), des 

protéines à 1 TMD. 

SynDIG1 interagit avec les AMPAR synaptiques et extrasynaptiques323. Sa localisation 

synaptique est régulée par l’activité via une palmitoylaytion324, mais elle ne semble pas affecter 

la présence et la distribution des AMPAR à la surface ni leurs propriétés325 et serait plutôt 

impliquée dans la synaptogénèse325,326. 

PRRT1 ou SynDIG4 est présente dans les complexes AMPAR318, particulièrement 

dans les neurones CA1 de l’hippocampe32. Elle est localisée principalement dans les zones 

extra-synaptiques et module les propriétés du récepteur en ralentissant la désensibilisation 

des homomères GluA1 mais pas des hétéromères GluA1/GluA2327. Elle régule également le 

trafic du récepteur : dans l’hippocampe les neurones KO pour SynDIG4 présentent des 

niveaux à la MP de GluA1 et GluA2 réduits sans affecter la transmission basale328. Elle pourrait 

stabiliser préférentiellement les GluA1 phosphorylés en S845328, mais les mécanismes exacts 

restent à éclaircir. Dans les tranches d’hippocampe provenant de souris SynDIG4/PRRT1 KO, 

les protocoles de LTP connus pour engendrer l’insertion d’AMPAR perméables au Ca2+ 

(homomères GluA1) ne sont pas mis en évidence327. De même, la LTD dépendante des 

NMDAR entraînant temporairement l’insertion des AMPAR perméables au Ca2+  à la synapse 

est abolie dans l’hippocampe ces souris328. SynDIG4, bien qu’elle soit décelée dans des 

complexes contenant GluA232, semble donc opérer un rôle important sur les AMPAR 

perméables au Ca2+ et pourrait servir à maintenir des réserves extra-synaptiques recrutées 

lors d’événements de plasticité synaptique292. 

PRRT2 a également été identifiée dans les complexes AMPAR315, mais n’est retrouvée 

à la PSD qu’à des niveaux très faibles329. Elle module la présence des AMPAR à la PM 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/membrane-protein
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lorsqu’ils sont exprimés dans les cellules hétérologues330. Toutefois, son rôle sur le trafic des 

AMPAR dans les neurones ou la modulation de leurs propriétés physiologiques reste à établir. 

 

Les AMPAR forment des complexes avec de nombreuses protéines auxiliaires, dont 

certaines restent peut-être à découvrir. Ces nombreuses protéines peuvent s’associer en une 

multitude de complexes de stœchiométries variables. L’influence des protéines auxiliaires est 

capitale puisqu’elles modulent les propriétés des AMPAR, générant une grande variété de 

complexes aux propriétés diverses. Ces protéines modulent également le trafic des 

complexes, permettant sans doute un recrutement précis des complexes en fonction de leurs 

propriétés. Les protéines auxiliaires ont des rôles variés dans le trafic des AMPAR, que ce soit 

pour la stabilisation à la MP, l’endocytose et potentiellement pour le TI des récepteurs. Bien 

qu’aucun moteur moléculaire ne leur ait été attribué à ce jour, certaines semblent 

accompagner les AMPAR dès le début de la voie de sécrétion. Leurs domaines intracellulaires 

pourraient permettre des associations avec des moteurs divers qui permettraient un 

recrutement précis des complexes en fonction des besoins. 

B) Association avec des protéines cytosoliques 

Les AMPAR interagissent également avec des protéines solubles, au niveau de leur 

CTD, un domaine peu homologue entre les sous-unités du récepteur et qui permet des 

interactions différentes. Ces interactions telles que 4.1N ou SAP97 pour GluA1 et GRIP1, 

PICK1, ou NSF pour GluA2 régulent le trafic du récepteur. 

1 – 4.1N 

4.1N est codée par le gène EPB41L1 situé sur le chromosome 20331 et subit un 

épissage alternatif important332 engendrant une grande variété d’isoformes (Figure 23). Dans 

le cerveau, l’isoforme prédominant possède un poids moléculaire d’environ 135kDa331. 

Les NMDAR lient 4.1B alors que GluA1 interagit avec 4.1N et 4.1G et GluA3 avec 

4.1N332. Le CTD de 4.1N lie le CTD de GluA1, juste après le TMD4 (Figure 24). Cette 

interaction nécessite la dé-palmitoylation de la cystéine C811 de GluA1 qui engendre la 

phosphorylation des sérines S816 et S818 par PKC145. Ces phosphorylations permettent alors 

l’interaction avec 4.1N145. Les mutants de GluA1 ne possédant pas le site d’interaction pour 

4.1N ont une présence de GluA1 à la MP réduite. De même, lors de la surexpression du CTD 

de 4.1N ou 4.1G, la localisation de GluA1 à la MP est diminuée87,145. 

4.1N pourrait contribuer à la localisation de GluA1 à la MP grâce à plusieurs 

phénomènes. D’abord, les protéines 4.1 pourraient participer à l’organisation de 
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l’actine/spectrine87, et contribuer à la stabilisation/ancrage de GluA1 à la MP. Aussi, 4.1N a un 

rôle avéré pour l’exocytose des AMPAR. Lorsque l’interaction avec 4.1N est abolie (mutant 

S816A, S818A), la présence de GluA1 à la MP est diminuée de 20% par rapport au WT. A 

l’inverse le mutant S816D, S818D est augmenté de 20% par rapport au WT145. Des 

événements d’exocytose de SEP-GluA1 ont été observés au niveau du corps cellulaire et des 

dendrites. En cas de surexpression de 4.1N, le nombre d’événements par minute est 

augmenté et à l’inverse en cas de KD de 4.1N il est diminué. Pour le mutant S816A, S818A, 

moins de 2 événements d’exocytose par minute ont été observés contre plus de 12 pour le 

mutant S816D, S818D145. 

 

Figure 23 : Structure des protéines cytosoliques interagissant avec le CTD des AMPAR 
4.1N est composée d’une « headpiece » aussi appelée U1 en N-terminal, un domaine FERM à trois 
lobes, un domaine adjacent au FERM (FERM adjacent domain : FA), contenant des sites de 
phosphorylations, un domaine U2 suivi d’un domaine SAB (Spectrin Actin Binding-domain), un domaine 
U3 et un CTD qui assure sa liaison avec des iGluRs. Les domaines U1, U2 et U3 ont des fonctions peu 
connues et sont soumis à des épissages alternatifs280. Source : Baines et al. 2014 SAP97 est composé 
d’un NTD soumis à un épissage alternatif qui donne naissance aux isoformes α et β. L’isoforme α 
possède des sites de palmotoylation (sur les cystéines C3 et C5) et l’isoforme β possède un domaine 
L27. SAP97 possède également des séquences soumises à un épissage alternatif I1a et I1b, suivis de 
3 domaines PDZ, un domaine SH3 suivi d’autres séquences épissées (I3 à I5) et d’un domaine 
guanylate kinase (GUK). Source : Fourie et al. 2014 Les protéines GRIP sont des protéines possédant 
plusieurs domaines PDZ. GRIP1 et GRIP2 sont très homologues et ABP est un variant court à qui il 
manque une séquence NTD et le septième domaine PDZ. Les domaines de GRIP1 et 2 situés entre les 
domaines PDZ 2 et 3 peuvent être épissées. Source : Dong et al. 1999 PICK1 est composé d’un 
domaine PDZ et d’un domaine BAR. Source : Dev & Henley 2012 

 

L’interaction entre GluA1 et 4.1N est particulièrement importante lors de la LTP. La part 

de récepteurs phosphorylés au niveau de la S818, qui permet l’interaction, est augmentée lors 

de la LTP333. De plus, lorsqu’on diminue la quantité de 4.1N endogène, la LTP n’est pas 

maintenue145. La mutation de la S818 qui prévient l’interaction avec 4.1N a le même effet333. 

Bien que son mode d’action soit inconnu, cette interaction permettrait donc l’exocytose lors de 

l’activité afin de fournir un nombre d’AMPAR suffisant à la MP pour alimenter la synapse lors 

de la LTP. 
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L’interaction de 4.1N avec GluA1 a lieu avant l’arrivée du récepteur à la MP, mais la 

localisation cellulaire de cette interaction est inconnue. On peut émettre l’hypothèse que cette 

interaction protéique, qui agit déjà sur l’exocytose en particulier lors de la LTP, se produit en 

amont du TI des récepteurs dans les vésicules. Dans ces conditions, 4.1N pourrait servir 

d’adaptateur pour un moteur moléculaire assurant le transport des complexes. Cette 

interaction étant favorisée lors de la LTP, elle pourrait alors expliquer la modulation du TI 

observé par Hangen et al. 
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Figure 24 : Sites d’interaction des différentes protéines cytosoliques avec les AMPAR 

Séquences du CTD des AMPAR et séquences impliquées dans l’interaction de GluA1 avec 4.1N et 
SAP97 et dans l’interaction de GluA2 avec AP2/NSF et GRIP/APB/PICK1. 

 

2 – SAP97 

SAP97 (97kDa) appartient à la famille des MAGUK et lie uniquement la sous-unité 

GluA1. Sur GluA1 l’interaction est rendue possible grâce à une séquence Serine-Serine-

Glycine et à un site d’interaction PDZ de type 1 situés au bout du CTD249,334 (Figure 24). Cette 

interaction est particulièrement importante et est altérée dans la maladie d’Alzheimer et la 

schizophrénie335,336. Comme les autres protéines de la famille MAGUK, SAP97 possède trois 

domaines PDZ, un domaine SH3 (Src-homology 3) et un CTD guanylate kinase (GUK) inactif 

(Figure 23). SAP97 existe sous la forme de deux isoformes : α-SAP97 et β-SAP97. Leur 

différence repose sur la présence en N-terminal d’un domaine L27 pour le variant β-SAP97, qui 

confère à la protéine une conformation peu compacte337. A l’inverse α-SAP97 contient un NTD 

alternatif qui possède des cystéines palmitoylables (C3 et C5). 

SAP97 est exprimée dans tout le cerveau338 et est enrichie à la synapse. La 

surexpression de chaque isoforme augmente le nombre d’AMPAR à la MP340. La protéine α-

SAP97 est présente à la PSD et en augmente la taille et par conséquent le nombre de points 

d’ancrage disponibles pour les AMPAR. Cette localisation synaptique pourrait être régie par 

l’interaction de SAP97 avec PSD95341. A l’inverse, β-SAP97 est présente dans les régions 

périsynaptiques342 et pourrait conférer à SAP97 un rôle dans l’endocytose des récepteurs 

grâce à son interaction avec le moteur MyoVI décrit précédemment. En régulant la localisation 

synaptique des AMPAR, SAP97 influence donc la plasticité synaptique. La surexpression des 

deux isoformes abolit la LTP et augmente la LTD343. La surexpression de α-SAP97 
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augmenterait la quantité d’AMPAR synaptiques sans stimulation, empêchant une potentiation 

supplémentaire après l’induction. La surexpression de β-SAP97, à l’inverse, dirige les AMPAR 

et NMDAR dans les régions péri-synaptiques ce qui préviendrait l’induction de la LTP. 

SAP97 est impliquée dans le TI de diverses protéines. Elle participe au TI des sous-

unités NR1 et NR2B (NMDAR) qui court-circuitent l’AG au profit des GO236. L’interaction des 

NMDAR et de SAP97 est modulée par la phosphorylation de la S232 de SAP97 opérée par 

CaMKII et qui abolit la liaison avec le moteur344. Les vésicules du TI de NR1 et NR2B 

contiennent KIF17 qui assure le transport, ainsi que SAP97 et CASK (calmodulin-

dependent serine protein kinase)236. CASK et SAP97 peuvent se multimériser grâce à leurs 

domaines L-27345. Cette liaison régule la conformation de la SAP97, alors stabilisée dans une 

conformation « étendue »346 qui s’associe préférentiellement avec les NMDAR. A l’inverse, 

GluA1 possède une affinité pour une conformation plus compacte de SAP97346.  

SAP97 est également impliqué dans le TI de GluA1. L’interaction de SAP97 avec 

GluA1 a lieu dès le RE ou l’AG190. En effet, le KD du SAP97 endogène entraîne l’accumulation 

de GluA1 dans l’AG somatique236. SAP97 participe également au transport antérograde des 

AMPAR grâce à son interaction directe avec MyoVI250. L’abolition de l’interaction SAP97-

MyoVI mène à une diminution des AMPAR à la MP et à la synapse252. In vitro, il a également 

été montré que SAP97 interagit avec le moteur moléculaire KIF1B347. SAP97 est donc une 

protéine connue pour lier de nombreux moteurs et pourrait participer au TI longue distance 

observé par Hangen et al.  

SAP97 possède également de nombreux interacteurs et est assujettie à des MPT qui 

régulent le trafic des AMPAR. Les variants I3 et I5 de SAP97 interagissent avec AKAP79/150 

qui interagit avec PKA et PP2B, ce qui confère à SAP97 un rôle régulateur de la 

phosphorylation de GluA1 sur la sérine S845348. SAP97 peut aussi être phosphorylée sur la 

S39 par CaMKII et cette MPT est nécessaire au recrutement de SAP97 à la synapse349 et 

empêche son interaction avec AKAP79/AKAP150350. De plus, le variant I3 de β-SAP97 

possède un site d’interaction pour 4.1N qui lui-même interagit avec le cytosquelette d’actine, 

ce qui pourrait contribuer à l’ancrage du récepteur à la MP415. 

 

SAP97 est associé aux AMPAR tôt dans la voie de sécrétion et participe au TI en 

facilitant la sortie de l’AG. Cette protéine est directement impliquée dans le TI des AMPAR, 

puisqu’elle sert d’adaptateur entre GluA1 et le moteur moléculaire MyoVI. Bien que le transport 

sur les filaments d’actine soit généralement considéré comme du transport « local », on peut 

se poser la question de savoir si le TI observé par Hangen et al. comprend des vésicules 

transportées par MyoVI par le biais de SAP97. De plus, compte tenu de l’importance de SAP97 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/serine
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pour l’expression des événements de plasticité synaptique, en modulant le nombre d’AMPAR 

à la MP, il serait intéressant d’étudier son effet sur le TI de GluA1 lors de la LTP. SAP97 et 

MyoVI sont-elles impliquées dans le TI longue distance observé par Hangen et al. en 

conditions basales ? Durant la LTP ? SAP97 est une protéine adaptatrice bien caractérisée 

pourrait-elle servir d’adaptateur pour une autre protéine motrice ? 

3 – GRIP1, PICK1, APB 

GluA2 interagit via le site d’interaction PDZ de son CTD avec les protéines GRIP1/2 et 

PICK1351 (Figure 23 et 24). Ces interactions, conservées chez GluA3, sont régulées par des 

MPT du CTD de GluA2 : la phosphorylation de la tyrosine Y876 augmente la liaison avec 

GRIP1352 alors qu’elle est inhibée par celle de la sérine S880 qui promeut l’interaction avec 

PICK1353–355.  

Ces deux protéines ont un rôle complémentaire dans la régulation du trafic des 

AMPAR. Les protéines GRIP (Glutamate Receptor Interacting Protein) comprennent plusieurs 

membres : GRIP1 (comprenant 5 isoformes : GRIP1a-e), GRIP2 et ABP (AMPAR binding 

protein), un variant court de GRIP2292. En plus de sa liaison avec le moteur KIF5 qui assure le 

TI des AMPAR, GRIP1 s’est vu attribuer plusieurs rôles. Certaines études suggèrent qu’il 

promeut l’exocytose et la stabilisation des AMPAR à la PSD351
,
353,354,356. Son interaction avec 

GluA2 est d’ailleurs plus forte durant la LTP352. D’autres études rapportent qu’il promeut la 

rétention intracellulaire des AMPAR352 et empêche leur réinsertion, un rôle également proposé 

pour GRIP2357. Les protéines GRIP semblent donc réguler deux réservoirs d’AMPAR : les 

récepteurs membranaires et les récepteurs intracellulaires qui fonctionnent de concert afin 

d’alimenter la synapse352. Cependant, la façon dont GRIP1 parvient à réguler à la fois ces 

deux réservoirs n’est pas déterminée et pourrait dépendre du protocole de plasticité 

synaptique utilisé. 

PICK1, à l’inverse, est impliquée dans l’endocytose des AMPAR et est nécessaire à 

l’expression de la LTD358–362. Elle contient 1 domaine PDZ qui lie GluA2 de manière 

dépendante du Ca2+ 363,364 et un domaine BAR (Bin/amphiphysin/Rvs). Ces domaines lient les 

membranes recourbées et chargées négativement, ce qui pourraient participer au recrutement 

des récepteurs vers les sites d’endocytose365,366. PICK1 recrute PKCα activée au niveau de 

l’épine dendritique permettant la phosphorylation de la S880 du CTD de GluA2 entraînant la 

dissociation de GRIP1, rendant possible l’interaction avec PICK1. Cette dissociation promeut 

la diffusion du récepteur qui précède son internalisation361,365. PICK1 promeut ensuite 

l’endocytose en interagissant directement avec la protéine adaptatrice AP2367. Mais tout 

comme pour les protéines GRIP, le rôle de PICK1 pourrait être double, elle pourrait aussi 

assurer la rétention des AMPAR intracellulaires pour prévenir leur réinsertion368–371. PICK1 
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serait  importante après l’induction de la LTP, séquestrant les AMPAR contenant GluA2 dans 

les endosomes et permettant ainsi aux AMPAR perméable au Ca2+ d’être incorporés à la 

synapse372. 

PICK1 et GRIP1 semblent donc complémentaires et opèrent de concert afin de réguler 

le nombre d’AMPAR à la synapse. Leurs rôles sont toujours investigués et sont encore 

complexifiés par leurs MPT qui régulent leur fonction292 ou leur localisation comme les 

protéines GRIP qui sont adressées à la synapse via une palmitoylation373,374. De plus, ces 

protéines possèdent de nombreux interacteurs associés à diverses pathologies telles que 

l’autisme, la maladie d’Alzheimer ou la schizophrénie292. 

4 – Autres interacteurs 

NSF (N-ethyl maleimide sensitive factor) est une ATPase appartenant à la machinerie 

SNARE qui assure l’exocytose de GluA2150,375. Lorsque NSF est N-nitrosylé376, il lie GluA2 sur 

son CTD, proche du TM4377 (Figure 24), et module la présence du récepteur à la MP. La 

surexpression de NSF augmente la présence des récepteurs à la MP, et à l’inverse, son knock 

down (KD) la diminue378. L’interaction avec NSF promeut l’incorporation des AMPAR à la 

synapse spécifiquement379. Cet effet est observable pour GluA2379, mais également pour 

GluA3 lorsque le site d’interaction avec NSF est ajouté à son CTD380. Cette interaction semble 

également prévenir l’endocytose des AMPAR en inhibant l’interaction de GluA2 avec PICK1381 

et en masquant le site d’interaction avec AP2382. 

 

Les AMPAR possèdent de nombreux interacteurs cytosoliques, qui sont spécifiques à 

chacune des sous-unités. Ils participent aux différents mécanismes du trafic des récepteurs 

tels que la diffusion membranaire, la rétention intracellulaire, l’endocytose et le TI. Certaines, 

telles que GRIP1 et SAP97 ont d’ailleurs été identifiées comme des protéines adaptatrices 

permettant de faire le lien entre des moteurs moléculaires et les complexes d’AMPAR. On peut 

imaginer que d’autres de ces protéines cytosoliques servent de protéines adaptatrices, et que 

d’autres restent encore à découvrir. Parmi les interacteurs connus, certains tels que 4.1N sont 

associés à la plasticité synaptique et pourraient réguler le TI dans ces conditions afin de 

moduler le nombre de récepteurs recrutés à la MP.  

