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Résumé

Les astrocytes sont capables de sécréter des gliotransmetteurs en réponse
a une stimulation qui engendre ’augmentation de la concentration calcique
intra-cellulaire. Différents mécanismes de sécrétion ont été proposés, parmi
lesquels I'exocytose régulée. Mais les expériences menées dans le but d’ob-
server la fusion d’organelles individuels dans des astrocytes en culture ont
conduit a des résultats contradictoires, notamment en terme d’identité des
vésicules libérables. Nos expériences préliminaires nous ont convaincus que
les conflits sur 'identité des organelles libérables sont dus a de fausses co-
localisations & cause du recouvrement spectral des marqueurs fluorescents

utilisés et de la présence d’autofluorescence dans les astrocytes en culture.

Nous avons donc adapté la décomposition spectrale a l'identification
rigoureuse d’organelles individuels et au suivi de leur exocytose. La dé-
composition spectrale permet la séparation de sources de fluorescence mal
séparées et ainsi I’étude de I'expression et de la colocalisation de protéines
fluorescentes, méme en présence d’autofluorescence. Nous avons a cette oc-
casion introduit un intervalle de confiance du résultat de I’estimation des
quantités de colorants. Appliquée au marquage des organelles astrocytaires
avec la EGFP et ’acridine orange, cette méthode a montré que I'apparente
colocalisation entre ces marqueurs refléte en fait la présence d’acridine or-
ange plus intense que la EGFP et co-existant dans les mémes organelles
sous deux formes verte et rouge. A 1'aide de la décomposition spectrale et
de la microscopie & onde évanescente, nous avons ensuite montré que les or-
ganelles autofluorescents dans les astrocytes sont en majorité des lysosomes

capables de fusionner lors d’une stimulation qui engendre l'augmentation
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du calcium intra-cellulaire. Ces lysosomes sont peut-étre les organelles ma-

joritairement responsables de I'exocytose dans les astrocytes en culture.
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Chapitre 1

Contexte

1.1 Interaction neurone-astrocyte

1.1.1 Les astrocytes dans le systéme nerveux central

Les astrocytes sont des cellules gliales du systéme nerveux central. Dé-
couvertes il y a un peu plus d’un siécle par Golgi, ils différent des neurones

par trois caractéristiques essentielles illustrées sur le schéma 1.1.

Premiérement, les astrocytes (représentés en bleu sur le schéma) ne
sont pas des cellules excitables électriquement a la différence des neurones
(représentés en orange) qui générent des signaux électriques se propageant
sous forme de potentiels d’action (schématisés en rouge). Cette absence
d’excitabilité électrique commune a ’ensemble des cellules gliales explique
pourquoi les astrocytes ont d’abord été considérés notamment par Rudolph
Virchow a la fin du XIX°®siécle comme des cellules secondaires du systéme
nerveux central, assurant une fonction de ciment-colle entre les neurones,
d’ott le nom de glie (yAotds en grec).

Deuxiémement, les neurones sont majoritairement connectés par des
synapses chimiques (encadrés C, G et H) qui assurent le transfert de 'infor-
mation sans continuité physique entre les cellules. Au contraire, les astro-
cytes sont le plus souvent directement couplés par des complexes de pro-

téines connexines qui forment des jonctions lacunaires (ou communicantes)
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F1G. 1.1 — Situation des astrocytes dans le systéme nerveux central
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Ce schéma situe les astrocytes (en bleu) en lien avec les réseaux de
neurones (en orange) et les capillaires sanguins (en rouge). Con-
trairement auz neurones, cellules excitables qui générent des po-
tentiels d’action (traces rouges), les astrocytes ne présentent pas
d’excitabilité électrique. Ils ne sont pas couplés par des synapses
chimiques mais par des jonctions lacunaires qui assurent la con-
tinuité physique entre deux cellules adjacentes. Les boites attirent
l'attention sur les sites d’interaction possible entre les astrocytes et

les neurones, les astrocytes et les capillaires et les astrocytes entre

euz. Extrait de [1].

assurant la continuité entre deux cellules adjacentes (encadré F).

La troisiéme différence est moins générale mais concerne directement le
role des astrocytes dans le systéme nerveux central. Le nom d’astrocyte,
qui signifie cellule étoilée, a été donné a ces cellules a cause de leurs trés
nombreux prolongements qui leur permettent de contacter d’un coté les
capillaires sanguins (en rouge sur le schéma, encadré A) et de l'autre les

réseaux de neurones au niveau des axones, des corps cellulaires (encadrés
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B et D) ou des synapses. Cette association morphologique correspond a
une association fonctionnelle. En effet, les astrocytes participent au cou-
plage neuro-vasculaire, notamment en régulant le flux sanguin comme l'a
confirmé récemment in vivo 1'étude de Takano et al. [2]. Par ailleurs, les as-
trocytes permettent le maintien de I’homéostasie du milieu extra-cellulaire
en particulier en transportant des ions et des neurotransmetteurs en exces
a l'intérieur de leur cytoplasme |3, 4.

Les astrocytes interviennent aussi dans d’autres processus comme le
développement ou la neuro-inflammation mais on a longtemps considéré
qu’ils ne participaient pas directement au traitement de I'information réservé

aux seuls neurones [5, 6.

1.1.2 Les astrocytes sont activables

S’ils ne géneérent pas de potentiels d’action, les astrocytes répondent en
revanche & de nombreux stimuli par une activation visible sous la forme de
'augmentation de la concentration calcique intra-cellulaire ([C'a®t];). Cette
propriété a été découverte en 1990 en appliquant du glutamate sur des as-
trocytes en culture |7]. La réponse calcique se manifeste dans ces conditions
par une augmentation locale de [C'a?*]; qui se propage aux cellules voisines
puis revient au point d’initiation sous la forme de vagues oscillantes.

En fait, les astrocytes possédent en culture et in situ de nombreux ré-
cepteurs membranaires couplés a I'augmentation de [Ca®T]; [8]. Ainsi 'ap-
plication en culture de sérotonine (5HT) ou de dopamine déclenche-t-elle
la naissance de vagues calciques [9, 10]. Il est également possible de les
déclencher par une stimulation mécanique car les astrocytes expriment du
moins en culture des récepteurs mécano-sensibles couplés a I’augmentation
de [Ca*"]; [11]. La figure 1.2 montre la propagation d’une telle vague dans
des astrocytes en culture a partir d’'une cellule stimulée mécaniquement.
Dans cette expérience, les astrocytes sont confluents mais il a été montré

que les vagues peuvent aussi se propager entre des cellules non adjacentes

12].
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F1G. 1.2 — Propagation d’une vague calcique en réponse a une stimulation

mécanique

La stimulation mécanique d’un seul astrocyte induit la propagation
d’une vague calcique dans une culture d’astrocytes confluents. Le
dessin dans le coin supérieur gauche montre la position de la pipette
par rapport a ['astrocyte stimulé et au champ de vue. La séquence
des images fluorescentes, espacées de 2 secondes, comme l'indique
la fleche, va de gauche a droite et de haut en bas. La premiére
montre ’élévation de [Ca®"); dans Uastrocyte stimulé. Le cercle en
traits pointillés délimite une aire de 200 um de diametre. L’échelle
de couleur indique la représentation linéaire en pseudo-couleurs de

Uintensité de fluorescence allant de 0 & 4095 cts. Extrait de [13].

Comme dans de nombreux autres types cellulaires [14], 'augmentation
de [Ca*T); dans le cytoplasme provient de I'ouverture des stocks calciques
intra-cellulaires (entre autres le reticulum endoplasmique) déclenchée par la
production d’IP3 mais aussi de canaux membranaires perméables au cal-
cium [15, 16]. Ensuite, la propagation inter-cellulaire, la génération des
oscillations et le retour a 1’équilibre font intervenir de nombreux facteurs

couplés entre eux comme des organelles intra-cellulaires(mitochondries), les
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jonctions lacunaires et des molécules (ATP, phosphatases) qui régulent la
concentration d’IP3 et de [Ca®*t]; [17, 18, 19].

Cette activité astrocytaire a été observée sous la forme de signaux cal-
ciques spontanés in vivo [20| et en réponse a une stimulation sensorielle
[21]. Si le role physiologique de ces oscillations de [C'a?t]; n’est pas encore

déterminé, leur existence est donc établie [22].

1.1.3 Interaction bi-directionnelle entre les astrocytes

et les neurones

Les expériences de Parpura et al. de 1994 montrent que les astrocytes en
culture libérent du glutamate en réponse a des stimuli induisant ’augmen-
tation de [Ca*"]; [23]. De fait, cette étude montre que dans des co-cultures
astrocytes-neurones, ces stimuli spécifiques des astrocytes induisent aussi
une augmentation de [C'a®*]; dans les neurones voisins qui est inhibée par
I’application d’antagonistes des récepteurs glutamatergiques. Ces expéri-
ences ont apporté les premiéres évidences en faveur d’une action possible de
I’activation des astrocytes sur les neurones.

Les enregistrements électriques des neurones ont confirmé cette inter-
action en mettant en lumiére la modification de la transmission synaptique
par 'activation des astrocytes. Ainsi Araque et al. en 1998 ont-ils montré
dans des co-cultures astrocytes-neurones de 1’hippocampe que l'augmenta-
tion de [Ca®t]; dans les astrocytes est nécessaire et suffisante pour provoquer
I’augmentation de la fréquence des courants synaptiques miniatures excita-
teurs et inhibiteurs [9]. Par ailleurs, ce phénoméne, inhibé par ’antagoniste
des récepteurs glutamatergiques AP5, n’est pas supprimé par des antago-
nistes glutamatergiques synaptiques. Ces données montrent donc qu’en cul-
ture du moins, les astrocytes peuvent agir sur la synapse via des récepteurs
NMDA extra-synaptiques.

Un autre phénoméne neuronal dépendant de ’activation des astrocytes
en culture a été mis en évidence par la suite : les SIC (Slow Inward Current,

courants lents entrants) [24]. L’observation de [Ca®]; dans les astrocytes
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en méme temps que l'enregistrement du courant dans les neurones voisins
a en effet montré la corrélation entre ’activation calcique des astrocytes
par photolibération de calcium et ’occurrence d’un courant neuronal en-
trant avec une constante de temps d’inactivation trés grande (de 1’ordre de
la seconde). Comme les phénoménes précédents, la génération des SIC est
dépendante des récepteurs glutamatergiques. Par ailleurs, cette étude a véri-
fié de facon intéressante que les concentrations calciques dans les astrocytes
nécessaires pour induire les SIC étaient facilement atteintes lors d’activa-

tions plus physiologiques, en appliquant par exemple des catécholamines.

La validation de I’hypothése d’un role possible des astrocytes dans la
modulation de la synapse ne nécessitait plus que la mise en évidence des
SIC in situ, ce qui fut réalisé en 2001 par ’étude de Parri et al. ou 'on
peut voir dans des tranches de thalamus de rat nouveau-né la corrélation
entre la propagation des vagues calciques astrocytaires et la génération des
SIC dépendant des récepteurs glutamatergiques NMDA [25]. Par ailleurs,
I’action des astrocytes sur les neurones n’est pas restreinte a 'hippocampe
ni réalisée uniquement via la sécrétion de glutamate, comme 'ont mon-
tré Kozlov et al. dans le bulbe olfactif de rat ou le GABA libéré par les
astrocytes engendre des SOC synchronisés (Slow Outward Current) dans
des neurones distants [26]. Néanmoins, ces expériences ont révéle 'extréme
rareté de 'occurrence des courants neuronaux induits par les astrocytes in

situ (de Pordre de 0,005 Hz dans [25]).

Auparavant, une étude avait montré que les astrocytes ne sont pas
seulement capables d’induire des courants dans les neurones in situ mais
qu’ils participent & une communication bi-directionnelle astrocyte-neurone
en jouant un role d’intermédiaire au sein du réseau neuronal. Kang et al.
ont en effet montré dans des tranches d’hippocampe de rat que la poten-
tiation de synapses inhibitrices déclenchée par I’excitation d’interneurones

passe par I’activation des astrocytes [27].

Les neurones et les astrocytes peuvent donc interagir in vitro et in situ.
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1.1.4 L’hypothése de la synapse tri-partite

L’ensemble des expériences précédentes et d’autres encore, par exemple
celles décrivant dans le systéme nerveux périphérique le role d’autres cellules
gliales dans la modulation synaptique [28], ont conforté I'idée que les cellules
gliales participent au traitement de 'information en interagissant avec les
neurones. Les données anatomiques confirment cette hypothése en révélant
I'étroite association fréquente de prolongements gliaux avec les synapses '.

La figure 1.3 en montre un exemple dans le cervelet. Une terminaison
synaptique fait face a une épine dendritique de cellule de Purkinje qui est
contactée par un prolongement d’une cellule de Bergman (marquée en noir

par photoconversion) qui est I’analogue des astrocytes dans le cervelet.

F1G. 1.3 — Association entre une synapse et une cellule de Bergman

Cette image colorisée de cliché de microscopie électronique montre
une synapse dans le cervelet avec [’élément pré-synaptique (en vert)
et l’élément post-synaptique (en brun) a lextrémité d’une épine
dendritique d’une cellule de Purkinje. Une cellule de Bergman voi-
sine a €té injectée par un colorant dont la photoconversion produit
une coloration noire : ce procédé permet de révéler un prolongement

glial accolé a la synapse. Extrait de [29].

1Un astrocyte peut contacter 140 000 synapses [22].
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Les données fonctionnelles et anatomiques ont permis de préciser la
théorie de la synapse tri-partite qui guidait I’ensemble de ces travaux. La
figure 1.4 en montre le principe. Une synapse ne serait pas constituée seule-
ment d’éléments pré et post-synaptiques neuronaux mais aussi des pro-
longements de cellules gliales (astrocyte dans les hémisphéres cérébraux,
cellule de Bergman dans le cervelet, cellule de Schwann a la jonction neuro-
musculaire,...). La proximité entre la synapse et les prolongements gliaux
permettrait aux molécules de neurotransmetteurs sécrétés dans ou a l'ex-
térieur de la fente synaptique par le neurone pré-synaptique de diffuser
jusqu’a ces prolongements pour se lier aux récepteurs gliaux. L’activation
de la cellule gliale qui en résulte déclencherait alors une cascade de réac-
tions dont la libération de calcium hors des stocks calciques intra-cellulaires
qui est capable d’engendrer la libération de gliotransmetteurs par exemple
le glutamate. Finalement, ces molécules de gliotransmetteurs pourraient a
leur tour diffuser vers la synapse et agir sur elle.

L’hypothése de la synapse tri-partite permet d’expliquer les résultats de
la modulation de I'activité synaptique et de la génération des SIC. Mais si
son existence semble reposer sur des données solides, I'importance de son
role dans le fonctionnement de la synapse reste trés discutée, en particulier

a cause de l'extréme rareté des SIC ou des SOC [25, 26].

Quoi qu’il en soit, il est démontré que les astrocytes — du moins en
culture — libérent du glutamate en réponse a une augmentation de [Ca®");.
Mais différents modes de sécrétion semblent possibles. En dehors de 'im-
plication de ce phénoméne dans I’éventuelle synapse tri-partite, nous nous
sommes focalisé sur une voie possible de libération : ’exocytose régulée par

le calcium.
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F1G. 1.4 — Principe de la synapse tri-partite

Une synapse (en bleu) est enveloppée par un prolongement astro-
cytaire (en vert). Le neurotransmetteur sécrété par le neurone pré-
synaptique (1) se lie auz récepteurs d’une épine dendritique du neu-
rone post-synaptique. Mais des molécules de neurotransmetteur dif-
fusent en dehors de la fente synaptique (nuage rouge) pour se lier
aux récepteurs astrocytaires. Leur activation provoque l’augmenta-
tion de la concentration calcique cytosolique (2) qui induit la sécré-

tion de glutamate par astrocyte (3). Extrait de [30].

1.2 L’exocytose du glutamate dans les astro-

cytes

1.2.1 Différentes voies possibles de sécrétion

Au moins cing voies de sécrétion du glutamate ont été mises en évidence
dans les astrocytes en culture (voir [31, 32| pour des revues détaillées) :

— DPexocytose régulée par le calcium [33, 34, 35, 13, 36, 37, 38|

— le passage par les hemi-canaux de connnexines [39]

— D'inversion du transporteur membranaire du glutamate [40, 41]
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suivants utilisent le gradient de la concentration de glutamate entre le cy-

toplasme et le milieu extra-cellulaire. Le shéma de la figure 1.5 montre ces

— le passage par des canaux ioniques activés par la déformation de la

membrane (swelling) [42]

— le passage par les récepteurs-canaux P2X; [43]

Le premier nécessite des vésicules chargées en glutamate tandis que les

voies cytoplasmiques.

Fi1G. 1.5 — Mécanismes de la libération cytoplasmique de glutamate par les

astrocytes

P2X; Connexon

N

Can tran rteur

Jonction lacunaire

Cette figure représente les principales voies de libération du glu-
tamate directement a partir du cytoplasme. Les deux cercles gris
représentent deux astrocytes accolés par une jonction lacunaire con-
stituée de deux connexons (en bleu clair). La présence d’un con-
nexon sur une face mon adjacente a un autre astrocyte constitue
une porte vers le milieu extra-cellulaire a travers laquelle le gluta-
mate cytoplasmique peut diffuser. Les astrocytes peuvent transporter
le glutamate extra-cellulaire vers leur cytoplasme a ['aide de trans-
porteurs membranaires (en rouge). Leur fonctionnement en sens
wverse provoque la fuite du glutamate en dehors des astrocytes. En
bleu est représenté un canal ionique perméable au glutamate ac-
tivé lors de 'application d’une solution extra-cellulaire hypotonique
(swelling). Le glutamate cytoplasmique peut aussi diffuser a travers

les récepteurs-canaux P2Xq. Extrait de [32].
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Aucune de ces voies — vésiculaire ou cytoplasmique — n’a été mise
en évidence in situ. Cependant, toutes sont envisageables. Par exemple, les
transporteurs membranaires du glutamate fonctionnent en sens inverse du
gradient de glutamate grace au co-transport de Na® et de K. Aussi a-t-il
été démontré que les neurones avaient trés peu de chance d’utiliser ce mode
de sécrétion en dehors de cas pathologiques d’inversion des concentrations de
ces ions, par exemple en cas d’ischémie [40]. Mais vue la trés faible épaisseur
des prolongements astrocytaires, les calculs sur les neurones ne peuvent plus
s’appliquer et une telle inversion n’est pas improbable dans le cas des as-
trocytes en conditions physiologiques. Pour la méme raison, I’ouverture des
canaux ioniques induite par le gonflement de la membrane (swelling) n’est
pas impossible in situ d’autant plus que des données montrent que d’autres
facteurs peuvent s’ajouter au swelling et potentier la sécrétion d’aspartate

par exemple [44].

Les résultats des études mettant chacune en évidence un mode prépon-
dérant de libération du glutamate semblent contradictoires. En fait, il est
aujourd’hui difficile de savoir quel mécanisme est majoritaire et méme s’il
en est un. Ces voies ainsi que leurs antagonistes sont en effet souvent cou-
plés, rendant souvent difficile I'isolation d’une seule parmi les autres [31].
Par exemple, les antagonistes des canaux Cl” qui inhibent les canaux ioni-
ques activés par swelling interférent avec ’exocytose dans la mesure ou
ce processus nécessite le fonctionnement de canaux Cl° vésiculaires [45].
Autre exemple, 'ouverture des connexons (ou hemi-canaux) est sensible &
la concentration calcique extra-cellulaire, comme celle des récepteurs-canaux
P2X7 [39, 43]. Au contraire, certaines études montrent 'inexistence de voies
qu’ils inhibent en fait. Ainsi du travail de Duan et al. sur les récepteurs-
canaux P2X; : pour détecter la sécrétion de glutamate, les auteurs chargent
les astrocytes avec des neurotransmetteurs radiomarqués, soit du glutamate
soit, du D-aspartate. Or, le D-aspartate n’est pas chargé dans les organelles
de sécrétion, aussi n’est-il pas étonnant que sa sécrétion soit indépendante

des facteurs indispensables a I'exocytose comme [C'a®*"]; [43].
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Dans notre étude, nous n’avons ainsi pas cherché a savoir si un mécan-
isme est prépondérant mais plutot & mieux comprendre I’'un d’eux. Pour des
raisons tenant aux techniques a notre disposition mais aussi parce que cette
voie est la plus facile a observer sélectivement, nous avons choisi d’étudier
I’exocytose régulée par le calcium. Elle offre en outre I’avantage d’étre bien
décrite dans d’autres types cellulaires comme les neurones ou les cellules
neuro-endocrines et bénéficie des outils de biologie moléculaire mis au point

pour I’étude des bases protéiques de I'exocytose dans ces cellules.

1.2.2 Rappel sur ’exocytose régulée
Etapes de I’exocytose régulée

La sécrétion régulée de molécules par I'intermédaire d’organelles intra-
cellulaires passe par des étapes qui sont & peu prés communes a toutes les
cellules sécrétrices. La figure 1.6 schématise ce processus dans le cas de

I’exocytose de granules & coeur dense de cellules neuro-endocrines.

FIG. 1.6 — Etapes conduisant & Uezocytose régulée
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L’exocytose d’un granule a ceeur dense est ici schématisée. L’aug-
mentation de [Ca*"]; conduit au désassemblage du cytosquelette
formé par le réseau d’actine, permettant le recrutement des gran-
ules a la membrane plasmique. L’amarrage et la préparation des
granules peut s’ensuivre avant la fusion et la sécrétion du contenu

des granules qui dépendent directement de [Ca®T);. Extrait de [6].

Les granules sont mobilisés en réponse a une stimulation qui engendre

I'augmentation de [Ca®*]; puis dirigés vers la membrane plasmique. Leur
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amarrage suit, puis leur fusion qui permet la sécrétion du contenu vésiculaire
dans I'espace extra-cellulaire. Enfin, ’organelle est éventuellement récupéré
par endocytose. La plupart de ces étapes sont généralement dépendantes de

[Ca?*]; en particulier la fusion.

Le complexe trans-SNARE

Dans le cas des vésicules synaptiques ou des granules a cceur dense mais
aussi d’autres organelles capables d’exocytose régulée comme les lysosomes
[47], 1a fusion est en effet déclenchée par le changement de conformation
d’un complexe protéique, qui permet aussi leur amarrage a la membrane
plasmique, en réponse a 'augmentation de [Ca®"];. La figure 1.7 est un
schéma simplifié de la structure cristalline d’un tel complexe formé de pro-

téines issues de terminaisons synaptiques.

Fi1G. 1.7 — Structure du complexe trans-SNARE

Wésicule
synaptique

CYTOSOL

SMNARE-v

(synaptobrévine) SMNARE-t

{Snap25)

SNARE-t
{syntaxine)

Membrane plasmique des cellules nerveuses

Le complexe trans-SNARE responsable de l’arrimage des vésicules a
la membrane plasmique des terminaisons nerveuses sont composées
de trois protéines. La SNARE-v synaptobrévine et la SNARE-t syn-
taxine sont des protéines trans-membranaires qui apportent chacune
une hélice a dans le complexe. La SNARE-t Snap25 est une pro-
téine membranaire qui apporte deux hélices . Au final, un faisceau
de quatre hélices a entrelacées lie ensemble les SNARFE et par elles

la vésicule avec la membrane plasmique. Extrait de [48, 49].
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Ce complexe est appelé trans-SNARFE parce qu’il est constitué de pro-
téines SNARE (Soluble NSF-attachment proteins receptors) imbriquées I'une
dans l'autre. Deux sont des protéines trans-membranaires, I’'une vésiculaire
(ici, en rouge, la synaptobrévine), I'autre étant présente dans la membrane
plasmique (ici, en bleu, la syntaxine) tandis qu’une troisiéme est une pro-
téine membranaire (ici, en vert, SNAP25). Comme nous le verrons par la
suite, les SNARE vésiculaires sont trés utiles d’un point de vue pratique car
elles dépendent du type d’organelles. Ainsi est-il possible de reconnaitre ces
derniers en détectant quelles SNARE ils expriment.

Par ailleurs, certains organismes expriment des protéases capables de
cliver spécifiquement certaines SNARE. Ces toxines ont été isolées et per-
mettent d’inhiber 'exocytose régulée [50]. Ce mécanisme est illustré dans
la figure 1.8 qui schématise une vésicule glutamatergique. La tetanus toxine
(TeTx) clive la synaptobrévine du complexe trans-SNARE. On peut voir
sur le méme schéma deux autres protéines qui sont des transporteurs vési-

culaires indispensables a I'exocytose glutamatergique.

Tranporteurs vésiculaires

Pour que du glutamate soit libéré lors de la fusion, il faut en effet que
la vésicule de sécrétion en contienne. Or, son chargement intra-vésiculaire
est réalisé par un transporteur membranaire VGlut (en violet sur la figure
1.8) qui utilise le gradient de la concentration de protons entre la lumiére de
la vésicule (acide) et le cytoplasme (neutre). Ce gradient est généré par un
transporteur de protons qui fonctionne grace a I’hydrolyse de 'ATP (H*-
ATPase de type vésiculaire). Il peut étre inhibé par la bafylomycine A;

(BA; sur la figure 1.8) qui empéche ainsi indirectement la sécrétion.