C) Les MPT des AMPAR 

Les AMPAR sont le substrat de nombreuses MPT qui régulent leurs propriétés ou leur 

nombre à la MP. Par exemple, GODZ, une enzyme résidente de l’AG, palmitoyle un site 

conservé situé sur le TMD2 permettant de retenir les récepteurs dans l’AG. Bien que les 

mécanismes soient inconnus, la dé-palmitoylation semble nécessaire pour le trafic des 
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AMPAR jusqu’à la MP196. Cependant les MPT ont généralement lieu sur les domaines 

intracellulaires. Certaines, comme par exemple la phosphorylation sur la sérine S579 de GluA1 

par la Casein Kinase 2, située sur la première boucle intracellulaire, promeut la présence du 

récepteur à la MP383. A l’inverse, la phosphorylation de S567 par CaMKII est favorisée pendant 

la LTD et diminue le nombre de récepteurs synaptiques384,385. Cette phosphorylation, associée 

à celle de la S831 favorisent l’internalisation déclenchée par l’activation des récepteurs P2X386. 

Mais la plupart des MPT sont localisées sur le CTD des AMPAR (Figure 25). Ces MPT 

comprennent des phosphorylations, palmitoylations, ubiquitinations, ou S-nitrosylations. Les 

MPT de GluA1 et GluA2 sont les mieux caractérisées avec 9 MPT identifiées pour GluA1 

augmentant considérablement la diversité des récepteurs. 

 

 

Figure 25 : MPT et interactions 
protéiques du CTD des AMPAR 

Séquence protéiques des différentes 
sous-unités des AMPAR et leurs 
MPT associées. Source : Diering & 
Huganir, 2018 

 

 

1 – MPT régulant des interactions protéiques 

Les MPT peuvent réguler les interactions avec les protéines cytosoliques. C’est le cas 

par exemple de la palmitoylation, une greffe réversible via une liaison thioester d’un palmitate, 

sur la cystéine C811 de GluA1, conservée chez toutes les sous-unités (GluA1 C811, GluA2 

C836, GluA3 C841, GluA4 C817)35. La dé-palmitoylation de GluA1, facilitée par le glutamate, 

promeut la phosphorylation des sérines S816 et S818 médiée par PKC145. Ces 

phosphorylations, facilitées pendant la LTP, augmentent l’interaction avec 4.1N et favorisent 

la présence des AMPAR à la MP145. La phosphorylation de la S818 semble être la plus 

importante puisqu’elle promeut, à elle seule, l’incorporation synaptique de GluA1333.  

Sur GluA2, la phosphorylation de la S880 empêche l’interaction avec GRIP1/2 et 

promeut l’interaction de GluA2 avec PICK1 qui déstabilise GluA2 à la PSD et promeut 

l’endocytose de GluA2354. Cette phosphorylation, et les interactions protéiques qu’elle permet 

sont nécessaires pour l’expression de la LTD355,353. D’autres MPT qui influencent l’interaction 

de GluA2 avec les protéines PICK1/GRIP seront détaillées ci-après.  
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2 – Phosphorylation des sérines S831 et S845 de GluA1 

Certaines MPT influencent les propriétés ou le trafic des AMPAR sans interactions 

identifiées. Les phosphorylations sont les MPT les plus communes et les plus étudiées sur le 

CTD des AMPAR. Plusieurs sites ont été identifiés mais les plus étudiés sont ceux des S831 

et S845 situées sur le CTD de GluA1. Ces phosphorylations sont associées à la LTP35 et 

peuvent avoir lieu indépendamment l’une de l’autre. La phosphorylation de S831 est opérée 

par CaMKII/PKC35 et a pour conséquence d’augmenter la conductance du récepteur et de 

promouvoir sa localisation à la PSD387. La phosphorylation S845, opérée par PKA388, 

augmente la probabilité que le récepteur soit en conformation « ouverte » et promeut la 

rétention/stabilisation du récepteur à la MP en augmentant l’insertion de GluA1 et en limitant 

l’endocytose89,389,390. 

En culture, en conditions basales, 15-20% de GluA1 sont phosphorylés sur ces sites, 

avec une fraction très faible qui est doublement phosphorylée. La proportion des récepteurs 

phosphorylés peut être augmentée en stimulant PKC/PKA (50% des sous-unités 

phosphorylées). In vivo, un environnement enrichissant des souris augmente la 

phosphorylation des AMPAR387. 

Dans la région CA1 de l’hippocampe, les double mutants S831A et S845A ont une LTP 

diminuée91 alors que les mutations simples n’affectent pas la LTP391. Ces mutations semblent 

avoir un rôle synergique pour l’expression de la LTP391 : la phosphorylation de S845 permet 

de stabiliser les récepteurs à la  MP, et la phosphorylation de S831 permet la localisation des 

récepteurs à la PSD389,392,393. Ces phosphorylations participent également à la LTD. En effet, 

les double mutants S831A et S845A n’expriment pas de LTD91. De même, la mutation simple 

S845A élimine la LTD91,391. Cependant, la déphosphorylation de S845, opérée par la 

calcineurine est critique pour la LTD, semblant indiquer que l’induction de la LTD nécessite la 

phosphorylation de S845 par PKA puis sa déphosphorylation151. 

3 – Autres MPT des AMPAR 

De nombreuses autres MPT influencent le trafic des AMPAR, en conditions basales et 

lors d’événements de plasticité synaptique. Sur le CTD de GluA1, une S-nitrosylation en C875 

promeut la phosphorylation de S831 et promeut l’endocytose en liant AP2394. Cette MPT 

augmente également la conductance394. In vitro, la sérine S863 est phosphorylée par PAK3 

favorisant la présence du récepteur à la MP395. Pendant la LTD, GluA1 est dé-phosphorylé sur 

la T840 par PP1/PP2A396 ce qui réduit la conductance du récepteur397. 

Sur le CTD de GluA2, les MPT participent généralement à la régulation de la LTD. 

Y876, située proche du domaine PDZ qui lie GRIP1/2 et PICK1, est la cible de tyrosine kinases 
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de la famille Src398. Elle est phosphorylée en réponse au glutamate ce qui inhibe la 

phosphorylation de S880 et l’interaction de GluA2 avec GRIP1/2398,399. La déphosphorylation 

du site Y876, opérée par PTPMEG est nécessaire pour la phosphorylation de S880 qui 

promeut l’interaction avec PICK1. La déphosphorylation Y876 est nécessaire à l’expression 

de la LTD dans le cervelet399 et pourrait promouvoir l’endocytose de GluA2 lors de la LTD 

dépendante des mGluRs dans l’hippocampe35.  

Sur GluA2, d’autre MPT ont été mises à jour telles que la phosphorylation de la sérine 

S863 qui a été peu étudiée35. Aussi, même si le site reste inconnu, GluA2 peut également 

subir la greffe réversible d’un β-N-acetylglucosamine (O-GlcNAcylation) qui sont recrutés lors 

d’une forme de LTD dépendante des NMDAR induite par l’inhibition des O-GlcNAcase400. 

Les MPT de GluA3 et GluA4 ont été beaucoup moins étudiées et peu ont été 

identifiées. GluA3 possède les mêmes sites de phosphorylations que GluA2 (GluA2 Y876 et 

S880, GluA3 Y881 et S885). Tout comme GluA2, GluA3 possède un cluster de tyrosines (3 

chez GluA2 et 4 chez GluA3), mais leur effet n’a pas été investigué. GluA4 est phosphorylé 

en S842 par PKA, ce qui a pour effet de promouvoir le trafic jusqu’à la synapse393. 

Les AMPAR peuvent également être ubiquitinylés35, comme en K868 pour GluA1 ou 

K870/K882 pour GluA2, en réponse à l’activité401. GluA3 est également ubiquitinylé mais le 

site exact n’est pas connu35. Le rôle de l’ubiquitinylation des AMPAR est sujet à débat, en 

particulier leur possible rôle dans la facilitation de l’endocytose402. En revanche, leur rôle dans 

le tri vers les LE pour envoyer les AMPAR à la dégradation dans les lysosomes est établi402. 

Cependant le rôle de l’ubiquitinylation durant la LTD n’a pas été investigué. 

 

Les AMPAR sont, particulièrement sur leur CTD, le substrat de nombreuses MPT. 

Celles-ci peuvent réguler le trafic et les propriétés du récepteur, parfois par le biais des 

interactions protéiques qu’elles permettent. Il a été montré par Hangen et al. que des mutations 

ponctuelles sur des sites de phosphorylations du CTD des AMPAR peuvent modifier le TI. Les 

neurones transfectés avec le double mutant GluA1 S831D et S845D ont un nombre de 

vésicules et une vitesse antérograde augmentées, rappelant certaines caractéristiques de 

transport observés lors de la LTP. Ces mutations promeuvent également l’exocytose des 

récepteurs au niveau des dendrites distales. Les MPT du CTD de GluA1 régulent donc son TI, 

mais les mécanismes impliqués sont inconnus81. Ces phosphorylations pourraient par 

exemple permettre des interactions protéiques différentes qui réguleraient le TI en permettant 

la liaison à différents moteurs. En plus de S831 S845, de nombreuses autres MPT sont 

possibles sur le CTD des AMPAR et leur effet sur le TI reste à déterminer. 
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D) Influence du CTD des AMPAR sur le trafic 

Le rôle du CTD dans le trafic des AMPAR et dans la plasticité synaptique a été 

largement débattu55,123,124. Zhou et al.123 ont généré plusieurs lignées de souris pour lesquelles 

les CTD de GluA1 et GluA2 ont été échangés. Chez ces lignées, la transmission basale n’est 

pas affectée. En revanche, les souris ne possédant pas le CTD de GluA1 (souris GluA1CTA2-

KI) n’expriment pas de LTP dépendante des NMDAR. A l’inverse les souris sans le CTD de 

GluA2 (souris GluA2CTA1-KI) possèdent une LTP augmentée mais n’expriment pas de LTD 

dépendante des NMDAR. Chez le double mutant pour lesquels les CTD sont tous deux 

présents mais échangés entre GluA1 et GluA2 (GluA1CTA2, GluA2CTA1-KI), la LTP et la LTD 

sont normales, signifiant que la seule présence du CTD de GluA1 est nécessaire à la LTP et 

le CTD de GluA2 à la LTD. Ces résultats s’inscrivent dans le modèle dit « récepteur-

centrique » qui postule que le récepteur est la cible de régulation et modifications modulant 

son trafic et permettant ou non son recrutement. D’autres preuves en faveur de ce modèle 

existent, telles que les S831 et S845 dont les phosphorylations sont importantes pour 

l’induction de la LTP et de la LTD. La mutation de ces deux sites génèrent d’ailleurs des 

phénotypes pathologiques91. 

A l’inverse, une étude plus récente124 n’est pas parvenue à reproduire les résultats de 

Zhou et al. Les mêmes lignées ne présentent aucune déficience de leur transmission basale, 

LTP ou LTD. Les auteurs proposent alors un modèle dit « PSD-centrique » pour expliquer les 

différences de recrutements opérés lors des événements de plasticité. Dans ce modèle, le 

recrutement n’est pas opéré par le récepteur mais par la création/disparition de nouveaux 

points d’ancrage en réponse à l’activité, modulant l’accessibilité des récepteurs à la PSD124. 

Ces résultats contradictoires ont été réconciliés par Liu et al403. L’importance du CTD 

des AMPAR, particulièrement celui de GluA1, dans les phénomènes de plasticité semble 

dépendre de l’âge des souris utilisées et du protocole utilisé. En effet, chez les souris 

GluA1CTA2-KI, la stimulation à haute fréquence (HFS) ne permet pas l’expression de la LTP, 

à la fois chez les souris juvéniles (13-15 jours) et chez les jeunes adultes (5-6 semaines). En 

revanche, lorsqu’un autre protocole d’induction tel que le theta-burst (TBS) est utilisé, 

l’induction de la LTP chez les souris au CTD échangé ne donne pas les mêmes résultats : la 

LTP est abolie chez les jeunes, mais pas chez les adultes403. On observe un phénomène 

similaire chez les souris GluA1-KO, qui n’expriment la LTP qu’avec certains protocoles403. 

L’induction de la LTP par un protocole TBS n’est pas affecté par des inhibiteurs de la 

synthèse protéique dans les souris WT. Cependant, chez les souris GluA1CTA2-KI, la LTP 

induite par un protocole TBS est abolie par ces inhibiteurs403. L’hypothèse de Liu et al. est que 

le protocole TBS déclenche la LTP par le biais de deux voies : une voie nécessitant la synthèse 
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protéique pour assurer un influx de nouveaux récepteurs et une autre voie indépendante de la 

synthèse, qui pourrait dépendre du CTD de GluA1. En effet, ces voies semblent pouvoir se 

compenser lorsque la LTP est induite par TBS. Mais lorsque le CTD n’assure plus le 

recrutement, la synthèse de nouvelles protéines compense et augmente le nombre de 

récepteurs produits pour assurer la potentiation. Chez les souris ne possédant pas le CTD de 

GluA1 et traitées avec des inhibiteurs de la synthèse protéique, les deux voies sont abolies, 

ce qui abolit la LTP. 

 

Les phénomènes de plasticité sont donc éminemment complexes et la façon dont les 

récepteurs sont recrutés varie en fonction des protocoles. L’influence du CTD n’a pas été testé 

pour tous les protocoles d’induction de la LTP, mais elle apparaît varier. Le CTD de GluA1 

semble important pour l’induction de la LTP par HFS, à tout âge et pour l’induction par TBS 

chez les souris juvéniles. Il est intéressant de remarquer que même le protocole TBS qui 

parvient à induire la LTP chez l’adulte en l’absence du CTD de GluA1 repose néanmoins sur 

la synthèse de récepteurs qui doivent être acheminés jusqu’à la MP. Le TI des récepteurs néo-

synthétisés est donc un contributeur important pour les phénomènes de plasticité et est régulé 

par l’activité. Comme le laisse entrevoir les résultats de Hangen et al., le TI peut être modulé 

par des mutations ponctuelles du CTD de GluA1. Il permet de nombreuses interactions 

protéiques capitales pour la transmission synaptique ainsi que de nombreuses MPT associées 

pour certaines à des phénotypes pathologiques. Cependant leur influence sur le TI n’a pas été 

caractérisée. Dans notre laboratoire, un système de rétention des protéines néo-synthétisées 

associée à de la vidéo-microscopie spinning-disk a été développé et déjà utilisé par Hangen 

et al. Ces méthodes nous permettront de déterminer le rôle du CTD et de ces interactions en 

conditions basales et lors de la LTP pendant laquelle le transport est augmenté. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 

 

Objectifs de la thèse 

Les phénomènes de plasticité synaptique sous-tendent la mémoire et les phénomènes 

d’apprentissage. Ceux-ci reposent sur un contrôle fin de la localisation et du nombre de 

récepteurs AMPAR à la MP. Ce contrôle est opéré par le biais de différents mécanismes dont 

le TI des AMPAR néo-synthétisés, qui concerne tous les récepteurs et est un contributeur 

important pour l’augmentation du nombre de récepteurs à la MP observé lors de la LTP81. 

Le TI de GluA1 a déjà été caractérisé par Hangen et al. Il est stable et ses 

caractéristiques sont augmentées lors de la LTP. Cependant les mécanismes et acteurs 

responsables de cette modulation restent à définir. Les AMPAR possèdent des séquences 

intracellulaires variées, en particulier leur CTD qui est le substrat de nombreuses MPT et 

interactions protéiques. Notre laboratoire a montré que des mutations ponctuelles sur le CTD 

de GluA1 peuvent moduler les caractéristiques de son TI, mais l’effet des autres MPT et de 

ses interacteurs protéiques n’a pas été élucidé. 

 

1 – Lors de ma thèse, je me suis intéressée aux deux interacteurs cytosoliques connus et 

spécifiques de GluA1 : 4.1N et SAP97. 4.1N facilite l’exocytose des AMPAR, en particulier lors 

de la LTP, mais son potentiel effet sur le TI reste à définir. SAP97 accompagne GluA1 dès le 

début de la voie de sécrétion. C’est un adaptateur connu qui fait le lien entre GluA1 et le moteur 

moléculaire MyoVI. SAP97 participe-t-il au transport longue distance observé dans les 

dendrites par Hangen et al. ? Quel est l’effet de ces deux protéines et de leurs interactions sur 

le TI de GluA1 en conditions basales ? Lors de la LTP ? Ces expériences permettront 

également de confirmer l’importance du CTD pour le TI, déjà entrevu dans le papier Hangen 

et al., afin de caractériser l’importance des CTD des AMPAR pour les événements de 

plasticité. 

 

2 – Les AMPAR les plus abondants de l’hippocampe sont les hétéromères GluA1/GluA2. Cette 

association apporte via le CTD de GluA2 de nombreuses autres MPT et interactions 

protéiques supplémentaires qui pourraient potentiellement réguler le TI. Quelles sont les 

caractéristiques de transport de GluA2 ? Quelle est l’influence de son CTD sur le TI des 

hétéromères ? Les homomères GluA1 et hétéromères GluA1/GluA2 sont-ils transportés dans 

les mêmes vésicules ? Ces vésicules sont-elles soumises aux mêmes régulations ? 

 

3 – Les AMPAR sont transportés sous-forme de complexe protéiques, associés à leurs 

protéines auxiliaires. Les TARP sont les protéines auxiliaires les plus étudiées et γ8 est la 

TARP la plus abondante de l’hippocampe. γ8 module la présence des AMPAR à la MP et est 

impliquée dans les phénomènes de plasticité. Les TARP, et γ8 en particulier, sont-elles 
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impliquées dans le TI des AMPAR ? Participent-elles à la régulation du TI observé par Hangen 

et al. pendant la LTP ?  
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A) Plasmides et constructions 

1 – Système ARIAD 

L’étude du TI des récepteurs néo-synthétisés est difficile lorsqu’un plasmide classique, 

exprimant la protéine d’intérêt étiquetée, est utilisé. En effet, les vésicules qui transportent ces 

constructions sont impossibles à distinguer des vésicules transportant les récepteurs recyclés, 

qui pourraient être soumises à des modalités de transport et des régulations différentes. De 

plus, ces vésicules sont de petits objets rapides dont l’intensité est faible. Afin d’observer 

uniquement les récepteurs néo-synthétisés et d’obtenir un meilleur ratio signal sur bruit, nous 

utilisons un système d’expression appelé ARIAD. Les protéines sous-clonées dans ce vecteur 

s’accumulent dans le RE dès leur synthèse grâce à des domaines d’aggrégation. Ce système 

nous permet alors de contrôler la sécrétion des protéines d’intérêt en déclenchant leur 

désaggrégation et sortie du RE à la demande81. Cette méthode permet également d’obtenir 

un meilleur ratio signal sur bruit des vésicules imagées81. 

 

Figure 26 : Système ARIAD 

A – Protéine encodée par le plasmide ARIAD : un peptide signal suivi des domaines d’agrégation, d’un 
site furine, puis de la protéine d’intérêt étiquetée. B – Sécrétion naturelle (flèche verte) et sécrétion 
contrôlée (flèche orange) possible grâce au système ARIAD après l’ajout du ligand qui lève le blocage 
de la sécrétion (rouge) et l’accumulation dans le RE afin de permettre la sécrétion de la protéine d’intérêt 
jusqu’à la MP. Source : Hangen et al 2018 

 

Les plasmides « ARIAD » (Figure 26) codent pour un peptide signal, permettant 

l’intégration de la protéine d’intérêt dans le RE, suivi par 4 tandems de FKBP12 (FK506-binding 

protein de 12kDa), des domaines d’agrégation conditionnels qui se multimérisent menant à la 

formation de larges agrégats de la protéine d’intérêt, la piégeant dès sa synthèse dans le RE 

par encombrement stérique. Ces domaines d’aggrégation sont suivis d’un site de clivage par 

la furine, une endopeptidase enrichie dans l’AG puis de la protéine d’intérêt étiquetée. L’ajout 

du ligand AP21998 (D/D solubilizer, Ozyme) qui a une très forte affinité pour les domaines 

FKBP12 (1 molécule de ligand/domaine, kd=1nM) permet la dissociation des agrégats en 
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quelques minutes. Les protéines individuelles sont alors libérées et peuvent s’assembler (dans 

le cas de protéines multimériques), et être exportées à travers la voie de sécrétion404,405. Dans 

l’AG, la furine clive la construction ARIAD en deux : d’un côté les domaines d’agrégation et de 

l’autre la protéine d’intérêt étiquetée qui pourra être transportée dans des vésicules jusqu’à la 

MP. 

Cependant, de nombreuses méthodes de rétention des protéines néo-synthétisées ont 

été développées. Certaines méthodes reposent sur des changements de température pour 

déclencher le relargage des protéines du RE406,407,408, ce qui peut perturber leur progression à 

travers la voie de sécrétion. Il existe également le système RUSH (Retention using selective 

hook) dans lequel la protéine d’intérêt est étiquetée avec un peptide liant la streptavidine. Des 

protéines résidentes du compartiment d’intérêt (KDEL pour le RE par exemple) sont étiquetées 

avec la streptavidine et retiennent la protéine d’intérêt dans le compartiment jusqu’à l’ajout de 

biotine409. Cette technique a l’inconvénient de nécessiter l’expression de deux constructions 

étiquetées. 

Le TI de GluA1 néo-synthétisé a déjà été caractérisé dans notre laboratoire par Hangen 

et al. à l’aide du système ARIAD. Les temps d’expression optimaux des plasmides ont été 

déterminés, de même que la cinétique d’externalisation du récepteur qui nous permet 

d’observer le TI dans les meilleures conditions. Les expériences réalisées pour ce manuscrit 

reprennent les mêmes conditions et sont décrites ci-après. 

2 – Constructions moléculaire 

Les plasmides « ARIAD » que nous avons utilisé ont été obtenus à partir d’un plasmide 

original (pC4S1-FM4-FCS-hGH ou pARIAD-hGH) fourni par la compagnie ARIAD 

Pharmaceuticals Inc suivant le protocole décrit dans Hangen et al. 2018. Dans ce plasmide, 

les différents mutants de la sous-unité GluA1 (NCBI Reference Sequence: NM_031608.1), 

décrits ci-après, ont été sous-clonés ainsi que la sous-unité GluA2 (R). Les mutants de GluA1 

ont été générés par PCR dans notre laboratoire, sauf pour les mutants AA et DD (mutés sur 

les sérines S816 et S818) qui nous ont été donnés par le laboratoire de Richard Huganir, ainsi 

que le mutant CTA2, un mutant de GluA1 dont le CTD est remplacé par celui de GluA2 (édité : 

R) et qui nous a été donné par le laboratoire du Dr. Eric Boué-Grabot. Ces protéines d’intérêt 

sont étiquetées avec les protéines fluorescentes GFP ou TdTomato pour les expériences 

d’externalisation et de transport respectivement. Ces plasmides ont été utilisés pour toutes les 

expériences en conditions basales. 

Pour les expériences de cLTP qui sont réalisées sur des neurones plus matures (DIV17-19), 

les constructions d’intérêt étiquettées et ont été sous-clonés dans des vecteurs à l’expression 

inductible par les tétracyclines (appelés vecteurs inductibles dans ce manuscrit). Ces vecteurs 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_031608.1
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permettent une durée d’expression modulable par l’addition de tétracycline dans le milieu de 

culture, afin de réduire la toxicité de l’accumulation des constructions dans le RE sur des temps 

longs. Ces vecteurs doivent être transfectés en présence d’un plasmide transactivateur. 

L’expression est permise par l’ajout de doxycycline dans le milieu de culture. 

Pour les expériences nécessitant le knock-down (KD) de certaines protéines, nous 

avons utilisé des « short hairpin RNA » (shRNA) sous-clonés dans des vecteurs au rapporteur 

GFP. Le shRNA-contrôle (scramble) et shRNA contre 4.1N ont été donnés par le laboratoire 

de Richard Huganir : 

 sh4.1N : GGGATGAAGATGTCGATCATTCAAGAGATGATCGACATCTTCATCCC (sens) 

 scramble : GATCCCCGCGCGCTTTGTAGGATTCGTTCAAGAGACGAATCCTACAAAG 

CGCGCTTTTTT (sens) 

Un scramble et shRNA contre SAP97 ont également été utilisés : 

 shSAP97 : GATATCCAGGAGCATAAAT (sens) 

 scramble : CCCGCGCGCTTTGTAGGATTCGTTCAAGAGACGAATCCTACAAAGCGCG 

CTTTT (sens) 

B) Culture neuronale et transfections 

1 – Cultures primaires de neurones 

Sauf indiqué, les expériences de microscopie ont été réalisées sur des cultures 

primaires de neurones d’hippocampe de rat. Ces cultures ont été préparées selon la méthode 

« Banker ». Elles sont issues d’embryons au stade E18 de rat Sprague-Dawley tous sexes 

confondus comme décrit dans Kaech and Banker, 2006410. 

Les lamelles de verre (diamètre 18mm, Mariefield) sur lesquelles les neurones sont 

étalés sont préalablement nettoyées et décorées de plots de paraffine. Celles-ci ainsi que les 

boîtes de cultures sont incubées pendant une nuit dans une solution de poly-L-lysine (1 mg/ml 

diluée dans du tampon borate) afin de faciliter l’adhésion des cellules. Les cerveaux sont 

extraits et les hippocampes sont récoltés dans du HBSS contenant de la peniciline-

streptomycine (PS) dilués dans un tampon HEPES. Les hippocampes sont incubés dans une 

solution de trypsine-EDTA/PS/HEPES à 37°C pendant 15 minutes et rincés deux fois avec du 

HBSS à 37°C. Les cellules sont dissociées manuellement à l’aide d’une pipette pasteur coatée 

avec du sérum de cheval. Le nombre de cellules est compté sur une lame de Malassez. Le 
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tapis glial, également préparé à partir d’hippocampes dissociés, est étalé entre 20 000 et 40 

000 cellules par boîte de pétri (diamètre 60mm) et cultivé dans du MEM (Fisher Scientific) 

supplémenté (glucose (4,5g/L), 2mM de L-glutamine, 10% de sérum de cheval (Invitrogen)) 

pendant 14 jours. Le milieu est remplacé par du milieu Neurobasal Plus supplémenté (B27 

Plus (Gibco), 0,5mM GlutaMAX (Gibco)). Les neurones sont déposés sur les lamelles de verre 

à une densité de 300 000 cellules par boîte (contenant 4 lamelles de 18mm de diamètre), dans 

du milieu Neurobasal contenant 10% de sérum de cheval. Cette densité élevée permet 

d’obtenir une bonne probabilité de transfection pour les vecteurs ARIAD qui sont volumineux 

(>10kpb). Après 2 heures, elles sont retournées dans les boîtes 60mm contenant le tapis glial 

vieux de 14 jours. Les cultures sont maintenues à 36,6°C avec 5% de CO2. Après 3 jours in 

vitro (days in vitro : DIV), 5µM d’Ara-C est ajouté pour stopper la prolifération des cellules 

gliales. Les neurones sont maintenus dans ce milieu pour les expériences en conditions 

basales. Pour les expériences de cLTP le milieu est progressivement changé pour du 

BrainPhys (1X NeuroCult SM1 Neuronal supplement) à partir de DIV8 afin d’assurer la 

maturation des neurones et l’efficacité des protocoles de cLTP. 

Pour les cultures de neurones de souris γ8-KO et γ8-WT, les lamelles sont incubées 

dans une solution de poly-D-lysine (30µg/ml) et incubées à 37°C sur la nuit. Les lamelles sont 

rincées deux fois avec de l’eau milli-Q et séchées sous PSM pendant une journée. Dans 

chaque boîte, 4ml de laminine (Sigma) diluée à 2µg/ml dans du PBS 1X est ajoutée. Les boîtes 

sont placées dans l’incubateur pendant une nuit. La laminine est rincée deux fois avec de l’eau 

milli-Q stérile et est remplacée par du PBS 1X. Le milieu des boîtes de glies est remplacé par 

5ml de Neurobasal A complet (ThermoFischer). Les cultures de souris sont issues de 

souriceaux γ8-WT ou γ8-KO prélevés juste après la naissance (P0). Les cerveaux sont 

disséqués et les hippocampes sont transférés dans des tubes contenant 12ml d’Hibernate A 

(BrainBits) sur de la glace. Le milieu est remplacé par 2ml d’une une solution de papaine 

(Hibernate A, 200mM L-Cystein (Sigma), Papain (Sigma P3125)) et laissé à incuber pendant 

20 minutes à 37°C. La solution de papaïne est remplacée par une solution d’inactivation 

(Hibernate A, 1.8mM CaCl2, Trypsin inhibitor 2,5mg/ml (Sigma T2011), BSA 2,5mg/ml (Sigma 

A8806)) pendant 5 minutes à 37°C. Cette solution est remplacée par 5ml d’une une solution 

d’Hibernate A contenant 1,8mM de CaCl2. Après agitation et décantation des hippocampes, 

1.5ml de milieu est enlevé et les neurones sont dissociés et comptés comme décrit 

précédemment. Les cellules sont alors étalées à une densité de 600 000 neurones par boîte. 

Après 20 à 30 minutes, le milieu est remplacé par du milieu Neurobasal A supplémenté comme 

décrit précédemment. Après deux heures, les lamelles sont transférées dans les boîtes 

contenant les glies. 
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Pour les expériences de biochimie, les neurones d’hippocampe de rat et cellules gliales 

sont étalés dans des plaques 6 puits à une densité de 600 000 cellules/puit, préalablement 

traitées avec de la poly-L-lysine. La moitié du milieu est remplacé tous les sept jours 

(Neurobasal Plus (Gibco), B27 Plus (Gibco), 0,5mM GlutaMAX (Gibco)). 

2 – Transfection 

Pour toutes les expériences, les neurones sont transfectés à DIV8 avec les différents 

plasmides en utilisant un protocole de transfection au phosphate de calcium. Ce protocole 

permet la formation d’un précipité de phosphate de calcium et d’ADNc qui se lie à la surface 

des cellules et est incorporé à l’intérieur de la cellule par endocytose. L’ADNc est mélangé 

avec du TE (5mM Tris-HCl, pH 7.5) et une solution de phosphate de calcium (2.5M CaCl2 dans 

10mM d’HEPES pH 7.2). Ce mélange est ajouté au goutte à goutte dans une solution de HEBS 

(HEPES-buffered saline solution : 274mM NaCl, 10mM KCl, 1,4mM Na2HPO4, 11mM Glucose, 

42mM HEPES, pH=7.2) afin de former le précipité. Les lamelles sont incubées dans une 

plaque 12 puits (200µl de milieu de culture, 50µl d’acide kynurénique (Sigma, 10mM dans du 

milieu Neurobasal)). Le précipité HEBS/ADN/Calcium-Phosphate/TE est ajouté sur les 

lamelles au goutte à goutte. Les neurones sont incubés à 37°C pendant 1h30. Les cellules 

sont rincées avec une solution de milieu Neurobasal Plus et d’acide kynurénique (2mM), et 

incubées à 37°C pendant 15 minutes. Les lamelles sont retournées dans leur boîtes d’origine. 

Pour les expériences d’externalisation en conditions basales, les cellules sont 

transfectées à DIV8 avec un plasmide ARIAD-GFP-GluA1 WT ou mutant à 1,5 µg/lamelle. 1ml 

de milieu Neurobasal supplémenté comme décrit précédemment est équilibré et ajouté à DIV8 

et à DIV11. L’immunocytochimie est réalisée à DIV14-15 soit 6 à 8 jours après la transfection. 

Pour le transport en condition basales, les cellules sont transfectées avec ARIAD-

TdTomato-GluA1 WT ou mutant à 1µg/lamelle et co-transfectées avec un plasmide codant 

pour de la GFP-transférine (0,2µg/lamelle) qui sert de contrôle positif pour le transport. 

TdTomato est utilisé comme étiquette dans ces expériences car il permet d’obtenir un meilleur 

ratio signal sur bruit des vésicules. Les expériences de transport ont lieu à DIV13-14. 

Pour les expériences de cLTP, les neurones sont transfectés avec un plasmide 

inductible contenant ARIAD-GFP ou ARIAD-TdTomato-GluA1 WT ou mutant (0,7µg/lamelle) 

et le plasmide transactivateur (0,5µg/lamelle) pour les expériences d’externalisation et de 

transport respectivement. L’expression des constructions est initiée par de l’ajout de 

doxycycline dans le milieu de culture (0.2mg/ml). Les expériences sont réalisées 36 à 48h 

après l’induction des protéines d’intérêt.  
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Les shRNA sont co-transfectés à 0.5µg/lamelle pour les expériences en conditions 

basales et à 0.25µg/lamelle pour les expériences de cLTP. 

C) Biochimie 

Les effets des sh ont été quantifiés par biochimie. Ces expériences ont été réalisées 

dans des neurones d’hippocampe de rat en culture ou dans des cellules COS-7. Les cellules 

sont infectés à DIV8 avec le sh4.1N, shSAP97 ou leurs contrôles respectifs. Après extraction 

(tampon de lyse : 50mM HEPES pH=7.3, 0,5mM EDTA, 4mM EGTA, 150mM NaCl, 1% Triton 

x100 et 10µg/ml d’anti-protéases (Leupeptin, Pepstatin, Aprotinin, Pefabloc, Mg132), les 

échantillons sont dénaturés (Tampon Laemmli 4x (BioRad), ß-mercapto-ethanol (Sigma)) et 

chauffés à 95°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont chargés sur un gel tris-glycine/SDS 

4-15% (Biorad). Les membranes sont incubées avec les anticorps primaires anti-4.1N (BD 

biosciences, référence : 611836), anti-SAP97 (Neuromab référence : 75-030), et anti-ß-actine 

(Sigma, référence : A5316) selon les conditions puis avec un anticorps secondaire couplé à 

un fluorophore (Li-Cor, référence : 926-32210). Les membranes sont révélées par 

fluorescence avec le Odyssey CLX (Li-Cor). 

D) Expériences d’imagerie 

1 – Externalisation 

La présence des AMPAR néo-synthétisés à la MP est quantifiée par immunocytochimie 

sur neurones vivants après plusieurs temps d’incubation dans le ligand, afin de caractériser 

leur cinétique d’externalisation. Les neurones sont incubés dans du 2mM de D/D solubilizer 

(Ozyme) pendant 30, 45, 60, 90 ou 120 minutes. 10 minutes avant la fixation, les cellules sont 

incubées à 37°C avec un anticorps anti-GFP (Sigma Aldrich, référence : 11814460001) ou 

anti-DsRed (Ozyme référence : 632496) dilués au 1/1000e. Les neurones sont ensuite fixés 

dans du paraformaldéhyde-sucrose (PFA) à 4%. Après rinçage, les lamelles sont incubées 

dans du NH4Cl (50mM) pour neutraliser le PFA libre, puis bloquées pendant 45 minutes dans 

une solution PBS 1X et 1% BSA. Les lamelles sont ensuite incubées avec des anticorps 

secondaires (ThermoFischer Scientific A10037) et montées sur des lames de verre dans du 

milieu de montage Fluoromount-G (Lonza). 

Les images ont été acquises avec un microscope à épifluorescence (Widefield upright 

Leica DM5000) avec une source lumineuse LED (Leica Microsystems), un objectif à immersion 

à huile 40X et une caméra sCMOS (Hamamatsu Flash 4.0 V2). 
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2 – Transport 

Vidéo-microscopie spinning-disk 

Les vidéos des vésicules contenant les AMPAR néo-synthétisés étiquetés sont 

acquises avec un microscope confocal spinning-disk (Figure 27). La microscopie confocale 

est une technique de microscopie qui permet d’exciter l’échantillon un point à la fois en 

filtrant la fluorescence émanant des plans en z hors du focus grâce à un pinhole, ce qui permet 

de limiter le bruit de fond. Les microscopes confocal spinning-disk ont plusieurs pinholes 

perforés sur un disque, qui permettent l’acquisition de plusieurs points en même temps. Les 

pinholes sont arrangés selon un motif qui assure qu’après une rotation complète du disque, 

tous les points de l’échantillon ont été imagés. La microscopie confocale spinning-disk permet 

une meilleure résolution temporelle que la microscopie confocale parce qu’il permet 

l’acquisition de plusieurs points à la fois. Cette technique nous permet d’atteindre une 

résolution temporelle de 100ms dans nos expériences. 

 

 

 

Figure 27 : Microscope confocal 
spinning-disk 

Le laser d’illumination est focalisé par une 
lentille et passe à travers le pinhole pour 
exciter l’échantillon. La fluorescence 
émise passe à travers le pinhole pour être 
collectée par une caméra, pendant que la 
fluorescence émanant des autres plans 
est bloquée par le disque. Après une 
rotation du disque tous les points de 
l’échantillon ont été acquis. Source : Zeiss 

 

 

 

Les AMPAR néo-synthétisés exprimés avec le système « ARIAD » sont accumulés 

dans le RE qui est présent dans tout le compartiment somato-dendritique. Lors de l’acquisition, 

qui sera décrite ci-après, nous utilisons la technique FRAP (Fluorescence Recovery After 

Photobleaching) qui permet d’éteindre les photophores présents dans la zone d’intérêt afin 

d’augmenter le ratio signal sur bruit des vésicules et de faciliter l’analyse du transport. 

Acquisition vidéos transport 

Les vidéos du TI sont acquises sur le microscope inversé DMI6000B (Leica) du 

Bordeaux Imaging Center. Ce microscope est équipé d’un système confocal spinning-disk 

(Yokogawa CSU-X1, banc laser : 491 nm, 561 nm), d’une caméra EMCCD (Photometrics 

Quantem 512), et d’un objectif à immersion à huile HCX PL Apo 100X 1.4 NA. Le microscope 
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est piloté par le logiciel Metamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, USA). L’acquisition est 

facilitée par l’utilisation de journaux d’acquisition développés par Fabrice Cordelières. 

L’acquisition des images a lieu à 37°C dans une chambre Life Imaging Services. Les 

expériences de FRAP ont été réalisées avec un système de scanner de FRAP (Roper 

Scientific, Evry, France) à 491 nm ou 561 nm. 