1.2.3 Evidences en faveur de I’exocytose régulée

D’un point de vue subjectif, I’hypothése de la participation directe des
astrocytes au traitement de l'information serait renforcée s’il était mon-

tré que la libération de gliotransmetteurs se fait par exocytose régulée. En
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F1G. 1.8 — Protéines vésiculaires de [’exocytose du glutamate

BA,

plasma membrane

Une wvésicule glutamatergique contient en plus de la protéine
SNARE vésiculaire — ici la synaptobrévine, en rouge, qui peut
étre clivée sélectivement par la tozine tetanique (TeTz) — deux
transporteurs qui permettent le chargement du glutamate dans la
vésicule. L’un est un transporteur glutamatergique antiport, VGlut,
qui utilise le gradient de la concentration de protons entre la lu-
miere de la vésicule et le cytoplasme (deux fleches en sens inverse
a travers la protéine en wviolet). L’autre est un transporeur uniport
et charge des protons a 'intérieur de la vésicule pour générer le gra-
dient protonique indispensable au fonctionnement des VGlut (fleche

unique & travers la protéine en brun). Il utilise I’énergie issue de

Uhydrolyse de 'ATP (H"-ATPase). Extrait de [32].

ressortirait en effet 'idée que les astrocytes ne peuvent pas étre de moindre
importance que les neurones puisqu’ils seraient capables des mémes méca-
nismes extrémement sophistiqués. C’est probablement pourquoi les premiers
partisans de la synapse tri-partite défendent en général la thése de I’exo-

cytose dans les astrocytes et ont multiplié les expériences pour la confirmer.
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SNARE

Parpura et al. ont ainsi montré d’abord la présence de protéines SNARE
dans des astrocytes en culture [33]. Compte tenu d’une part de la variation
de l'expression des protéines vésiculaires avec la durée de culture [51] et
d’autre part de la différence entre les phénotypes d’astrocytes fraichement
isolés et en culture [52], la mise en évidence de leur présence in situ était
indispensable et il fallut attendre 2004 pour qu’elle soit réalisé par Wilhelm
et al [34].

Les SNARE exprimées par les astrocytes jouent un role essentiel dans
la sécrétion de glutamate en culture. En effet, Araque et al. ont montré que
la stimulation mécanique d’un astrocyte préalablement chargé par la toxine
botulique — qui clive la synaptobrévine comme la tetanus toxine dans la
figure 1.8 — induit des SIC neuronaux réduits en amplitude de 90 % par

rapport au controle [35].

Calcium intra-cellulaire [Ca®");

Autre évidence en faveur de ’exocytose régulée, la sécrétion de gluta-
mate dépend de [Ca®T];. Une méthode de mesure enzymatique en fluo-
rescence a en effet permis A& Innocenti et al. de voir en fluorescence la
propagation de vagues de glutamate libéré par des astrocytes en culture
stimulés mécaniquement [13]. Or, l'application de drogues qui empéchent
'augmentation de [C'a®"];, soit des inhibiteurs du remplissage des stocks cal-
ciques intra-cellulaires, soit un chélateur de Ca?", réduisent de 70 % environ
la quantité de glutamate sécrété. Par ailleurs, malgré I'impossibilité tech-
nique dans cette étude de mesurer en méme temps [Ca®T]; et le glutamate,
la similitude entre la vitesse de propagation des vagues glutamatergiques
(~ 25 pm.st) et celle des vagues calciques (~ 20 pm.s [7]) confirme le

lien entre la sécrétion de glutamate et [Ca?*];.



1.2. EXOCYTOSE DU GLUTAMATE DANS LES ASTROCYTES 37

Tranporteurs vésiculaires

Nous avons vu en 1.2.2 que le chargement de glutamate dans les vésicules
de sécrétion requiert la présence et le fonctionnement de deux transporteurs :
VGlut pour le glutamate et une H"-ATPase pour les protons. Dans la méme
étude que celle réalisée pour montrer la nécessité des SNARE, Araque et
al. ont montré que I'inhibition des H"-ATPase par la bafylomycine A, fait
chuter I'amplitude des SIC neuronaux induits par la stimulation des astro-
cytes de 60 % [35]. Par ailleurs, deux fois moins d’astrocytes ont été capables
d’engendrer ce phénoméne. Au contraire, I’article de Kozlov et al. publié en
2006 montre 'existence de SIC et de SOC (Slow Inward Current GABA-
ergiques) neuronaux dans des tranches de bulbe olfactif de rat induits par
la stimulation des astrocytes mais qui sont résistants a la bafylomycine A
[26]. C’est & notre connaissance la seule donnée expérimentale in situ qui
s'oppose a I’hypothése de I'exocytose régulée de gliotransmetteurs, mais il

s’agit il est vrai d’une mesure indirecte via ’activité neuronale.

D’autre part, Montana et al. ont mis en évidence en 2004 la présence de
transporteurs VGlut (1, 2 et 3) sur des astrocytes en culture et fraichement
isolés & partir du cortex visuel de rats [36]. Du moins en culture, leur mar-
quage en immunofluorescence révéle une structure punctiforme. L’inhibition
en culture de ces transporteurs par le rose bengale fait diminuer la libération
de glutamate (mesurée par la méthode enzymatique) d’environ 50 %. Cet
article présente aussi des images de colocalisation entre la synaptobrévine
et les trois VGlut mais qui ne sont absolument pas convaincantes a cause

de la distribution homogeéne des marqueurs.

En revanche, Bezzi et al. ont présenté la méme année des images en
microscopie électronique d’astrocytes de I’hippocampe ol le marquage avec
des anticorps spécifiques de VGlutl et 2 révele une localisation puncti-
forme et la colocalisation avec la cellubrévine, protéine SNARE des vésicules

synaptiques [37].
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Exocytose d’organelles individuels

Les astrocytes en culture possédent donc et utilisent la machinerie néces-
saire a ’exocytose régulée du glutamate. Clairement, ’analyse des études
qui ont permis de le démontrer met en relief 'existence d’autres mécanismes
de sécrétion déja mentionnés car la libération de glutamate n’est jamais to-
talement supprimée par ’application des antagonistes de cette machinerie.
Ces expériences souffrent en fait d’un manque de sélectivité intrinséque
parce que le glutamate globalement libéré est mesuré et que leur résolution
temporelle et spatiale est trop faible pour voir des organelles individuels
(20 pm et 0,5 s dans [13]). C’est pourquoi une technique permettant de
n’observer que ce mécanisme a ’échelle uni-vésiculaire était indispensable
pour étudier précisément cette voie de sécrétion. La microscopie a onde
évanescente (TIRFM en anglais, voir 2.1) est cet outil et son application &
I’observation de I’exocytose d’organelles individuels dans les astrocytes en

culture a été réalisée en 2004 par Bezzi et al. [37].

Comme les expériences présentées dans cet article ressemblent aux notres,
nous renvoyons le détail des protocoles au chapitre 2 consacré aux méthodes.
Briévement, les auteurs ont utilisé un colorant sélectif (la protéine de fu-
sion EGFP-VGlut) et un colorant fonctionnel (I’acridine orange) pour met-
tre en évidence l'exocytose d’organelles soi-disant identifiés comme gluta-
matergiques 2. L’application, en culture d’astrocytes seuls, d'un agoniste des
récepteurs glutamatergiques métabotropiques (100 pM DHPG) provoque
dans ces expériences la disparition rapide (moins d’une seconde) d’environ
un tiers des vésicules glutamatergiques visibles en TIRFM. Ces fusions sont
totalement supprimées par I'application de chélateurs de [Ca*"]; ou de la
toxine tetanique qui clive la synaptobrévine (voir 1.2.2). Ce résultat tranche
avec les diminutions partielles observées dans les expériences présentées ci-
dessus et confirme qu’elles étaient dues a la prise en compte de tous les

mécanismes de libération du glutamate plutot qu’a un défaut des antag-

2Nous verrons dans le chapitre 2 de la partie consacrée & nos résultats ce qu’il faut

penser de la sélectivité de ces marquages.
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onistes de I'exocytose. Pour confirmer le lien entre I’exocytose de ces or-
ganelles et la sécrétion du glutamate, Bezzi et al. ont utilisé de co-cultures
astrocytes-insulinomes. Ces derniers répondent en effet au glutamate par
'augmentation de [C'a®T];. Or, les auteurs ont observé la concommitance —
ce qui ne signifie pas corrélation car d’autres organelles non fluorescents pou-
vaient étre responsables de la sécrétion du glutamate® — entre la disparition
des organelles glutamatergiques et la réponse calcique des insulinomes.

Les résultats de cet article n’ont pu étre reproduits par aucune équipe
dans le monde, dont la notre, vraisemblablement & cause de problémes
de marquage par EGFP-VGlut que nous détaillerons au chapitre 2 de la
deuxiéme partie. Par exemple, Crippa et al. trouvent une colocalisation trés
différente entre I'acridine orange et les vésicules synaptiques (40 % contre
75 %) marquées par la synaptobrévine [38]. Cependant, le travail de Bezzi
et al. montre sans ambiguité que les astrocytes en culture possédent des or-
ganelles — glutamatergiques ou non — qui peuvent étre libérés de maniére

régulée.

Différentes populations d’organelles de sécrétion

Une derniére condition nécessaire a ’exocytose du glutamate dans les
astrocytes est bien siir la présence d’organelles de sécrétion. Nous 1’avons
déja implicitement évoquée en citant les résultats qui montrent le marquage
punctiforme de protéines vésiculaires [51, 34| mais les images de microscopie
électronique permettent d’aller plus loin en montrant la structure de ces
organelles dans les astrocytes.

Alinsi les anticorps contre VGlut dans 'article de Bezzi et al. précédem-
ment cité sont-ils détectés au voisinage d’organelles de 50 nm de diamétre
environ [37]. Dans la méme étude, on peut voir des organelles de la méme
taille aprées la transfection par la cellubrevine fusionnée a la EGFP et I'ap-
plication d’anticorps contre la EGFP.

De méme, Chen et al. dans un article publié I’année suivante, présentent

3voir le chapitre 3 de la deuxiéme partie
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des images d’organelles en microscopie électronique aprés marquage par un
colorant FM (entrée dans les organelles aprés endocytose) et photoconver-
sion [53|. L’identité de ces organelles serait partiellement glutamatergique
puisque leur colocalisation avec le glutamate marqué par un anticorps est

de Pordre de 65 %. Or, le diamétre de ces organelles est d’environ 300 nm.

La présence d’organelles de tailles trés différentes correspond en fait a
I’observation faite par Coco et al. I'année avant la parution de D'article de
Bezzi et al. [54]. Les auteurs proposent ’existence de deux voies d’exocytose
dans les astrocytes qui rendraient compte d’une part des différentes sensi-
bilités de la libération d’ATP et de glutamate notamment a ’application
d’agonistes des récepteurs glutamatergiques et d’autre part de la mise en
évidence de deux types d’organelles dans un gradient de sucrose apreés frac-
tionation sub-cellulaire [54]. Ces mesures montrent en particulier qu'un type
d’organelles contient la synaptobrévine tandis que 'autre contient la secré-
togranine — marqueur des granules a ceeur dense — et de ’ATP. En outre,
les images de microscopie électronique présentées dans cet article montrent
clairement la co-existence dans les mémes cellules d’organelles de 150 nm et
de 50 nm. Ces expériences ont été réalisées sur des cultures cellulaires d’hip-
pocampe de rat. En outre, I'existence de vésicules synaptiques (i.e., ici, de
petite taille) capables de charger le glutamate a été montrée par la méme
équipe sur des vésicules isolées aprés marquage contre la synaptobrévine
[38].

La question de la taille des organelles n’est pas anodine car elle est liée a
leur identité*. L'exocytose du glutamate par les astrocytes serait ainsi due
a des vésicules synaptiques [54, 37, 38] ou & des granules & cceur dense [53].
Outre les différences de préparation, les expériences qui ont conduit a ces
résultats différent par les modes de marquage des organelles (VGlut, synap-
tobrévine, colorant FM), aussi n’est-il pas étonnant qu’elles parviennent &
des tailles différentes puisqu’elles marquent probablement différents types

d’organelles.

4cf. page 88
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Conclusion

L’analyse des articles des derniéres années consacrés a la libération des
gliotransmetteurs a montré que ’hypothése de ’exocytose régulée dans les
astrocytes en culture repose sur des données solides. Cependant, elles ont
été obtenues par des expériences qui ne permettaient pas d’étudier sélec-
tivement 1’exocytose parmi les autres voies de sécrétion. Il a ainsi fallu
attendre I’application de la TIRFM pour ébaucher une caractérisation de
I’exocytose régulée dans les astrocytes en culture. Or, les résultats obtenus
n’ont pu étre reproduits par aucune autre équipe, notamment en ce qui
concerne l'identification des organelles libérables. Nous avons donc cherché
a savoir si cette expérience était reproductible et pourquoi elle pose des dif-
ficultés. Par ailleurs, pour tenter de résoudre les conflits issus des données
anatomiques, nous avons taché de répondre a la question de l'identité des
organelles libérables dans les astrocytes en culture. Ces deux questions né-

cessitaient 'utilisation de méthodes que nous allons maintenant présenter.
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Chapitre 2

Méthodes

2.1 Introduction

La réponse aux deux questions soulevées a la fin du chapitre précédent
pourrait étre obtenue par [’observation en temps réel de [’ezocytose d’or-
ganelles identifiés dans des astrocytes. C’est pourquoi plusieurs équipes dans
le monde ont tenté une telle expérience [37, 53, 38|. Elle nécessite d’une part
une technique d’imagerie capable de suivre la dynamique de vésicules indi-
viduelles dans des cellules vivantes et d’autre part un moyen de marquer
les organelles afin de pouvoir les identifier. La premiére méthode est par ex-
cellence la microscopie a onde évanescente (Total Internal Reflection Fluo-
rescence Microscopy, TIRFM) qui permet de voir des organelles individuels
au voisinage de la membrane plasmique [55, 56] avec un trés bon contraste.
Pour marquer sélectivement les organelles en fonction de leur identité, la
solution la plus siire actuellement est I'utilisation de sondes fluorescentes

couplées a des protéines spécifiques des organelles.

La combinaison de la TIRFM et de ces marquages permet de suivre
en temps réel le comportement d’organelles spécifiques avant, pendant et
aprés leur exocytose. Cependant, le controle de la spécificité de leur mar-
quage passe par le co-marquage avec une autre sonde dont on est str de
la spécificité. Ou bien la sonde fluorescente permet d’identifier sans ambi-

guité les organelles mais pas de voir leur exocytose (voir le chapitre 2 de
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la deuxiéme partie) : il faut alors également ajouter un marqueur dit fonc-
tionnel pour détecter la fusion des organelles. Dans les deux cas, on est
donc amené a étudier la colocalisation entre deux marqueurs fluorescents.
Or cette simple mesure peut étre faussée par deux sources d’erreur : le re-
couvrement spectral des marqueurs et la présence d’autofluorescence. Un
marqueur de spectre large peut en effet étre visible dans le canal spectral
de l'autre colorant tandis que des molécules endogénes fluorescentes peu-
vent faire faussement croire au marquage d’organelles. Si la premiére cause
d’erreur peut souvent étre contournée, la seconde est parfois inévitable et
revient au méme que la premiére si le spectre de ’autofluorescence est suff-
isamment large pour recouvrir une partie des spectres des deux marqueurs
exogénes. Une troisiéme technique est alors requise pour détecter sans am-
biguité la présence des colorants : la décomposition spectrale (unmizing en
anglais).

Nous détaillerons d’abord les fondements théoriques de la TIRFM puis
rappellerons briévement le principe des marquages spécifiques a 1’aide des
protéines fluorescentes. De méme, la technique du unmizing sera présentée
de maniére générale dans la mesure ot le premier chapitre de la deuxiéme

partie lui est entiérement consacré.

2.2 La réflexion totale interne

Nous renvoyons le lecteur aux classiques de I'optique [57, 58] pour une
analyse détaillée de la réflexion totale interne. De méme, il trouvera des
explications sur ’application de ce phénoméne a la TIRFM dans la revue
de 2001 de Daniel Axelrod [59]. Enfin, les articles originaux [55, 56| et les
revues (par exemple, [60]) sur le développement de I'imagerie uni-vésiculaire
lui permettront de connaitre les diverses configurations expérimentales et
les possibilités de cette technique. C’est pourquoi nous nous contenterons
dans ce chapitre d'un bref rappel théorique qui présente notre synthése de la

question et les caractéristiques de la TIRFM indispensables a connaitre pour
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comprendre nos travaux présentés dans la deuxieme partie. La description
du poste expérimental a été placée en annexe pour faciliter la lecture de
cette premiére partie introductive.

Le phénoméne de la réflexion totale interne ne peut étre pleinement
décrit qu’a ’'aide des équations de Maxwell. Cependant, nous allons d’abord

I’aborder a I’aide de la loi de Snell-Descartes qui en prédit déja une partie.

2.2.1 La loi de Snell-Descartes

Tout le monde a observé qu'un objet partiellement immergé dans 1’eau
semble tordu. C’est une manifestation de la réfraction de la lumiére a I’in-
terface — ou dioptre — entre deux milieux homogénes isotropes d’indices
optiques différents illustrée par la figure 2.1 ott nous nous intéressons a une
région du dioptre suffisamment petite pour considérer que ce dernier est
plan.

Le faisceau lumineux incident est en partie réfléchi (réflexion) et en par-
tie transmis en changeant de direction (réfraction). La loi mathématique

décrivant la réfraction a été proposée par Snell en 1621 :
n; sin0; = n,; sin 6, (2.1)

ou n; et n; sont les indices optiques des milieux de 'onde incidente et de
I’onde transmise et 6; et 6, les angles d’incidence et de transmission par
rapport a la normale au dioptre. L’angle de la réflection, 6,, est opposé a
0;. Les rayons incident, réfléchi et transmis appartiennent & un méme plan
perpendiculaire au dioptre que ’on nomme plan d’incidence.

Dans le cas de la figure 2.1, n; est supérieur a n; (cas d’une interface
eau-air par exemple). Ainsi 6; est-il inférieur a 6, (trait continu). On en
déduit que 6; peut atteindre 90 " a partir d'un certain angle d’incidence
nommé angle critique 0, = arcsinny/n; (trait discontinu). Au-dela, la loi de
Snell-Descartes prévoit qu’il n’y a plus de faisceau transmis : il y a réfiection
totale. C’est le phénomeéne mis en jeu lorsque 1’on observe ses doigts a travers
la surface de I’eau — ou de tout autre liquide consommable transparent —

contenue dans un verre.
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F1G. 2.1 — Réfraction par un dioptre plan

ni 0, 0,

Un faisceau lumineuz incident (trait plein) vient frapper Uinterface
entre un milieu linéaire homogéne et isotrope (LHI) d’indice optique
n1 et un autre miliew LHI d’indice optique no. Sa direction fait
un angle 0; avec la normale au dioptre (pointillés verticauz). Il est
partagé en deuxr nouwveauzr faisceaur : un faisceau réfléchi vers le
malieu originel et un faisceau transmis dans ['autre milieu selon un
angle 0, différent de 0;. Si 0; excéde l'angle critique, il n’y a plus de

faisceau transmis (trait en pointillés).

2.2.2 Considérations énergétiques

Quand on atteint I’angle critique, le faisceau réfracté sort donc paralléle
au dioptre. Il est facile de montrer que dans ces conditions, il ne peut pas
y avoir de transmission de I’énergie vers le second milieu. Prenons comme
comparaison le cas de I’éclairement de la terre par le soleil. Il fait plus chaud
a I’équateur qu’aux poles parce que les rayons du soleil y frappent la terre
avec un angle d’incidence plus faible, c’est-a-dire moins rasant. De méme, si
c’était la terre qui éclairait le soleil, I'’équateur lui apporterait plus d’énergie
que les poles. Ainsi, le flux d’énergie électromagnétique émis par une surface
irradiante est-il d’autant plus faible que la direction d’émission est plus
inclinée par rapport a sa normale. A la limite, pour une incidence rasante,
le flux est nul. C’est pourquoi il ne devrait pas y avoir de transmission de

I’énergie dans le second milieu au-dela de langle critique...
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2.2.3 L’onde évanescente

Si aucune énergie n’est transmise dans le second milieu, il est aisé de
montrer grace aux équations de Maxwell que cela ne signifie pas ’absence
d’un champ électrique. Ce dernier est en effet continu & la traversée du
dioptre non chargé, ce qui rend impossible sa présence dans un seul des
deux milieux. Il y a donc de la lumiére transmise malgré la réflexion totale
et a I’angle critique, I'amplitude du champ électrique juste de 'autre coté
de l'interface est méme supérieure a celle de I'onde incidente. Il reste a
savoir sous quelle forme I'onde est présente dans le second milieu. On montre
facilement que si I’onde incidente est plane, progressive et monochromatique
(OPPM), on obtient, en un point M quelconque repéré dans le second milieu
par les coordonnées z sur l'axe perpendiculaire au dioptre et x sur 'axe

paralléle au dioptre et au plan d’incidence, une onde réfractée de la forme :

Ey(M) = E,(0)e*/ el her—wt) (2.2)
avec Et(O) Pamplitude du champ E transmis & Uinterface, k, la composante
selon z du vecteur d’onde transmis, w la pulsation de I’'onde incidente et ¢

le temps. d, homogéne & une longueur, s’exprime par :

d = A (2.3)

27 \/n? sin® 0; — n?

La réflexion totale donne ainsi naissance de 'autre coté du dioptre a

une onde se propageant parallélement a l'interface (axe ) et dont 'ampli-
tude décroit exponentiellement dans la direction perpendiculaire a l'inter-
face (axe z). Elle “s’évanouit” en quelques d, i.e. sur une distance de 'ordre
de grandeur de la longueur d’onde, comme le montre la figure théorique 2.2.
Les deux traits pointillés verticaux représentent les limites accessibles a 6;
imposées par 'angle critique 6. et ’ouverture numérique de 1’objectif NA
(cf annexe A).

Remarque : Nous avons dit qu’au-dela de [’angle critique, aucune énergie

n’entre dans le second milieu. Pourtant le champ évanescent contient de

[’énergie électromagnétique. La solution de ce paradozre dépasse le cadre de
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F1G. 2.2 — Profondeur de l’onde évanescente en fonction de l’angle d’inci-

dence
1000 —
800 A =488 nm
n.=154
~ 600 — ! '
£ n,=1,33
=
= 400-
200 —

| | | | | |
8,=959°7 62 64 66 asin(NA/n)=70°3

0,
La profondeur de pénétration (d) de l’onde évanescente dans le sec-
ond milieu dépend de l’angle d’incidence (0;) du faisceau incident.
A Uangle critique (0.), elle est en théorie infinie et décroit trés rapi-
dement au dela. L ouverture numérique de [’objectif (NA) qui trans-
met le faisceau incident détermine la valeur minimale de ’épaisseur

du champ évanescent.

ce rapport et se réfere a l’effet GOOS-HANCHEN. Disons seulement que
nous avons considéré une onde incidente plane monochromatique ce qui
suppose des plans d’onde infinis et la présence de [’onde de toute éternité. Le
lecteur comprendra que ces deux infinis ne nous sont pas encore facilement

accessibles expérimentalement.

2.2.4 Application

Une microscopie basée sur ce phénoméne permet d’observer des cellules
attachées sur une lame de verre dont I'interface avec la solution saline sert
de dioptre (cf figure 2.3). Lorsque 'angle d’incidence dépasse 6. de quelques
degrés, un champ évanescent est généré du coté des cellules et seuls les
marqueurs fluorescents présents & moins de 200 nm de la membrane sont
excités par 'onde évanescente tandis que le volume des cellules reste dans

le noir. Deux résultats en découlent : un trés bon contraste qui permet
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de voir individuellement des objets fluorescents juxta-membranaires et un

photobleaching trés faible des colorants a l'intérieur de la cellule.

F1G. 2.3 — Principe de la microscopie a onde évanescente

A
cellule /\

lame de verre

Le champ évanescent est généré par la réflexion totale d’un faisceau
incident sur la lame de verre (zone hachurée) ot sont cultivées les
cellules. Seuls les compartiments intra-cellulaires assez proches de
Uinterface (blanc) sont excités par l'onde évanescente. L’excellent
contraste qui en résulte permet d’observer des organelles individuels

juzta-membranaires sans étre géné par un fond fluorescent (noir).

2.3 Marquage des organelles

L’identification des organelles dont la TIRFM permet d’observer 1’exo-
cytose requiert des marqueurs spécifiques des différentes catégories d’or-
ganelles présents dans une cellule. Il y a deux sortes de colorants fluorescents
qui correspondent plus ou moins & cet objectif. Les marqueurs chimiques

synthétiques et les protéines fluorescentes.

2.3.1 Colorants chimiques

D’aprés les catalogues commerciaux, certains composés fluorescents mar-
quent sélectivement des compartiments intra-cellulaires. Ainsi le lysotracker
marquerait-il plutot les lysosomes tandis que Rhod-2 entre préférentielle-

ment, dans les mitochondries comme en témoigne sa colocalisation avec le
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Mitofluor Green [61]. Par ailleurs, les conditions d’incubation de ces pro-
duits peuvent favoriser I’entrée dans certains compartiments. Cependant, la
spécifité de ces marquages doit toujours étre vérifiée.

Par ailleurs, de nombreux colorants ne sont pas adaptés a l'imagerie
de l'exocytose. Celle-ci est en effet grandement facilitée par un colorant
fonctionnel dont la fluorescence est sensible a la variation du pH et de
sa concentration qui surviennent lors de la sécrétion hors de la lumiére des
organelles vers le milieu extra-cellulaire. C’est pourquoi ’acridine orange est
souvent utilisée dans de telles études [55, 56, 37, 38|. Cependant, cette base
faible colore indistinctement tous les compartiments acides, ’identification
de la nature des organelles marqués par ’acridine orange nécessite donc un

marquage supplémentaire spécifique.

2.3.2 Protéines fluorescentes
Principe

L’utilisation des protéines fluorescentes permet de réaliser ces deux taches :
vérifier la spécifité du marquage d’un colorant et identifier un organelle déja
coloré par un marqueur fonctionnel mais non spécifique.