Les lamelles sont montées dans une chambre « Ludin » avec 1ml de milieu tyrode à 

l’osmolarité correspondante au milieu de culture (Pour les expériences en conditions basales 

: 15mM glucose, 100mM NaCl, 5mM KCl, 2mM MgCl2, 2mM CaCl2, 10mM HEPES pour une 

osmolarité à 247mosm/l et pour les expériences de cLTP : 25mM Glucose, 20mM HEPES, 

150mM NaCl, 3.5mM KCl, 2mM MgCl2, 2mM CaCl2 pour un tyrode à 304 mosm/l) et montées 

sur le microscope inversé. 2µM de ligand sont ajoutés au tyrode pour libérer les constructions 

d’intérêt du RE. 

 

 

Figure 28 : Séquence d’acquisition des 
vidéos du TI 

Toutes les vidéos du TI (conditions basales, 
cLTP, deux couleurs) sont acquises selon la 
même séquence d’acquisition : lors des 10 
premières secondes, 10 images de 100ms 
d’exposition sont enregistrées. La portion de 
dendrite proximale sélectionnée (~60µm²) 
est photoblanchie lors de 5 répétitions à 70% 
du laser. Le transport est ensuite 
immédiatement enregistré pendant 1 minute 
à 1Hz (300 images à 100ms d’exposition). 
Source : modifié de Hangen et al 2018. 

 

 

 

Toutes les vidéos sont acquises selon la séquence d’acquisition suivante décrite dans 

la Figure 28 avec une illumination à 488nm et/ou 561nm, et un objectif X100. 

En conditions basales, la fenêtre d’acquisition de nos vésicules d’intérêt a été 

déterminée par Hangen et al. entre 30 et 60 minutes après addition du ligand, au moment où 

les premiers GluA1 néo-synthétisés sont détectés à la MP, mais avant sa saturation. Dans 

certaines conditions, après l’acquisition du TI des AMPAR en conditions basales, nous 

réalisons l’acquisition du TI de GFP-transferrine (illumination 488nm) pour confirmer la bonne 

santé des cellules et le bon fonctionnement de la machinerie de transport. 



91 

 

Pour les expériences utilisant les shRNA, une image est acquise dans le vert 

(illumination 488nm) juste avant l’acquisition de la vidéo pour confirmer la transfection 

(rapporteur GFP). Pour chaque lamelle 4-10 cellules sont imagées. 

Pour nos expériences de transport lors de la LTP nous avons utilisé un protocole 

d’induction de la cLTP (chemical LTP). La cLTP peut être induite chez les neurones en culture 

dans un milieu sans Mg2+ pour lever le blocage des NMDAR, supplémenté en glycine (leur co-

agoniste) et en bicuculline, un antagoniste des GABAR. Dans nos expériences, le tampon 

tyrode décrit précédemment est incubé pendant 20 minutes dans la chambre « Ludin » et est 

remplacé par un tampon tyrode sans Mg2+ (25mM glucose, 20mM HEPES, 150mM NaCl, 

3.5mM KCl, 2mMCaCl2, 200µM glycine, 20µM bicuculine) pendant 4 minutes pour induire la 

cLTP. Le tyrode original est alors remis dans la chambre « Ludin ». Les vidéos sont acquises 

25-50 minutes après l’induction de la cLTP en utilisant les mêmes paramètres d’acquisition 

que pour les expériences réalisées en conditions basales. 

Pour les expériences sur le transport des hétéromères, nous avons fait l’acquisition de 

vidéo en deux couleurs simultanément. Ces expériences ont été réalisées en conditions 

basales sur le même microscope à l’aide d’une seconde caméra EMCCD (Photometrics 

Quantem 512) et en suivant la même séquence d’acquisition que précédemment. 

E) Analyse d’images et statistiques 

1 – Analyse externalisation 

Les images sont analysées avec ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National 

Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/, 1997-2012). Pour 

chaque neurone analysé, deux ROI sont dessinées manuellement à l’aide du signal GFP : une 

portion de dendrite proximale et une portion de dendrite distale. Dans chaque zone, l’intensité 

moyenne à laquelle on soustrait l’intensité moyenne du fond est calculée. L’intensité des 

différentes conditions est normalisée sur l’intensité moyenne de la condition contrôle. 

2 – Analyse du TI 

Analyse manuelle 

Après la visualisation des événements de TI, s’est posé la question de l’analyse et de 

la caractérisation du transport. L’utilisation du « particle tracking » est impossible à cause de 

la difficulté à identifier les nombreuses vésicules et les faire correspondre entre les différentes 

images de la vidéo, en particulier à cause de leur faible ratio signal sur bruit et de leur 

trajectoire qui peut entrer et sortir du focus. 
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Nous avons alors généré des kymographes avec KymoToolBox, un plugin ImageJ 

développé par F. Cordelières (Figure 29). Un kymographe est une représentation de la 

distance par rapport au temps qui généré à partir d’une vidéo afin de caractériser un transport 

dirigé. La trajectoire d’une vésicule apparaît sous la forme d’une ligne continue composée de 

segments de pente variable. Chaque ligne ininterrompue représente une vésicule, se 

déplaçant vers le bout des dendrites quand elle se dirige vers la droite, vers le corps cellulaire 

quand elle se dirige vers la gauche, ou en pause lorsqu’elle est verticale. 

 
Figure 29 : Analyse du TI avec KymoToolBox 

A – L’interface de KymoToolBox, un plugin ImageJ qui permet l’analyse du TI par le biais de 
kymographes. B – Un segment d’épaisseur variable est tracé le long de la dendrite, au niveau de la 
zone photoblanchie, depuis le corps cellulaire jusqu’à la partie distale de la dendrite. C – L’intensité 
maximum des pixels situés dans la sélection est projetée sur le segment central pour toutes les images 
de la vidéo. Cette étape génère un segment par image, qui sont « entassés » sur l’axe des y et génère 
le kymographe. D – L’utilisateur trace ensuite manuellement et sauve les différents segments du trajet 
des vésicules. KymoToolBox génère ensuite un tableur Excel contenant les données extraites des 
différents tracés, leur nombre, la vitesse des vésicules correspondantes, le poucentage du temps passé 
IN (vers le corps cellulaire), OUT (vers les dendrites distales) ou en PAUSE, le temps passé en vidéo 
etc, E – Segments tracés correspondant au kymmogramme (C) et colorés en fonction de leur état 
(IN/OUT/PAUSE). 

 

Des segments sont tracés manuellement par l’opérateur sur le kymographe. La pente 

des différents segments permet de calculer la vitesse des vésicules grâce aux paramètres 

précédemment fournis à KymoToolBox (taille de pixel, résolution temporelle). Tous les 

segments d’une vitesse inférieure à 0,1µm/s sont considérés comme des pauses (segments 
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verticaux). Cette analyse nous permet de mesurer le nombre de vésicules par minute pour 

20µm2 de dendrite, la vitesse moyenne des vésicules pour une cellule, la fréquence distribution 

des vitesses pour chaque cellule, le pourcentage du temps qu’une vésicule passe : en pause, 

à se déplacer du corps cellulaire vers le bout des dendrites (OUT) ou à se déplacer des 

dendrites vers le corps cellulaire (IN). 

Automatisation de l’analyse du transport avec Kymobutler 

L’analyse des kymographes est un processus long et subjectif/variable puisque 

l’analyse repose entièrement sur les segments tracés par l’opérateur. La solution pour 

s’affranchir de ce biais est l’automatisation de l’analyse. Il existe des algorithmes capables de 

tracer les kymographes et qui parviennent à produire des résultats acceptables sur des images 

avec un ratio signal sur bruit élevé411,412. Les images obtenues sur des cellules vivantes sont 

sujettes à l’autofluorecence, à la limitation du temps d’exposition pour limiter la phototoxicité 

et à des intensités faibles. Les algorithmes qui tracent les kymographes performent mal et 

nécessitent la correction manuelle des erreurs et l’ajout de traces non détectées413. 

Les approches basées sur l’intelligence artificielle sont plus avantageuses : moins 

variables/biaisées que les opérateurs humains ; permettent l’analyse de très grands sets de 

données en peu de temps et ont des performances plus proches des opérateurs humains que 

les algorithmes traditionnels. Nous avons collaboré avec Maximilian AH Jakobs et Andrea 

Dimitracopoulos de l’Université de Cambridge afin de développer un réseau neuronal 

convolutif (RNC) sur lequel est basé Kymobutler (Figure 30A), un logiciel qui permet d’extraire 

les vésicules du fond et de tracer les segments413. Nous avons fourni des kymographes bruts 

et tracés manuellement afin d’entraîner et de mesurer les performances de KymoButler. Dans 

un premier temps le RNC s’entraîne sur un set de données, sur lequel il apprend à interpréter 

les images sans à priori. Le RNC utilise le kymographe brut et y applique des matrices de 

convolutions de toutes les formes et tailles, de manière stochastique, afin de séparer le signal 

du fond. Une image I est obtenue, où chaque pixel possède une valeur correspondant à la 

probabilité p de faire partie d’un trajet de vésicule. Un seuil t est alors déterminé afin de 

différencier les pixels appartenant à une trace et un pixel appartenant au fond pour créer une 

image binaire. Cette image binaire est alors itérativement « amincie » jusqu’à obtenir des 

traces d’une largeur d’un pixel. Le RNC détermine les matrices, les étapes de convolution, 

déconvolution et le seuil en comparant les traces obtenues avec KymoButler aux traces 

obtenues sur les mêmes kymographes par l’opérateur. Le but est alors de trouver les étapes 

permettant de générer les traces les plus proches possible de celles tracées par l’opérateur. 

Ensuite le set de données de validation composé de kymographes sur lequel KymoButler n’a 

pas été entraîné est utilisé pour quantifier la performance du RNC. La similarité entre les deux 

tracés est comparée à l’aide d’un score allant de 0 (avec aucun pixel positif en commun) avec 
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1 (100% de pixels positifs en commun). KymoButler fait preuve d’une précision plus importante 

que le tracé manuel et est capable de reconnaître des traces omises par erreur, à cause du 

faible ratio signal sur bruit. Le score maximal obtenu est alors de 0,7. KymoButler a également 

été confrontés à des kymographes provenant d’autres projets. Le RNC a été capable de 

reconnaître les traces sans avoir besoin de ré-entraînement en modulant seulement le seuil t. 
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Figure 30 : Automatisation de l’analyse de transport 

A- Logo de Kymobutler B- Kymographe du transport de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT brut, puis tracé 
par Kymobutler (KB), puis manuellement 2 fois de manière indépendente. C- Nombre de vésicules tracé 
sur 5 kymographes, par KB, puis tracé manuellement 2 fois indépendemment. D- Vitesse anterograde 
(OUT) des vésicules de 5 cellules, par KB, et deux fois manuellement indépendemment. E- Nombre 
moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 par 20µm² par minute pour un set de neurones de 
souris WT, analysé par KB et manuellement. F- Vitesse des segments OUT pour le même set de 
neurones, analysé par KB et manuellement. Les figures E, F et G sont représentées et analysées selon 
le protocole décrit dans la sous-partie 3 – Statistiques. 

 

L’utilisation de KymoButler est simple, l’opérateur doit seulement de déterminer le seuil 

t, qui dépend du ratio signal sur bruit, de l’application et des conditions dans lesquelles les 

images ont été acquises. Lors de l’utilisation d’un seuil bas (t=0,01), de nombreux artefacts 

sont rapportés comme le raboutage de traces parallèles, alors que pour un seuil haut (t=0,5), 
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les traces générées sont trop courtes413. Le seuil optimal a été déterminé à t=0,2 et c’est celui 

que nous avons utilisé dans nos analyses impliquant Kymobutler. 

Après le développement de KymoButler, nous avons pu le tester sur nos kymographes 

(Figure 30B). Kymobutler a été intégré à l’interface de KymoToolBox et permet un gain de temps 

considérable et une analyse plus précise et moins biaisée des kymographes. Nous avons tracé 

manuellement, à deux reprises, des kymographes issus de neurones transfectées avec 

ARIAD-TdTomato-GluA1. Le traçage manuel des kymographes n’est pas parfaitement 

reproductible. En effet, le nombre de vésicules tracées sur le même kymographe peut varier 

entre deux analyses manuelles différentes (Figure 30C), à cause par exemple d’une trace 

omise par erreur ou par le raboutage ou non de deux segments. De même pour la vitesse 

moyenne des vésicules d’un kymographe (Figure 30D) qui présente une légère variabilité 

entre les deux analyses manuelles, expliquée par le fait que la vitesse est calculée grâce à la 

pente des segments et que le décalage d’un pixel entre les deux analyses va modifier la 

vitesse d’un segment. Cette différence intra-opérateur est cependant très faible et n’a que peu 

d’influence sur l’analyse d’un set entier. 

En effet, lorsqu’on utilise KymoButler sur un set de kymographes, on voit qu’on obtient 

des moyennes similaires à celles obtenues par un opérateur humain en termes de nombre de 

vésicules (p=0,1004) (Figure 30E) et en termes de vitesse (p=0,3242) (Figure 30F). La seule 

différence observée est le pourcentage de temps passé IN, OUT ou en PAUSE (Figure 30G) 

et qui est due à la façon dont les kymographes sont tracés. Là où l’opérateur va tracer un 

segment lissé, Kymobutler trace une multitude de petits segments suivant parfaitement le 

chemin de la vésicule (Figure 30B). Cela a pour conséquence d’affecter le temps passé IN, 

OUT et en PAUSE en augmentant ce dernier paramètre (Figure 30G) par rapport à l’analyse 

manuelle. Il est cependant important de noter que deux conditions qui présentent une 

différence significative pour le pourcentage de temps passé en PAUSE après l’analyse 

manuelle présente une différence similaire après l’analyse par KymoButler (data not shown). 

A des fins de cohérence avec le papier Hangen et al., bien que KymoButler ait une 

performance égale à un opérateur humain et offre un gain de temps exceptionnel, nous avons 

décidé de quantifier nos kymographes manuellement. Les kymographes issus des cultures de 

souris seront eux analysés grâce à KymoButler. 

3 – Statistiques 

Tous les graphiques sont représentés par leur moyenne +/- SEM. Pour l’analyse 

statistique, le logiciel Graphpad Prism 8 a été utilisé. Le test Mann-Whitney a été réalisé pour 

tester la différence statistique entre deux échantillons indépendants. Pour comparer la 

différence statistique de plus de deux échantillons indépendants, le test Kruskall-Wallis a été 
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utilisé. Les astérisques représentent la significativité de l’analyse : p < 0.05 (∗), p < 0.01 (∗∗), 

p < 0.001 (∗∗∗) et p < 0.0001 (∗∗∗∗). 
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Le TI des sous-unités GluA1 néo-synthétisées exprimées grâce à l’outil ARIAD a déjà 

été caractérisé dans notre laboratoire dans des neurones d’hippocampe de rat en culture81. 

Les caractéristiques du transport de GluA1 sont très stables et reproductibles. En conditions 

basales, GluA1 néo-synthétisé arrive progressivement à la MP après 30 minutes d’incubation 

dans le ligand et atteint un plateau à partir d’une heure. Les vésicules contenant GluA1 néo-

synthétisé ont une vitesse d’environ 1,5μm/s dans les sens rétrogrades (IN) et antérogrades 

(OUT). Ces vésicules passent la majorité de leur temps OUT et passent environ 30% du temps 

en pause. Le TI de GluA1 est modulé par la concentration de Ca2+ intracellulaire. 25 minutes 

après induction de la cLTP, le nombre de vésicules transportant GluA1 et leur vitesse 

antérograde sont augmentés. Le CTD des AMPAR est le substrat de nombreuses MPT. Les 

phosphorylations de S831 et S845, caractéristiques de la LTP, régulent le TI et augmentent le 

nombre de vésicules observées ainsi que leur vitesse OUT. Ces récepteurs phosphorylés sont 

préférentiellement localisés à la MP au bout des dendrites81. Le but de cette thèse est de 

caractériser l’importance du CTD des AMPAR et de leurs divers interacteurs afin de mettre à 

jour les mécanismes de la régulation de leur TI. 

A) Importance du domaine C-terminal pour le transport 
intracellulaire 

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier le rôle du CTD de GluA1 sur le TI 

des sous-unités GluA1 néo-synthétisées (Figure 31). 

A ces fins, nous avons généré un mutant de GluA1 (∆78) pour lequel ce domaine a été 

tronqué de ses 78 derniers acides aminés laissant seulement 3 acides aminés après le TM4 

(Figure 31A). Nous avons transfecté les constructions ARIAD-GFP-GluA1 WT ou ARIAD-GFP-

GluA1 ∆78 dans des cellules d’hippocampe de rat en culture. Nous avons réalisé un 

immunomarquage anti-GFP sur cellules vivantes après différents temps d’incubation dans le 

ligand (Figure 31B). L’intensité du marquage des récepteurs externalisés à la MP a été 

quantifiée sur les dendrites proximales et distales. La quantification des images a révélé une 

absence quasi-totale d’externalisation pour le mutant ∆78 (intensité moyenne (a.u.) à 30min : 

WT=20,44 +/- 2,14, n=45 ; ∆78=45,02 +/- 7,76, n=20, N=4 ; p<0,0001 ; à 60min : WT=19,39 

+/- 3,42, n=35 ; ∆78=9,54 +/- 1,95, n=34, N=4 ; p<0,0001 ; à 90min : WT=102,70 +/- 5,83, 

n=42 ; ∆78=13,64 +/- 1,70, n=30, N=4 ; p<0,0001 ; à 120min : WT=102 +/- 5,37, n=38 ; 

∆78=22,02 +/- 4,59, n=39, N=4 ; p<0,0001) (Figure 31C). Dans nos conditions d’expérience, 

le CTD GluA1 est donc nécessaire pour son export à la MP. 
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Figure 31 : Importance du domaine C-terminal de GluA1 

A- Schéma du domaine C-terminal de GluA1 (82 acides aminés), représentant les différentes 
modifications post traductionnelles et les sites d’interactions protéiques connus. B- Sur cellules 
vivantes, marquage de GFP-GluA1 WT ou Δ78 présent à la MP après 30, 60, 90 et 120 minutes 
d’incubation dans le ligand. C- Quantification de l’intensité du marquage à la MP. D- Tracés manuels 
des kymographes obtenus à partir des vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT et Δ78 
réalisés entre 30 et 60 minutes après addition du ligand. E- Nombre moyen de vésicules contenant 
TdTomato-GluA1 WT ou Δ78 par 20µm² par minute. Comme pour les prochains graphiques, seules les 
cellules montrant un transport pour la GFP-transferrine ont été incluses. F- Pourcentage du temps passé 
en PAUSE. G- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. H- Mesure de la vitesse moyenne des 
segments OUT. 

 

Pour analyser si ce domaine avait un rôle dès son export du RE/AG, nous avons étudié 

les caractéristiques du TI en exprimant ARIAD-TdTomato-GluA1 WT ou ∆78. Le mutant ∆78 

présente un nombre de vésicules très faible (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=10,61 +/- 

2,13, n=32 ; ∆78=0,85 +/- 0,17, n=33, N=3 ; p<0,0001) (Figure 31D, E). Cette quasi-absence 

de transport n’est pas due à la santé des cellules ou à une toxicité de la construction puisque 

notre contrôle GFP-transferrine trafique normalement (data not shown). Compte tenu du faible 
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nombre d’événements de transport, 10 fois moins que le WT, il est difficile d’interpréter les 

quantifications des vitesses moyennes des vésicules, même si leur vitesse OUT apparaît 

modifiée (Figure 31G, H). Aussi, les kymographes issus des vidéos de transport du mutant 

∆78 possèdent des segments très courts présentant peu de pauses (% du temps : WT=27 +/- 

1 ; shSAP97=16 +/- 3 ; p=0,0001) (Figure 31D).  

Le TI et par conséquence l’externalisation de GluA1 est donc largement dépendant de 

son CTD. Il apparaît permettre sa sortie du RE ou de l’AG. De plus, le peu de vésicules 

contenant le mutant ∆78 qui sont transportées ont des caractéristiques altérées. 

B) SAP97 régule le transport intracellulaire 

Le CTD des AMPAR possède de nombreux sites d’interactions protéiques. En 

particulier, il a été montré que SAP97 s’associe directement à GluA1 dès le RE190 et permettrait 

son transport jusqu’à la MP grâce à son rôle d’adaptateur pour le moteur moléculaire MyoVI250.  

Cependant ces études ont été réalisées par biochimie et par colocalisation sur des cellules 

fixées et l’effet régulateur de SAP97 sur le TI longue distance de GluA1 reste inconnu. 

1 – Régulation du TI par SAP97 en conditions basales 

Diminution du SAP97 endogène 

Nous avons diminué l’expression de SAP97 à l’aide d’un shRNA donné par le laboratoire 

du Pr. Richard Huganir414 (Figure 32). Nous avons exprimé le sh contrôle (Scramble, Scr.) ou 

le shSAP97 dans des neurones d’hippocampe en culture et analysé par Western Blot 

l’expression de SAP97. L’expression du sh diminue la quantité de SAP97 par rapport au Scr. 

(% du contrôle : Scr.=100 ; shSAP97=58,26 +/- 7,31, n=4) (Figure  32A). Pour confirmer la 

spécificité du shRNA nous avons exprimé SAP97 (WT), ou le SAP97 insensible au sh (SAP97 

rescue, R) dans des cellules COS-7, co-transfectées avec le shSAP97 ou Scr. L’expression 

du shSAP97 diminue l’expression de SAP97 WT mais n’affecte pas le SAP97 R (% du contrôle 

: Scr.+SAP97=100 ; shSAP97+SAP97=49,01 +/- 0,08, n=6 ; Scr.+R=100 ; shSAP97+R=109,4 

+/-13,56, n=5) (Figure  32B). 

Le shSAP97 diminuant l’expression de la protéine de façon significative, nous avons 

analysé l’impact de SAP97 sur l’externalisation de GluA1 néo-synthétisé. Nous avons exprimé 

ARIAD-GFP-GluA1 avec le shSAP97 ou Scr. et réalisé un immunomarquage sur cellules 

vivantes après 45 et 60 minutes d’incubation dans le ligand (Figure  32C). Le knock down (KD) 

de SAP97 diminue l’externalisation de GluA1 à la MP (Intensité moyenne normalisée sur le 

contrôle (a.u.), à 45min : Scr.=100 +/- 5,17, n=49 ; shSAP97=49,64 +/- 3,41, n=46 ; p<0,0001 ; 

à 60min : Scr.=100 +/- 5,06, n=55 ; shSAP97=33,33 +/- 3,29, n=57, N=4 ; p<0,0001), alors 
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que l’expression du SAP97 (R) la restaure partiellement (Intensité moyenne normalisée sur le 

contrôle (a.u.), à 45min : shSAP97+R=72,91 +/- 5,58, n=35 ; p=0,0006 ; à 60min : 

shSAP97+R=61,69 +/- 4,32, n=31, N=4 ; p<0,0001) (Figure 32D). 
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Figure 32 : Effet général de SAP97 sur le TI et l’externalisation de GluA1 en condition basale 

A- Western Blot réalisé sur des neurones WT ou transfectés avec le shRNA contre SAP97 (shSAP97) 
ou le contrôle (Scr.) et quantification du SAP97 endogène. B- Western Blot et quantification de SAP97 
réalisée sur des cellules COS-7 transfectées avec SAP97 WT (SAP97) ou SAP97 rescue (R) et co-
transfectées avec shSAP97 ou Scr. C- Sur cellules vivantes transfectées avec shSAP97 ou Scr. +/- R 
et ARIAD-GFP-GluA1 WT, marquage de GFP-GluA1 présent à la MP après 45 et 60 minutes 
d’incubation dans le ligand. D- Quantification de l’intensité du marquage à la MP. E- Tracés manuels 
des kymographes obtenus à partir des vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT avec co-
transfection du shSAP97 ou Scr. réalisées entre 30 et 60 minutes après addition du ligand. F- Nombre 
moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT par 20µm² par minute. Les cellules ne présentant 
aucune vésicule ont été exclues. G- Pourcentage du temps passé en PAUSE. H- Mesure de la vitesse 
moyenne des segments IN. I- Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. 
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Nous avons alors quantifié le TI en co-transfectant ARIAD-TdTomato-GluA1 WT avec 

shSAP97 ou Scr. Comme on pouvait s’y attendre, le KD de SAP97 a pour effet de diminuer 

drastiquement le nombre de vésicules (Nombre de vésicules/20μm2/min : Scr.=19,45 +/- 2,55, 

n=37 ; shSAP97=4,2 +/- 0,66, n=31, N=3 ; p<0,0001) (Figure 32E,F). Le temps de pause des 

vésicules est augmenté quand l’expression de SAP97 est diminuée (% du temps : Scr.=24 +/- 

0,5 ; shSAP97=39 +/- 2 ; p<0,0001) (Figure  32G). De même, leur vitesse est réduite par 

rapport au Scr. (μm/s : IN : Scr.=1,58 +/- 0,07, n=36 ; shSAP97=1,13 +/- 0,08 ; p<0,0001 ; 

OUT : Scr. :1,63 +/- 0,08 ; shSAP97=1,28 +/- 0,10 ; p=0,006) (Figure 32H,I). 

Dans nos expériences, en conditions de transmission basale, SAP97 participe la sortie 

de l’AG. En son absence, les quelques vésicules qui parviennent à être transportées ont une 

vitesse faible et passent plus de temps en pause que dans les conditions normales. Ces 

caractéristiques du transport vésiculaires diminué expliquent la présence diminuée de GluA1 

à la MP par rapport au contrôle. Nous avons donc décidé d’analyser comment la liaison de 

SAP97 et GluA1 affecte le transport. 

Interaction de GluA1 avec SAP97 

GluA1 lie SAP97 grâce à son site d’interaction PDZ situé à l’extrémité de son CTD249. 

Nous avons donc généré le mutant ∆7 (Figure 31A), mutant pour lequel les 7 derniers acides 

aminés ont été tronqués, empêchant son interaction avec SAP97. L’expression de ce mutant 

permet donc d’analyser l’impact de l’interaction GluA1-SAP97 sur le TI et l’externalisation des 

récepteurs néo-synthétisés (Figure 33). 

Nous avons étudié la présence à la MP du mutant ∆7 en fonction du temps d’incubation 

dans le ligand (Figure 33A-B). L’intensité du marquage du mutant à la MP est normalisée pour 

chaque temps sur celle du WT. Sa présence à la MP est diminuée d’environ 30% par rapport 

au WT à partir de 60 minutes d’incubation dans le ligand (Intensité moyenne normalisée sur 

le contrôle (a.u.) : à 30min WT=100 +/- 4.3, n=81 ; ∆7=90 +/- 7, n=29 ; p=0.1683 ; à 60min : 

WT=100 +/- 3.9, n=92 ; ∆7=78 +/- 7, n=42 ; p=0.0015 ; à 90min : WT=100 +/- 5.7, n=43 ; 

∆7=67 +/- 6, n=42 ; p<0.0001 ; à 120min : WT=100 +/- 3.8, n=84 ; ∆7=72 +/- 7, n=45, N=4 ; 

p=0.0001) (Figure 33B). 

Pour déterminer si le nombre de récepteurs néo-synthétisés externalisés est dû à une 

exocytose inhibée ou à un TI modifié, nous avons analysé les caractéristiques du TI du mutant 

∆7 par rapport au WT (Figure 33C-G). L’abolition de l’interaction avec SAP97 diminue le 

nombre de vésicules par rapport au GluA1 WT (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=12,79 

+/- 1,6, n=52 ; ∆7=7,75 +/- 1,16, n=41, N=5 ; p=0,0168) (Figure 33C, D). Les vésicules 

contenant ∆7 passent plus de temps en PAUSE que celles contenant le GluA1 WT (% du 

temps : WT=25 +/- 0,6 ; ∆7=36 +/- 1 ; p<0,0001) (Figure 33E) et ont des vitesses moyennes 
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significativement diminuées IN (µm/s : WT=1,39 +/- 0,05 ; ∆7=1,24 +/- 0,07 ; p=0,0249) (Figure 

33F) et diminuées mais pas significativement OUT (μm/s : WT=1,42 +/- 0,05 ; ∆7=1,30 +/- 

0,06 ; p=0,1069) (Figure 33G). 
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Figure 33 : Effet de l’interaction de SAP97 sur le TI de GluA1 

A- Sur cellules vivantes transfectées avec ARIAD-GFP-GluA1 WT ou Δ7, marquage de GFP-GluA1 
présent à la MP après 30, 60, 90 et 120 minutes d’incubation dans le ligand. B- Quantification de 
l’intensité du marquage à la MP en pourcentage du WT. C- Tracés manuels des kymographes obtenus 
à partir des vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT ou Δ7 réalisées entre 30 et 60 minutes 
après addition du ligand. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT ou Δ7 par 
20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. E- Pourcentage du temps 
passé en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- Mesure de la vitesse moyenne 
des segments OUT. 

 

SAP97 possède donc un rôle régulateur sur le TI en conditions basales. Le TI de GluA1 

étant régulé après induction de la cLTP, nous avons donc décidé d’analyser son rôle lors 

d’événements de plasticité synaptique, afin de déterminer s’il contribue à cette régulation. 

2 – Effet de SAP97 sur le TI après induction de la cLTP 

SAP97 contrôle la distribution des récepteurs et a un effet régulateur sur la plasticité 

synaptique. Cette protéine possède plusieurs isoformes : α-SAP97 est localisé principalement 

au niveau de la PSD où il régule la population synaptique des AMPAR339, alors que l’isoforme 
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β-SAP97 régule la population extra-synaptique et inhibe la LTP dépendante des NMDAR339. 

Cependant, l’effet de l’interaction de SAP97 et GluA1 sur son TI pendant la LTP n’a jamais été 

établi. 
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Figure 34 : Effet de l’interaction de SAP97 sur le TI après induction de la cLTP 

A- Sur cellules vivantes transfectés avec un vecteur inductible contenant ARIAD-GFP-GluA1 WT ou Δ7, 
marquage de GFP-GluA1 présent à la MP après 60minutes d’incubation dans le ligand et induites pour 
la cLTP après 20 minutes d’incubation. B- Quantification de l’intensité du marquage à la MP. C- Tracés 
manuels obtenus à partir des vidéos du TI (1min) de neurones transfectés avec ARIAD-TdTomato-
GluA1 WT ou Δ7 dans un vecteur inductible, incubées entre 60 et 80 minutes dans le ligand et induites 
pour cLTP après 20minutes. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT ou Δ7 par 
20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. E- Pourcentage du temps 
passé en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- Mesure de la vitesse moyenne 
des segments OUT. 

 

Nous avons donc étudié l’effet de cette interaction sur l’exocytose des récepteurs après 

induction de la cLTP. Les cellules ont été transfectées avec ARIAD-GFP-GluA1 WT ou ∆7 

sous clonés dans des vecteurs inductibles permettant de transfecter les neurones à DIV7 avec 

une bonne efficacité de transfection et d’exprimer la protéine d’intérêt pendant seulement 48h 

avant l’induction de la cLTP. Les neurones sont incubés dans le ligand pendant 20 minutes, la 

cLTP est induite pendant 5 minutes et l’immunomarquage été réalisé sur cellules vivantes 25 
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minutes après l’induction (soit un total de 60 minutes dans le ligand). L’augmentation de 

l’intensité du marquage à la MP de GluA1 WT par rapport à la condition non traitée confirme 

l’efficacité de l’induction de la cLTP à 60 minutes (Intensité moyenne normalisée sur le contrôle 

(a.u.) : WT basal=100 +/- 5,63, n=59 ; WT cLTP=129,6 +/- 6,22, n=56, N=4 ; p=0,0001) (Figure 

34A,B). L’induction de la cLTP n’a par contre aucun effet sur le mutant ∆7 pour lequel 

l’expression à la MP avec ou sans induction de la cLTP est identique (Intensité moyenne 

(a.u.) : ∆7 basal=60,85 +/- 4,27, n=54 ; ∆7 cLTP=57,62 +/- 4,5, n=55, N=4 ; p=0,5429) (Figure 

34B). 

Pour l’étude du TI, les mêmes mutants étiquetés avec TdTomato ont été utilisés. Les 

vidéos des vésicules sont acquises 25 à 40 minutes après l’induction de la cLTP soit 60 

minutes après addition du ligand. Comme l’avait montré Hangen et al., le TI est régulé par 

l’activité et les caractéristiques générales du transport sont augmentées dès 25 minutes après 

l’induction de la cLTP. Le nombre de vésicules contenant le mutant ∆7 est légèrement diminué 

par rapport au WT, mais pas de manière significative (Nombre de vésicules/20µm²/min : 

WT=14,65 +/- 2,37, n=20 ; ∆7=11,48 +/- 1,79, n=27, N=2 ; p=0.2998) (Figure 34C,D). Le 

pourcentage du temps passé en PAUSE est légèrement augmenté, mais pas de manière 

significative (% du temps : WT=20 +/- 0,8 ; ∆7=22 +/- 0,8 ; p=0,0599) (Figure  34E). Les 

vitesses sont légèrement réduites, mais pas de manière significative (µm/s : IN : WT=1,67 +/- 

0,10 ; ∆7=1,41 +/- 0,09 ; p=0,1144 ; OUT : WT=1,67 +/- 0,10 ; ∆7=1,49 +/- 0,08 ; p=0,2025) 

(Figure 34F,G). Ces résultats sont préliminaires et doivent être répliqués afin de déterminer si 

la régulation que SAP97 opère sur le TI en conditions basales est maintenu lors de la LTP. 

C) 4.1N régule le transport intracellulaire pendant la LTP 

GluA1 interagit directement avec 4.1N, une protéine associée à l’actine qui est très 

importante pour l’exocytose de GluA1 particulièrement lors de la LTP145. Cette interaction a 

lieu avant l’exocytose du récepteur, mais le moment précis de l’interaction lors de la sécrétion 

de la protéine et si elle participe à la régulation du TI des récepteurs néo-synthétisés en 

conditions basales et/ou pendant la LTP reste à définir. 

1 – Régulation de l’exocytose par 4.1N en conditions basales 

Diminution du 4.1N endogène 

Nous avons diminué l’expression de 4.1N à l’aide d’un shRNA (sh4.1N) donné par le 

laboratoire du Pr. Richard Huganir145 (Figure 35A). Les neurones d’hippocampe de rat en 

culture ont été infectés avec le sh4.1N ou avec un Scr. Un western blot a confirmé que 

l’expression du sh4.1N diminue l’expression de 4.1N (% du contrôle : Scr.=100 ; sh4.1N=40,85 

+/- 8,34, N=4) (Figure 35A). Dans des cellules COS-7 nous avons transfecté le sh4.1N ou Scr. 
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avec 4.1N WT ou rescue (R). L’expression du sh4.1N diminue l’expression du 4.1N WT sans 

affecter l’expression du 4.1N (R) (% du contrôle : Scr.+4.1N=100 ; sh4.1N+4.1N=21,9 +/- 2,84 

; Scr.+R=100, sh4.1N+R=107,9 +/-13,66, N=3) (Figure 35B), ce qui confirme d’une part 

l’efficacité du sh4.1N et d’autre part sa spécificité. Ces résultats sont en accord avec ceux 

publiés par l’équipe du Pr. Huganir. 

Afin de quantifier l’externalisation du GluA1 néo-synthétisé due à la présence de la 

protéine 4.1N, nous avons transfecté les neurones avec ARIAD-GFP-GluA1 et le sh4.1N ou 

Scr. avec ou sans co-transfection du 4.1N (R) (Figure  35C,D). L’immunomarquage anti-GFP 

réalisé sur cellules vivantes après 45 et 60 minutes d’incubation dans le ligand ARIAD montre 

que l’expression du sh4.1N diminue drastiquement l’externalisation de GluA1 par rapport au 

Scr. (Intensité moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) à 45min : Scr.=100 +/- 7,32, n=43 ; 

sh4.1N=57,36 +/- 6,27, n=36, N=3 ; p<0,0001 ; à 60min : Scr.=100 +/- 7,59, n=50 ; 

sh4.1N=37,29 +/- 4,16, n=39, N=3 ; p<0,0001) (Figure 35C). Cette diminution est du même 

ordre que celle observée avec le shSAP97. La présence de GluA1 à la MP est rétablie quand 

la protéine 4.1N (R) est exprimée (Intensité moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) à 

45min : sh4.1N+R=105 +/- 10,34, n=33, N=3 ; p=0,0004 ; à 60min : sh4.1N+R=89,73 +/- 7,81, 

n=38, N=3 ; p<0,0001) (Figure 35D). 

La caractérisation du TI de GluA1 WT quand l’expression de 4.1N est inhibée montre un 

nombre de vésicules diminué par rapport au Scr. (nombre de vésicules/20μm2/min : Scr.=17,6 

+/- 2,44, n=36, sh4.1N=11,34 +/- 1,82, n=27, N=3 ; p=0,0738) (Figure 35F), de manière non 

significative et moins drastique que celle observée pour SAP97 (Figure 32F).Le temps passé 

en PAUSE est très légèrement augmenté (% du temps : Scr.=26 +/- 0,7, sh4.1N=30 +/- 0,9 ; 

p=0,0028) (Figure 35G), mais les vitesses ne sont pas affectées par l’expression du sh4.1N 

(μm/s : IN : Scr.=1,51 +/- 0,09, n=36 ; sh4.1N=1,39 +/- 0,08 ; p=0,4717 ; OUT : Scr. =1,62 +/- 

0,08 ; sh4.1N=1.41 +/- 0,06 ; p=0,1861) (Figure 35H, I). 

Ces expériences confirment l’importance de 4.1N pour l’exocytose des récepteurs néo-

synthétisés. Cependant, contrairement à SAP97, qui semble posséder un effet régulateur sur 

le TI, l’effet de 4.1N ne semble pas être aussi évident en conditions basales, hormis pour le 

nombre de vésicules diminué qui suggère que cette interaction pourrait être importante pour 

la formation des vésicules au niveau du TGN. Nous avons ensuite analysé l’impact de 

l’interaction directe entre GluA1 et 4.1N grâce à des mutants de GluA1 n’interagissant pas 

avec 4.1N. 