La spécificité des organelles réside dans ’expression de protéines parti-
culiéres. En effet, a toute protéine est associé un message (par exemple une
séquence signal) qui indique a la cellule ou elle doit la placer. Ainsi les
lysosomes, spécialisés dans la dégradation, contiennent-ils des enzymes di-
gestives alors que les vésicules synaptiques expriment les protéines SNARE
nécessaires a la fusion. Comme nous le verrons dans la deuxiéme partie,
cette distinction mérite d’étre nuancée et il faudrait plutot dire que les
vésicules expriment des SNARE spécifiques tandis que les lysosomes en ex-
priment d’autres. De méme les granules & cceur dense. L’idée d’utiliser des
protéines fluorescentes repose sur ce principe. Or, les protéines naturelle-
ment, présentes dans les organelles ne sont pas ou peu fluorescentes. Il a
donc fallu imaginer des méthodes de génie génétique pour leur adjoindre

une partie fluorescente. La Protéine Fluorescente Verte (Green Fluorescent
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Protein, GFP en anglais) a en ce domaine révolutionné la biologie cellu-
laire. C’est une protéine fluorescente qui se trouve naturellement dans un
type de méduse (Aequora Victoria). Des centaines de protéines ont en effet

été synthétisées en 'associant a des protéines que 1’on souhaitait étudier.

Méthode

L’expression des protéines par une cellule dépend entre autres de 'infor-
mation contenue dans son ADN. La lecture d’une séquence d’ADN codant
pour une protéine (i.e. un géne) conduit ainsi a la production de la protéine
associée. En pratique, on ajoute donc au patrimoine génétique d’une cellule
— temporairement ou définitivement — une molécule d’ADN constituée
d’une partie codant pour la protéine naturellement présente dans la cellule
et d’une autre codant pour la protéine fluorescente. Chaque plasmide ou
morceau d’ADN circulaire est synthétisé en isolant la partie intéressante
de 'ADN et en la multipliant en de trés nombreux exemplaires. Une fois
associés les deux plasmides aprés des séquences de coupure et de ligation,
il reste & injecter le plasmide complet contenant les deux séquences d’ADN
(endogéne et exogéne) dans les cellules en culture et a attendre qu’elles
expriment les protéines correspondantes. Nous montrons dans la figure 2.4
extraite de [62] deux exemples d'une telle construction associant la protéine
S100B et la EGFP (dérivée de la GFP). Pour ajouter la protéine SI00B a
une extrémité de la EGFP (au début i.e. & extrémité N ou a la fin i.e. &
lextrémité C), sa séquence d’ADN est fusionnée a I'une ou l'autre des ex-
trémités de la séquence d’ADN de la EGFP. Par ailleurs, pour que la cellule
puisse transcrire puis traduire un géne en protéine, il faut qu’elle reconnaise
une séquence d’amarrage et de mise en focntionnement de sa machinerie.
Cette séquence porte le nom de promoteur. C’est ici le promoteur du cy-
tomegalovirus (CMV) qui a été utilisé comme dans les contructions que
nous présentons dans la deuxiéme partie. Puis la production de la protéine
débute a la lecture d’un message de départ. De méme, la lecture d’un géne

se termine quand la machinerie de la cellule rencontre un message d’arrét ou
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de stop. Il faut donc veiller & supprimer ces messages pour que la protéine

synthétique ne s’arréte pas a sa premiére partie.

Fi1G. 2.4 — Fusion d’une protéine fluorescente a une protéine endogéne

a b
ext ext
Xhol Bglll
20bp linker
S100B ., 20b
5 3 no start
10 SO Jinker s.__SI100B ,,
4y BamHI Sall
pr\\t
1 ext £x
MC3 EGFP
CMV EGFP CMV,
MCS

Le géne de S100B a d’abord été isolé et amplifié par une métho-
de nommée en anglais polymerase chain reaction. a La séquence
d’ADN codant pour S100B a été ensuite liée a la terminaison N de
celle de la EGFP. Le signal stop a été éliminé et remplacé par un
morceau d’ADN permettant [’association des deux plasmides. b Ici,
S100B a été fusionnée a la terminaison C de la EGFP. Il a donc
fallu remplacer le message de départ par une séquence de liaison au

gene de la EGFP. CMV : cytomegalovirus.

Dans le cas d’une protéine vésiculaire comme par exemple une SNARE,
I’association avec la GFP ou une de ses variantes — de spectre, d’inten-
sité ou de sensibilité & I’environnement différents — permet que certains
organelles deviennent fluorescents. Deux controles s’imposent néanmoins
quant & I'influence de la partie exogéne fluorescente sur la partie endogéne.
Il faut d’'une part vérifier que la cellule a bien reconnu dans la nouvelle
protéine la séquence signal de la protéine vésiculaire endogéne et de facon
plus générale qu’elle a été correctement acheminée vers les bons types d’or-

ganelles [63]. D’autre part, la présence de la protéine fluorescente ne doit
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pas perturber le fonctionnement de la protéine endogéne. C’est pourquoi,
dans la construction que nous utilisons et présentons dans la deuxiéme par-
tie, la partie fluorescente a été ajoutée a la partie intra-vésiculaire de la
protéine vésiculaire trans-membranaire synaptobrévine afin de ne pas géner

la formation du complexe trans-SNARE (voir figure 1.7).

2.4 Deécomposition spectrale (Unmizing)

2.4.1 Principe

Aprés avoir détaillé le principe des techniques permettant de marquer
sélectivement et d’observer les organelles au moment de leur exocytose, il
nous reste a présenter une méthode qui évite de tomber dans 1’écueil de
fausses identifications des organelles a cause du recouvrement spectral des

colorants ou de la présence d’autofluorescence : le unmizing.

Comparaison avec I’'imagerie deux couleurs

Cette technique consiste en la détermination des quantités de colorants
dans une image, grace a la mesure de son spectre considéré comme la com-
position des spectres des colorants recherchés. Par exemple, si une région ne
peut contenir qu’une protéine fluorescente et ’autofluorescence, son spectre
global est un mélange des spectres de la protéine et de 'autofluorescence
dont la forme dépend de leur quantité. Le unmizing calcule ces quantités.

En fait, comme la prose inconsciente de M. Jourdain, I'imagerie simul-
tanée de deux colorants grace a deux bandes spectrales est du unmizing
qui s’ignore. L’image deux couleurs de deux colorants consiste en effet en
un spectre a deux dimensions (une pour chaque couleur, par exemple vert,
V et rouge, R) avec deux inconnues (la quantité de chaque colorant, par
exemple la GFP verte et la RFP rouge). En notant

0 = (wv) (2.4)

WR
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le signal des deux canaux spectraux V' et R présent dans I'image et

X — (XGFP,V)

GFP XGFPR (2 5)
X _ XRFP,V

RFP XRFP,R

le signal des deux canaux spectraux V et R que nous aurions s’il n’y avait
que de la GFP ou de RFP, i.e. les spectres de référence des colorants purs,

nous obtenons en ’absence d’erreur :

—

w = agrpXgrp + CrRFPXRFP (2.6)

ol agrp et agpp sont les quantités inconnues des deux colorants. Dans le cas
de colorants totalement distincts spectralement, i.e. dans la configuration
ou l'imagerie a deux couleurs est suffisante, chaque colorant GFP et RFP
n’émet de la fluorescence que dans son canal vert et rouge respectivement,
donc leur contribution dans I'autre bande spectrale est nulle, ce qui s’écrit :
Xorr = (797) ot Xarp= () (27)

0 XRrrP

[’équation (2.6) s’écrit donc tout simplement :

wy = ogrpXGrp (2.8)

WR = QRPPXRFP

L’observation d’un canal spectral V' ou R contient la fluorescence émise par
un seul colorant aussi, la résolution du systéme (2.8) est immédiate et passe

méme inapercue ! Mais ’analyse de I'image n’en est pas moins du unmizing.

Principe du unmixing linéaire

En général, les deux colorants n’ont pas des spectres parfaitement sé-
parés et le signal d’un canal contient la contribution des deux. Par ailleurs,
toute image est bruitée (au moins par le bruit photonique). Si nous sup-
posons encore que les signaux des deux colorants s’ajoutent (linéarité), nous
pouvons reprendre ’équation (2.6) mais en ajoutant I’erreur — inconnue —

par rapport au modéle idéal, 7.

— -—
W = agrpXerp+ arrpXrrp + 1 (2.9)
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Le unmizing linéaire cherche les quantités agrp et arpp qui permettent

au mieur de reconstituer le signal W a partir des spectres des deux co-

lorants Xqgrp et Xgrrp. Il va de soi que cette opération n’a de sens que
si m est petit. Aussi certains algorithmes de unmizing introduisent-ils une
inconnue (éventuellement matricielle) supplémentaire pour tenir compte de
la présence d’un ou de plusieurs colorants non déterminés qui influencent
trop le modéle, & deux colorants dans notre exemple [64]. I1 s’agit alors de un-
mizing partiel dans la mesure oti I’on ne détermine pas la quantité de tous les
colorants présents dans I'image, mais seulement de ceux dont on connait le
spectre. Dans le cas des astrocytes en culture, les images ne peuvent contenir
que de I'autofluorescence plus les colorants exogénes (protéines fluorescentes
ou colorants chimiques). Comme le spectre de 'autofluorescence est assez
constant, (voir le premier chapitre de la deuxiéme partie), nous connaissons
les spectres purs de tous les colorants en présence. La source de 'erreur
7 non expliquée par le modéle peut donc étre considérée comme du bruit

d’espérance mathématique nulle et de variance suffisamment petite *.

A cause de lerreur 7, il n’y a pas de solution exacte, mais seulement
approchée. Aussi, plus le nombre de canaux spectraux est élevé, plus ’esti-
mation est fiable (voir 'annexe E). S’il y a moins de canaux que de colorants,
il y a une infinité de solutions, ce qui n’est pas acceptable, mais d’un autre
cOté, le nombre de canaux est limité par le signal disponible ou la durée de

I'acquisition. Un optimum est donc & trouver [65].

La méthode de résolution du systéme d’équations linéaires dépend en-
suite en toute rigueur de la statistique suivie par le bruit qui introduit 1’er-
reur [65]. Nous avons supposé une statistique gaussienne (vérifiée a posteri-
ori, voir la deuxiéme partie). En outre, nous avons supposé que la variance

du bruit était identique dans tous les canaux spectraux?. Nous avons donc

INous préciserons a la fin du premier chapite de la deuxiéme partie quelle contrainte

sur le rapport signal-sur-bruit cette hypothése suppose.
2En réalité, ’examen de quelques exemples montre que les variances sont légérement

différentes, ne serait-ce qu’en raison du bruit photonique qui est plus grand dans les

canaux plus intenses. Cependant, le rapport entre les variances dépend des organelles et
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appliqué la méthode de résolution par les moindres carrés ordinaires. Celle-ci
consiste a minimiser I’erreur quadratique entre le signal et sa reconstitution,

7.e. & minimiser
HW — (OZGFPXGFP + OZRFPXRFP) H

en faisant varier agrp et agrpp qui sont les estimations des quantités des
deux colorants.
On peut montrer [66] que si les spectres de référence sont indépendants,

la solution est analytique et s’exprime par :
@ =(XX)'Xw (2.10)

avec X la matrice rassemblant les spectres de références. Notons au passage
que la matrice XX doit étre inversible. Il est facile de montrer que cette
condition est équivalente & I'indépendance des spectres de référence [67].
Le unmizing linéaire fournit donc une estimation des quantités de co-
lorants dans une image si les spectres de référence des colorants purs sont
connus. Les deux premiers chapitres de la deuxiéme partie exposent com-
ment les obtenir dans le cas de protéines fluorescentes ou de colorants chim-

iques.

2.4.2 Cas particulier du unmizring uni-vésiculaire

Le unmizing est trés utilisé en imagerie satellitaire pour caractériser des
zones topographiques [64] et en biologie cellulaire pour extraire le signal
provenant d’un colorant parmi plusieurs ou étudier leur colocalisation [65].

Dans ces deux applications, le rapport de taille entre les pixels du dé-
tecteur et les composants dont le unmiring détermine la quantité — forét

ou protéine fluorescente— est trés supérieur a un®. Mais si I'unité de travail

des colorants aussi, la prise en compte de ces différences par les moindres carrés pondérés

n’a pas produit de meilleurs résultats en terme de qualité de la reconstitution des images.
3Evidemment, nous ne parlons pas ici des satellites & haute résolution spatiale qui

ne nécessitent pas le unmizing puisqu’ils voient les objets individuellement, maison ou

merkaba.
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en topographie peut étre le pixel individuel, 'imagerie en biologie cellulaire
s’applique habituellement a étudier la composition d’ensembles — noyau ou
cytoplasme — en rassemblant I'information des pixels qu’ils contiennent.
Tout a fait différent est le cas de la caractérisation d’organelles individuels
qui sont décrits par quelques pixels seulement. De plus, leur taille est proche
de la résolution optique. Leur image est donc étalée par la diffraction. A
cause du bruit, en particulier électronique, les pixels qui la composent ne
sont donc certes pas corrélés, mais ils contiennent une information commune
qui est le spectre de 'organelle étalé par la diffraction. L’application du un-
mizing a la colocalisation de colorants au niveau uni-vésiculaire requiert

donc la prise en compte de ces particularités.

Par ailleurs, les résultats du unmizing souffrent traditionnellement du
manque d’information sur leur fiabilité. La différence entre I'image et sa
reconstitution fournit un moyen de comparer la validité de deux estimations
entre elles mais comment quantifier la fiabilité absolue d’un résultat du un-
mizing 7 Nous verrons dans le premier chapite de la deuxiéme partie (et
plus en détails dans I’annexe E) comment nous avons introduit un moyen

quantitatif d’évaluer cette fiabilité.

2.5 Conclusion

Ce second chapitre de la premiére partie nous a permis de détailler les
méthodes utilisées dans cette thése pour résoudre les questions soulevées
dans le chapitre précédent :

— existe-t-il dans les astrocytes des organelles capables d’exocytose régulée ?

— Si oui, quelle est leur identité ?

Dans la partie suivante, nous présentons les résultats que nous avons obtenus
dans cette optique. Nous avons rencontré au cours de notre investigation des
problémes techniques liés a la présence d’autofluorescence et au recouvre-
ment spectral des marqueurs vésiculaires. Nous avons donc d’abord élaboré

des méthodes pour éliminer ces problémes puis, grace a elles, nous avons
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considéré "autofluorescence non plus comme un obstacle technique mais en
tant qu’objet biologique digne d’intérét dans le cadre de ’exocytose.

Le premier chapitre est ainsi consacré a ’application du unmizing a
I'imagerie uni-vésiculaire dans le but de mettre au point une méthode quan-
titative pour détecter la présence et la colocalisation de marqueurs fluo-
rescents sur des organelles individuels en présence d’autofluorescence, autre-
ment dit pour étre capable d’identifier des organelles individuels. Ces résu-
lats ont été publiés dans Furopean Biophysics Journal.

Le deuxiéme chapitre donne un exemple des performances de notre
méthode en mettant en évidence les erreurs systématiques de colocalisation
commises par plusieurs auteurs a cause du recouvrement spectral de leurs
marqueurs. Concrétement, nous montrons que l'identité des organelles libé-
rables dans les astrocytes telle qu’elle a été réalisée dans les études de Bezzi
et al. et Crippa et al. [37, 38] n’a pas été faite correctement. Cette étude a
fait I’objet d’un article actuellement soumis a Biophysical Journal.

Enfin, I’autofluorescence dans les astrocytes en culture fait ’'objet d’une
étude particuliére dans le troisiéme et dernier chapitre. Nous y présentons
des résultats préliminaires non publiés sur l'identification des composés
autofluorescents et des organelles qui les contiennent ainsi que sur la ca-
pacité des astrocytes a les sécréter par la voie de ’exocytose régulée. Pour
faciliter la lecture, nous avons renvoyé en annexes la présentation détaillée

du poste expérimental et des calculs relatifs au unmizing.
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Chapitre 1

Mise au point de la méthode
décomposition linéaire spectrale

uni-vésiculaire

1.1 Introduction

1.1.1 Applications du unmizxing

Les méthodes de classification reposant sur l'imagerie spectrale sont
courantes en imagerie satellitaire!. Appliquée a la microscopie en fluores-
cence, l'imagerie spectrale et la décomposition (unmizing) linéaire (SILU
en anglais) améliore la détection de la fluorescence dans le transfert d’én-
ergie par résonance (FRET) ainsi que la séparation de fluorophores dont
I’imagerie simultanée avec deux ou trois bandes spectrales est impossible a
cause d'un recouvrement spectral trop important.

Le but de cette étude était d’évaluer les performances de SILU pour
déterminer ’expression et la colocalisation de fluorophores sur des objets
ponctuels de taille proche de la résolution optique. Cette situation est typ-

ique pour un nombre croissant d’applications biologiques, bioanalytiques et

'Les références bibliographiques sont données dans 1’article en anglais inséré page 73.

Les figures et tableaux cités s’y référent également.
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biophysiques ou 1’'on détecte du FRET émis par des molécules individuelles,
des microdomaines calciques, des nanocristaux de semiconducteurs ou des
chromosomes lors de génotypages spectraux.

On rencontre une situation similaire dans les expériences de marquages
doubles ou multiples qui reposent sur les variantes spectrales de la Pro-
téine Fluorescente Verte (GFP). Ainsi, bien qu'une gamme de couleurs plus
large devient sans cesse disponible, le choix de colorants bien séparés spec-
tralement est encore trés restreint. Par exemple, une étude récente dans
des animaux transgéniques démontrait que la formation de précipités limite
I'utilisation de la protéine rouge issues des coraux. Aussi, les meilleures pro-
téines fluorescentes ont un recouvrement spectral considérable et ne peuvent
pas étre séparées par des jeux de filtres spécifiques. Cependant, méme si I'on
pouvait utiliser deux protéines fluorescentes bien distinctes spectralement, le
signal des protéines serait perturbé dans de nombreuses préparations par la
présence d’autofluorescence (AF). C’est pourquoi, bien que dans une expéri-
ence typique le nombre de colorants soit limité & deux ou trois, les spectres
des fluorophores en présence se recouvrent souvent en grande partie et le

unmizing devient nécessaire.

1.1.2 Principe du unmixing

Le unmizing spectral est une technique qui quantifie la présence de
plusieurs fluorophores dans des pixels composites, i.e. contenant plusieurs
colorants. Elle assigne a chaque pixel la fluorescence qu’il aurait recue s’il
n’avait contenu qu’une seule composante spectrale pure. A cause de leur
simplicité, les modéles linéaires ont acquis une grande popularité face aux
modéles de moments d’ordre supérieur et sont maintenant disponibles dans
les logiciels de microscopie commerciaux. Le spectre de chaque pixel est
considéré comme la superposition linéaire de spectres purs présents dans
ce pixel, pondérés par leur quantité qu’il s’agit de déterminer. Il faut donc
résoudre un systéme d’équations linéaires & coefficients constants dont le

nombre d’équations est égal au nombre de canaux spectraux et le nombre
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d’inconnues égal au nombre de colorants recherchés. A cause de la présence
de bruit, le modéle ne peut évidemment pas étre exact et la solution sera
une estimation. Dans le cas d’'un modéle vrai, i.e. si les spectres de référence
sont corrects et si le bruit a une variance nulle (en pratique, pas de lumiére
transmise qui introduit une erreur systématique dans la mesure des spec-
tres), la méthode des moindres carrés ordinaires donne une estimation non

biaisée minimisant ’erreur quadratique.

1.1.3 Cas particulier du unmixing uni-vésiculaire

L’imagerie d’objets de taille proche de la résolution optique — ce qui est
le cas des organelles de sécrétion — serait enrichie par la possibilité d’en-
registrer leur signature spectrale. L’enregistrement de ces objets ponctuels
requiert une utilisation efficace des quelques photons émis avant le blanchi-
ment photo-induit (photobleaching) irréversible. C’est pourquoi, au lieu de
diviser le signal déja faible en plusieurs canaux spectraux totalement dis-
tincts, nous avons optimisé la fraction collectée de la fluorescence totale
émise (sur-échantillonnage) avec quelques canaux larges se recouvrant par-
tiellement et acquérant le signal successivement.

Par ailleurs, compte tenu de la taille des pixels du détecteur, I'image
d’un organelle s’étale sur quelques pixels seulement qui définissent le disque
d’Airy. Les pixels de ce disque contiennent des informations liées entre elles
par la diffraction et ne peuvent pas étre considérés comme indépendants.
Pour chaque organelle, nous avons d’abord extrait un spectre moins bruité
en moyennant le signal de tous les pixels de cette région aprés en avoir exclu
par un test statistique les pixels aberrants?.

Une librairie spectrale de référence contenait les spectres expérimen-
taux moyens des composantes spectrales pures mesurées dans des cellules
vivantes aprés transfection cytoplasmique. Nous avons vérifié que ces spec-
tres n’étaient pas altérés par le pH inférieur des organelles de sécrétion. La

performance de SILU pour la classification d’organelles individuels a été

2yoir annexe C
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évaluée dans deux scénarii réalistes :

— la colocalisation sur le méme organelle d’une protéine fluorescente
verte (EGFP) avec une protéine jaune (citrine)

— leur exclusion mutuelle en dirigeant la citrine et la EGFP vers des
organelles de type différent, respectivement des vésicules synaptiques
et des lysosomes.

Dans les deux cas, les cellules contenaient une autofluorescence de spectre
trés large recouvrant ceux des deux protéines.

Nous avons aussi déduit une expression statistique pour quantifier la
précision de 'estimation des quantités de colorants par SILU et cherché la
relation entre la précision obtenue et le rapport signal-sur-bruit des images
spectrales.

Finalement, SILU nous a permis de déterminer I’expression et la colocal-
isation sur des organelles individuels juxta-membranaires de protéines fluo-
rescentes malgré un important recouvrement spectral et la présence d’aut-

ofluorescence.

1.2 Reésultats

1.2.1 Observation des organelles - figure 1

Marquages fluorescents Pour marquer les organelles avec une protéine
fluorescente, nous avons utilisé la technique de la transfection transitoire
de cellules en culture secondaire®. Le plasmide contient I’ADN codant pour
la synthése d’une protéine vésiculaire attachée & une protéine fluorescente
(GFP ou dérivée). Son incubation en présence de lipofectamine induit la for-
mation d’un complexe qui traverse les membranes plasmique et nucléaire.

Au cours des deux jours suivant la transfection, une certaine fraction des

34.e. des cellules qui se sont développées & partir d’extraits de cerveau et qui restent
fonctionnelles pendant environ deux semaines. Certains nomment ces préparations cul-
tures primaires en opposition avec les cellules immortalisées comme les CHO ou les PC12.
La mise en culture de cellules change leur phénotype au fur et & mesure que les jours

passent [34, 52].
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cellules (environ 70 % dans nos expériences) transcrit le plasmide et ex-
prime la protéine. Si la cellule reconnait la partie non fluorescente de la
protéine, i.e. si elle produit naturellement la protéine vésiculaire, alors elle
dirige I’ensemble de la protéine transfectée vers les organelles spécifiques
qui deviennent fluorescents. Nous montrons en fig.1la,b I'image en champ
évanescent d’astrocytes respectivement transfectés par la synaptobrevine 2
(Sb) fusionnée & la citrine et par la sialine couplée a la EGFP. Les controles
encadrés consistent en la transfection par la sonde fluorescente seule : la

cellule ne reconnait plus la protéine qui finit dans le cytoplasme.

Résolution du microscope Nous présentons en fig.1c le profil spatial
en trois dimensions de I'image d’une bille de taille inférieure a la résolution
théorique du microscope. Il s’agit de la réponse impulsionnelle du micro-

scope appelée couramment Point Spread Function ou PSF en anglais.

La largeur de la PSF latérale est 340 nm. Or, les pixels de la camera CCD
mesurent 23 pum de coté, leur image dans le plan objet fait donc 190 nm
(grossissement 120x). Un objet ponctuel s’étale donc sur un disque de rayon
1,8 pixels. C’est pourquoi nous avons choisi de modéliser chaque organelle
par une région carrée de 3*3 pixels contenant l'information de organelle
central étalée par la diffraction. Autour de cette région centrale, une région
de 15*15 pixels définit I'environnement — le fond — de organelle. Nous
avons rejeté les organelles de taille supérieure a 1,5 fois la taille du disque

d’Airy.

1.2.2 Unmazing des pixels - figure 2

Champ évanescent et épifluorescence La sélection des organelles juxta-
membranaires s’est faite en microscopie a onde évanescente. Ensuite, 1’ac-
quisition du spectre a été réalisée en épifluorescence. En effet, la variation
de l'intensité en fonction de la profondeur dans la cellule caractéristique de

la TIRFM fausserait la mesure du spectre a cause du mouvement potentiel
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des organelles entre deux acquisitions *.

Pour que le signal dans le carré central provienne essentiellement de la
vésicule analysée et non des voisins, nous avons exclu les cas ol un autre
objet fluorescent était présent a 'intérieur du carré de 9*9 pixels autour du

spot.

Normalisation et dénormalisation Nous renvoyons a I’annexe B pour
le détail des calculs sous-jacents & ce paragraphe.

Nous mesurons un spectre d’émission discret a cing points définis par les
cinq filtres d’émission qui se succédent lors de ’acquisition. Les coefficients
QAF, OEGFP €t Qiitrine OU quantités de colorants issus du unmizing ont une
signification qui dépend de la normalisation des spectres. Nous avons opté
pour une normalisation qui assure I'égalité de 1’énergie entre tous les spectres
en divisant les spectres bruts par la somme de leurs composantes. La somme
des composantes des spectres normalisés est donc égale a un.

On montre facilement que dans ce cas, la somme des coefficients a vaut
également un en théorie, 'écart étant lié a l'erreur du modéle (a cause
du bruit ou de l'inexactitude des spectres de référence). Cette propriété
peut faire faussement passer les coefficients o pour les quantités relatives
de colorants : leur somme fait un, mais ce ne sont en fait que les quantités
des spectres de référence normalisés contenues dans le spectre normalisé du
pixel étudié.