Interaction avec 4.1N 

Nous avons généré un mutant de GluA1 incapable de lier 4.1N. Le site d’interaction 

avec 4.1N est situé juste après le dernier TMD de GluA1415. Cette interaction est rendue 
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possible par la dé-palmitoylation de C811 qui promeut les phosphorylations des S816 et S818 

par PKC145. Nous avons donc créé un mutant dont 15 acides aminés ont été supprimés après 

le TM4 (∆4.1N) (Figure 31A). L’importance de cette séquence pour la liaison avec 4.1N a déjà 

été caractérisée dans la littérature415. 
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Figure 35 : Effet général de 4.1N sur le TI basal de GluA1 

A- Western Blot réalisé sur des neurones WT ou transfectés avec le shRNA contre 4.1N (sh4.1N) ou le 
contrôle (Scr.) et quantification du 4.1N endogène. B- Western Blot et quantification de 4.1N réalisée 
sur des cellules COS-7 transfectées avec 4.1N WT (4.1N) ou 4.1N rescue (R) et co-transfectées avec 
sh4.1N ou Scr. C- Sur cellules vivantes transfectées avec sh4.1N ou Scr. +/- R, marquage de GFP-
GluA1 WT présent à la MP après 45 et 60 minutes d’incubation dans le ligand. D- Quantification de 
l’intensité du marquage à la MP. E- Tracés manuels des kymographes obtenus à partir des vidéos 
(1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT avec co-transfection de sh4.1N ou Scr. réalisées entre 30 
et 60 minutes après addition du ligand. F- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT 
par 20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. G- Pourcentage du 
temps passé en PAUSE. H- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. I- Mesure de la vitesse 
moyenne des segments OUT. 
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L’immunomarquage des récepteurs GFP-GluA1 WT ou GFP-GluA1 ∆4.1N externalisés 

a été réalisé après plusieurs temps d’incubation dans le ligand ARIAD (Figure 36A). L’intensité 

à la membrane du mutant est normalisée sur celle du WT. La présence du mutant ∆4.1N à la 

MP diminue progressivement par rapport au WT, à mesure du temps passé dans le ligand 

(Intensité moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) : à 30min WT=100 +/- 7,63, n=40 ; 

∆4.1N=93,22 +/- 10, n=38, N=4 ; p=0.2298 ; à 60min : WT=100 +/- 3.9, n=40 ; ∆4.1N=68,75 

+/- 4,43, n=38 ; p=0,0003 ; à 90min : WT=100 +/- 5,71, n=43 ; ∆4.1N=47,94 +/- 4,01, n=36 ; 

p<0,0001 ; à 120min : WT=100 +/- 6,32, n=40 ; ∆4.1N=41,19 +/- 2,7, n=40 ; p<0,0001) (Figure 

36B). 
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Figure 36 : Effet de l’interaction de 4.1N sur le TI basal 

A- Sur cellules vivantes transfectées avec ARIAD-GFP-GluA1 WT ou Δ4.1N, marquage de GFP-GluA1 
présent à la MP après 30, 60, 90 et 120 minutes d’incubation dans le ligand. B- Quantification de 
l’intensité du marquage à la MP en pourcentage du WT. C- Tracés manuels des kymographes obtenus 
à partir des vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT ou Δ4.1N réalisées entre 30 et 60 
minutes après addition du ligand. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT ou 
Δ4.1N par 20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. E- 
Pourcentage du temps passé en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- 
Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. 

 

Nous avons analysé les caractéristiques du transport vésiculaire du mutant ∆4.1N par 

rapport au WT (Figure 36C-G). L’abolition de l’interaction avec 4.1N diminue le nombre de 



110 

 

vésicules par rapport au GluA1 WT (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=18,68 +/- 2,05, 

n=54 ; ∆4.1N=11,06 +/- 1,42, n=37, N=5 ; p=0,0091) (Figure 36D). Le temps passé en PAUSE 

n’est pas affecté (% du temps : WT=23 +/- 0,5, n=4203 ; ∆4.1N=21 +/- 0,8 ; p=0,1231) (Figure 

36E). De même pour les vitesses IN (μm/s : WT=1,53 +/- 0,05, n=54 ; ∆4.1N=1,64 +/- 0,06 ; 

p=0,2073) (Figure 36F) et OUT (μm/s : WT=1,57 +/- 0,05 ; ∆4.1N=1,67 +/- 0,07 ; p=0,2226) 

(Figure 36G) ne sont pas affectées. Ces résultats sont similaires à ceux obtenus avec le 

sh4.1N. 
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Figure 37 : Effet des phosphorylations S816 et S818 sur le TI basal de GluA1 

A- Sur cellules vivantes transfectées avec ARIAD-GFP-GluA1 WT, AA ou DD, marquage de GFP-GluA1 
présent à la MP après 45 et 60 minutes d’incubation dans le ligand. B- Quantification de l’intensité du 
marquage à la MP en pourcentage du WT. C- Tracés manuels des kymographes obtenus à partir des 
vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT, AA ou DD réalisées entre 30 et 60 minutes après 
addition du ligand. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT, AA ou DD par 
20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. E- Pourcentage du temps 
passé en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- Mesure de la vitesse moyenne 
des segments OUT. 

 

La liaison de 4.1N avec GluA1 dépend de la phosphorylation de S816 et S818 de son 

CTD. Nous avons donc étudié les propriétés d’exocytose et de TI des phospho-mutants GluA1 

S816A-S818A (AA) et S816D-S818D (DD) (Figure 31A). La présence de GFP-GluA1 WT, AA 

ou DD à la MP est quantifiée par immunomarquage après 45 et 60 minutes d’incubation dans 
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le ligand en normalisant sur le WT (Figure 37A). La présence à la PM du mutant AA est 

diminuée de moitié après 45 et 60 minutes dans le ligand par rapport au WT (Intensité 

moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) à 45 min : WT=100 +/- 5,96, n=51 ; AA=58,45 +/- 

3,99, n=35 ; p<0,0001 ; 60min : WT=100 +/- 4,76, n=53 ; AA=39,27 +/- 4,01, n=35 ; p<0,0001) 

(Figure 37B). Le mutant DD est externalisé au même niveau que le WT (Intensité moyenne 

normalisée sur le contrôle (a.u.) à 45 min : DD=85,39 +/- 8,75, n=35 ; p=0,0754 ; 60min : 

DD=87,57 +/- 5,39, n=43, N=3 ; p=0,0878) (Figure 37B). Comme précédemment, l’interaction 

avec 4.1N se révèle importante pour l’exocytose du récepteur. 

Le TI de TdTomato-GluA1 WT, AA ou DD a été étudié entre 30 et 60 minutes 

d’incubation dans le ligand. Les mutant AA et DD ne présentent pas de différence par rapport 

au WT en termes de nombre de vésicule (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=17,62 +/- 

2,09, n=35 ; AA=15,65 +/- 2,02, n=33 ; p=0,2789 ; DD=17,12 +/- 2,75, n=29, N=5 ; p=0,6332) 

(Figure 37C-D). De même pour le pourcentage de temps passé en PAUSE (% du temps : 

WT=23 +/- 0,7 ; AA=25 +/- 0,8 ; p=0,0704 ; DD=23 +/- 0,8 ; p=0,4064) (Figure 37E), la vitesse 

IN (μm/s : WT=1,52 +/- 0,05 ; AA=1,44 +/- 0,06 ; p=0,6035 ; DD=1,55 +/- 0,08 ; p=0,7521) 

(Figure 37F), et OUT (μm/s : WT=1,58 +/- 0,07 ; AA=1,64 +/- 0,07 ; p=0,6287 ; DD=1,75 +/- 

0,09 ; p=0,193) (Figure 37G). 

En conditions basales, 4.1N a un rôle important pour l’exocytose des récepteurs néo-

synthétisés. Ceci est vérifié pour nos trois conditions d’expérience : sh4.1N, mutant 4.1N et 

mutant AA. En revanche, la modulation du TI de GluA1 par 4.1N semble modérée en 

conditions basales. 

2 – Effet de 4.1N sur le TI après induction de la cLTP 

L’effet de 4.1N est particulièrement important lors de la LTP, puisque le KD de 4.1N 

diminue l’expression de la LTP145. Son interaction avec GluA1 est dépendant de 

phosphorylations réalisées par PKC333 qui est activée lors de la LTP. La visualisation directe 

d’événements d’exocytose chez les rongeurs a montré que 4.1N est nécessaire pour l’insertion 

des sous-unités GluA1 dépendante de l’activité, mais son effet sur le TI dans ces conditions 

reste à éclaircir. Pour cette raison nous avons décidé d’analyser si l’interaction entre GluA1 et 

4.1N avait un rôle sur l’exocytose et le TI de GluA1 néo-synthétisé après induction de la cLTP. 

Nous avons d’abord analysé les propriétés de TI après diminution de la protéine 4.1N 

par l’expression du sh4.1N (Figure 38). Les neurones ont été transfectés avec un vecteur 

inductible ARIAD-TdTomato-GluA1 WT et le sh4.1N ou Scr. Les vidéos du transport 

vésiculaire sont réalisées 60 minutes après l’addition du ligand et 25 minutes après l’induction 

de la cLTP. La co-expression du sh4.1N entraîne une diminution du nombre de vésicules par 

rapport au contrôle (nombre de vésicules/20μm2/min : Scr.=23,21 +/- 2,33, n=44, sh4.1N=13,7 
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+/- 2,76, n=31, N=3 ; p=0,0021) (Figure 38A,B). Le temps passé en PAUSE est augmenté (% 

du temps : Scr.=23 +/- 0,4, sh4.1N=25 +/- 0,7 ; p=0,0064) (Figure 38C). La vitesse IN est 

diminuée significativement (μm/s : Scr.=1,75 +/- 0,06, sh4.1N=1,48 +/- 0,09 ; p=0,0349) 

(Figure 38D) alors que la vitesse OUT n’est pas affectée (μm/s : Scr.=1,67 +/- 

0,07, sh4.1N=1,62 +/- 0,09 ; p=0,6744) (Figure 38E). Cette diminution des vitesses IN lors du 

KD de 4.1N suggère que cette protéine pourrait jouer un rôle régulateur du TI lors de la cLTP. 

Pour investiguer plus précisément l’effet de l’interaction, nous nous sommes donc tournés vers 

les mutants d’interaction. 
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Figure 38 : Effet géneral de 4.1N sur le TI après induction de la cLTP 

A- Tracés manuels obtenus à partir des vidéos du TI (1min) de neurones transfectés avec sh4.1N ou 
Scr. et ARIAD-TdTomato-GluA1 WT dans un vecteur inductible, incubées entre 60 et 80 minutes dans 
le ligand et induites pour cLTP après 20minutes. B- Nombre moyen de vésicules contenant ARIAD-
TdTomato-GluA1 WT par 20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. 
C- Pourcentage du temps passé en PAUSE. D- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. E- 
Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. 

 

La liaison entre GluA1 et 4.1N est critique pour l’exocytose du GluA1 néo-synthétisé en 

conditions basales et nous avons voulu confirmer qu’elle est importante après induction de la 

cLTP (Figure 39). Les neurones ont été transfectés avec des vecteurs inductibles ARIAD-GFP-

GluA1 WT, AA ou DD. Compte tenu de la littérature145, on attend également une présence 

réduite du mutant AA à la MP. Après 20 minutes d’incubation dans le ligand, les cellules ont 

été traitées pour induire la cLTP. 25 minutes après induction de la cLTP, GluA1 WT montre 

une augmentation de l’intensité du marquage à la MP par rapport à la condition non traitée, 

confirmant l’efficacité du traitement (Intensité moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) : WT 

basal=100 +/- 6,52, n=45 ; WT cLTP=136,5 +/- 7,47, n=40, N=3 ; p=0.0072) (Figure 39A). 

L’induction de la cLTP n’a montré aucun effet sur le mutant AA ou sur le mutant DD. Le mutant 
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AA maintient une localisation à la PM à 50% du WT avant et après l’induction (Intensité 

moyenne normalisée sur le contrôle (a.u.) : AA basal=47,18 +/- 4,64, n=45 ; AA cLTP=50,17 

+/- 4,05, n=46, N=3 ; p=0,72) (Figure 39B) alors que le mutant DD est externalisé dans les 

deux conditions au même niveau que le WT après induction de la cLTP (Intensité moyenne 

normalisée sur le contrôle (a.u.) : DD basal=123,7 +/- 9,02, n=59 ; DD cLTP=131,8 +/- 8,44, 

n=49, N=3 ; p=0,50 ; p=0,5323) (Figure 39B). 
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Figure 39 : Effet des phosphorylations S816 et S818 sur le TI de GluA1 après induction de la 
cLTP 

A- Sur cellules vivantes transfectés avec un vecteur inductible contenant ARIAD-GFP-GluA1 WT, AA 
ou DD, marquage de GFP-GluA1 WT présent à la MP après 60minutes d’incubation dans le ligand et 
induites pour la cLTP après 20 minutes d’incubation. B- Quantification de l’intensité du marquage à la 
MP. C- Tracés manuels obtenus à partir des vidéos du TI (1min) de neurones transfectés avec ARIAD-
TdTomato-GluA1 WT, AA ou DD dans un vecteur inductible, incubées entre 60 et 80 minutes dans le 
ligand et induites pour cLTP après 20minutes. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-
GluA1 WT, AA ou DD par 20µm² par minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. 
E- Pourcentage du temps passé en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- 
Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. H- Fréquence distribution des vitesses IN. 

 

Nous avons ensuite étudié l’effet de ces mutations sur le TI après induction de la cLTP. 

Les mutants AA et DD montrent des nombres de vésicules drastiquement diminués 25 minutes 

après induction de la cLTP (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=13,99 +/- 1,52, n=25 ; 

AA=4,99 +/- 1,38, n=26 ; p<0,0001 ; DD=5,37 +/- 1,21, n=25, N=3 ; p<0,0001) (Figure 39C,D). 
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Cette réduction drastique du nombre de vésicules pour les mutants AA et DD après la cLTP, 

n’est pas retrouvée en conditions basales. Le pourcentage du temps passé en PAUSE est très 

légèrement augmenté pour le mutant AA par rapport au WT et au mutant DD (% du temps : 

WT=28 +/- 0,9, n=1500 ; AA=32 +/- 1 ; p=0,0036 ; DD=24 +/- 1 ; p=0,0312) (Figure  39E). Le 

mutant AA a des vitesses drastiquement diminuées par rapport au WT, à la fois IN (μm/s : 

WT=1,38 +/- 0,09 ; AA=0,89 +/- 0,07 ; p<0,0001) (Figure 39F) et OUT (μm/s : WT=1,35 +/- 

0,007 ; AA=0,96 +/- 0,007 ; p=0,0008) (Figure 39G). Le mutant DD, constitutivement 

phosphorylé, possède des vitesses IN similaires au WT et des vitesses OUT plus rapides mais 

non significatives (μm/s : IN : DD=1,41 +/- 0,008 ; p=0,5129 ; OUT : DD=1,51 +/- 0,12 ; 

p=0,3051) (Figure 39F, G). 

La distribution des fréquences des vitesses du mutant AA est modifiée par rapport au 

WT (Figure 39H). Le mutant AA possède proportionnellement moins de trajectoires de haute 

vitesse par rapport au WT, au profit de trajectoires de basse vitesse, alors que le mutant DD 

possède une distribution similaire au WT (data not shown). 

Ces résultats indiquent que, comme en conditions basales, l’interaction de 4.1N 

possède un rôle capital pour l’exocytose des GluA1 néo-synthétisés après induction de la 

cLTP. Dans ces conditions, l’interaction entre GluA1 et 4.1N a aussi un rôle majeur pour la 

régulation du TI de GluA1, en modulant drastiquement les vitesses et le temps de pause des 

vésicules. Cet effet de 4.1N sur le TI n’avait jamais été montré dans la littérature. 

D) Influence d’autres protéines associées à GluA1 

1 – Hétéromérisation avec GluA2 

Dans l’hippocampe, les AMPAR les plus abondants sont les hétéromères 

GluA1/GluA232. Bien que son implication soit débattue, le CTD semble avoir un impact sur les 

récepteurs recrutés préférentiellement lors d’événements de plasticité synaptique123. Le CTD 

de GluA1 semble plus impliqué dans la LTP, alors que celui de GluA2 est impliqué dans la 

LTD. Ces CTD sont peu homologues et sont le substrat de MPT et d’interactions protéiques 

différentes (Figure 40A). 

Afin d’étudier les caractéristiques du transport de GluA2 en s’affranchissant de 

l’influence des CTD de ses partenaires, nous avons utilisé un mutant GluA1 dont le CTD a été 

remplacé par le CTD de GluA2 (mutant CTA2), donné par le laboratoire du Dr. Eric Boué-

Grabot. Le mutant CTA2 rend possible la formation d’homomères de « GluA1 » mais qui 

possèdent uniquement des CTD de GluA2. Ce mutant possède un TI similaire à celui de GluA1 

autant en terme de nombre de vésicules (nombre de vésicules/20μm2/min : WT=23,1 +/- 2,45, 

n=33; CTA2=23,12 +/- 2,2, n=34, N=4 ; p=0,9572) (Figure 40D), de temps passé dans les 
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différents modes de transport (% du temps IN : WT=33 +/- 0,7 ; CTA2=32 +/- 0,7 ; p=0,5453 ; 

OUT : WT=43 +/- 0,8 ; CTA2=44 +/- 0,7 ; p=0,4429 ; PAUSE : WT=23 +/- 0,6 ; CTA2=24 +/- 

0,6 ;  p<0,3126) (Figure 40E), de vitesses IN (μm/s : WT=1,62 +/- 0,006 ; CTA2=1,69 +/- 0,005, 

n=34 ; p=0,348) (Figure 40F) et OUT (μm/s : WT=1,7 +/- 0,006 ; CTA2=1,78 +/- 0,006 ; 

p=0,458) (Figure 40G). La distribution de ses fréquences de vitesses OUT est également la 

même que celle de GluA1 WT (Figure 40H). Le CTD de GluA2 est donc suffisant pour assurer 

le TI des AMPAR en conditions basales, et ses caractéristiques sont impossibles à distinguer 

du TI de GluA1 WT. 
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Figure 40 : Influence des domaines C-terminaux des récepteurs du glutamate sur le TI basal 

A- Schéma du domaine C-terminal de GluA1 et GluA2, représentant les différentes MPT et les différents 
sites d’interactions protéiques connus. B- Tracés manuels des kymographes obtenus à partir des vidéos 
(1min) du TI de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT ou CTA2 réalisées entre 30 et 60 minutes après addition 
du ligand. D- Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT ou CTA2 par 20µm² par 
minute. Les cellules ne présentant aucune vésicule ont été exclues. E- Pourcentage du temps passé 
en PAUSE. F- Mesure de la vitesse moyenne des segments IN. G- Mesure de la vitesse moyenne des 
segments OUT. G- Fréquence distribution des vitesses OUT. 
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Cependant, en conditions natives, GluA2 est associé le plus souvent à GluA132. Les 

hétéromères GluA1/GluA2 ont des propriétés différentes des homomères GluA1 telles que 

leur perméabilité au Ca2+ et ne sont pas recrutés à la synapse aux mêmes moments. Nous 

nous sommes alors intéressé au TI des hétéromères. 
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Figure 41 : Transport de GluA2(R) et des hétéromères 

A- Tracés manuels des kymographes obtenus à partir des vidéos (1min) du TI de ARIAD-TdTomato-
GluA1 WT GluA2 WT réalisées entre 30 et 60 minutes après addition du ligand. B- Nombre moyen de 
vésicules contenant TdTomato-GluA1 WT ou GluA2 WT par 20µm² par minute. Les cellules ne 
présentant aucune vésicule ont été exclues. C- Pourcentage du temps passé en PAUSE. D- Mesure de 
la vitesse moyenne des segments IN. E- Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. F- 
Fréquence distribution des vitesses IN. G- Kymographes obtenus à partir de vidéos en deux couleurs 
simultanées du TI de neurones transfectés avec ARIAD-GFP-GluA2 et ARIAD-TdTomato-GluA1, avec 
des vésicules tracées manuellement. 