En multipliant ces coefficients par [’énergie du pizel, i.e. par la somme
des composantes de son spectre brut, on obtient les quantités des spectres de
référence normalisés contenues dans le spectre brut du pixel étudié (dénor-
malisation), ce qui permet de réaliser une image reconstituée de la quantité
de chaque colorant en unités de spectres normalisés. Si I’on voulait représen-

ter ces images en concentration, il suffirait de connaitre la concentration de

4L’imagerie spectrale en champ évanescent est en cours de développement. Elle
présente 'immense avantage de fournir le spectre de tous les organelles visibles en TIRFM
et non de ceux également visibles en épifluorescence qui ne représentent qu’une fraction

des organelles visibles en TIRFM.
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colorant présente dans les spectres de référence normalisés.

1.2.3 Spectres de référence et pH - figure 3

Nous avons mesuré le spectre de référence de ’AF dans des organelles
de cellules non transfectées. En revanche, nous ne pouvions pas acquérir le
spectre de la EGFP et de la citrine dans des organelles car ils auraient pu
contenir de ’AF. Nous avons donc mesuré leur spectre dans le cytoplasme
de cellules transfectées par la seule protéine fluorescente. L’observation du
canal rouge permettait de vérifier 'absence d’organelles AF dans les régions
d’intérét.

Il a donc fallu vérifier que le spectre cytoplasmique (pH~ 7,3) était le

méme que le spectre dans les organelles (pH~ 5).

1.2.4 Validité des spectres de référence - figure 4

Le test scalaire des valeurs aberrantes utilisé a plusieurs reprises dans
I’article est une opération classique d’analyse de données. En revanche, le
test vectoriel employé pour le rejet des pixels aberrants dans le disque d’Airy
est une adaptation personnelle du précédent. Nous renvoyons a 'annexe C
pour sa démonstration.

Le unmixzing des régions ayant servi a la mesure des spectres de référence
confirme leur validité (cf. tableau 1). La fig.4 montre en outre que I’estima-
tion des quantités de colorants suit une statisque gaussienne, ce qui justifie
dans I'emploi des tests statistiques d’exclusion des valeurs aberrantes 1’'u-
tilisation de variables de Student pour les scalaires et de Fisher pour les

vecteurs.

1.2.5 Détection de ’expression et de la colocalisation

des protéines - figure 5

Principe de la détection La détection des protéines dans un organelle

individuel se fait en trois étapes qui répondent a trois questions :
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— le voxel ® est-il marqué ou ne contient-il que de I’AF ?

— ¢’il est marqué, est-ce par la EGFP, la citrine ou les deux ?

— les colorants présents sont-ils localisés dans 1’organelle ou seulement

dans le voxel, i.e. autour®?

Les deux premiéres étapes (fig.5a) sont réalisées par 'application du test des
valeurs aberrantes 7. La premiére entre le spectre de I'organelle et 1’ensemble
des spectres d’organelles AF qui ont permis d’obtenir le spectre de référence
de ’AF. La deuxiéme entre les coefficients du unmizing trouvés dans le voxel
de 'organelle d’une part et dans les voxels qui ont servi pour ’obtention des
spectres de référence des deux protéines d’autre part. Par exemple, un voxel
contenant les deux protéines aura des quantités normalisées de EGFP et de
citrine statistiquement différentes des quantités de ces protéines trouvées
dans les voxel EGFP purs ou citrine purs.

La nécesité de la troisieme étape est évidente dans le cas de la synap-
tobrévine dont une partie se retrouve dans la membrane ou si la protéine
transfectée n’est pas reconnue par la cellule et finit dans la cytoplasme. Afin
de déterminer la localisation des colorants, nous comparons sur les images
reconstituées de chaque fluorophore le signal au centre avec le signal pé-
riphérique, i.e. le signal du voxel central par rapport aux voxels voisins.
Il s’agit d’'un rapport signal-sur-bruit qui est encore un test des valeurs
aberrantes entre le signal du carré central de 3*3 pixels et le signal de la

périphérie divisée en carrés de méme taille (cf. fig.5b).

Résultats de la détection Nous avons testé notre méthode sur deux
exemples opposés. Le premier est le marquage des astrocytes par la EGFP
et la citrine sur les mémes types d’organelle (transfection par Sh-EGFP et
Sb-citrine). Nous attendions donc un grand taux de colocalisation entre les

deux colorants. 52 % des organelles portaient la EGFP et la citrine. Dans le

5L’objet & trois dimensions correspondant au signal collecté par un pixel est nommé
vozel. Par abus de langage, nous utiliserons ce terme pour désigner I’organelle et le volume

alentour dont I'image se projette sur le carré central de 3*3 pixels.

6voir annexe D

Tyoir annexe C
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second exemple, nous avons transfecté les cellules avec Sb-citrine et EGFP-
sialine. Sialine est une protéine lysosomale tandis que Sb est présente dans
la membrane des vésicules synaptiques. La colocalisation devait donc étre
inférieure au premier cas : elle fut de 28 %.

Remarque : la fig.5d montre la nécessité de la détection de la présence des
colorants non seulement dans le voxel mais aussi dans ’organelle. Les vozels
de tous les organelles de cette figure contiennent la EGFP et la citrine mais

seule une fraction des organelles contient vraiment les deux colorants.

1.2.6 Intervalle de confiance et SBR - figure 6

La derniére question abordée fut 'influence de I'intensité du signal sur
la faisabilité du unmixing uni-vésiculaire. Nous avons représenté en fig.6
I'intervalle de confiance de 'estimation des coefficients a d’organelles co-
transfectés par Sb-EGFP et Sb-citrine en fonction de leur intensité divisée
par le fond extra-cellulaire (signal-to-background ratio, SBR). Il apparait
clairement qu’'un signal suffisant est requis pour obtenir une estimation fi-
able, avec un SBR supérieur & 3 pour garantir un intervalle de confiance

inférieur a 0,1 (les coefficients a sont compris entre 0 et 1).

1.3 Conclusion

Des populations hétérogénes de vésicules ont déja été étudiées sur des
préparations fixées marquées par des anticorps spécifiques a l’aide de la
microscopie confocale, de I'imagerie assistée par la déconvolution ou de la
microscopie électronique. Par ailleurs, la fractionation sub-cellulaire suivie
d’une centrifugation ou de I'isolation de vésicules sur des billes recouvertes
d’anticorps sont des méthodes alternatives pour classifier les organelles hors
des cellules.

Evidemment, une meilleure compréhension des mécanismes des voies de
sécrétion paralléles qui co-existent dans les cellules non excitables électrique-

ment comme les astrocytes mais aussi dans les neurones, requiert I'imagerie
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en temps réel de cellules intactes. L’observation en TIRFM de vésicules
individuelles mobiles marquées par des protéines spécifiques fusionnées a
des protéines fluorescentes est possible depuis quelques années. L’identifica-
tion d’un organelle passe généralement par une étude de colocalisation entre
deux marqueurs. Cependant, la détection simultanée de deux sondes fluores-
centes a 'aide de deux filtres optiques sélectionnant deux bandes spectrales
nécessite des colorants spectralement distincts et une autofluorescence nég-
ligeable. C’est parce que ces conditions sont rarement réunies et en tout
cas non remplies pour ce qui est des astrocytes en culture que nous avons
développé 'application de SILU a I'identification d’organelles individuels.
[’imagerie spectrale appliquée a la microscopie différe de 'imagerie satel-
litaire entre autres par le rapport entre la taille des objets et celle des pixels.
En microscopie, I'image d’un objet ponctuel est étalée par la diffration sur
plusieurs pixels adjacents qui ne peuvent plus étre considérés comme in-
dépendants. Dans cette étude, nous avons tiré avantage de cette dépendance
pour extraire des spectres d’organelles individuels moins bruités grace au
moyennage sur les pixels du disque d’Airy. Pour réaliser le unmizing, nous
avons utilisé la méthode des moindres carrés, ce qui nous a permis d’in-
troduire I'intervalle de confiance de I'estimation des quantités de colorants.
Nous avons par ailleurs adapté le test des valeurs aberrantes pour savoir si
un organelle est marqué par une sonde fluorescente exogéne ou s’il est seule-
ment autofluorescent. Enfin, nous avons défini un critére qui s’applique aux
images reconstituées de la contribution de chaque colorant pour déterminer

leur présence dans des organelles individuels.

Une autre différence avec la topographie satellitaire est la quantité de
signal restreinte avant le bleaching. C’est pourquoi nous avons utilisé des
filtres d’émission qui se chevauchent en partie, quitte a devoir acquérir suc-
cessivement et non simultanément les composantes des spectres. La durée de
ces acquisitions est cependant assez courte pour suivre méme les organelles
mobiles et garantir la constance des spectres entre deux images. On peut

ainsi identifier en quelques secondes les organelles d’une cellule puis passer
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en TIRFM a haute résolution temporelle pour le suivi des vésicules, par

exemple en vue de 'application d’une substance excitatrice.

Le choix de I’épifluorescence pour la mesure des spectres d’émission s’im-
pose par la trop grande sensibilité de la TIRFM au mouvement des or-
ganelles selon ’axe optique. Mais le critére de détection des colorants dans
les organelles fondé sur la mesure du contraste des images reconstituées cor-
rige en partie la présence de fond inhérente a I’épifluroescence. Cependant,
cette méthode ne serait pas adaptée a des cellules ot la densité d’organelles
est trop élevée. Pour étre sirs que le spectre du voxel d’une vésicule n’é-
tait pas contaminé par des organelles voisins hors du plan focal, nous avons
sélectionné des régions en rapport avec la PSF du microscope qui définit
un volume dans lequel un seul organelle doit étre présent. La PSF latérale
peut étre modélisée par une fonction de Bessel dont le deuxiéme zéro est a
625 nm (3,3 pixels) du centre. Cette distance correspond a 99,6 % d’atténu-
ation et définit un anneau de diamétre 9 pixels autour du carré central de
3*3 pixels dans lequel aucun autre organelle ne doit étre présent. Dans la
direction axiale, le deuxiéme zéro est localisé a une distance 2o = 3,4 pm du
plan focal. Au final, 'organelle analysé doit donc étre seul dans un cigare
de volume V' = zomd?/4 = 8,3 um?. Avec environ 0,01 organelles/um?® dans
les astrocytes en culture, nous attendons n = pV ~ 0,08 organelles dans
cet élément de volume. Il y a donc une trés faible probabilité qu’un autre

organelle y soit présent.

Une importante conclusion de cette étude est que I’expression de la cit-
rine est moins facilement détectable que celle de la EGFP. Cette difficulté
est-elle due a une plus grande sensibilité au pH ou a la plus grande similarité
entre les spectres de la citrine et de ’'AF qu’entre la EGFP et ’AF ? Nous
pouvons exclure la derniére possibilité en remarquant que différentes quan-
tités d’AF n’influencent pas ’estimation des coefficients agitrine OU Qpgrp
ni leur précision (fig.supp.1). Par ailleurs, SILU ne détecte pas plus d’AF
dans la citrine pure que dans la EGFP pure et ne trouve pas plus de citrine

que de EGFP dans les organelles AF purs (tableau 1).
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De plus, les mesures spectrales a différents pH montre que le spectre
de la EGFP ne change pas jusqu’a pH 4,8 de telle facon que le spectre
de référence enregistré dans le cytoplasme est un bon modéle du spectre
vésiculaire. Nous avons d’ailleurs trouvé 96 % d’organelles Sb-EGFP dans les
cellules transfectées par cette protéine seule. Au contraire, un changement
dans le spectre de la citrine est perceptible & partir de pH 5,2, introduisant
peut-étre une légére différence entre le spectre de référence cytoplasmique et
le spectre vésiculaire. Nous n’avons détecté que 68 % d’organelles Sh-citrine
dans les cellules transfectées par cette protéine seule. Cependant, les mémes
résultats furent obtenus en utilisant le spectre de la citrine a pH 5,2 tandis
que les spectres acquis a pH inférieurs ont donné des résultats encore moins
bons. Nous avons donc conclu comme pour la EGFP que le spectre de la
citrine dans des organelles légérement acides n’était pas différent du spectre
cytoplasmique.

La difficulté a détecter la citrine serait plutot due a I'intensité moindre
de cette protéine, comme le suggére la plus faible luminosité des organelles
marqués par Sh-citrine par rapport a ceux portant Sb-EGFP (0,32 + 0, 14
contre 0,67 £ 0,30, N = 25 organelles). Ce n’est pas un effet plus grand du
pH sur cette protéine car les intensités de la citrine et de la EGFP mon-
trent la méme dépendance au pH (fig.3c,d). Mais la plus faible luminosité
absolue de la citrine pourrait conduire a partir de pH 5,2 a des intensité
trop faibles par rapport au bruit, ce qui expliquerait la légére variation du
spectre de la citrine a ses deux extrémités a partir de ce pH. D’ailleurs, les
spots de faible intensité ont généralement un spectre légérement différent
des spots plus brillants (données non présentées). En fait, il était & prévoir
que la citrine serait moins intense car I’excitation a 458 nm est plus efficace
pour la EGFP. Mais il serait difficile de pallier ce probléme en augmentant
la longueur d’onde d’excitation dans la mesure ou la lumiére transmise dans

le premier canal (510 nm) augmenterait et avec elle le bruit .

81ci aussi, SILU bénéficierait du unmizing en TIRFM car on exciterait successivement
a 458, 488 et 514 nm. Les deux protéines seraient ainsi toutes deux éclairées & leur

maximum d’excitation. Voir page 128.
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Ces considérations s’appuient sur 'hypothése de bon sens que la détec-
tion est plus facile si le signal est plus grand. C’est ce que confirme la fig.6
qui représente ’'intervalle de confiance de ’estimation du coefficient apgpp
en fonction du rapport signal-sur-fond (signal-to-background ratio, SBR) des
organelles transfectés.

En conclusion, nos résultats démontrent que le SILU de régions de la
taille du disque d’Airy contenant des pixels inter-dépendants apporte 1’es-
timation fiable de I'expression et de la colocalisation de protéines sur des
organelles de sécrétion individuels dans des cellules vivantes. Nous pensons
que notre technique pourra jouer une influence dans une large variété d’ap-
plications de biologie cellulaire ot les mesures conventionnelles a deux ou
trois bandes spectrales ne parviennent pas a produire des données fiables de

colocalisation.

1.4 Article
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Chapitre 2

Application de la méthode :
colocalisation entre 1’acridine

orange et la EGFP

2.1 Introduction

[’acridine orange (AO) C;7H19N3, 3,6-bis(dimethylamino)acridine hy-
drochloride, est une base faible, un colorant métachromatique et un agent
intercalant qui a été utilisé pour étudier ’ADN, le gradient de pH & travers
les membranes des vésicules, lysosomes et endosomes'. L’AO permet de
voir la fusion des vésicules de sécrétion mais marque indistinctement tous
les compartiments acides, lysosomes et endosomes également. Pour sup-
primer cette ambiguité, trois études récentes ont fait exprimé la protéine
fluorescente verte (EGFP) fusionnée a des protéines caractéristiques des
vésicules de sécrétion et ont observé la perte de fluorescence rouge (soi-
disant due a ’AO) a partir d’organelles verts (soi-disant EGFP). Pourtant,
I’AO peut émettre de la fluorescence a la fois verte et rouge. Nous avons
recherché, grace a la décomposition spectrale linéaire uni-vésiculaire (SILU),

dans quelle mesure I'expression de la EGFP peut étre recouverte par le mar-

'Les références bibliographiques sont données dans 1’article en anglais inséré page 79.

Les figures et tableaux cités s’y référent également.
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quage avec AQO. Il est apparu que la détection spectrale corrige les données
ambigues issues d’images deux couleurs et donne une explication des dif-

férents résultats entre les études de colocalisation précédentes.

2.2 Reésultats

2.2.1 Meétachromasie de I’AO dans les organelles -

figure 1

Les images en microscopie par onde évanescente (TIRFM) d’astrocytes
corticaux chargés en AO (5 pM, 15 min & 37~ C) montrent une fluorescence
punctiforme rouge et verte. L’incubation a 23 ° C donne le méme résultat.

On considére que la métachromasie de ’AO est due a la co-existence
de monomeéres fluorescents verts (m.AO) et de diméres fluorescents rouge
(d.AO). Leur relative abondance et donc la forme du spectre composé
dépend de la concentration en AO ([AO]). Les spectres d’émission de la
EGFP et de I’AO verte présentent un grand recouvrement qui semble com-
promettre leur séparation dans des images deux couleurs. La question est
donc de savoir si les organelles marqués avec la EGFP peuvent étre distin-

gués de ceux chargés avec les monomeéres d’AO.

2.2.2 Obtention des spectres de référence de m.AO et
d.AO - figures supplémentaires 1 et 2

Pour séparer les deux formes de ’AO au niveau uni-vésiculaire et dé-
tecter la EGFP en présence de m.AQO, nous avons utilisé SILU 2 en acquérant
successivement cinq images spectrales (510£10, 535425, 560+20, 615+22,5
et 6701+20). Les spectres purs de chaque fluorophore furent obtenus, pour
la EGFP & partir d’astrocytes exprimant pEGFP-N1 dans le cytoplasme et
pour d.AO et m.AO a partir de solutions aqueuses contenant 20 mM [AO] et

0,5 mM avec 20 % de Triton-X respectivement. La mesure des temps de vie

2yoir le chapitre précédent
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de la fluorescence (lifetime) de ces échantillons confirment que les spectres

sont stables entre pH 5 et pH 7.

2.2.3 Unmixing de ’AO - tableau 1 et figure supplé-

mentaire 3

Comparaison des spectres en présence Nous avons montré dans le
chapitre précédent que SILU détecte I'expression et la colocalisation de la
EGFP et de la citrine au niveau de vésicules individuelles d’astrocytes.
En particulier, SILU permet leur détection malgré la présence d’autofluo-
rescence (AF) dont le spectre recouvre en partie ceux des deux protéines
fluorescentes. Nous avons eu la surprise de constater que ’'on peut trouver
une combinaison linéaire de m.AO et d.AO (& environ 0,5 mM [AO]) qui
reproduit quasiment le spectre de I’AF. C’est pourquoi nous n’avons gardé
que les cellules contenant une autofluorescence de faible intensité (au moins
dix fois moindre que intensité des organelles AO). En revanche, le spec-
tre d’émission de la EGFP est suffisamment distinct de celui de m.AQO et
d.AO pour que le SILU de ces trois colorants soit possible d’un point de vue

spectral.

Unmizing de I’AO seule Pour vérifier que la métachromasie de I’AO
dans les organelles peut étre modélisée par la somme pondérée des spectres
de référence de m.AO et d.AO, nous avons appliqué SILU a des cellules mar-
quées par I’AO selon différentes conditions de chargement. Effectivement,
SILU détecte une progression dans la proportion de m.AO et d.AO qui est
compatible avec la dépendance en concentration de la métachromasie. Nous
avons aussi remarqué que méme a 5 pM pendant 15 min & 37° C, 40 % des
organelles AO contenaient m.AO et 55 % aprés incubation &4 23° C. A 2 uM,

tous les organelles en contiennent.
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2.2.4 Unmixing de ’AO en présence d’organelles EGFP
- tableau 2 et figure 2

Disposant dés lors de SILU pour ’AO et la EGFP, nous avons cherché
si la présence de m.AO dans les organelles pouvait produire de fausses colo-
calisations sur des cellules transfectées par Sb-EGFP et chargées par I’AO
dans les conditions de Crippa et al. Les organelles verts qui auraient été
classés par imagerie deux couleurs en 20 % EGFP (verts) et 80 % EGFP-
AO (verts et rouges) ne contenaient en fait que de I’AO. L’absence de EGFP
pouvait étre due aux choix malheureux de cellules non transfectées puisque
nous ne les avions analysées qu’aprés incubation avec I’AO. Aussi avons-
nous d’abord sélectionné une cellule transfectée et appliqué ensuite I’AQO.
Aprés incubation et rincage, SILU ne parvint plus a détecter des organelles
contenant de la EGFP dans la méme cellule. Une autre raison suffisante
pour expliquer I'absence de détection de EGFP pourrait étre une différence
entre les intensités de la EGFP et ’AO. Effectivement, nous avons trouvé
que les organelles AO sont dix fois plus lumineux que les organelles EGFP,

ce qui rend impossible I'observation simultanée de ces deux colorants.

2.3 Conclusion

En conclusion, la présence dans les organelles de m.AO verts beaucoup
plus intenses que la EGFP empéche la détection de cette protéine fluo-
rescente et suggére de fausses colocalisations entre I’AO rouge et la EGFP.
En outre, il est improbable de trouver une meilleure combinaison de filtres
puisque le spectre d’émission de m.AQO s’étend de 510 a 570 nm.

Ces erreurs systématiques de colocalisation en imagerie deux-couleurs
pourraient expliquer les écarts entre deux études récentes utilisant le mar-
quage simultané d’organelles avec I’AO et la EGFP. En outre, nos résultats
remettent en question l'identité des organelles libérables dans les astrocytes

étudiés dans ces articles, dans la mesure o1 ils ne contiennent peut-étre que

de ’AO mais pas de EGFP.
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2.4 Article (soumis)
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Chapitre 3

Autofluorescence

3.1 Introduction

Dans les chapitres précédents, nous avons présenté la méthode du un-
mizing uni-vésiculaire en expliquant pourquoi elle est nécessaire dans les
études de colocalisation sur des cellules vivantes. Nous avons illustré le pro-
bléme du recouvrement spectral des colorants dans le chapitre sur ’acridine
orange. C’est ici du point de vue de la biologie et non plus de la méthode
que nous voudrions aborder la seconde cause d’erreur, a savoir la présence
d’organelles autofluorescents (AF).

Un organelle fluorescent peut étre une vésicule issue de 'appareil de
Golgi, un endosome (précoce ou tardif), un lysosome, une vésicule de sécré-
tion (synaptique ou & cceur dense), un peroxysome ou méme une mito-
chondrie. En ce qui concerne les molécules fluorescentes contenues dans les
organelles, les sources habituelles sont les flavines, NADH et la porphyrine
|68, 69]. Les deux premiéres participent dans les mitochondries a la chaine
du transport des électrons responsable de la principale production d’ATP
dans les cellules eucariotes. La troisiéme y participe également en formant
la structure des hémes' mitochondriaux [48].

Les organelles autofluorescents pourraient donc étre a premiére vue des

'Les hémes sont des molécules organiques cylindriques contenant un atome de Fer. Ils

transportent ’oxygéne dans ’hémoglobine et les électrons dans les mitochondries.
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mitochondries. Les expériences préliminaires dont nous présentons les résul-
tats ont été menées afin de répondre a la question de I'identité des organelles
et des composés AF. L’étude de ’excitabilité de ces organelles conclura cette

investigation sur I’autofluorescence des astrocytes.

3.2 Identité des organelles AF

3.2.1 Intensité

L’intensité de la fluorescence des organelles AF est le premier paramétre
que nous présentons. Il n’a pas de rapport immédiat avec leur identité mais
permet de mieux caractériser ’autofluorescence.

Dans les astrocytes en culture (du moins dans ceux que nous avons util-
isés), AF a une intensité trés variable non pas tant entre les organelles d’une
méme cellule, ni entre les cellules d'une méme lamelle mais entre les prépara-
tions. D’une semaine sur l'autre, malgré I’application du méme protocole de
culture, les cellules peuvent présenter des niveaux d’autofluorescence dont
le rapport peut aller de un a dix. Nous n’avons a présent aucune explica-
tion de cette variabilité. En effet, toutes les tentatives pour réduire I’AF ont
échoué.

— La déprivation de serum pendant 24-48 h

— Le remplacement du serum de veau (FCS) par celui de cheval

— L’omission de phenol-red

— L’essai d’une autre souche de souris (astrocytes préparés a partir de

souris NMRI au lieu des OF-1).
L’AF n’est donc probablement pas due & un artefact de culture facilement
contournable. Notons par ailleurs que les astrocytes contiennent de 'aut-
ofluorescence in vivo (Jean-Francois Llitjos, communication personnelle).

La variabilité de l'intensité de I’AF a une conséquence évidente d’'un
point de vue méthodologique : & chaque série de transfections avec des pro-
téines fluorescentes, il faut vérifier sur une lamelle controle 'intensité de

I’autofluorescence afin de vérifier si elle est négligeable. Dans le cas con-
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traire, le unmixing est nécessaire. Les images de la figure 3.1 représentent
les quantités de EGFP et d’AF issues du unmizing dans deux organelles
de la méme cellule transfectée par EGFP-Sialine. Le premier (& gauche)
contient les deux fluorophores tandis que le second (a droite) n’est qu’aut-
ofluorescent. L’image des intervalles de confiance est représentée en dessous.
L’unité des images est en nombre de spectres purs. Pour les exprimer en in-
tensité dans le canal vert du filtre 535425 nm, il faut les multiplier par

'intensité des spectres purs dans ce canal 2.

F1G. 3.1 — Intensités de ’AF et de la EGFP

’ E ﬁ
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Le tableau 3.1 détaille les paramétres du unmizing pour les deux or-

.
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ganelles. La EGFP du premier est trois fois plus intense que son AF mais
du méme ordre de grandeur que I’AF du second. En outre, celui-ci ne con-
tient pas de EGFP. L’observation sans unmizing de ces organelles conduirait
donc faussement a la détection de EGFP dans les deux. En revanche, I’AF
peut généralement étre négligée lors d’'un marquage avec un colorant chim-

ique intense comme ’acridine orange (cf. chapitre 2).

2yoir annexe B
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TAB. 3.1 — Unmixing des organelles

Test de Détection Détection Intensité | Intensité
marquage de AF de EGFP de AF de EGFP
(limite=2,31) | (limite=1,76) | (limite=1,76) (cts) (cts)
organelle 1 23,2 +£ 0.4 8,7+ 2,1 8,5+ 1,0 320 £ 63 | 1040 £ 79
organelle 2 | 2,1 + 0,1 78+ 1,2 1,9+20 | 982+ 110 | 349 + 137

3.2.2 Répartition dans la cellule et mouvement

L’observation en épifluorescence des astrocytes en culture sans colorant
révele une myriade d’organelles autofluorescents qui peuvent étre trés mo-
biles. La figure 3.2 en montre un exemple. LAF est localisée dans toute
la cellule, autour du noyau et dans les prolongements (barre d’échelle : 20
pm). La fleche désigne un organelle dont la figure 3.3 décrit le mouvement
(le temps est indiqué en secondes et la barre d’échelle représente 3 um). Ces
images ont été acquises en épifluorescence, excitation 488 nm, dichroique
500LP, émission 535+25 nm, objectif 60x-NA1.45, temps d’exposition 0,5 s,
camera Quantix (Ropert Scientific).

Remarque : il semble que trois cellules soient accolées sur cette image comme
le montre la présence de trois noyaux. Dans ce rapport, nous utilisons le

terme d’ilot pour désigner un tel ensemble.

Trois caractéristiques ressortent de l’observation du mouvement des or-
ganelles AF. D’abord, les organelles des prolongements astrocytaires suivent
généralement une trajectoire rectiligne, comme s’ils étaient guidés par le cy-
tosquelette. C’est le cas des organelles de la région en haut a droite de la
figure 3.2. Ensuite, le mouvement est souvent saccadé, comme on peut le
voir dans la figure 3.3. Enfin, la mobilité est trés variable. Comme on le
voit sur la figure décrivant le mouvement d’un organelle, d’autres restent

immobiles.
Potokar et al. ont étudié la cinétique des granules a cceur dense astrocy-
taires marqués par la protéine fluorescente pro-ANP-Emd [70]. Ils trouvent

une vitesse moyenne de 0,4 um.s. L’organelle de la figure 3.3 a une vitesse
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F1G. 3.2 — Organelles autofluorescents dans les astrocytes

Fic. 3.3 — Mobilité des organelles AF

moyenne le long de son parcours égale & 0,14 pum.s! avec une vitesse maxi-

male de 0,4 um.s'. Les autres organelles de la méme cellule ont une vitesse
identique ou inférieure. Crippa et al. obtiennent quant & eux une vitesse
moyenne de 3,5 £ 0,4 um.s' pour les vésicules synaptiques astrocytaires
— marquées par la synaptobrévine2-EGFP — en mouvement directionnel
[38]. Toutes nos images ont été prises a température ambiante (21-23°C)
tandis que Crippa et al. travaillaient & 37 ° C et que Potokar et al. ne le pré-
cisent pas. Il est donc difficile de comparer la norme des vitesses entre nos
données et les leurs. En revanche, les trois caractéristiques du mouvement
(rectiligne, saccadé, mobilité variable) coincident avec les observations de

ces deux articles.

Cette étude sur la mobilité des organelles AF ne permet donc pas de

déterminer & quelle catégorie d’organelles ils appartiennent mais elle mon-
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tre au moins que ces spots autofluorescents sont vraisemblablement des

organelles et non des radeaux lipidiques membranaires par exemple 3.

3.2.3 Spectres

Le spectre de 'autofluorescence apporte des informations cruciales pour
identifier les composés responsables de ce signal. L’article sur le unmizing
présenté dans la premiére partie a déja utilisé le spectre d’émission de I'aut-
ofluorescence. Nous le présentons & nouveau ici pour avoir une description
compléte de ces organelles (figure 3.4 a gauche). Nous ajoutons par ailleurs

le spectre d’excitation (figure 3.4 a droite).

F1G. 3.4 — Spectres d’excitation et d’émission (5 points) de l'autofluorescence
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Le spectre d’émission a été obtenu en excitant a 458 nm avec les fil-
tres du unmizing. Le spectre d’excitation a été mesuré avec un dichroique
560DCXR et un filtre d’émission passe bande HQ580+20. L’excitation était
assurée par un polychromateur dans lequel un réseau en réflexion et une
fente sélectionnent la longueur d’onde d’une lampe blanche & Xenon a en-
viron 5 nm prés. Le spectre du fond mesuré en dehors des cellules a été
soustrait des spectres bruts puis le résultat a été normalisé comme pour le
unmixing , i.e. en divisant chaque composante du spectre par la somme de

ses composantes.

3En particulier, lorientation rectiligne du mouvement suggére que les organelles AF
peuvent circuler sur les microtubules comme les vésicules de sécrétion neuronales ou les

organelles de ’exocytose constitutive.
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Les courbes continues en gris représentent les spectres d’organelles indi-
viduels (N = 25 dans les deux cas) et celles en rouge marquées d’un cercle
leur moyenne. Les barres d’erreur sont les erreurs quadratiques moyennes.
Ces spectres sont influencés par les transmittances des appareils et des com-
posants optiques, en particulier pour I’émission ou le filtre 4 510 nm a une
largeur de bande deux fois moindre que les autres.

La forme des spectres indique cependant de facon certaine que NADH
n’est pas responsable de la majorité de I'autofluorescence (excitation vers
350 nm et émission vers 460 nm, [68|. Bien plus, elle indique que c’est une
flavoprotéine qui en est vraisemblablement la premiére source (ex : 420-
490 nm et ém : 515-570 nm, [71])%. La composante dans le rouge pourrait
étre due & des dépots de lipofuscine contenant de la porphyrine comme le
suggérent Chorvat et al. dans leur étude sur les cardiomyocytes [69].

Dans cet article, les auteurs justifient 'origine de I’AF en modulant son
spectre par le blocage de certaines étapes de la chaine respiratoire mito-
chondriale. Bien que nous n’ayons pas réalisé de telles expériences, 1’analyse
comparée des spectres de ’AF suggére donc fortement une origine mito-
chondriale.

Le fait qu'une flavoprotéine soit fluorescente tandis que NADH ne le soit
pas est en outre tout a fait cohérent. En effet, ces composés n’émettent une
fluorescence significative que dans leur état oxydé pour le premier et réduit
pour le deuxiéme [68]. La lumiére des organelles AF serait donc un milieu
oxydant par rapport aux potentiels redox de ces produits.

Enfin, une contribution a ne pas négliger est le serum du milieu de culture
(FCS) dont le spectre d’émission de fluorescence est étonnament proche de
I'AF (figure 3.5).

Le spectre du serum est cependant plus étroit que celui de ’AF aussi

n’est-il pas suffisant pour ’expliquer. Par ailleurs, nous avons vu en 3.2.1

4La forme des spectres permet de conclure avec certitude & I’absence d’un composé
mais seulement de supposer sa présence : la combinaison des spectres de deux fluorophores
peut en effet produire un spectre de forme voisine du spectre d’un troisiéme composé,

comme nous ’avons vu en 2.2.3 avec ’AO et ’AF.
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F1G. 3.5 — Spectres d’émission de l’AF et du serum (FCS)

0.4 1 —O— AF
s 034 -+ FCS
i L
£ 02+
LL: -

0.1+

500 550 600 650
A (nm)

que la suppression de FCS pendant 48 heures ne change ni le niveau d’aut-
ofluorescence ni son spectre. S’il est trés probable que le serum participe
a l'autofluorescence, d’autres composés comme les flavoprotéines et la por-

phyrine y contribuent donc vraisemblablement aussi.

3.2.4 Taille

L’analyse de la taille des organelles AF apporte une précision supplé-
mentaire sur leur identité. En effet, la dimension est souvent un paramétre
caractéristique des organelles. Ainsi les vésicules synaptiques dans les neu-
rones mesurent-elles moins de 60 nm tandis que les granules a coeur dense
ont un diamétre supérieur a 200 nm. La figure 3.6 présente I'histogramme
de cinquante-cinq organelles AF observés en TIRFM afin d’éviter ’erreur
due a I’étalement de I'image par la diffraction axiale .

La mesure du diamétre d’objets® de l'ordre de grandeur de la PSF
latérale (FWHMpgr) doit en revanche tenir compte de I’étalement de I'im-

age par la diffraction latérale (FWHM jpservee) pour accéder au diamétre réel

°L’épaisseur du champ évanescent est d’environ 200 nm (cf. annexe A) et la FWHM de
la PSF axiale du microscope est supérieure a 2 um (cf. chapitre 1). Les organelles visibles
en TIRFM sont donc trop proches du plan focal pour que leur image soit déformée par

la diffraction.

6caractérisé par la largeur 4 mi-hauteur du profil latéral de I'intensité (Full Width

Half Maximum, FWHM)
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(FWHM,¢e1¢)- Le profil latéral de I'intensité de petits objets peut étre mod-
élisé au voisinage du maximum par une gaussienne. Comme l’'image est la
convolution de la PSF par l'objet, elle peut étre aussi modélisée par une
gaussienne de variance la somme des deux variances [58] :

FWHM? = FWHM?2g, + FWHM? (3.1)

observée réelle

Nous pouvons ainsi extraire une approximation du diamétre réel des or-
ganelles AF : FWHM,.¢eppe = 290 + 50 nm (médiane + déviation standard
absolue, I’histogramme n’est pas gaussien). La figure 3.6 représente aussi
I’histogramme des tailles observées de billes fluorescentes qui ont servi a la

mesure de la PSF7.

Les lysosomes sont des organelles de forme et de taille trés variables
dont la figure 3.6 pourrait représenter un histogramme et dont la sphéricité
fréquente est tout a fait compatible avec celle de la majorité des organelles
AF. Bien qu’elles n’aient pas une structure rigide, les mitochondries en
revanche sont généralement cylindriques avec un rayon supérieur & 500 nm
et forment un réseau filiforme trés différent du patron autofluorescent [61].
Les organelles AF étudiés sont au contraire des sphéres de diamétre inférieur

a4 400 nm.

[’AF est aussi présente sous forme de vastes taches fluorescentes en-
tourant le noyau (voir figure 3.2) peut-étre dans I'appareil de Golgi mais
nous ne nous sommes intéressés qu’au cas majoritaire des organelles sphériques.
Sauf exception, les organelles AF étudiés seraient donc plutot des lysosomes

et non des mitochondries.

"La valeur théorique de FWHM pgr est la FWHM de la fonction de Bessel qui modélise

2J1 (27N Amaz/Aem)
27N Amaz/Nem

la diffraction par I'ouverture circulaire du microscope : ( )2 ou x est
la distance au centre, N A,,q, 'ouverture numérique maximum des rayons qui sortent
du milieu aqueux (1,33) et ey, la longueur d’onde d’émission (560 nm). La FWHM de
I’ajustement gaussien de cette fonction vaut 208 + 1 nm. Pour confirmer cette valeur
théorique, nous avons mesuré la taille de billes fluorescentes de diamétre connu (93 nm)

et trouvé 227 nm. Appliquée & ces deux valeurs, la relation (3.1) donne : FWHMpgr =

207 nm.
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F1G. 3.6 — Taille des organelles autofluorescents
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3.2.5 Caractérisation moléculaire

Le dernier outil & notre disposition pour cerner I’identité des organelles
AF est le marquage par des colorants spécifiques. Nous présentons d’abord
I’étude grace au unmizing uni-vésiculaire de la colocalisation entre un mar-

queur lysosomal et I’AF.

L’AF est en grande partie contenue dans les lysosomes

Dans le premier chapitre, nous avons utilisé la sialine, protéine de trans-
port lysosomale [72], pour marquer les lysosomes en présence d’un marqueur
des vésicules synaptiques (synaptobrévine 2). Nous réutilisons ici la sialine
fusionnée a la EGFP (EGFP-Si) mais sans autre protéine fluorescente afin
d’étudier sa colocalisation avec I’AF. Nous avons vérifié que toutes les cel-
lules analysées exprimaient la protéine fluorescente et contenaient de I’AF.

La figure 3.7 présente le résultat du unmizing de vingt-sept organelles
pris dans six ilots astrocytaires, i.e. dans environ dix cellules. Les coordon-
nées de chaque point sont les quantités normalisées d’AF et de EGFP dans
le voxel® d’'un organelle. La droite diagonale est le support théorique idéal
— en 'absence d’erreur — de tous les points (aar +apgrp = 1). Les traits
en pointillés marquent la limite de colocalisation dans le voxel tandis que

les codes de couleur traduisent le résultat de la détection dans ’organelle

8voir annexe D
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proprement dit?. Les ronds verts désignent les voxels ne contenant que de
la EGFP, les carrés rouges ceux ne contenant que de ’AF et les triangles
jaunes ceux contenant les deux fluorophores. Les barres d’erreur sont les
intervalles de confiance a 70 %.

Nous remarquons au passage que les voxels marqués trés majoritaire-
ment par un seul colorant contiennent effectivement des organelles purs
(carrés rouges purs AF en haut a gauche et ronds verts purs EGFP en bas
a droite). En revanche, les voxels contenant les deux fluorophores peuvent
contenir des organelles purs ou co-marqués. Ces constats ne sont qu’une
justification supplémentaire de la nécessité de la détection dans ’organelle

et pas seulement dans le voxel.

F1G. 3.7 — Colocalisation entre EGFP-Si et AF (voxels)
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La figure 3.8 montre la détection des colorants dans 'organelle et non
plus dans le voxel seulement, avec les mémes codes de couleur et de forme
que dans la figure précédente. Le trait pointillé horizontal marque la limite
de détection (voir le chapitre 1).

Les résultats de ces analyses sont résumés dans le tableau 3.2 page 96.

9voir le chapitre 1
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FiG. 3.8 — Colocalication entre EGFP-Si et AF (organelles)

EGFP AF

La colocalisation entre les organelles AF et ceux contenant la sialine —
considérés comme des lysosomes — n’est que partielle. Que la moitié des
lysosomes ne contiennent pas d’AF est tout a fait conciliable avec I'origine
lysosomale de I’AF : cela pourrait par exemple étre expliqué par le fait que
la capacité d’élimination des cellules n’est pas saturée et que le recrutement
de tous les lysosomes pour dégrader les produits autofluorescents n’est pas
nécessaire. En revanche, la moitié seulement des organelles AF colocalise
avec les lysosomes. Que sont les autres organelles? Des lysosomes ne con-
tenant pas la sialine ou d’autres organites comme les mitochondries? La
question reste ouverte et ne s’éclairera peut-étre qu’apres 'utilisation d’un

autre marqueur lysosomal (par exemple, LAMP1 [73]).

Les vésicules synaptiques ne contiennent pas d’AF

Ne disposant pas de protéine fluorescente spécifique des mitochondries,
nous avons testé une autre origine pour ’AF : les vésicules synaptiques.
Les astrocytes en culture et in situ expriment une grande variété de pro-

téines impliquées dans 'exocytose régulée [51, 34]. Notamment, on trouve
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des protéines généralement spécifiques des vésicules synaptiques comme la
synaptobrévine 2 [34] méme si certains rapportent que c¢’est plutot son iso-
forme, la cellubrevine, qui est présente in situ [37]. Nous avons donc testé
la colocalisation entre les vésicules synaptiques marquées par la synapto-
brévine 2 fusionnée a la EGFP (Sb-EGFP) et les organelles AF.

Les figures 3.9 et 3.10 présentant les résultats du unmizing de trente-huit
organelles sont les analogues des figures présentées pour la sialine. Mais les

résultats sont trés différents.

F1G. 3.9 — Colocalisation entre Sb-EGFP et AF (vozels)
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Il faut d’abord noter I'échelle des axes sur le graphe des quantités de
fluorophores dans les voxels (figure 3.9). Les points sont concentrés dans le
coin des grandes valeurs de aggrp, i.e. dans la zone de prédominance de
la EGFP. La majorité — en tenant compte des intervalles de confiance —
pourraient méme se trouver dans la zone de EGFP pure. Cette différence
est probablement due en partie a la présence de synaptobrévine 2 dans la
membrane plasmique'® qui induit la présence de EGFP dans tous les vo-

xels. Cependant, elle se retrouve aussi dans la détection des fluorophores a

10voir le chapitre 1
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F1G. 3.10 — Colocalication entre Sb-EGFP et AF (organelles)

EGFP AF

I'intérieur des organelles qui est déja signalée sur la figure 3.9 par les codes
de couleur.

La figure 3.10 montre en effet que la grande majorité des organelles ex-
primant Sb-EGFP ne contiennent pas d’AF, ce qui confirmerait que les
organelles AF ne sont pas des vésicules synaptiques. Mais il faut aussi
constater que trés peu d’organelles AF ont été détectés dans les cellules
analysées. Cette lacune refléte-t-elle la réalité ou un défaut du unmizing ?

Il semble que la seconde hypothése soit a prendre en compte. Non pas a
cause de la présence de EGFP autour des organelles AF qui ne pourraient
ainsi pas étre détectés au sein d’un colorant plus intense (par exemple, un
des organelles AF détectés est dans un voxel contenant deux fois plus de
EGFP que d’AF ). Ce n’est pas le rapport des intensités entre UAF et la
EGFP qui pose probléme comme dans le cas de I’acridine orange '? car les
spectres de I’AF et de la EGFP sont suffisamment différents pour détecter

I’AF dans le rouge alors que le canal vert est envahi par la EGFP.

Hyoir aussi 'annexe D pour un exemple encore plus frappant

2voir le chapitre 2
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C’est la valeur absolue de I'intensité de I’AF dans les cellules analysées
qui est & 'origine du peu d’organelles AF détectés. Elle est en effet de ’or-
dre de 300 cts (contre des intensités de EGFP aux environs de 1000 cts).
En comparaison, les organelles AF des cellules analysées pour la colocali-
sation entre la sialine et ’AF avaient une intensité de l'ordre de 1000 cts.
Par malchance, nous sommes donc tombés sur des cellules avec une faible
autofluorescence pour toutes les expériences avec la Sb-EGFP. Aussi est-il
probable que nous ne détections que de la Sb-EGFP dans certains organelles
contenant de la Sb-EGFP et de ’AF & cause d’un intervalle de confiance de
I'estimation de la quantité d’AF trop grand 2.

Ceci dit, la figure 3.10 montre que ce défaut de détection de I’AF a cause
d’un intervalle de confiance trop grand ne peut concerner que six organelles
sur les trente-quatre qui ont été classés purs EGFP. Le test de détection
de 'AF sur tous les autres conduit a un rapport signal-sur-fond (SBR)
inférieur au seuil de détection (1,76 pour 95 % de chance de certitude). Si
nous négligions de prendre en compte 'intervalle de confiance, il faudrait
donc au maximum ajouter six organelles contenant a la fois la EGFP et
IPAF, ce qui signifierait qu’au maximum 20 % des vésicules synaptiques

contiennent, de ’AF (contre au moins la moitié pour les lysosomes) ™.

Conclusion de la caractérisation moléculaire

Finalement, nous avons trouvé une grande colocalisation entre les lyso-
somes et les organelles AF (au moins 50 %). Au contraire, trés peu de
vésicules synaptiques contiennent de I’AF. Cette derniére étude est moins

précise que la premiére a cause de la faible intensité de I’AF dans les cellules

13Nous avons en effet montré dans le chapitre 1 qu'un signal suffisamment important

est requis pour assurer un petit intervalle de confiance.
140n pourrait croire que cette extrapolation conduit aussi a dire qu’au maximum 70 %

des organelles AF (ici sept sur dix au lieu de trois sur dix en prenant en compte I'intervalle
de confiance) sont des vésicules synaptiques mais ce serait sans compter les organelles AF
que nous avons rejetés parce qu’ils ne contenaient pas de EGFP et que leur faible intensité
en AF empéchaient de détecter. Le nombre d’organelles contenant de ’AF serait alors

bien supérieur & dix et leur fraction contenant aussi de la EGFP diminuerait d’autant.
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TAB. 3.2 — Colocalication entre EGFP-Si et ’AF et entre Sb-EGFP et 'AF

organelles en % | EGFP | AF | EGFPNAF
Sialine 37 30 33

Synaptobrévine 2 89 8 3

analysées. C’est un probléme récurrent et imprévisible lors des expériences
sur "autofluorescence dont I'intensité, comme nous I'avons dit au début de

cette partie (3.2.1), est trés variable d’une préparation a lautre.

Nous avons aussi essayé d’autres protéines fluorescentes pour marquer
d’autres types d’organelles. La transfection avec la chromogranine B (de la
famille de la sécrétogranine, présente dans les astrocytes, [74]) ou avec NPY
[75] devait permettre d’observer les vésicules & coeur dense mais aucune
des deux n’a fonctionné. Dans les deux cas, les cellules transfectées présen-
taient une fluorescence cytoplasmique indiquant que les protéines vésicu-
laires n’avaient pas été reconnues ou que les plasmides comportaient des
défauts. Nous ne les avons pas testés sur d’autres types cellulaires ni cher-
ché a vérifier la présence de ces protéines en culture par immunohistochimie
sur des cellules vierges. Aussi est-il difficile de tirer des conclusions de ces
échecs de transfection. Tout au plus, ces expériences nous ont convaincus
de la nécessité du unmizing pour éviter de prendre les organelles AF pour

des organelles transfectés!

Des études morphologiques, spectrales et moléculaires, il ressort que les
organelles autofluorescents sont probablement des lysosomes. Dans les cel-
lules non sécrétrices, I’exocytose régulée qui, pense-t-on, est utilisée pour
réparer la membrane, est assurée par les lysosomes [73]. En outre, les or-
ganelles AF sont souvent trés mobiles et se dirigent vers les prolongements
astrocytaires ot l’exocytose semble avoir lieu préférentiellement [37, 38].
Nous avons donc cherché si ces organelles pouvaient étre libérés par exocy-

tose.
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3.3 Exocytose des organelles AF

3.3.1 Introduction

Nous avons présenté en introduction générale les différents moyens de
sécrétion probablement utilisés par les astrocytes et souligné I'importance de
I’exocytose. Or, nous venons de montrer que les organelles AF sont probable-
ment en grande partie des lysosomes, ce qui les rend a priori moins suscepti-
bles d’étre libérables que les vésicules de sécrétion. Cependant, dans I’ensem-
ble des cellules eucariotes, les lysosomes eux-mémes peuvent fusionner a la
membrane plasmique (processus nommé défécation) pour aider la cellule &
se débarasser des produits non digérables ou réparer la membrane plasmique
[48, 73]. 1l ne serait donc pas impossible que la stimulation des astrocytes
provoque l'exocytose des lysosomes autofluorescents juxta-membranaires.

Le signe de 'activation astrocytaire adopté dans toutes les études sur
I'excitabilité des astrocytes est 'augmentation de [Cal;. Par ailleurs, comme
nous l'avons souligné dans I'introduction générale, ’exocytose est un pro-
cessus dépendant du calcium. Nous avons donc observé les variations de la
concentration calcique des astrocytes en réponse a des stimuli susceptibles

de déclencher 'exocytose des organelles autofluorescents.

3.3.2 Vagues calciques
Observation du signal calcique

Il existe aujourd’hui une grande variété de chélateurs synthétiques du
calcium qui changent de spectre ou d’intensité de fluorescence en se liant
a lui [76]. Par ailleurs, ces indicateurs calciques existent sous des formes
estérifiées qui traversent la membrane plasmique des cellules, ce qui évite
de percer la membrane pour les injecter. La concentration intra-cellulaire
des indicateurs ainsi chargés n’est pas maitrisée, aussi est-il difficile de tirer
du signal fluorescent des valeurs précises de [Cal; mais ces enregistrements
suffisent pour détecter sa variation relative.

En effet, aprés avoir soustrait du signal de fluorescence le fond extra-
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cellulaire, on peut normaliser le signal de facon a ce qu’il ne dépende que
de la variation de [Ca);. Le signal est en premiére approximation propor-
tionnel a la concentration de la sonde calcique, & des parameétres relatifs
a sa fluorescence intrinséque (coefficient d’extinction molaire, rendement
quantique,...), aux paramétres d’éclairement et de collecte du signal et a
[Cal;, ce que l'on peut résumer en écrivant : F' = A[Ca]; ou A contient
tous les paramétres sauf [C'a];. On accéde donc a la variation relative de la
concentration calcique par la relation :

F — FO [Ca]l — [COJ]Z‘O

FQ - [O(l] i0

avec l'indice 0 dénotant la moyenne avant la stimulation.

[’observation simultanée de [Cal; et des organelles en microscopie a onde
évanescente (TIRFM) est trés délicate, en particulier parce que le signal
calcique juxta-membranaire est trés rapide et donc difficile & voir [77]. En
outre, les meilleures sondes calciques émettent dans le vert ce qui impose
de regarder les organelles AF dans le rouge ou ils sont peu fluorescents.
C’est, pourquoi nous avons di découpler ’observation de la réponse calcique
et des organelles. Nous avons ainsi d’abord cherché comment activer les
astrocytes en suivant les variations de [Cal; en épifluorescence puis, sur
d’autres préparations, nous avons appliqué le méme stimulus en observant
les organelles en TIRFM.

Dans les figures suivantes, nous présentons un exemple de réponse cal-
cique a trois stimulations différentes :

— meécanique

— glutamatergique

— sérotoninergique.

Nous avons utilisé comme sondes calciques I’Oregon Green BAPTA-1 (OGB)
et le Fluo-4. Ces deux indicateurs ont des propriétés assez semblables, avec
un K, de 'ordre de 300 nM et un coefficient d’extinction molaire voisin de
20000 cm™'M™. Nous avons appliqué les drogues avec une voie de la per-
fusion assurant le renouvellement de la solution ou directement avec une

seringue. Nous avons également essayé¢ d’utiliser une pipette placée juste
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a coté d’'un astrocyte (non montré ici). Si cette méthode offre I'avantage
de n’exciter qu'un petit nombre de cellules sur la lamelle et de renseigner
plus précisément sur la cinétique d’application des drogues, elle présente un
inconvénient majeur : la pression créée par I’éjection de solution hors de la

pipette peut stimuler mécaniquement les cellules.