 

Pour commencer nous avons étudié le TI de ARIAD-TdTomato-GluA2 qui peut 

s’associer avec le GluA1 endogène. GluA2 présente moins de vésicules que GluA1, sans 

doute expliqué par sa rétention dans le RE (nombre de vésicules/20μm2/min : GluA1=22,86 

+/- 2,81, n=34 ; GluA2=15,16 +/- 4,22, n=33, N=3 ; p=0,004) (Figure 41B). Le pourcentage du 

temps  que les vésicules contenant GluA2 passent IN, OUT et en PAUSE est le même que 
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pour GluA1 (% du temps IN : GluA1=33 +/- 0,8 ; GluA2=33 +/- 1 ; p=0,778 ; OUT GluA1=43 

+/- 0,8 ; GluA2=43 +/- 1 ; p=0,7715 ; PAUSE : GluA1=24 +/- 0,7 ; GluA2=25 +/- 1 ; p=0,7353) 

(Figure 41C). Les autres caractéristiques de son TI sont également inchangées (μm/s : IN : 

GluA1=1,57 +/- 0,06 ; GluA2=1,56 +/- 0,09; p=0,8585 ; OUT : GluA1=1,68 +/- 0,06 ; 

GluA2=1,54 +/- 0,09 ; p=0,3604) (Figure 41C-7). Ces résultats semblent en adéquation avec 

les résultats du mutant CTA2 et hormis la diminution du nombre de vésicules, le TI de GluA2 

est impossible à distinguer du TI de GluA1 dans ces conditions. 

Cependant cette quantification du TI de ARIAD-TdTomato-GluA2 ne permet pas de 

distinguer la composition des vésicules, qui pourraient contenir des hétéromères 

GluA1/GluA2, GluA2/GluA3, ou des homomères de GluA2 potentiellement formés par 

l’accumulation dans le RE. Ces différentes sous-populations de vésicules pourraient être 

soumises à des régulations différentes. La solution serait d’imager le transport en deux 

couleurs afin de distinguer la composition des vésicules. Afin de conserver la même résolution 

temporelle (100ms), nous avons décidé d’acquérir les deux couleurs en simultané. Pour ce 

faire, nous avons équipé le microscope spinning-disk d’une seconde caméra EMCCD qui 

permet d’imager des objets présentant peu de contraste. Cette méthode nous permet 

d’observer le TI des sous-unités GluA1 et GluA2 simultanément. Les neurones ont été 

transfectés avec ARIAD-TdTomato-GluA1 et ARIAD-GFP-GluA2 et le TI est acquis entre 30 

et 60 minutes après addition du ligand. Ces vidéos et les kymographes qui en découlent nous 

permettent de distinguer des vésicules contenant des homomères de GluA1 (en rouge), des 

hétéromères GluA2/GluA3 ou homomères de GluA2 (en vert) et les hétéromères GluA1/GluA2 

(en jaune) (Figure 41G). Il pourrait donc s’opérer un certain triage au niveau du TGN et qui 

donne lieu à différentes sous-populations de vésicules. La quantification de ce TI s’annonce 

complexe et reste à développer. A terme, cette méthode nous permettra d’étudier le TI de ces 

sous-populations de vésicules en conditions basales ou après induction de la cLTP, avec 

l’espoir de distinguer des modulations plus fines. 

2 – γ8 participe au TI des AMPAR 

γ8 possède un rôle important sur la localisation des AMPAR à la MP122. Dans les souris 

γ8-KO, seulement 10% des AMPAR sont localisés à la MP par rapport au γ8-WT et 

l’expression de la LTP est diminuée. Il a été montré que γ8 est lié aux AMPAR au début de la 

voie de sécrétion, dès le RE170 et qu’il les accompagne vraisemblablement jusqu’à la MP. γ8 

est donc un candidat potentiel pour les régulations du TI observées par Hangen et al. puisqu’il 

est nécessaire à l’expression de la LTP et que, comme les AMPAR, il possède un CTD 

cytosolique disponible pour lier directement ou indirectement des moteurs moléculaires. 
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Nous avons décidé de caractériser le transport de GluA1 dans des neurones de souris 

γ8-KO ou γ8-WT (Figure 42). Les neurones ont été transfectés avec les constructions ARIAD-

TdTomato-GluA1 WT et les vidéos ont été acquises entre 30 et 60 minutes d’incubation dans 

le ligand. Dans les souris γ8-KO, le nombre de vésicules est drastiquement réduit par rapport 

au γ8-WT (nombre de vésicules/20μm2/min : γ8-WT=22 +/- 1,44, n=41; γ8-KO=15,04 +/- 1,02, 

n=44, N=5 ; p<0,0001) (Figure 42A,B), de même pour les vitesses (μm/s : IN : γ8-WT=1,88 +/- 

0,03 ; γ8-KO=1,75 +/- 0,04 ; p=0.0074 ; OUT : γ8-WT=1,92 +/- 0,05 ; γ8-KO=1,79 +/- 0,03 ; 

p=0,0109) (Figure 42D, E) alors que le pourcentage du temps passé en PAUSE est augmenté 

(% du temps : γ8-WT=45 +/- 0,6 ; γ8-KO=53 +/- 0,8 ; p<0,0001) (Figure 42C). Ces résultats 

suggèrent que les AMPAR ne seraient pas seuls en charge de leur TI, et que leurs protéines 

associées, telles que γ8 participent et pourraient réguler le TI.  
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Figure 42 : Effet de γ8 sur le TI basal de GluA1 

A- Traces automatique réalisées par KB sur des kymographes obtenus à partir des vidéos (1min) du TI 
de ARIAD-TdTomato-GluA1 WT transfecté dans des neurones d’hippocampe en culture issues de 

souris γ8-WT ou γ8-KO. Les vidéos sont réalisées entre 30 et 60 minutes après addition du ligand. B- 

Nombre moyen de vésicules contenant TdTomato-GluA1 par 20µm² par minute. Les cellules ne 
présentant aucune vésicule ont été exclues. C- Pourcentage du temps passé en PAUSE. D- Mesure de 
la vitesse moyenne des segments IN. E- Mesure de la vitesse moyenne des segments OUT. 
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Lors de cette thèse, la combinaison de l’outil moléculaire ARIAD permettant la rétention 

des récepteurs néo-synthétisés dans le RE et la vidéo-microscopie nous ont permis de 

caractériser l’importance du CTD de GluA1 et de GluA2 pour le TI des AMPAR. Ces méthodes 

nous ont également permis d’identifier des interactions protéiques, nommément SAP97, 4.1N 

et γ8 participant à ce transport en conditions basales et/ou après induction de plasticité 

synaptique (cLTP). Les résultats présentés dans cette thèse sont en cours de rédaction pour 

être soumis à publication. Certaines figures restent encore préliminaires et doivent être 

répliquées. Les expériences de biochimie visant à confirmer l’interaction entre nos différents 

mutants et 4.1N ou SAP97, dont les sites d’interaction ont déjà caractérisées dans la 

littérature249,415, sont en cours et n’ont pas pu être intégrées à ce manuscrit.  

A) Importance du CTD pour le TI des AMPAR néo-synthétisés 

Les récepteurs néo-synthétisés sont d’importants contributeurs de la transmission 

basale et lors de la LTP81. Récemment, l’importance du CTD pour l’expression d’événements 

de plasticité synaptique tels que la LTP et LTD a été vivement débattu55,123,124,403. Compte tenu 

de l’effet modulateur de mutations ponctuelles du CTD de GluA1 sur son TI, nous voulions 

caractériser plus précisément l’influence du CTD des AMPAR sur le TI. Pour cela nous avons 

généré un mutant 78 ne possédant pas de CTD. Nous n’avons pas détecté ce mutant à la 

MP, même 120 minutes après l’ajout du ligand. De plus, le nombre de vésicules observé par 

vidéo-microscopie est presque nul. Cela pourrait signifier que le mutant ne parvient pas sortir 

du RE ou de l’AG et à être intégré dans des vésicules ou qu’il intègre des vésicules très 

statiques. En effet, notre séquence d’acquisition débute par le photo-blanchiment d’une portion 

de dendrite qui pourrait éteindre les vésicules en pause déjà présentes dans la zone. 

L’immobilité des vésicules rendrait l’arrivée de nouvelles vésicules dans la zone éteinte 

improbable. Les quelques vésicules contenant 78 qui ont été observées pourraient résulter 

de l’association du mutant avec des sous-unités endogènes qui lui permettraient d’être 

transporté. Cependant, les quelques vésicules contenant le mutant 78 ont des 

caractéristiques de transport altérées par rapport au WT, en termes de vitesses notamment, 

bien que le faible nombre de vésicules nous empêche d’en tirer des conclusions précises. Les 

caractéristiques du TI du mutant 78 à part, le CTD apparaît critique pour assurer la formation 

et/ou permettre le mouvement des vésicules, une observation corroborée par les différentes 

interactions protéiques influençant le TI et qui seront discutées ci-après. 

B) Régulation du TI par les protéines cytosoliques 

L’importance de SAP97 sur le transport antérograde de la sous-unité GluA1 a déjà été 

identifiée252. Nos expériences ont permis de confirmer que SAP97 possède un rôle sur la sortie 
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du RE ou de l’AG190. En effet, nos résultats montrent une diminution du nombre de vésicules 

contenant GluA1 observées après le KD de SAP97. Nous avons également confirmé cette 

diminution avec le mutant d’interaction 7 qui a un nombre de vésicules réduit par rapport au 

WT. Dans ces deux conditions lors desquelles l’interaction avec SAP97 est inhibée, le 

transport est aussi globalement diminué, autant en termes de vitesses qui sont réduites que 

du temps passé en pause qui est augmenté.  

Après induction de la cLTP, les résultats présentés précédemment restent 

préliminaires, mais le TI pourrait être légèrement diminué, de manière similaire à l’effet observé 

en basal. L’effet de SAP97 sur le TI de GluA1 que nous avons observé en conditions basales 

pourrait donc être maintenu après l’induction.  

L’influence de SAP97 sur le TI que nous avons observé pourrait être le fruit de son rôle 

de protéine adaptatrice, faisant le lien entre GluA1 et le moteur moléculaire MyoVI250. En effet, 

il a été montré que MyoVI et SAP97 sont impliqués dans le transport antérograde des AMPAR, 

vers la MP252. La diminution de la vitesse moyenne observée lorsque l’interaction avec SAP97 

est abolie pourrait résulter d’une absence de recrutement de ce moteur. Cette interaction 

pourrait être responsable d’un transport rapide, qui lorsqu’il est impossible diminue la vitesse 

moyenne du transport observé. Cela signifierait alors que le moteur moléculaire MyoVI, qui se 

déplace sur les filaments d’actine, est aussi impliqué dans du transport longue distance dans 

les dendrites. Il est également possible que SAP97, associé à plusieurs moteurs moléculaires 

connus tels que KIF1B347 ou KIF17236, assure la liaison entre les AMPAR et un moteur 

moléculaire qui n’a pas été identifié. 

 Bien que le mutant 7 présente des caractéristiques de transport similaires à celles 

observées lors du KD de SAP97, il est possible que la diminution observée pour le mutant 7 

ne soit pas le fruit de l’interaction avec SAP97. Le site de liaison PDZ de GluA1 permet son 

interaction avec SAP97249, mais il est possible que ce domaine permette l’interaction avec une 

autre protéine cytosolique. Afin de confirmer l’implication de SAP97 et du moteur MyoVI dans 

le TI de GluA1 néo-synthétisé que nous observons, il serait intéressant d’exprimer un mutant 

dominant négatif de MyoVI incapable d’intéragir avec les filaments d’actine ou qui ne permet 

pas la liaison avec SAP97. Dans ces conditions, et si ces deux protéines sont impliquées dans 

le TI longue distance des AMPAR, les vitesses des vésicules observées devraient être 

diminuées. La possibilité que les myosines soient responsable d’un transport longue distance 

ouvre de nouvelles perspectives quant aux moteurs impliqués dans le TI des AMPAR, comme 

par exemple le moteur MyoVb247,248, bien que son interaction avec les AMPAR n’ait pas été 

caractérisée. Dans ce cas également, l’utilisation d’un mutant dominant négatif pourrait 

permettre de caractériser son implication dans le TI des récepteurs néo-synthétisés que nous 

observons. 
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Nous avons observé que dans des conditions de KD de SAP97 ou lorsque les 7 

derniers acides aminés de GluA1 sont tronqués, la présence de GluA1 à la MP est diminuée. 

Ces résultats sont en accord avec les résultats de Nash et al.252 qui montrent que l’utilisation 

d’un mutant dominant négatif de MyoVI diminue le nombre de clusters de GluA1 à la surface 

des dendrites d’environ 50%. Compte tenu des caractéristiques de transport observées dans 

les conditions basales, cette diminution à la MP pourrait résulter de son transport globalement 

diminué. La présence de 7 à la MP, déjà diminuée en conditions basales, n’est pas 

augmentée lors de la cLTP (environ 50% du WT avant et après l’induction). Bien qu’il 

présentant en moyenne 11,48 vésicules/20μm2/min, le mutant 7 n’est pas recruté lors de la 

LTP. Les 7 derniers acides aminés de GluA1 et donc potentiellement l’interaction avec SAP97 

apparaissent donc critique pour l’augmentation du nombre de récepteurs néo-synthétisés à la 

MP que nous observons après induction de la cLTP pour le GluA1 WT. Ce résultat pourrait, 

comme en conditions basales, être le reflet du TI altéré. Il est également possible que ce 

mutant ne soit pas recruté pour l’exocytose. SAP97 pourrait alors servir au recrutement de la 

machinerie d’exocytose ou conjointement avec MyoVI, assurer le TI local le long des filaments 

d’actine qui précède l’exocytose. Lorsque ce transport est impossible, les récepteurs ne 

peuvent pas être externalisés. L’utilisation du mutant dominant négatif MyoVI pourrait s’avérer 

utile pour investiguer cette hypothèse. En effet, s’il s’avère qu’il n’influence pas le TI longue 

distance, l’effet de SAP97 observé sur l’exocytose pourrait alors être dû au transport local qu’il 

permet. 

 

L’importance de 4.1N sur l’exocytose de GluA1, en particulier lors de la cLTP, est bien 

caractérisée145. Nos expériences ont pu confirmer ces résultats et les transposer aux 

récepteurs néo-synthétisés. En conditions basales, lorsque la quantité de 4.1N endogène est 

diminuée à l’aide du sh4.1N, la présence de GluA1 à la MP est diminuée (50% du Scr. à 

60min). L’effet est le même lorsque les mutants qui ne permettent pas la liaison avec 4.1N 

sont étudiés (4.1N : 80% du WT à 60min, AA : 50% du WT à 60min). A l’inverse, le mutant 

DD, interagissant avec 4.1N, est présent à la MP au même niveau que le WT. La quantité 

résiduelle des mutants 4.1N et AA que nous avons observé à la MP pourrait-être due à leur 

association avec des sous-unités endogènes qui permettent leur exocytose. L’exocytose de 

GluA1 lorsque son interaction avec 4.1N est inhibée pourrait également être compensée par 

un autre mécanisme. 25 minutes après l’induction de la cLTP, on observe un recrutement 

massif du GluA1 WT à la MP (130% du contrôle). Dans ces conditions, la quantité du mutant 

AA à la MP est inchangée par rapport aux conditions basales et ne représente que 40% du 

GluA1 WT. A l’inverse, le mutant DD est localisé à la MP au même niveau que le GluA1 WT 

après induction de la LTP.  
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L’interaction de GluA1 avec 4.1N permet également une régulation du TI de GluA1, 

mais seulement après induction de la cLTP. En conditions basales, lors de l’utilisation du 

sh4.1N, la légère diminution du nombre de vésicules pourrait indiquer qu’il participe à la 

translocation du récepteur entre les différents compartiments, peut-être en facilitant la sortie 

de l’AG. Cette régulation n’est pas retrouvée pour le mutant AA, suggérant que cet effet de 

4.1N pourrait être indépendant de cette interaction. Le mutant ∆4.1N présente cependant la 

même diminution du nombre de vésicules qui pourrait être dû à son CTD plus court, tronqué 

de 15 acides aminés et qui rend potentiellement les interactions protéiques nécessaires à son 

export plus difficiles. Cependant les caractéristiques du TI des mutants permettant (DD) ou 

pas (4.1N, AA) la liaison sont identiques à celles du GluA1 WT. Contrairement à SAP97, en 

conditions basales, 4.1N ne semble pas être un acteur majeur du TI. En conditions basales, 

le nombre de GluA1 AA diminué à la MP serait alors dû uniquement à l’effet de 4.1N sur 

l’exocytose. 25 minutes après l’induction de la cLTP, le mutant AA est transporté dans des 

vésicules dont la vitesse est réduite par rapport à celles contenant le GluA1 WT. A l’inverse, 

elles sont légèrement augmentées pour le mutant DD. Cela semble indiquer que 4.1N pourrait 

être impliqué dans le recrutement de moteurs uniquement lors de la LTP. L’augmentation des 

vitesses observée pour le GluA1 WT après l’induction81 pourrait être dû à l’interaction de GluA1 

et 4.1N qui est facilitée pendant la LTP. L’absence d’augmentation de la présence du mutant 

AA à la MP après l’induction de la LTP serait donc le reflet à la fois du rôle de l’interaction avec 

4.1N pour l’exocytose et de son rôle sur le TI.  

Après l’induction de la cLTP, les mutants AA et DD montrent un nombre de vésicules 

très diminué par rapport au WT (environ 5 vésicules/20μm2/min pour AA et DD contre 15 pour 

le WT) et très diminué par rapport à leur nombre de vésicules en conditions basales (entre 15-

20 vésicules/20μm2/min). Le mécanisme qui décroit le nombre de vésicules et donc 

potentiellement la sortie de l’AG reste à mettre à jour. La palmitoylation de C811 pourrait être 

responsable de cette régulation. En effet, l’interaction avec 4.1N est complexe et repose sur 

la dé-palmitoylation de C811 et la phosphorylation de S818 et S816. Nos mutants possèdent 

un site cystéine WT, pouvant signifier que la palmitoylation initiale est impossible, peut-être à 

cause de la mauvaise reconnaissance du site par les palmitoyltransférases à cause des 

mutations 816 et 818. A l’inverse, l’interaction pourrait avoir lieu sans la dé-palmitoylation de 

la C811, une situation qui à priori ne se produit pas chez le GluA1 WT. C811 pourrait donc 

être à l’origine de la modulation du nombre de vésicules après l’induction de la cLTP. On sait 

que la dé-palmitoylation d’une cystéine située sur le TM2 est nécessaire pour l’export de 

l’AG35. Il serait donc intéressant de générer un mutant pour la C811, seul ou en conjonction 

avec les mutations S816 et S818 afin de voir si l’état dé-palmitoylé constitutif altère la sortie 

de l’AG. Malgré le peu de vésicules contenant le mutant DD après induction de la cLTP, la 
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présence à la MP est encore plus importante que celle du WT. Il se pourrait donc soit qu’il y 

ait plus de récepteurs par vésicules, soit que l’effet de 4.1N sur l’exocytose soit suffisante pour 

compenser le manque de vésicule et maintenir le nombre important de récepteurs DD à la MP. 