Stimulation mécanique

La figure 3.11 montre 'initiation d’une vague calcique en réponse a une
stimulation mécanique dans un astrocyte chargé avec 2 uM d’OGB pendant
une heure a 37 ° C !5 En pratique, on approche une pipette en verre au plus
pres de la cellule puis, grace a un piezzo, on appuie trés légérement sur la
membrane et on retire la pipette '°. Il faut bien sir vérifier a posteriori que
I’on n’a pas endommagé la cellule, ce qui est facile a voir en observant son
état quelques minutes aprés (est-ce que [Cal; est revenu au niveau initial 7

la cellule peut-elle encore répondre 7).

Fi1G. 3.11 — Vague calcique en réponse a une stimulation mécanique
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Les trois traces correspondent a trois régions situées a différentes dis-
tances de ’endroit de la stimulation. L’augmentation de [C'a]; survient d’au-

tant plus tard que la région en est éloignée, ce qui est le propre d'une prop-

15En fait, 30 min sont suffisantes.
16Certains appliquent un train ultra-rapide de pressions contre la membrane mais on

est en droit de se demander si un astrocyte peut supporter un tel traitement [53].
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agation du signal. Une région montre en outre clairement des oscillations

calciques. La fleche désigne I'instant de la stimulation.

Stimulation glutamatergique

Les stimulations par des neurotransmetteurs sont évidemment plus physio-
logiques. Le plus étudié¢ aujourd’hui est le glutamate a cause de son impor-
tance dans le systéme nerveux central. De nombreux astrocytes possédent
des récepteurs glutamatergiques in situ et en culture (voir l'introduction
générale, (8, 41, 37|).

La figure 3.12 montre la réponse calcique a I'application de 100 pM de
glutamate dans un astrocyte chargé avec 1 yM d’OGB pendant 30 min &

37" C. La drogue a été injectée par la perfusion.

F1G. 3.12 — Réponse calcique au glutamate
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Le signal semble bi-phasique, avec une montée rapide et une composante
plus lente ensuite. Ce comportement pourrait étre dit & une source double
d’ions Ca?" : les réservoirs intra-cellulaires d’abord puis le milieu extra-
cellulaire via des canaux calciques membranaires ensuite [16]. Notons qu’aprés
I'application de glutamate, [C'a]; revient & la ligne de base sans donner nais-
sance & une vague calcique et que sa variation relative est plus petite que

celle de la réponse déclenchée par la stimulation mécanique, plus violente

[53].
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Stimulation sérotoninergique (5HT)

Enfin, les astrocytes in vivo et en culture expriment des récepteurs séro-
toninergiques métabotropiques liés & des protéines G (au moins 5HT;A et
5HTo4 [8, 16]). Il était intéressant de tester ce neurotransmetteur car l'acti-
vation du récepteur 5HT; 5 des astrocytes provoque la libération de S100B
[78]. Cette protéine qui, a faible concentration, joue un role trophique béné-
fique pour les neurones, présente des taux anormalement élevés dans le
cerveau des patients atteints de la maladie d’Alzheimer ou de la trisomie
21 et participerait a la cascade pro-inflammatoire probablement impliquée
dans de nombreuses pathologies cérébrales [6]. Le mode de sécrétion est in-
connu et semble indépendant de la voie normale de synthése des vésicules
par le reticulum endoplasmique puis 'appareil de Golgi [62|. La défécation
des lysosomes — caractéristique de cellules stressées — chargés en S100B
est donc une hypotheése intéressante du mode de sécrétion de S100B par les
astrocytes.

Comme il a été déja observé [16], Papplication de sérotonine provoque

une augmentation de [Ca); dans les astrocytes en culture.

F1G. 3.13 — Réponse calcique a la sérotonine
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Dans I'expérience présentée en figure 3.13, les astrocytes ont été chargés

avec 5 uM de Fluo-4 pendant 55 min & 37" C!7.

ITLa concentration vue par la cellule est mal appréciée car dans cette expérience, la
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La réponse calcique présente une particularité intéressante. [Cal; évolue
de fagon opposée autour du noyau et dans le cytoplasme. Sa diminution dans
la zone péri-nucléaire pourrait refléter la fuite du calcium hors des stocks
internes (entre autres le reticulum endoplasmique) vers le cytoplasme (cf.
[15] ot 'on peut voir une telle dissymétrie grace a deux colorants calciques).
L’instant de I'injection de sérotonine est désigné par une fléche.

Ayant vérifié que nos astrocytes en culture répondent a la stimulation
mécanique et a ’application de glutamate et de sérotonine, nous avons
testé 'influence de ces stimuli sur le comportement des organelles auto-

fluorescents.

3.3.3 Exocytose
Imagerie de ’exocytose en TIRFM

[’exocytose d'un organelle chargé par un colorant se traduit par sa fu-
sion plus ou moins compléte avec la membrane plasmique et le passage du
fluorophore dans l’espace extra-cellulaire. L’observation de cet événement
en TIRFM repose sur quatre phénoménes relatifs au colorant :

— son approche vers la lamelle de microscope, i.e. vers le dioptre verre-

eau

— la chute de sa concentration qui léve I'inhibition de sa fluorescence

(dequenching)
— le changement de son environnement entre la lumiére de I'organelle et

I’espace extra-cellulaire, en particulier la variation du pH de 5-6 a 7,3.

perfusion réservée & ’application des drogues était prise par un autre neurotransmetteur
et nous avons appliqué la serotonine & la seringue sur la lamelle de microscope. Aprés
dilution, la concentration finale aurait été trés élevée (2,8 mM). Nous ne savons pas si la
cellule a vu une concentration supérieure ou inférieure a cette valeur aussi la spécificité
de la stimulation sérotoninergique n’est pas garantie. Cependant, la variation relative
de [Cal;, du méme ordre de grandeur que celle déclenchée par 100 pM de glutamate,
suggére que la cellule a vu une concentration de sérotonine bien inférieure & 2,8 mM.
Sous réserve bien sar des différences de sensibilité des astrocytes en culture a ces deux

neurotransmetteurs [52].
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— sa diffusion entre la membrane et la lamelle.

Les deux premiers phénoménes provoquent I'augmentation de 'intensité de
fluorescence au moment de 'ouverture de ’organelle. Le troisiéme peut agir
de méme ou faire le contraire selon les colorants. Le quatriéme se traduit
par I’étalement de la fluorescence dans un nuage de colorant centré sur le
site de fusion. Le profil temporel de I'intensité de fluorescence a cet endroit
est donc en général constitué d’un pic bref suivi d’une décroissance jusqu’au
niveau d’intensité du fond [55].

Ce profil correspond aussi a ’explosion des organelles & cause du de-
quenching soudain et de la diffusion du colorant dans le cytoplasme. C’est
pourquoi il faut étre trés vigilant avec des sondes susceptibles d’endommager
la membrane des organelles '®. La disparition d’un organelle en TIRFM peut
aussi arriver sans exocytose a cause d’'un mouvement vers le cytoplasme
dans la direction perpendiculaire a la lamelle [60]. D’aprés la variation ex-
ponentielle de I'intensité d’excitation du champ évanescent (cf. introduction
générale), l'intensité d’un tel organelle décroit jusqu’a s’évanouir lorsqu’il
est sorti du champ. Il est ainsi courant de voir des organelles apparaitre
puis disparaitre aussi rapidement. D’aprés nos observations personnelles,
ce mouvement axial est souvent associé & un mouvement latéral. Observeé
en épifluroescence, ce type de mouvement donne naissance a une figure de
diffraction dés que I'organelle sort du plan focal mais en TIRFM, il disparait
avant 1. Enfin, si la cellule bouge, il est tout & fait possible de perdre des
organelles qui n’ont pas fusionné mais dont la région s’est éloignée de la
lamelle. L’observation de ’exocytose en TIRFM requiert donc une analyse

rigoureuse du signal.

Disparition des organelles AF

La stimulation mécanique ou I’application de glutamate n’a jamais pro-
duit entre nos mains la fusion des organelles AF, ce qui il est vrai ne prouve

rien en soi. Au contraire, la sérotonine a provoqué sur plusieurs cellules la

18C’est le cas de I’acridine orange [79].

9voir note page 88
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disparition brutale des organelles. La figure 3.14 montre I'image en TIRFM
d’une partie d'un astrocyte sans autre fluorophore que 'autofluorescence
(Laser Ar 488 nm, dichroique 500LP, émission 500 + 25 nm, objectif a huile
60x-NA1.45, télescope 2x, camera GenlIl-intensifiée PentaMax CCD, temps
d’acquisition 30 ms, gain 90x). L’image de gauche est prise avant ’appli-
cation de sérotonine, celle de droite trente secondes aprés. La majorité des

organelles ont disparu. Barre d’échelle : 2 ym.

FI1G. 3.14 — Ezxocytose des organelles AF

La figure 3.15 représente le profil temporel de la fluorescence de neuf
organelles AF pris dans 'image précédente ainsi que leur moyenne. Les
barres d’erreur sont les écarts quadratiques moyens. Pour s’affranchir de
la luminosité propre de chaque organelle et de celle du fond, nous avons
normalisé le signal selon :

Fnormalisée = W

max min
Fraz €t Fruin ont été mesurées en moyennant le signal avant et apreés la fusion
respectivement. Les profils ont par ailleurs été alignés temporellement en
prenant comme origine le point succédant au dernier maximum local avant
la disparition ?°. La sérotonine a été appliquée comme précédemment, en
I'injectant directement dans la solution mais avec une concentration trois
fois moindre. La disparition des organelles AF a commencé a chaque fois

dés I'entrée de la solution contenant la drogue?!.

20La, résolution temporelle est insuffisante pour appliquer un critére plus précis (vari-

ation supérieure & deux fois I’écart quadratique moyen par exemple).
21 Nous avons bien str vérifié que I’injection de solution saline & la seringue ne déclenche

pas de stimulation mécanique des astrocytes.
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F1G. 3.15 — Cinétique de [’exocytose
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Les organelles disparaissent en 80 ms (durée de la décroissance du signal
moyen entre 90 % et 10 % de U'intensité mesurée avant la disparition). Mais
avant d’analyser plus précisément ces signaux, trois remarques s’'imposent, :

— les profils sont tous quasiment identiques alors que les disparitions ont

eu lieu & divers moments (dans un laps de temps de dix-huit secondes
pour les neuf organelles présentés)

— les disparitions sont trés rapides (moins de 100 ms)

— il n’y a pas de pic avant les disparitions.

Par ailleurs, nous n’avons pas observé de nuage fluorescent aprés la dispari-
tion des organelles.

Est-il possible a I’aide de ces constats de déterminer si les organelles ont
explosé, se sont déplacés ou ont fusionné ?

La premiére possibilité peut étre écartée car les organelles AF sont beau-
coup moins — voire pas du tout — sensibles a I’explosion que les organelles
chargés en acridine orange (observation personnelle).

Le premier constat permet en outre de rejeter ’hypothése d’'un mou-
vement d’ensemble de la cellule car il ne se répéterait pas avec une telle
constance.

En revanche, il est possible que les organelles quittent la zone juxta-

membranaire sous 'effet de la stimulation. S’ils fusionnaient, les composés



106 CHAPITRE 3. AUTOFLUORESCENCE

fluorescents devraient en effet s’échapper dans I'espace extra-cellulaire et
produire le nuage caractéristique. On pourrait refaire la méme expérience
en épifluorescence : tout mouvement y serait détecté par I'apparition des
anneaux de diffraction mais le contraste ne serait pas suffisant pour ac-
quérir des images avec la rapidité requise (35 ms entre deux plans). Par
ailleurs, I’absence de pic avant la disparition appuie également ['hypothése
du mouvement.

Cependant, la rapidité de la disparition semble trop grande. Ainsi dans
les cellules chromaffines par exemple, Oheim et al. rapportent des vitesses
maximales et trés rarement atteintes de 600 nm.s' avec une moyenne a
189+ 13 nm.st [60]. Pour disparaitre en se déplagant, les organelles AF
devraient parcourir tout le champ évanescent, i.e. une distance de 'ordre
de 200 nm en moins de 100 ms, soit atteindre des vitesses axiales (per-
pendiculaires & la membrane) supérieures a 2 um.st. A contrario, les gran-
ules & coeur dense des cellules neuroendocrines chargées en acridine orange
libérent leur colorant en moins de 200 ms [56]. La cinétique de la dispari-
tion des organelles AF est donc plus compatible avec I'exocytose qu’avec le
mouvement.

Mais s’il s’agit d’'une exocytose, comment expliquer 1’absence du pic

avant la disparition et du nuage aprés?

Hypothéses

Notons d’abord que tous les colorants ne conduisent pas a la présence
d’un pic. Ainsi du FM1-43 dont la fluorescence est insensible aux variations
du pH, du potentiel membranaire et de sa propre concentration [80]. De
méme, nous avons observé ’exocytose d’organelles chargés en quinacrine
mais sans pic avant la fusion (données non présentées). Les composés auto-
fluorescents peuvent trés bien correspondre a ce cas de figure.

En ce qui concerne le nuage autour du site de fusion, sa présence re-
quiert un colorant dont l'intensité de fluorescence reste élevée aprés l'exo-

cytose et qui est capable de diffuser rapidement avant son bleaching. Or, il
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faut se rappeler que les composés autofluorescents ne sont probablement pas
de petites molécules comme ’acridine orange mais des protéines vraisem-
blablement attachées aux protéoglycanes de la matrice intra-vésiculaire [81].
Lorsque 'organelle fusionne & la membrane plasmique, les flavines autofluo-
rescentes pourraient ainsi rester ancrées dans la membrane. Dans ce cas, une
diffusion beaucoup plus lente serait prévisible car elle serait limitée par 1’ad-
hésion a la matrice intra-vésiculaire et par la viscosité du milieu lipidique.
C’est d’ailleurs parce que le transporteur vésiculaire du glutamate VGlut
— couplé a la EGFP — ne donne pas de variation du signal évidente lors
de I'exocytose que Bezzi et al. ont dii marquer les organelles de sécrétion
avec 'acridine orange [37]. De méme, Crippa et al., qui ont observé la fusion
de vésicules portant la synaptobtévine 2-EGFP, n’ont percu leur disparition

que trente secondes aprés la stimulation [38|.

Mais si les composés autofluorescents ne s’échappent pas rapidement
aprés l’exocytose, pourquoi I'intensité de la fluorescence chute-t-elle si bru-
talement 7 Il existe en fait une autre cause possible a la chute du signal aprés
I’exocytose : le changement de milieu. Par exemple, le FM1-43 cité plus haut
est fluorescent quand il est inséré dans la membrane mais pas quand il se
retrouve en solution aqueuse. Les flavines que nous pensons étre a l'origine
de I'autofluorescence dans les organelles AF ?2 ne sont fluorescentes que dans
leur état oxydé. Il est possible que I'immersion dans le milieu extra-cellulaire
provoque un changement de 1’état d’oxydation de ces protéines a cause de
la variation du pH et de leur concentration, les rendant non fluorescentes

apres la fusion.

Ces hypothéses mériteraient pour étre vérifiées des expériences complé-
mentaires mais I’analyse un peu plus précise des images de la disparition

des organelles AF confirme les raisonnements précédents.

22yoir le chapitre 2
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Devenir de 1’organelle aprés sa disparition : mouvement ou exo-

cytose ?

L’observation attentive de ’endroit ou disparaissent les organelles réveéle
en effet la persistence d’une tache fluorescente de faible intensité pendant
plusieurs secondes. La figure 3.16 montre a gauche I'image en TIRFM d’un
organelle 150 ms avant et aprés sa disparition. A droite, la persistence du
signal pour le méme organelle est mise en évidence par la différence entre le
signal fluorescent au centre (carré blanc de 3*3 pixels) et dans une couronne
située a 860 nm (4,5 pixels) du centre de l'organelle (couronne blanche).

Barre d’échelle : 0,5 pm.

F1G. 3.16 — Persistence de la fluorescence apres la disparition
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L’endroit ou l'organelle a disparu met plusieurs secondes avant d’attein-
dre le niveau de fluorescence de la membrane voisine.

Cette tache persistente de faible intensité est-elle due a 'organelle entré
plus profondément dans la cellule ou a son contenu rendu moins fluorescent
par son exposition au milieu extra-cellulaire ?

Si nous regardons le profil de I'intensité sur une plus grande échelle de
temps, nous constatons un indice appuyant la seconde hypothése. La figure
3.17 reprend la figure 3.15 mais montre le signal moyen (ronds rouges) sur
une période de cing secondes qui permet de mieux voir sa diminution avant
comme apres la disparition.

Avant, il s’agit trés probablement du bleaching de ’autofluorescence car
tous les organelles analysés présentent ce phénoméne avec une constante de

temps reproductible, estimée par un ajustement exponentiel de la moyenne
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Fi1G. 3.17 — Décroissance du signal avant et apreés la disparition de [’or-

ganelle
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a 2,8 s. Aprés, on mesure une constante de temps de 1,2 s. Méme si ces
ajustements ne sont faits qu’a titre indicatif, ils montrent ce que 1’ceil détecte
d’ailleurs, & savoir que la décroissance de la fluorescence aprés la fusion
est plus rapide qu’avant. Il y a donc aprés la fusion un phénoméne qui
s’ajoute au bleaching pour faire diminuer le signal plus rapidement et qui
pourrait étre la diffusion dans la membrane [82]. Nous avons représenté sur
cette figure ’ajustement exponentiel de la premiére phase en traits pointillés
et nous avons ajouté a titre indicatif un ajustement double exponentielle
prenant en compte la fusion (7y = 32 ms) et la phase présumée de diffusion
dans la membrane (74 = 1,2 s).

Cependant, 'accélération de la décroissance du signal aprés la fusion
pourrait aussi étre due a un bleaching plus important du fait du rapproche-
ment des fluorophores vers la lamelle de verre 2% : I’hypothése du mouvement
vers I'intérieur de la cellule serait alors exclue. L’exocytose est donc la seule
solution raisonnable compatible avec l’accélération de la décroissance du
signal aprés la disparition. Or, ’observation des images des organelles ap-

porte un renseignement qui vient confirmer I’hypothése de la diffusion dans

231’intensité du champ évanescent diminue exponentiellement avec la profondeur dans

la cellule (voir le chapitre 2 de I'introduction générale).
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la membrane. En moyennant le signal, par exemple pendant une seconde,
avant la disparition puis apres, le contraste devient suffisant pour mesurer
le diamétre apparent des organelles par des ajustements gaussiens a deux
dimensions. Nous avons constaté une augmentation pour tous les organelles
analysés. En moyenne, la tache de fluorescence augmente de 2846 % (N =5
organelles, 'erreur étant I’écart quadratique moyen). La méme mesure faite
sur un organelle voisin qui n’a pas fusionné donne une variation relative de
1+7 % (Perreur étant I’écart quadratique moyen de I’ajustement gaussien).
Il y a donc bien un étalement du signal — un nuage — aprés la chute de la
fluorescence, qui est difficile a détecter a cause de sa faible intensité et de

la lenteur de la diffusion dans la membrane plasmique.

3.3.4 Conclusion

Nous avons donc montré que parmi quelques stimuli classiques des astro-
cytes qui engendrent une augmentation de la concentration calcique intra-
cellulaire, seule 'application de sérotonine provoque la disparition des or-
ganelles autofluorescents. L’absence de pic et du nuage de fluorescence,
généralement caractéristiques de 1’exocytose observée en TIRFM via une
sonde fluorescente s’échappant de ’organelle au moment de la fusion, pour-
rait donner a penser qu’il s’agit plutdét d’'un mouvement des organelles vers
I'intérieur de la cellule. Mais la cinétique de la disparition ainsi que 1’analyse
de la décroissance et de I’élargissement du signal aprés la chute de la fluo-
rescence montre qu’il s’agit bien d’une exocytose. La difficulté a détecter la
diffusion des fluorophores est expliquée par la baisse de I'intensité de fluo-
rescence des protéines AF qui de plus restent attachés dans la membrane.
Pour que cette étude soit compléte et pour relier plus siirement ce résultat a
la sécrétion de la protéine S100B, il faudrait évidemment vérifier la spécifité
de 'activation sérotoninergique a 1’aide d’antagonistes sélectifs des récep-
teurs DHT 4. Il serait aussi intéressant d’effectuer des mesures spectrales
avant et aprés la fusion. Si I’hypothése de la réduction des flavoprotéines est

vraie, alors NADH — qui est peut-étre aussi présent dans les organelles AF
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mais sous forme réduite — pourrait devenir fluorescent lors de I'exocytose.
Le rapport des changements d’intensité entre les flavoprotéines et NADH
donnerait une idée de la variation du potentiel redox sous l'effet de 1’expo-
sition au milieu extra-cellulaire [68] et permettrait de vérifier 'origine de la

chute de 'autofluorescence lors de la fusion.

3.4 Discussion

3.4.1 Identification

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous avons cherché a identifier
les organelles autofluorescents. L’analyse de leur forme, de leur taille et de
leur spectre a suggéré qu’il s’agit probablement de lysosomes, résultat qui
a été confirmé par I'application du unmizing uni-vésiculaire. Au moins la
moitié des organelles AF sont ainsi des lysosomes.

Il serait intéressant — mais un peu fastidieux! — d’étudier systéma-
tiquement la colocalisation entre I’AF et ’ensemble des compartiments
intra-cellulaires marqués par les protéines fluorescentes utilisées par Jaiswal
et al. (EYFP-ER pour le reticulum endoplasmique, pECFP-Golgi pour 'ap-
pareil de Golgi, H-EGFP pour les vésicules post-Golgi, VAMPS8-ECFP pour
les endosomes précoces, Rab7-ECFP pour les endosomes tardifs et d’autres
marqueurs que la sialine (Synaptotagmin VII, LAMPI1,...) pour les lyso-
somes [73]. Nous pourrions également tester la colocalisation entre I’AF
et les mitochondries en marquant ces derniéres par Rhod-2 ou MitoFluor
Green [61]. Ainsi serait-il peut-étre possible d’identifier les organelles AF
qui ne sont pas marqués par la sialine.

Les spectres de 'autofluorescence ont montré que les organelles AF conti-
ennent probablement des flavoprotéines et de la porphyrine. Mais la présence
de ces protéines dans des lysosomes pourrait sembler paradoxale car elles
sont normalement présentes dans les mitochondries.

Les lysosomes, qui sont dédiés dans les cellules eucariotes a la digestion

par des hydrolases acides des produits que la cellule doit éliminer, recoivent
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leur contenu a dégrader par trois voies principales :

— I'endocytose

— la phagocytose

— l'autophagocytose.
Lors de I’endocytose, la cellule ingére une partie du volume extra-cellulaire
dans des endosomes, organites de formes variables et de pH moyennement
acide (pH~ 6) qui évoluent ensuite en endosomes tardifs s’ils ne sont pas
immédiatement recyclés dans la membrane plasmique. On pense que la mod-
ification de leur contenu protéique transforme graduellement ces organites
en lysosomes (pH~ 5) pour achever la dégradation des produits ingérés. Ce
mode de formation des lysosomes pourrait expliquer ’autofluorescence par
la capture de serum dans le milieu de culture. Il serait cependant surprenant
que 48 heures aprés 'ingestion des composants fluorescents du FCS, les lyso-
somes en contiennent encore?*. Mais il serait possible de vérifier une telle
hypothése en étudiant la colocalisation entre un marqueur de ’endocytose

comme les colorants FM 2° et ’autofluorescence.

La phagocytose est une endocytose régulée pratiquée par certaines cel-
lules spécialisées dans le nettoyage du milieu extra-cellulaire, comme les
macrophages ou les cellules microgliales dans le systéme nerveux. Elle con-
siste en l'ingestion de grosses particules comme les micro-organismes ou les
cellules mortes. Les astrocytes sont peut-étre capables de cette activité [83],
aussi cette éventualité n’est-elle pas a proscrire d’autant qu’elle pourrait
expliquer la variabilité de 'intensité de I’AF par la contamination aléatoire
des cultures par des micro-organismes autofluorescents. Mais la présence

d’antibiotiques dans le milieu rend peu probable la présence de bactéries —

du moins espérons-le!

Moins pessimiste, la troisiéme hypothése a ’avantage de résoudre le

24Pour avoir une idée de I’échelle de temps du cycle de dégradation : de 'entrée d'un
colorant dans une cellule par endocytose jusqu’a son arrivée dans les lysosomes, il faut

environ 3 heures [73].
25 . . . I . P
Ces molécules bi-polaires s’insérent dans la membrane plasmique et sont entrainées

dans les organelles lors de leur formation par endocytose.
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paradoxe soulevé précédemment. Les cellules eucariotes sont capables de
supprimer elles-mémes leurs organites obsolétes en les digérant dans les
lysosomes (autophagie). Ainsi, la durée de vie moyenne des mitochondries
dans une cellule hépatique est de dix jours et les images en microscopie
électronique de cellules normales révélent des lysosomes contenant entre

autres des mitochondries [48|.

L’ingestion des mitochondries par des lysosomes qui deviennent ainsi
autofluorescents serait en accord avec I’étude de Schipper et al. [84] qui
observent un effet inverse sur le nombre des mitochondries d’une part et des
organelles autofluorescents d’autre part lorsqu’ils appliquent un inhibiteur
de la synthése des hémes mitochondriaux a base de porphyrine. Ils décrivent
en microscopie électronique I'apparition d’inclusions rouge-orange de 1 pum
de diamétre et chargées en porphyrine (excitation ~ 405 nm, émission ~
640 nm), un peu grandes donc pour ressembler parfaitement & nos organelles
AF mais expliquant la queue dans le rouge de leur spectre d’émission. Ces
inclusions contiennent des cavités a double membrane évoquant bien sir les

mitochondries.

De méme, 'hypothése de 'autophagocytose des mitochondries expli-
querait la présence des flavoprotéines dans les lysosomes : a-lipoamide de-
hydrogenase (LipDH) et Electron Transferring Flavoprotein (ETF) qui con-

stituent la majeure partie du signal AF da aux flavoprotéines [69, 85].

En conclusion, les organelles autofluorescents dans les astrocytes en cul-
ture pourraient étre des lysosomes qui ont phagocyté des mitochondries.
Les composés responsables de la fluorescence seraient ainsi des protéines de
la chaine respiratoire mitochondriale. Chorvat et al. [69] montrent des car-
diomyocytes sains avec une autofluorescence de spectre trés proche de celle
que nous avons mesurée. La présence d’AF n’est donc pas nécessairement
un signe de mauvais état des cellules. D’ailleurs, nous n’avons pas constaté
une augmentation de I'intensité de I’AF ou du nombre d’organelles AF avec
I’age des cultures. Cependant, il est actuellement suggéré que les astrocytes

en culture sont un modeéle d’astrocytes activés, i.e. de cellules gliales telles
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qu’on les trouve dans le cerveau autour des lésions accidentelles ou neu-
rodégénératives. Par exemple, les astrocytes en culture surexpriment la pro-
téine Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) considérée comme marqueur
de leur activation (Annette Koulakoff, communication personnelle). Il est
donc possible que le stress de leur activation provoque quelques anomalies

qui conduisent entre autres a I’autophagocytose des mitochondries.

3.4.2 Exocytose

Les organelles AF fusionnent a la membrane plasmique lors d’une stimu-
lation et la sérotonine semble étre un puissant inducteur de cette exocytose.
Nos analyses montrent que les protéines autofluorescentes contenues dans
ces organelles perdent leur intensité lors de la fusion et restent ancrées dans
la membrane, ce qui rend difficile la détection du nuage de leur diffusion.
Afin de confirmer ces résultats, il serait utile de marquer les organelles AF
avec une sonde sensible a ’exocytose. Par exemple, et par analogie avec la
synapto-pHluorine [86], la transfection par la sialine fusionnée a la GFP-
pHIuorine qui n’est fluorescente qu’a pH neutre, aiderait & détecter ’exocy-
tose sans ambiguité.

Les lysosomes contiennent des protéines impliquées dans la régulation de
I'exocytose [47] et leur fusion a déja été observée dans d’autres cellules non
sécrétrices. L’étude de Jaiswal et al. en TIRFM sur des lignées cellulaires
immortalisées (HeLa, CHO, ...) et sur des fibroblastes issus d’embryons de
souris présente en l'occurrence exactement les mémes résultats que nous.

Ils rapportent que l'augmentation du calcium dans ces cellules induit
I’exocytose des seuls lysosomes alors que de nombreux autres types d’or-
ganelles sont présents prés de la membrane plasmique. Pour marquer la
membrane des lysosomes, ils ont transfecté les cellules avec des protéines flu-
orescentes couplées a différentes protéines spécifiques des lysosomes (LAMP,
CD-63, ...) et ils ont aussi marqué la lumiére de ces organelles avec un col-
orant Dextran qui rentre par endocytose et finit en quelques heures dans les

lysosomes. Or, ils constatent lors de I’exocytose que le colorant membranaire
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diffuse plus lentement que le colorant intra-vésiculaire. C’est un argument
que nous avons utilisé pour justifier la lenteur de la diffusion des protéines
autofluorescentes 2°. Bien siir, il serait trés intéressant de marquer les or-
ganelles autofluorescents avec un Dextran pour vérifier si nous obtenons les
mémes résultats. Par ailleurs, Jaiswal et al. ont remarqué que l'augmenta-
tion du calcium engendrait trois réponses possibles parmi les lysosomes :

— l'arrét du mouvement

— l’arrivée dans la zone juxta-membranaire suivie d’un départ rapide

— l'exocytose.
Or, nous avons exactement observé ces trois phénomeénes dans les astrocytes
en réponse a une stimulation induisant 'augmentation du calcium bien que
nous n’ayons présenté ici que le troisiéme, qui nous intéressait le plus.

Nous montrons en 3.18 un exemple de deux organelles dans une cellule
qui a été stimulée quelques secondes auparavant par la sérotonine. Contraire-
ment aux profils d’intensité correspondant a des fusions, le signal revient
tout de suite au niveau du fond (en gris, trait continu) apres la disparition

des organelles qui est cette fois due au mouvement.

F1G. 3.18 — Mouvements rapides d’organelles déclenchés par la stimulation
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Les organelles AF des cellules au repos présentent aussi une certaine
mobilité axiale mais jamais avec une telle rapidité et une telle fréquence

d’apparitions-disparitions.

26e Dextran, qui n’est pas lié & la matrice intra-vésiculaire, met cependant moins de

temps a diffuser que les composés AF.
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Nous avons aussi observé I'arrét du mouvement aprés une stimulation,
mais nous ne sommes pas sirs de la spécificité de I'activation des récep-
teurs sérotoninergiques. Nous avons en effet utilisé dans ces expériences
la perfusion locale au-dessus des cellules qui stimule souvent mécanique-
ment les astrocytes. Nous pouvons néanmoins conclure qu'une stimulation
(sérotoninergique ou mécanique) qui induit 'augmentation de la concen-
tration calcique intra-cellulaire provoque 'arrét du mouvement orienté des

organelles autofluorescents.

Jaiswal et al. arguaient de la présence de ’exocytose des lysosomes dans
les fibroblastes de culture primaire pour rejeter I’hypothése d'un artefact
di aux cellules immortalisées. La correspondance exacte avec nos résultats
obtenus sur des cultures primaires d’astrocytes confirme ce point de vue et

conforte nos conclusions.

Finalement, quelle serait le role physiologique de 1’exocytose des or-
ganelles AF? L’exocytose dans les cellules non sécrétrices est considérée
comme un moyen de réparer la membrane plasmique en apportant des frac-
tions de membrane supplémentaires [87]. Mais certaines cellules comme les
cellules hematopoiétiques utilisent cette voie pour libérer des protéines dans
'espace extra-cellulaire [88]. Dans la mesure ou les astrocytes sont de moins
en moins considérés comme des cellules non-sécrétrices, mais comme des
partenaires actifs des neurones qui envoient des messagers chimiques lors de
leur activation calcique, nous pouvons nous demander si I’exocytose régulée

des lysosomes n’est pas un des moyens assurant cette communication.

Les astrocytes stimulés par la sérotonine libérent la protéine S100B mais
le mécanisme de la sécrétion est inconnu. La famille de protéines a laque-
lle appartient S100B est soumise & de nombreuses translocations?’ dans
les cellules gliales [89]. L’immuno-histochimie révéle un marquage puncti-
forme autour du noyau (rappelant la majeure partie de la distribution de
l'autofluorescence). Mais aprés une stimulation qui engendre ’augmentation

de la concentration calcique intra-cellulaire, SI00B est redistribuée vers de

2"Déplacement de la protéine entre divers organites de la méme cellule.
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grandes vésicules — de diamétre maximum 5 um — qui se forment & la sur-
face de la cellule [62]. Nous avons aussi observé cette formation de grandes
excroissances sphériques marquées par I’acridine orange ou par un indicateur
calcique mais qui ne semblent pas contenir d’autofluorescence (données non
présentées). Pourtant, ces vésicules géantes ne sont pas considérées comme
un moyen de sécréter SI00B comme le montre ’absence de corrélation entre
sa translocation et sa sécrétion [62]. La libération de S100B par les lyso-
somes est donc une autre hypothése possible mais nécessiterait pour étre
validée des études de colocalisation entre S100B (fusionnée a la GFP) et
I’autofluorescence.

Un autre role possible de cette exocytose tient compte de 'identité et
des propriétés des composés autofluorescents. Nous avons souligné la possi-
ble identité entre les organelles autofluorescents et les inclusions lysosoma-
les décrites par Schipper et al. Or, ces lysosomes contiennent du Fer issu
du héme de la porphyrine. Le Fer est un agent oxydant intervenant dans la
neuro-inflammation ot les astrocytes et les cellules microgliales activés pour-
raient jouer un role cytotoxique envers les neurones [90, 91|. Les organelles
AF semblent contenir en outre des flavoprotéines oxydées. La possibilité
qu’ont les astrocytes — du moins en culture — de libérer ces composés oxy-
dants (Fer et flavoprotéines) dans I’espace extra-cellulaire pourrait représen-
ter un mécanisme de I’action neurotoxique des astrocytes activés lors d’une

inflammation d’origine accidentelle ou neurodégénérative.
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Chapitre 1

Rappel des résultats

1.1 Unmaxing uni-vésiculaire

L’étude de l’exocytose dans les astrocytes nous a conduits a étudier
la colocalisation entre différents marqueurs vésiculaires. Or, 'imagerie a
deux couleurs réalisée en divisant le signal de fluorescence en deux canaux
spectraux sensés contenir chacun la contribution d’un colorant s’est révélée
insuffisante dans ce type cellulaire a cause de la présence d’autofluores-
cence punctiforme de spectre trés large. Nous avons donc développé dans le
premier chapitre une méthode qui consiste en 'application du unmizing a

I’analyse d’organelles individuels.

Pour des raisons d’optimisation de la collecte du signal, nous avons opté
pour l'acquisition séquentielle des spectres d’émission qui prend quelques
secondes. Si ce laps de temps n’empéche pas de suivre des organelles méme
mobiles, il exclut 1'utilisation de la microscopie a onde évanescente (TIRFM)
pour 'acquisition des spectres. La grande dépendance de I'intensité d’exci-
tation en fonction de la profondeur dans la cellule pourrait en effet fausser
la mesure du spectre d’organelles se déplagant dans le plan perpendiculaire
a la membrane plasmique. Le unmizing des organelles juxta-membranaires
s’est donc fait en deux temps : sélection des organelles prés de la membrane

en TIRFM puis unmizing en épifluorescence.

Nous avons pris en compte les propriétés de la pixelisation des images
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d’organelles étalées par la diffraction en moyennant les spectres de tous les
pixels du disque d’Airy, sauf ceux que nous détections comme aberrants — a
cause de ’environnement des organelles ou de la génération par la camera

intensifiée de pixels décorrélés de 'image réelle.

Pour réaliser la décomposition des images, nous avons opté pour un mod-
éle linéaire, dans la mesure ot des interactions entre les colorants ne sont
pas a attendre. De plus, nous n’étions pas intéressés par la détermination
de quantités de matiére mais par la répartition relative des colorants dans
I'image. Leur quenching, qui provoque une non-linéarité entre la concentra-
tion et I'intensité de fluorescence, n’entrait donc pas en jeu. A posteriori,
les résultats du unmizring montrent que le modéle linéaire est tout a fait
suffisant. En outre, contrairement a l’imagerie satellitaire, nous connais-
sions par avance les fluorophores en présence. Il était par conséquent inutile
d’introduire dans la résolution du unmizing une inconnue supplémentaire

[64].

Nous avons perfectionné le unmizing linéaire en introduisant 'intervalle
de confiance du résultat qui permet de rejeter les estimations erronnées
et qui impose une valeur minimale au rapport signal-sur-bruit (SNR) des

images a traiter.

Enfin, a cause de la diffraction tri-dimensionnelle, I'image d’un organelle
en épifluorescence est nécessairement contaminée par le signal provenant des
plans au-dessus et au dessous du plan focal [57]|. Nous avons donc développé
un test statistique, fondé sur le rapport signal-sur-fond (SBR) des images
reconstituées, qui permet de détecter la présence des colorants fluorescents

dans les organelles et non seulement dans le voxel qui les contient.

Notre méthode a été validée sur un exemple trés contraignant : la co-
localisation de deux protéines de spectres trés proches en présence d’aut-

ofluorescence.
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1.2 EGFP et Acridine orange

Le chapite 2 nous a ramené a I’étude des organelles dans les astrocytes
en culture en nous donnant ’occasion d’appliquer le unmizing uni-vési-
culaire a un sujet tres discuté : 'identité dans les astrocytes des organelles
capables de fusionner aprés une stimulation. Les études récentes [37, 38|
ont utilisé des marqueurs (acridine orange et EGFP) qu’on ne peut pas
observer simultanément en imagerie deux-couleurs pour la bonne raison que
le spectre de I’'un recouvre celui de I'autre et que son intensité est beaucoup
plus grande. Le unmizing a ainsi montré que les organelles apparaissant dans
les canaux rouge et vert ne contiennent pas pour autant l’acridine orange
et la EGFP mais plutot I'acridine sous ses deux formes monomérique (vert)
et dimérique (rouge). Deux conséquences ressortent de cette courte étude.

D’abord, I'isolation des spectres purs de monomeére et de dimére et leur
capacité a modéliser la métachromasie dépendant de la concentration de
I’acridine orange sont une confirmation de ’origine du comportement spec-
tral de cette base faible. Certains, dans les années 1970, pensaient que sa
métachromasie n’était due qu’a un équilibre acide-base et, de facon d’ailleurs
inconsistante, ne trouvaient pas de dépendance du spectre avec la concen-
tration [92]. Notre étude confirme donc I’hypothése de la dimérisation.

Ensuite, les résultats de colocalisation entre ’acridine orange et la EGFP
obtenus par [37] et [38] n’ont aucune signification. Tout au plus, les écarts
entre les deux articles peuvent refléter différentes fractions de monomeéres
dans les organelles. Ce constat a une implication directe sur 'identité des
organelles qui fusionnent en réponse a la stimulation des récepteurs gluta-
matergiques des astrocytes. Bezzi et al. utilisaient en effet 'acridine orange
pour sa capacité de révéler 'exocytose, et VGlut-EGFP (un transporteur
vésiculaire du glutamate fusionné a la EGFP) comme marqueur des or-
ganelles chargés en glutamate. Ils en déduisaient logiquement que 'observa-
tion de la fusion de vésicules contenant les deux colorants (rouges et vertes)
est la preuve que les astrocytes en culture peuvent libérer du glutamate par

exocytose. Notre étude montre que la seule chose que nous sachions de ces
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vésicules, c’est qu’elles contenaient de l’acridine orange (rouge et verte).

Ainsi les astrocytes contiennent-ils des organelles capables de fusionner
en réponse a une augmentation du calcium intra-cellulaire, mais nous ne
connaissons pas leur identité. L’acridine orange marque en effet de facon
indistincte tous les compartiments acides (vésicules synaptiques, granules &

ceeur dense, endosomes, lysosomes, et méme le noyau [79)]).

Les erreurs de colocalisation entre ’acridine orange et la EGFP pour-
raient également expliquer la différence de la taille des organelles respon-
sables de la sécrétion de glutamate entre ’étude de Bezzi et al. et celle
de Chen et al [53]. En microscopie électronique, la premiére décrit des
vésicules de 30 nm marquées par un anticorps anti-VGlut. Il s’agirait donc
de vésicules synaptiques. Au contraire, les auteurs de la seconde observent
la fusion d’organelles de 300 nm, en accord avec les résultats de Calegari et
al. qui ont mis en évidence des organelles a coeur dense capables de fusion-
ner dans les astrocytes en culture [74]. Une possible explication de cet écart
est que les organelles observés en fluorescence par Bezzi et al. ne sont pas
les mémes que ceux qu’ils montrent en microscopie électronique : d’un coté,
de nombreux organelles acides marqués par ’acridine orange, de ’autre des
vésicules synaptiques en petit nombre. Le méme changement d’apparence
des organelles est visible sur les figures de Crippa et al. [38] : 'expression de
la synaptobrévine 2 couplée a la EGFP révéle des vésicules de petite taille
et réparties dans toute la cellule tandis que 'application d’acridine orange
produit un marquage surtout péri-nucléaire d’organelles de tailles plus vari-
ables. Cette derniére observation confirme le fait que la EGFP n’est plus
visible en présence d’acridine orange et montre que dans cet article égale-
ment, ce colorant marque des organelles qui n’ont peut-étre rien a voir avec

les vésicules synaptiques exprimant la synaptobrévine 2.
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1.3 Identification et exocytose des organelles
autofluorescents

Le chapitre 3 apporte peut-étre la réponse a la question de l'identité
des organelles astrocytaires capables de fusionner. Les résultats de I'étude
sur I'autofluorescence (AF) montrent que les composants AF sont probable-
ments des protéines issues des mitochondries mais que les organelles qui les
contiennent sont des lysosomes. Nous avons proposé pour résoudre ce para-
doxe que ces derniers phagocytent les mitochondries obsolétes. Des auteurs
ont en effet décrit la présence dans les astrocytes en culture d’inclusions lyso-
somales riches en porphyrine [84], une des protéines mitochondriales dont
le spectre est compatible avec celui de I’AF [69]. Par ailleurs, la présence de
nombreux lysosomes dans les astrocytes n’est pas surprenante, étant donné
le role de nettoyage de 'espace extra-cellulaire que ces cellules jouent proba-
blement & coté des microglies [93]. D’autres études seraient nécessaires pour
confirmer ce résultat, en particulier en marquant les lysosomes avec d’autres
protéines spécifiques que la sialine. Nous pourrions ainsi peut-étre identifier
les organelles AF qui ne semblent pas la contenir.

Ces organelles sont capables de fusionner lors d’une stimulation qui in-
duit 'augmentation du calcium intra-cellulaire. La cinétique de leur exo-
cytose est trés rapide (moins de 100 ms) confirmant au passage que les
astrocytes aux oscillations calciques si lentes (leur période est de 1'ordre de
la seconde) sont capables de réagir trés vite. C’est en réponse a la séroto-
nine que ces organelles ont fusionné mais n’ayant pas fait de controle de la
spécificité de I'activation des récepteurs 5HT, nous ne pouvons pas conclure
rigoureusement quant & la voie d’induction de cette exocytose. Aussi, la
possibilité que les organelles AF contiennent la protéine S100B, impliquée
dans la neuro-inflammation, n’est qu’une hypothése a vérifier avec des co-

marquages.
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Chapitre 2

Perspectives

2.1 Unmaxing en champ évanescent

La méthode du unmizing uni-vésiculaire souffre de défauts intrinséques :

— sa lenteur (quelques secondes pour acquérir le spectre des organelles
d’une cellule)

— le couplage en deux temps de la sélection des organelles juxta-membranaires
en TIRFM et du unmizing en épifluorescence. De nombreux organelles
ne peuvent ainsi pas étre analysés car ils ne sont vus que dans une
seule configuration.

— D’excitation préférentielle de certains colorants comme la EGFP par
rapport a la citrine

— la nécessité de travailler dans des cellules contenant peu d’organelles
pour éviter la contamination du signal par les voisins latéraux.

Le dernier défaut est en fait inévitable dés qu’il s’agit d’analyser des or-
ganelles individuels. Mais les autres seraient supprimés dans une méthode
que nous avons commencé de développer : le unmizing en TIRFM. L’acqui-
sition spectrale se ferait en TIRFM mais pour aller assez vite par rapport
a la vitesse de déplacement des organelles, c’est le spectre d’excitation qui
serait mesuré. Pour ce faire, il suffit en effet de faire défiler les différentes

longueurs d’onde du laser multi-lignes grace au modulateur acousto-optique
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qui change de fréquence ultra-sonore en moins d’une milliseconde!. Pour
augmenter la résolution spectrale, les images seraient vues a travers le dual-
viewer, i.e. avec deux canaux spectraux simultanément en émission : nous
disposerions ainsi d'un spectre combinant I'excitation (les lignes du laser)

et 'émission (dual-viewer).

F1G. 2.1 — Transmission des filtres optiques pour le unmixing en TIRF
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En pratique, nous avons essayé avec trois lignes 458, 488 et 514 nm, un
premier dichroique 514LP puis, dans le dual-viewer, un dichroique 590LP
suivi d’un filtre d’émission passe bande 560+40 et d’un passe haut 600LP.

La figure 2.1 montre les courbes de transmission de ces filtres et les
trois longueurs d’onde d’excitation. Y est aussi représentée la caractéris-
tique d’un filtre passe haut dont la transmission & moins de 515 nm est
inférieure & 1072 et qui est nécessaire pour couper la ligne & 514 nm du
laser. Un spectre contiendrait six points : deux en émission pour chaque
longueur d’onde d’excitation. Les expériences préliminaires que nous avons
réalisées montrent qu’'un spectre peut étre acquis en moins de 150 ms et que
les organelles n’ont pas le temps de se déplacer suffisamment pour que la
dépendance de l'intensité du champ évanescent en fonction de la profondeur

dans la cellule se manifeste en altérant la mesure (résultats non présentés).

Lef. annexe A
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Cette variante du unmizing uni-vésiculaire offrira ainsi tous les avan-
tages de la version actuelle mais sans ses défauts. Un probléme technique
sera peut-étre la mesure reproductible du fond en champ évanescent. Elle
requerra en tout cas des lamelles de microscope sans traitement de surface
(sans couche de polyornitine par exemple) pour minimiser la fluorescence
du substrat sur lequel poussent les cellules?. D’un autre coté, ’excitation
par des lignes laser a la place du polychromateur réduit énormément la
transmission grace a la cohérence temporelle du laser qui permet I’émission
de raies étroites, mieux coupées par les filtres. La méthode actuelle gardera
cependant tout son intérét dans la mesure ou elle seule peut analyser des
organelles a I'intérieur du cytoplasme. Par exemple, elle pourrait permettre
de suivre les endosomes au long de leur cycle qui les conduit de I’endocytose

vers les lysosomes ou le retour a la membrane plasmique.

2.2 Identité des organelles de sécrétion dans

les astrocytes en culture

Les cellules dont la fonction principale n’est pas la sécrétion utilisent
aussi I’exocytose, en particulier pour réparer leur membrane plasmique [87].
Or, les organelles capables de fusionner de fagon régulée dans ce type de
cellules sont en majorité les lysosomes [73]| qui contiennent les protéines
nécessaires a I’exocytose [47]. Par ailleurs, ils pourraient aussi étre impliqués
dans la croissance des neurites [94|. Les astrocytes sont capables de sécréter
des messagers chimiques [95] mais possédent aussi de nombreuses autres
fonctions (maintien de ’homéostasie du milieu extra-cellulaire, couplage
neuro-vasculaire, transport des neurotransmetteurs libérés par les neurones,
guidage des cellules lors du développement,...). Aussi sont-ils encore consid-
érés comme des cellules non sécrétrices selon la définition donnée en téte de

paragraphe. Il est donc tout a fait cohérent que les lysosomes astrocytaires

2Nous utilisons déja de telles lamelles pour le unmizing. I1 faut seulement mettre plus

de cellules & développer car elles s’accrochent moins bien.
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soient capables de fusionner en réponse a une stimulation. Nous pouvons
aller plus loin et émettre I’hypothése que dans les astrocytes comme dans
I’ensemble des cellules dont la sécrétion n’est pas la fonction principale,
I’exocytose est en majorité assurée par les lysosomes.

Dans la méme optique, les organelles marqués par ’acridine orange dans
les articles de Bezzi et al. [37] et Crippa et al. [38], ainsi que ceux marqués
par les colorants FM dans I’étude de Chen et al. [53] sont peut-étre des
lysosomes. Cette hypothése rendrait compte par ailleurs de la grande taille
des organelles capables de fusionner dans toutes ces études. En particulier,
Chen et al. montrent en microscopie DIC? des organelles de 300 nm de di-
ameétre et rapportent que la mesure des organelles marqués par les colorants
FM conduit & un diameétre de 800 nm. Ils ont recours a la diffraction pour
expliquer cette différence, ce qui semble étonnant vu qu’elle doit intervenir
dans les deux procédés d’imagerie. Il est possible en fait que les organelles de
800 nm soient des endosomes qui ont chargé les marqueurs FM lors de leur
endocytose. Il s’agirait donc encore de lysosomes ou d’endosomes précoces
ou tardifs.

Si la taille des organelles chargés en acridine orange confirme leur pos-
sible identité avec les organelles AF, i.e. avec les lysosomes (FWHM,.¢e1e =
405 + 90nm, médiane et déviation absolue de la FWHM * d’un échantil-
lon de 58 organelles observés en TIRFM, données non présentées), il serait
néanmoins difficile de vérifier notre hypothése en tentant un co-marquage
avec l'acridine orange d’une part et des protéines fluorescentes fusionnées
a des protéines spécifiques des lysosomes d’autre part. Nous avons en ef-
fet montré qu’il est impossible d’étudier la colocalisation entre la EGFP
et l'acridine orange. Il serait cependant possible de marquer ces comparti-
ments avec des molécules de Texas-red Dextran qui sont internalisées dans
les endosomes lors de ’endocytose et qui finissent pour la plupart dans les
lysosomes [73]. Le unmizing de cellules chargées par ce colorant en présence

d’acridine orange permettrait ensuite de vérifier si les organelles marqués

3 Differential Interference Contrast
4voir chapitre 3.2.4



2.3. CONCLUSION 131

par ’acridine orange sont effectivement des lysosomes.

En tout cas, nous avons montré que les astrocytes contiennent des or-
ganelles autofluorescents, probablement des lysosomes, capables de fusion-
ner lors d’une stimulation physiologique. Ce phénoméne est a prendre en
compte dans toutes les études sur I’exocytose dans les astrocytes au niveau
uni-vésiculaire pour éviter des conclusions erronées. Quant au role phys-
iologique de cette fusion des lysosomes, outil pour réparer la membrane
plasmique, mécanisme impliqué dans la croissance des cellules ou voie de
communication avec les autres cellules gliales et les neurones dans des con-

ditions physiologiques ou pathologiques, cela reste a déterminer.