Une autre hypothèse est que la diminution du nombre de vésicules observée pour le mutant 

DD après l’induction est causée par une augmentation du nombre de vésicules en pause. Une 

pause massive est également observée par Hangen et al. lors de l’induction de la LTP et 

pourrait être corrélée avec l’exocytose des récepteurs. Si les vésicules contenant le mutant 

DD sont en pause dans ces conditions, cela pourrait expliquer le nombre de récepteurs 

important localisé à la MP. La visualisation en parallèle du TI et des événements d’exocytose 

qui sera discutée plus loin pourraient confirmer ou infirmer cette hypothèse. 

C) Transport des hétéromères GluA1/GluA2 

Dans nos expériences et celles de Hangen et al., l’utilisation du système de rétention 

ARIAD accumule massivement les sous-unités GluA1 néo-synthétisées dans le RE. Bien que 

ces conditions favorisent la formation d’homomères GluA1, certaines vésicules pourraient 

contenir des hétéromères GluA1/GluA2 compte tenu de la plus grande affinité de GluA1 pour 

GluA2 que pour un autre GluA131. Nos GluA1 étiquetés pourraient s’associer avec le GluA2 

endogène. Il pourrait être intéressant de mesurer la proportion du GluA2 endogène dans les 

vésicules que nous étudions. Cette quantification pourrait être effectuée par biochimie sur des 

neurones infectés avec ARIAD-TdTomato-GluA1, en réalisant une co-immunoprécipitation 

des GluA1 néo-synthétisés étiquetés après addition du ligand. 

Les hétéromères GluA1/GluA2 sont les plus abondants32 et leur TI pourrait relever de 

régulations croisées entre ces deux sous-unités. En effet, celles-ci subissent un recrutement 

différent, avec GluA1 qui est recruté lors d’événements de plasticité synaptique, alors que 

GluA2 qui est recruté de manière constitutive67,150. En premier lieu, pour étudier la contribution 

du CTD de GluA2 et afin de nous affranchir de l’influence du CTD de GluA1, nous avons utilisé 

le mutant CTA2 pour lequel le CTD de GluA1 a été remplacé par celui de GluA2. Cela permet 

la formation de récepteurs ne contenant que des CTD de GluA2. Le mutant CTA2 possède 

des caractéristiques de transport identiques à celles du GluA1 WT. Dans nos conditions 

d’analyses, le CTD de GluA2 s’est avéré suffisant pour assurer le transport des vésicules en 

conditions basales, de façon identique à celui de GluA1. Cependant, des différences 

pourraient émerger lors d’événements de plasticité synaptique que nous n’avons, pour 

l’instant, pas encore étudié. Selon les résultats de Zhou et al., alors que le CTD de GluA1 est 

nécessaire à l’expression de la LTP, le CTD de GluA2 est nécessaire à l’expression de la 

LTD123. Il serait donc particulièrement intéressant d’étudier le TI du mutant CTA2 après 

induction de la cLTP, afin de déterminer si/comment son transport est affecté. De plus, il nous 



126 

 

reste également à caractérisé le TI des deux sous-unités et leurs régulations lors de la LTD. 

De même, il pourrait être intéressant de créer des mutants CTA2 dont certaines parties sont 

tronquées afin d’inhiber les interactions protéiques avec les protéines associées à GluA2, et 

d’étudier comment le TI d’un tel mutant est affecté en conditions basales ou après l’induction 

de cLTP ou cLTD. L’interaction la plus intéressante est celle avec GRIP1 dont on sait qu’elle 

est associée au moteur moléculaire KIF5239. Une autre possibilité serait d’étudier le transport 

après co-transfection d’un shRNA contre GRIP1 et quantifier à quel point le TI de CTA2 que 

nous observons est tributaire de l’interaction avec GRIP1-KIF5 ou encore d’utiliser un mutant 

dominant négatif de KIF5.  

Afin d’étudier directement le transport des hétéromères, nous avons commencé par 

caractériser le TI de la sous-unité GluA2 WT qui s’associe supposément avec le GluA1 

endogène. Nous avons déterminé que GluA2 WT possède des caractéristiques de transport 

similaires à GluA1 WT en condition basale. La seule réelle différence observée est le nombre 

de vésicules qui est diminuée chez GluA2 (R) (60% du WT), dont on sait qu’il est retenu dans 

le RE39. Nous avons mené les mêmes expériences avec le variant Q (data not shown), la 

version non éditée très minoritaire qui ne subit pas de rétention dans le RE et le nombre de 

vésicules est restauré au niveau de GluA1 WT. Les vésicules contenant GluA2 possèdent une 

vitesse moyenne d’environ 1,5μm/s, tout comme celles contenant GluA1 dans nos 

expériences81. Précédemment, des vésicules contenant GluA2 ont été mesurées à des 

vitesses de 1μm/s253, une vitesse proche, mais plus lente que celle que nous avons observé. 

Compte tenu de ces résultats et ceux du mutant CTA2, il possible que les différences 

du TI entre les sous-unités GluA1 et GluA2 soient trop fines pour émerger lors de nos analyses. 

A l’aide d’un microscope spinning-disk permettant l’acquisition simultanée de deux couleurs, 

nous sommes parvenus à imager le transport des sous-unités GluA1 et GluA2 étiquetées 

respectivement avec TdTomato et GFP. Cette technique nous a permis de mettre à jour trois 

populations de vésicules, contenant GluA1 ou GluA2 ou les deux à la fois, suggérant un tri 

entre les AMPAR en fonction de leur composition au niveau du TGN. A terme, l’objectif grâce 

à cette technique est de déterminer si les vésicules contenant les hétéromères GluA1/GluA2 

et les vésicules contenant les homomères GluA1 sont la cible de régulations différentes, visant 

à les recruter de manière différentielle en fonction des besoins. En distinguant les différentes 

populations de vésicules dans une même cellule, les variations fines de leurs caractéristiques 

de transport respectives pourraient apparaître plus précisément. La régulation opérée par les 

interactions ou MPT décrites précédemment pourrait être différente en fonction de si elle 

concerne un homomère GluA1 ou un hétéromère GluA1/GluA2.  

Nous n’avons pu réaliser que quelques expériences très préliminaires de l’observation 

du TI en deux couleurs. L’analyse des kymographes deux couleurs générés par cette 
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technique doit encore être développée. De plus, les vésicules pourraient contenir des quantités 

variables de GluA1 et GluA2 et pas simplement uniquement GluA1, GluA2 ou les deux à 50-

50%. Les vésicules étant associées à plusieurs moteurs à la fois224, la proportion de chaque 

sous-unité dans une vésicule modifiera la probabilité qu’une sous-unité et les moteurs qui lui 

sont associés dirigent le transport de cette vésicule. Il faudrait alors déterminer les ratios des 

sous-unités présentes dans la vésicule et déterminer comment, en fonction de ceux-ci, 

pondérer les caractéristiques de transport que nous obtiendrons. 

D) Effet des protéines auxiliaires sur le TI des AMPAR 

L’importance des protéines auxiliaires pour le trafic des AMPAR est très 

documentée292. La protéine γ8 en particulier lie les AMPAR dès le RE170 et est importante pour 

leur présence à la MP en particulier au niveau des réserves extra-synaptiques122. Le rôle de 

γ8 pourrait donc être d’alimenter les réserves extra-synaptiques lors de la cLTP, un rôle 

proposé par Hangen et al. pour les récepteurs GluA1 néo-synthétisés transportés lors de la 

cLTP. 

Nous avons déterminé que γ8 est impliqué dans le transport de GluA1, et semble 

responsable d’un transport rapide comme en atteste la diminution des vitesses des vésicules 

observées chez les souris γ8-KO. Les protéines auxiliaires seraient donc des acteurs du TI 

des AMPAR. Ceci pourrait expliquer les caractéristiques similaires que nous avons observé 

pour le transport en conditions basales de GluA1 et GluA2. Bien qu’aucun moteur moléculaire 

ne lui ait été associé jusqu’à présent, il serait intéressant d’exprimer dans des neurones de 

souris γ8-KO divers mutants de γ8 tronqués ou mutés sur leur CTD cytoplasmique afin de 

déterminer s’il existe/quelles sont les séquences nécessaires au TI de GluA1. L’importance de 

γ8 étant déterminante pendant la cLTP122, il serait également intéressant de caractériser le TI 

de GluA1 en présence/absence de γ8 dans ces conditions. Cependant, les cultures de 

neurones d’hippocampe de souris KO pour γ8 sont particulièrement fragiles ce qui ne permet 

pas leur maintien jusqu’à la maturité nécessaire pour les expériences de cLTP. Pour ce faire, 

nous comptons utiliser un CRISPR pour la protéine γ8 qui est en cours de validation dans le 

laboratoire. Cela nous permettrait d’étudier le TI dans des neurones qui se sont développées 

normalement, en présence de γ8, et de maintenir les neurones en culture jusqu’à leur maturité 

afin d’induire la cLTP.  

L’implication de γ8 dans le TI des AMPAR soulève de nouvelles de pistes d’études 

concernant les régulations que les différentes protéines auxiliaires pourraient opérer sur le TI. 

Les protéines auxiliaires CNIH2 et SynDIG4 sont abondantes dans les complexes 

GluA1/GluA2 de l’hippocampe32 et leur rôle sur le TI mérite d’être investigué. En effet, CNIH2 

intègre les mêmes complexes que γ8 et est associé au AMPAR tôt dans la voie de sécrétion 
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puisqu’il participe à la maturation et à la sortie des AMPAR du RE313. SynDIG4, bien qu’il soit 

aussi décelé dans les complexes AMPAR contenant GluA232 semble participer spécifiquement 

au recrutement des homomères de GluA1 à la MP lors d’événements de plasticité 

synaptique327,328. 

Le développement de la technique deux couleurs pourrait nous permettre de 

déterminer la proportion de vésicules transportées contenant à la fois γ8 et GluA1, et ainsi de 

caractériser plus précisément l’effet de γ8 sur le TI des AMPAR. Cette méthode pourrait 

également être utilisée pour l’étude d’autres protéines auxiliaires.  

 

La technique développée par Hangen et al. nous a donc permis d’obtenir les premiers 

résultats concernant la régulation des propriétés du transport vésiculaire des AMPAR par leurs 

protéines associées. Nos travaux soulignent l’importance du domaine C-terminal, en particulier 

celui de la sous-unité GluA1, en conditions basales et lors de la LTP. Nos expériences 

suggèrent que le TI des AMPAR est extrêmement complexe et régulé par de nombreux 

interacteurs. En effet, le TI de GluA1 est modulé par les protéines cytosoliques 4.1N et SAP97 

et la protéine auxiliaire γ8. Le TI des GluA1 WT néo-synthétisés que nous avons observé est 

vraisemblablement composé de diverses sous-populations dont le transport est assuré via 

différents mécanismes. L’hétéromérisation des récepteurs ajoute une complexité 

supplémentaire et les régulations opérées par les CTD de GluA2 et GluA3 doivent être 

caractérisés plus précisément. De même l’effet de nombreuses protéines cytosoliques sur le 

TI restent à caractériser telles que GRIP1 et de nombreuses protéines auxiliaires telles que 

CNIH2 ou SynDIG4.  

Nos résultats soulèvent de nombreuses questions et perspectives de recherche. Les 

AMPAR pourraient posséder des interacteurs cytosoliques ou membranaires qui n’ont pas 

encore été identifiés. 4.1N et γ8 pourraient être liés directement ou indirectement à des 

moteurs moléculaires.  

Les AMPAR néo-synthétisés peuvent intégrer la MP sans transiter par l’AG162. Des 

études réalisées par biochimie rapportent que 80% du GluA1 et 40% du GluA2 présent à la 

MP sont sensible à l’endoH, et présentent donc des motifs de glycosylations immatures, 

caractéristiques de récepteurs ne transitant pas par l’AG162. La nature du TI que nous 

observons dans nos conditions reste donc à élucider. Des expériences préliminaires qui ont 

été réalisées dans notre laboratoire ont montré que les constructions ARIAD-GFP-GluA1 

présentes à la MP ne possèdent plus les domaines FKBP qui sont clivés par la furine, une 

protéine enrichie dans l’AG416,417. Cela signifierait donc que les vésicules que nous observons 

suivent la voie de sécrétion classique et transitent par l’AG. Cependant, les récepteurs 
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pourraient rencontrer la furine dans d’autres compartiments. Dans nos conditions 

d’expérience, il serait particulièrement intéressant d’étudier le TI des AMPAR après un 

traitement BFA. La disruption de l’AG pourrait ainsi nous permettre d’identifier une sous-

population de vésicules contenant des AMPAR qui court-circuite l’AG, et qui pourrait être 

soumise à des régulations différentes.  

Hangen et al. a montré que les phosphorylations des S831 et S845 du CTD de GluA2 

modulent la localisation des AMPAR à la MP (dendrite proximale versus dendrite distale). 

D’autres MPT ou interactions protéiques en charge de cette régulation pourraient rester à 

découvrir. Les localisations précises des événements d’exocytose des récepteurs néo-

synthétisés sont inconnus. L’utilisation du microscope spinning-disk deux couleurs pourra 

nous permettre de visualiser simultanément le TI et l’exocytose des récepteurs néo-

synthétisés à l’aide de sous-unités AMPAR étiquetées avec TdTomato-SEP, une technique 

que nous sommes actuellement en train de développer. Cette technique pourrait également 

nous permettre de vérifier l’hypothèse d’Hangen et al. selon laquelle l’augmentation importante 

de la pause observée lors de l’influx massif de Ca2+ pendant de l’induction de la cLTP précède 

l’exocytose massive des récepteurs néo-synthétisés. A terme, ces expériences pourraient 

également nous permettre de déterminer les zones d’exocytose des récepteurs néo-

synthétisés par rapport aux recyclés en conditions basales ou lors de la cLTP, ou encore leur 

position par rapport aux épines dendritiques.  

 

Le nombre d’AMPAR est très finement régulé et sous-tend les phénomènes tels que 

l’apprentissage et la mémoire. Les récepteurs néo-synthétisés sont d’importants contributeurs 

à la transmission synaptique et pour les phénomènes de plasticité. Elucider le TI des AMPAR 

est alors une étape cruciale pour commencer à comprendre l’équilibre qui existe entre les 

différentes voies qui permettent la régulation du nombre d’AMPAR à la MP et plus 

particulièrement à la synapse. Les résultats que nous avons obtenus laissent entrevoir des 

régulations complexes, mais les techniques que nous avons utilisées peuvent être 

transposées à de nombreuses nouvelles questions qui pourront améliorer notre 

compréhension du TI.    
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Transport intracellulaire des récepteurs AMPA et régulation par leurs 
protéines associées 

L’apprentissage et la mémoire se fondent sur les événements de plasticité synaptique lors 
desquels le neurone module l’efficacité de la transmission synaptique. Ces événements 
nécessitent un contrôle spatial et temporel strict du nombre de récepteurs AMPA (alpha-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionate : AMPAR) à la membrane plasmique (MP) post-
synaptique et plus particulièrement à la synapse. Ce contrôle est un réel challenge pour les 
neurones chez lesquels une synapse peut être localisée à des centaines de micromètres du corps 
cellulaire et du noyau où les gènes sont transcrits. Le trafic et la localisation des AMPAR sont 
assurés par une coopération complexe entre différents mécanismes : le transport intracellulaire 
(TI) des récepteurs néosynthétisés jusqu’à la MP, leur diffusion membranaire et stabilisation à la 
post-synapse ou leur recyclage lors duquel les récepteurs sont endocytés puis réinsérés à la MP 
ou dégradés. Le TI des récepteurs néosynthétisés concerne tous les récepteurs et est un 
contributeur important de l’augmentation du nombre de récepteurs à la synapse observée lors de 
la potentialisation à long terme (Long term potentiation : LTP). Les récepteurs maturent dans les 
compartiments de la voie de sécrétion et sont ensuite transportés dans des vésicules jusqu’à la 
MP. Le TI est très peu étudié car il est composé de petites vésicules rapides de faible contraste, 
impossibles à distinguer de celles contenant les récepteurs recyclés. Grâce à un outil moléculaire 
permettant la rétention des AMPAR dans le réticulum endoplasmique combiné à la vidéo-
microscopie, notre laboratoire a montré que le TI de GluA1 possède des caractéristiques stables 
en conditions basales. Ce TI est régulé par la concentration de Ca2+ qui varie après l’induction de 
la LTP comme lors de la phase tardive où le nombre de vésicules et leur vitesse sont augmentées. 
Il est également modulé par des mutations ponctuelles au niveau du domaine C-terminal (CTD) 
des AMPAR. 

Notre objectif était d’éclaircir les mécanismes moléculaires qui régissent cette régulation. Les 
AMPAR possèdent beaucoup d’interacteurs protéiques dont leurs protéines auxiliaires, des 
protéines transmembranaires qui modulent leurs propriétés et leur trafic. Gamma8, la protéine 
auxiliaire la plus abondante de l’hippocampe, a un rôle majeur pour l’expression de la LTP. Le TI 
que nous avons observé dans des neurones de souris Gamma8-KO est diminué par rapport au 
WT avec un nombre de vésicules et des vitesses diminués alors que le temps passé en pause est 
augmenté. Nos données suggèrent donc que Gamma8 participe au TI de GluA1. 

Les AMPAR interagissent également avec des protéines cytosoliques par le biais de leur CTD. 
GluA1 possède deux interacteurs cytosoliques connus : 4.1N et SAP97. L’interaction avec 4.1N 
est régie par deux phosphorylations. 4.1N est impliquée dans l’exocytose des récepteurs en 
particulier lors de la LTP. SAP97 est impliquée dans la sortie de l’appareil de Golgi et sert 
d’adaptateur au moteur moléculaire MyoVI. En plus de son rôle dans l’exocytose, nos données 
suggèrent que 4.1N régule le TI de GluA1 lors de la LTP mais pas en conditions basales. En effet, 
après l’induction, le TI du mutant S816A S818A qui ne lie pas 4.1N a des vitesses réduites. A 
l’inverse, SAP97 régule le TI en conditions basales en contrôlant le nombre de vésicules 
bourgeonnant de l’appareil de Golgi et en modulant la vitesse des vésicules, une régulation qui 
pourrait être maintenue après l’induction de la LTP. 

Les AMPAR majoritaires sont des hétéromères composés des sous-unités GluA1 et GluA2. 
Le TI de la sous-unité GluA2 que nous avons observé a les mêmes caractéristiques que celui de 
GluA1. GluA2 est liée à d’autres interacteurs qui pourraient moduler le TI lors de l’activité mais 
leurs effets restent à déterminer. Nous proposons donc que le TI des AMPAR est très fortement 
modulé par leurs protéines auxiliaires et les interactions de leur CTD avec des protéines 
cytosoliques. 

Mots-clefs : récepteurs AMPA, plasticité synaptique, vidéo-microscopie, transport intracellulaire 
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