2.3 Conclusion

Pour conclure, nous remarquerons que 'imagerie quantitative dans des
cellules vivantes requiert une grande attention et beaucoup de rigueur. Il
est probablement plus facile de voir cinquante organelles en culture que de
patcher deux neurones connectés en tranche. Mais cette apparente simplic-
ité ne doit pas faire oublier que la fluorescence et le courant électrique sont
de méme nature, que vert signifie une longueur d’onde de 520 nm et que
I’image d'un organelle est grossie par 'interférence des ondes électromagné-
tiques émises par la désexcitation des molécules fluorescentes... Ajouter a
cette complexité la luxuriance de la biologie tiendrait de la gageure si nous
négligions déja ce qui est a notre portée. La contre-épreuve, réalisée par la
reproduction des expériences a I'identique, moins un élément, était précon-
isée avec insistance par Claude Bernard pour sortir la médecine de I’emprise
aveugle de la statistique [96]. Si nous la faisions systématiquement, nous ne
passerions pas a coté de choses aussi évidentes que la présence d’autoflu-
orescence ou le recouvrement spectral de colorants. La méthode que nous
avons mise au point a des limites et pourra étre améliorée. Mais si nous pen-
sons qu’elle apportera des informations nouvelles sur les voies d’exocytose

(et d’endocytose) des astrocytes et d’autres types cellulaires, nous espérons
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surtout que 'esprit de sa conception contribuera un peu a I’édification de
I'imagerie quantitative en biologie, prélude indispensable pour soutenir la

magnifique gageure d’appréhender la richesse du monde vivant.
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Annexe A

Microscopie a onde évanescente

Nous avons présenté dans la premiére partie de ce texte la réflexion
totale interne d’'un point du vue théorique. Nous décrivons ici le montage
expérimental que nous avons contribué a contruire et utilisé durant la thése.

En pratique, il faut envoyer sur la lame de verre ot les cellules ont été
cultivées un faisceau lumineux collimaté avec un grand angle d’incidence
(supérieur a 6.). Notre microscope utilise la configuration sans prisme, i.e.
avec un objectif qui sert a ’excitation et a la collection de la fluorescence.
Mais considérons d’abord le microscope dans son ensemble tel que nous
I’avons représenté dans la figure A.1. On peut le diviser en trois parties : la
source de lumiére, le dispositif pour générer le champ évanescent et la partie
dédiée a la formation de 'image. Sur le dessin, le double trait incliné sur
I’axe horizontal du bas symbolise le changement de perspective : on passe

d’une vue de haut a une vue de face.

A.1 Description du montage

A.1.1 Source de lumiére

Afin d’obtenir un faisceau monochromatique de longueur d’onde ajustable,
nous utilisons un laser multi-lignes couplé a un modulateur acousto-optique
qui permet de sélectionner la longueur d’onde voulue. Le laser est un Argon-

Krypton (modéle MRYGB-AO01, Melles-Griot) qui délivre un faisceau com-
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prenant entre autres les lignes a 458, 472, 488, 514, 520 et 568 nm. Ce dernier
est polarisé grace & une lame demie-onde suivie d’un polariseur vertical (P1),
nécessaire avant I’entrée dans le crystal acousto-optique dont I'ouverture est
de 3 mm. La taille du faisceau est donc auparavant réduite par un téléscope
constitué de deux lentilles L1 et L2. Le crystal du modulateur acousto-
optique est taillé de fagon a sélectionner un seul angle d’émergeance. En
sortie du modulateur, il n’y a donc qu’un seul ordre 1 qu’un iris (I3) sépare
de lordre 0. La longueur d’onde du faisceau diffracté est déterminée par la

fréquence ultra-sonore a laquelle vibre le crystal.

A.1.2 Dispositif pour le champ évanescent

Il faut envoyer le faisceau lumineux sur la lame de verre avec un angle
d’incidence variable. Pour ce faire, il est focalisé par une lentille achroma-
tique (L3) dans le plan focal arriére de 'objectif & une distance réglable par
rapport a I’axe optique (voir en introduction générale la figure A.2 pour le
principe). Une vis micrométrique permet de déplacer verticalement 1’ensem-
ble (miroir M7-lentille L3) représentés entre crochets sur la figure A.1 et de
changer ainsi ’écart r entre le faisceau et ’axe optique. Comme on le voit
sur la figure A.2, cet écart détermine ’angle de sortie du faisceau et donc

la profondeur de pénétration du champ évanescent.

On comprend pourquoi I’objectif doit avoir une grande ouverture numérique,

i.e. la capacité de laisser sortir — et entrer — des rayons lumineux avec de

- . . -
grands angles. On pourra ainsi projeter un faisceau avec un angle d’inci-
dence supérieur a ’angle critique 6. et avoir encore de la marge pour faire
varier la profondeur du champ évanescent. La figure théorique 2.2 présen-
tée dans 'introduction générale a été réalisée avec les parameétres de notre
objectif (NA= 1,45), ce qui donne un angle maximal accessible de 70°3,

largement suffisant pour obtenir un champ évanescent de moins de 200 nm.
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Fi1G. A.1 — Schéma du microscope
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FiG. A.2 — Schéma de l'objectif
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A.1.3 Formation de I’'image

Le méme objectif collecte la fluorescence qui est séparée de ’excitation
par un miroir dichroique (Dic). L’objectif projette I'image a Uinfini ce qui
permet de placer différents composants avant la camera :

— un télescope 2x qui permet de grossir deux fois I'image afin de satisfaire

au critére de Shannon

— une roue a filtre pour sélectionner une partie du spectre d’émission a
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I’aide de cinq filtres passe-bande.
Enfin, une lentille de tube focalise I'image sur la camera. Une partie des
expériences — en particulier les mesures de taille des organelles — ont été
faites avec une camera CCD (Quantix, Ropert Scientific) mais nous avons
surtout travaillé avec une camera intensifiée (GenIII-Pentamax, Princeton)
afin de réduire au maximum le temps d’exposition. Juste avant la camera,
nous pouvons aussi installer un dual-viewer constitué¢ d’un dichroique et
de deux filtres d’émission. Ce dispositif est utile pour observer en méme
temps deux colorants de spectres bien séparés. C’est lui qui nous a permis
d’étudier la colocalisation entre la EGFP et ’acridine orange en imagerie

deux-couleurs.

A.2 Réglage

Cette section pourra paraitre fastidueuse mais il nous a semblé important
de conserver le protocole de réglage de ce microscope, aussi bien pour ses
futurs utilisateurs que pour faire partager notre modeste expérience en la
matiére. Nous ne nous intéressons qu’a ’acheminement du laser vers la lame

de verre en supposant que le montage est légérement déréglé.

A.2.1 Laser

L’alignement du laser ne présente aucune particularité. Rappelons néan-
moins deux régles essentielles. D’abord, il est fondamental de définir un axe
optique sur une grande distance a I’aide de deux iris assez ¢loignés (I1 et 12).
Cela permet de placer des dispositifs optiques alignés avec le faisceau (par
exemple un télescope) et d’installer, si besoin est, un autre laser qu’il suffit
de rendre colinéaire a cet axe pour l'aligner avec la suite du microscope.
Les miroirs M1 et M2 montés en périscope permettent de lever le faisceau
et de le faire passer respectivement dans I1 et 12 (seul M1 est représenté
pour plus de clarté). Ensuite, il faut se rappeler que pour faire passer le

faisceau dans deux iris, ¢’est-a-dire pour le faire passer par un axe, il faut
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deux miroirs en amont.

A.2.2 Polariseurs

Il faut bien vérifier qu’il sont perpendiculaires au faisceau, par exemple
en faisant coincider le faisceau réfléchi avec le faisceau incident (on trouvera
la trace du faisceau réfléchi au dos d’un iris (I2). Enfin, il faut bien sir les
orienter correctement ce qui n’est pas si simple vu 'absence fréquente de
repaire précis sur les montures de polariseurs. On peut trouver leur axe en
observant a travers eux I'image d’un objet lumineux par la réflexion sur une
paroi & I'angle de Brewster (par exemple, la réflexion d’un plafonnier par
un sol en carrelage). Le faisceau arrive donc polarisé verticalement sur la

face d’entrée du modulateur acousto-optique.

A.2.3 Modulateur acousto-optique

Le réglage de cet appareil est expliqué dans le livret d’utilisation. Soulignons
juste que nous avons utilisé son mode blanking ot aucune longueur d’onde
n’est transmise comme shuter rapide. En sortie du modulateur, un miroir
M4 dirige le faisceau vers 'axe d’entrée du microscope.

Juste avant ce miroir, nous avons placé un iris I3 indispensable au réglage
rapide du poste. C’est une régle pour aligner un montage optique : si une
partie est déja alignée et suffisamment stable, alors il suffit de placer un iris
devant le miroir d’entrée de cette partie pour régler facilement la partie en
amont. En effet, la partie stable est stigmatique entre le centre de I'iris et le
dernier point du montage (ici le point focal de I'objectif), il suffit donc de
faire passer le faisceau par cet iris pour retomber sur le chemin qui conduit
au bout du montage, quitte a retoucher légérement la position du premier

miroir, ici M4.
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A.2.4 Entrée dans le microscope

Apreés avoir orienté M3 pour passer dans I3, les miroirs M4 et M5 per-
mettent de placer le faisceau dans 1’axe horizontal perpendiculaire au mi-
croscope défini par les iris 14 et I5. On peut placer sur cet axe un polariseur
afin de choisir la polarisation du champ évanescent. Viennent ensuite des
miroirs a trois vis (et non deux). On peut avec un seul de ces miroirs faire
passer le faisceau dans deux iris successifs. On s’en sert pour changer la
direction du faisceau afin de le faire passer sur I'axe vertical des iris 16-17 :
les deux vis cote a cote de M6 placent le faisceau dans l'iris le plus loin
(I7) tandis que la vis isolée le placent dans I6. Enfin, le dernier miroir M7
(a trois vis également) fait la méme chose pour 1’axe horizontal d’entrée du

microscope défini par les iris I18-19.

A.2.5 Champ évanescent

Réglons d’abord la vis micrométrique qui permet de déplacer verticale-
ment ’axe d’entrée M7-18-19 et mettons-la a la moitié de sa course de telle
sorte que 1’axe d’entrée horizontal coupe le miroir dichroique Dic sur 'axe
vertical du microscope (en pointillé sur la figure A.1). Si tout est correct,
le faisceau doit maintenant passer par I’axe du microscope. Pour affiner le
réglage et bien placer la lentille L3 le long de I'axe I8-19 afin de focaliser
le faisceau dans le plan focal arriére de 1’objectif, on peut utiliser le mi-
croscope droit non représenté sur le dessin pour plus de clarté!. On régle
d’abord plus finement M7 pour obtenir un faisceau vertical en sortie de
I'objectif (les deux vis cote a cote de M7 pour la verticalité et la vis isolée
pour rester dans l'iris 19).

Pour controler la verticalité, il suffit de regarder I'image du faisceau

par le microscope droit sans objectif : le faisceau est focalisé par sa lentille

L Cette partie du microscope sert & I’éclairage des cellules en lumiére blanche transmise.
Elle est constituée d’une lampe & incandescence focalisée par un condenseur au foyer d’une
lentille 200 qui envoie son image & travers la pupille arriére d’un objectif & air au-dessus

des cellules.
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sur l'iris de la lampe a incandescence. Peu importe la position respective
du microscope droit par rapport au microscope inverse : si le faisceau est
vertical, il sera focalisé sur ’axe de la lentille, 7.e. au centre de I’iris.

Le méme iris permet d’ajuster L3 que 'on a approximativement placée
compte tenu des caractéristiques techniques de 'objectif : si le faisceau est
vraiment focalisé dans le plan focal arriére de l'objectif, il doit ressortir
collimaté, i.e. non divergent. Dans ce cas, la lentille du microscope droit le
refocalise dans son plan focal qui coincide avec 'iris de la lampe. On ajuste
donc la position de L3 de fagon & obtenir le spot le plus petit possible au
centre de l'iris.

Finalement, tout est réglé et il reste a vérifier que le laser est bien focalisé
au centre de 'image grace a une solution de fluoresceine. Le déplacement de
la vis micrométrique permet d’atteindre I’angle critique, ce que I’on observe
dans la fluoresceine par l'augmentation de l'intensité suivie de sa chute

brutale aprés 6.
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Annexe B

Normalisation et dénormalisation

des spectres

B.1 Normalisation
—
La mesure du spectre d’un pixel ¢ donne un vecteur w(i) = (w1 (i), ..., wn(7))
a N = 5 dimensions (une pour chaque filtre) !. Aprés lui avoir soustrait le
spectre d’une région de 15*15 pixels prise dans une solution saline sans

cellules, nous procédons a sa normalisation.

e 1
w*(i) = 722\,:121]“2,)10(2) (B.1)

La somme des composantes du spectre normalisé w* (i) est donc égale & un.
Dans Dl'article présenté au chapitre 2, nous avons omis l’astérisque quand
il n’y avait pas d’ambiguité avec les spectres non normalisés. Ici, nous la
gardons sauf pour les spectres de référence qui sont toujours utilisés dans

leur expression normalisée.

!Dans larticle du chapitre 1, un pixel est décrit par ses coordonnées (x,y) tandis que
1 désigne un organelle. Comme nous ne sommes concernés ici que par les pixels, nous

prenons le symbole 7 pour désigner un pixel.
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On note X la matrice des spectres de référence des m colorants purs :

11 .- Tim
X = ol (B.2)
IN1 --- TNm
soit X = (71,...,T,) avec T; le spectre de référence du colorant [ pur.

Enfin, le vecteur contenant les quantités normalisées des m colorants est

noté :
a*(i) = : (B.3)

En I’absence d’erreur dans le modéle de la combinaison linéaire des spec-
tres de chaque colorant pour constituer le spectre du pixel ¢, on a donc la

relation :
w (i) = Xa(i) (B.4)
Soit en développant pour plus de clarté :

ity ruag (i)
w*(i) = : (B.5)

ity ey (i)

Or, d’aprés la définition (B.1),

I;w;;(i) =1 (B.6)

Donc, en reportant (B.5) dans (B.6) :

m

k=11=1

qui peut se factoriser par «; (i) pour s’écrire :
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N
Comme les spectres de référence 7 sont normalisés, > xp; = 1 pour
k=1

tout [ € [1,m]. L’équation (1.8) s’écrit donc tout simplement :

o) = 1 (B.9)

=1

Nous avons ainsi montré que si les spectres sont normalisés, les quantités

de colorants le sont aussi.

B.2 Dénormalisation

Une erreur serait de croire que ces coefficients a*(i) dont la somme fait
un sont les contributions relatives de chaque colorant alors que leur nor-
malisation n’est qu’une conséquence de la normalisation des spectres. Ils
représentent en fait par définition la quantité de ﬁgtres de référence de

Z;) dans le spectre normalisé (w*(i)) d’un pixel i donné.

chaque colorant [ (

Ces coefficients ne tiennent pas compte de I'intensité d’un pixel et sont
insuffisants pour reconstituer I'image de la contribution des colorants. Il faut
pour cela les dénormaliser. D’aprés les équations (B.1) et (B.4), le vecteur

w*(i) peut étre dénormalisé en multipliant le résultat du unmizing par la
—

somme des composantes du spectre non normalisé w(7) :
—_— N —_—
w(i) = ( wk(z)) Xa™(i) (B.10)
k=1
Soit

w(i) = X{(k:wm)) 078} B.11)

que 'on peut écrire en introduisant les coefficients dénormalisés a.(i) :
w(i) = Xa(i) (B.12)

Cette derniére relation n’est autre que le unmizing du spectre non nor-
malisé. Les coefficients dénormalisés sont maintenant les quantités de spec-
tres de référence (normalisés) présents dans le spectre non normalisé d’un
pixel 7. Ils tiennent compte de 'intensité du pixel et permettent de représen-

ter la contribution des colorants dans I'image. L’unité est en spectres de
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référence. Bien qu’elle ne soit pas trés parlante, elle est suffisante pour com-
parer la quantité de chaque colorant entre différents endroits de I'image
afin par exemple de calculer le rapport signal-sur-fond (SBR) utilisé pour
la détection des colorants dans les organelles.

Pour comparer les colorants entre eux, il suffit de multiplier ces coeffi-
cients dénormalisés par l'intensité des spectres de référence dans tel canal :
nous obtenons ainsi la contribution de chaque colorant a l'intensité d’un
pixel dans un canal spectral (cf. chapitre 3, tableau 3.1 page 84). Enfin, si
nous étions intéressés par la contribution en quantité de matiére, il faudrait
connaitre la concentration en colorants purs des échantillons qui ont per-
mis de mesurer les spectres de référence. Ce serait assez immédiat pour les
colorants chimiques comme ’acridine orange mais plus complexe pour les
protéines fluorescentes qui sont exprimées par les cellules & une concentra-
tion inconnue. Nous pourrions cependant y accéder en tenant compte des
caractéristiques optiques de ces protéines (coefficient d’extinction molaire,
rendement quantique, ...) et des paramétres d’acquisition du microscope
mesurés avec les échantillons de colorants chimiques de concentrations con-

nues.
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Test vectoriel des valeurs

aberrantes

C.1 Introduction

Lors de la mesure d’'une grandeur, on augmente la fiabilité du résul-
tat en moyennant le plus grand nombre possible de mesures faites dans
des circonstances identiques [66]. Cette contrainte est évidemment difficile
a réaliser et surtout a contoler. Pour éviter un biais dans I'estimation de
la grandeur, il faut trouver a posteriori les mesures faites dans des circon-
stances différentes. Le test des valeurs aberrantes permet cette détection
systématique en cherchant si chaque mesure peut appartenir a I’ensemble
des autres compte tenu de leur variabilité [97]. Nous Pavons appliqué a la
détection de colorants dans les voxels et les organelles ! sous la forme du test
classique qui compare des grandeurs scalaires. Mais nous avons du ’adapter
au cas vectoriel pour rejeter les pixels aberrants dans le disque d’Airy des
organelles d’une part et pour détecter les spectres statistiquement différents
de I'autofluorescence lors du test de marquage d’autre part. Nous présen-
tons ci-apres la construction de cette adaptation dans le cas de la détection
des pixels aberrants. Il suffit de changer les paramétres pour I'appliquer a

lautre cas.

Lef. chapitre 1
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C.2 Notations

Nous omettons ici I'astérisque pour désigner les grandeurs normalisées

car nous n’utilisons qu’elles. Le spectre — recherché — d’un organelle est
— —

noté w et celui — mesuré — de ses pixels i, w(7). Le nombre de canaux

spectraux est N et le nombre de pixels dans le disque d’Airy est P. Par abus

de langage, nous ne faisons pas de distinction entre les variables aléatoires

et leur réalisation.

Le test des valeurs aberrantes compare 1’écart entre la mesure et ’ensem-
ble des autres mesures compte tenu de leur variabilité. Il faut donc construire
deux termes pour quantifier ces deux grandeurs.

Nous supposons que le spectre de chaque pixel est la réalisation d’une
variable aléatoire gaussienne indépendante des autres mais de méme vari-

ance ? :
— —
Viell,P] w() — N(ui,o—QIN> (C.1)

ol I est la matrice identité en dimension N. Nous nous intéressons au
pixel ¢ et cherchons si sa mesure contient une erreur systématique b. Nous

supposons que tous les autres pixels sont corrects i.e. :
e —
Vje[l,Plj#i w(j) — N <w,a2fN> (C.2)
Nous posons comme hypothése que le pixel ¢ est aussi correct, i.e. que
— — — — —
E<w(z)> = w4+ b avec b =0 (C.3)

Le test consiste & vérifier si cette hypothése est probable.

C.3 Ecart entre le pixel i et ses voisins

Par analogie avec le test scalaire des valeurs aberrantes, nous formons

I’écart entre le spectre du pixel ¢ et ceux des autres :

z = w(i) = (w(=i)) (C.4)

2idem
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e

ou (w(—1)) désigne la moyenne des spectres de tous les pixels sauf i.
Or pour chaque composante k du spectre, wy(7) est une variable aléatoire
gaussienne donc zp = wg (i) — (wi(—i)) Pest aussi. Comme les pixels sont

indépendants, les paramétres de z; sont :

E(z) = wp —E(wi(—1))) (C.5)
1 P
p
P—-1
E(2z) = wp— P_ 1wk (C.7)
E(z) = 0 (C.8)
et
var(z) = o+ ——(P—1)o? (C.9)
(P—1)
P
var (z) = P_102 (C.10)
Donc la variable aléatoire ¢, = —~=:—— est une variable aléatoire

o/ P/(P-1)

gaussienne centrée réduite : tp — N (0,1). Ce résgltat est valable pour

toutes les composantes (indépendantes) du vecteur ¢ de composantes ¢y, :

— —
t - N<0,1N> (C.11)

—

o 0 désigne le vecteur nul en dimension N.
Or, par définition, la somme de N variables aléatoires gaussiennes cen-
trées réduites indépendantes est une variable aléatoire de Pearson de degré

de liberté (ou de paramétre) N donc :

— 12

t — XA (C.12)

2
ot ||.||, désigne la norme 2 d’un vecteur (racine carrée de la somme du carré

de ses composantes).

C.4 Variabilité des pixels autres que ¢

Il reste a trouver un parameétre qui décrive la variabilité des spectres des

pixels (j # i), ;p entre eux. Encore par analogie avec le test scalaire des
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—_—

valeurs aberrantes, nous formons le vecteur v(—i) de dimension N :

J (un(7) ~ (1)
v(—i) = : (C.13)
$ S (i)~ {un(—1))

i

10

[oN

Remarque : En comparaison avec la définition de Z (C.4) ot nous calculions
[’écart entre le spectre d’un pizel Mt une distribution de spectres ne le
comprenant pas (j # 1), le vecteur v(—i) fait intervenir la différence entre le
spectre d’un pizel j et une distribution le comprenant. C’est la définition de
[’écart quadratique moyen qui ici caractérise la dispersion de la distribution
des pizels différents de 1i.

.

Pour chaque composante de v(—1i), i.e. chaque k € [1, N], nous définis-

sons une variable uy telle que :

U = o Uk(—i) (014)
D’aprés (C.13) et (C.14) :
ujp = 1/0'2; (wi(f) = (wr(=0)))” (C.15)

Comme pour chaque k, les P — 1 variables wg(j), (j # i) sont des
variables aléatoires gaussiennes indépendantes de méme espérance et de

2 u} est une variable de Pearson & P — 2 degrés de

variance identique o
liberté : ui — x%_,.

Pour revﬂr(}en dimension N et tenir compte de toutes les composantes
du vecteur v(—i), nous prenons la somme des uj. La somme de variables
de Pearson est une variable de Pearson de degré de liberté la somme des

parameétres des variables de Pearson individuelles, donc :

N
Zui - X?V(Pq) (C.16)
k=1
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C.5 Syntheése

Le pixel 7 a une chance d’appartenir a la distribution des pixels corrects si
son spectre n’est pas trop différent des spectres de cette distribution, compte
tenu de sa variabilité. Statistiquement, cette condition peut se mettre en
forme en prenant le rapport des deux variables aléatoires de Pearson définies
précédemment qui est une variable de Fisher-Snedecor & N et N(P — 2)

degrés de liberté :

2
2

ﬁ
t

xe-2 |
N Z]kvz1 U%

— Fynep-2) (C.17)

—

Soit, d’aprés la définition de ¢ et celle de u} :

— FN,N(P72) (C].S)

Remarque : dans cette expression, la variance o que nous ne connaissions
pas a disparu.

Le choix d'un certain risque et la fonction de Fisher-Snedecor définit un
intervalle dans lequel cette expression devrait se trouver si I’hypothése le
pizel i n’est pas aberrant est vraie. Si le calcul de cette expression conduit a
une valeur en dehors de I'intervalle, nous pouvons décider que le pixel i est
aberrant avec le risque de nous tromper que nous avons choisi.

Pour appliquer ce test a la détection du marquage des voxels par un
colorant exogéne (i.e. autre que I'autofluorescence), il faut remplacer P par
le nombre de spectres autofluorescents (AF) qui ont servi a établir le spectre
de référence AF. Nous comparons ensuite le spectre de 'organelle considéré

avec I’ensemble de ces spectres et cherchons s’il peut en faire partie.
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Annexe D

Justification du unmizing de
’organelle (et pas seulement du

voxel)

D.1 Principe

Nous avons vu dans le chapitre 1 et 'article qui s’y référe que la détection
des colorants doit se faire en plusieurs étapes. En particulier, les coefficients
trouvés par le unmizing ne sont pas suffisants. La figure 3.7 page 91 en
montre un exemple : des organelles qui ne contiennent qu’un fluorophore se
retrouvent au centre du graphe, i.e. que leurs quantités normalisées de AF
et de EGFP sont statistiquement différentes des échantillons de référence
purs. La raison en est que la camera recoit du signal de ’organelle mais aussi
des plans au-dessus et au dessous. Les coefficients du unmizing décrivent en
fait le voxel tout entier .

Prenons un exemple théorique pour comprendre un peu mieux ce qui se
passe. Imaginons un organelle contenant un colorant dans un environnement
contenant le méme colorant plus un autre. Les deux premiéres étapes per-
mettront de conclure & la présence des deux colorants mais la troisiéme

est indispensable pour montrer qu'un seul se trouve dans l’organelle. Le

Lyvoir la note page 68 pour la définition d’un voxel
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[’ORGANELLE (ET PAS SEULEMENT DU VOXEL)

principe de la détection dans cet exemple est illustré par la figure D.1. Les
traits inclinés désignent un colorant, tandis que l'autre est signifié par un
fond gris. La densité des traits et le niveau de gris caractérisent la quantité

de colorant.

Fi1G. D.1 — Principe de la détection d’un colorant dans un organelle
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Le voxel vu dans le plan zz perpendiculaire au plan focal montre 1’or-
ganelle gris environné des deux fluorophores. Si I’on projette le voxel le long
du grand axe vertical dans le plan zy, i.e. si 'on regarde le signal projeté
par le microscope sur le détecteur, on trouvera au centre les deux colorants,
mais ’analyse des images reconstituées de la contribution de chaque col-
orant révélera qu’au centre, il y a plus de gris (I’organelle ajoute du gris en
plus du fond) et moins de traits (I’organelle crée un espace vide de traits)

qu’en périphérie.

Cet exemple est tout a fait réaliste si 'on remplace le colorant gris par
de 'AF et les traits par de la EGFP. On pourrait croire que la EGFP est
exprimée dans ’organelle alors qu’il ne contient que de I’AF et que la EGFP

est dans le cytoplasme.
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D.2 Exemple

C’est justement cet exemple extréme d’un organelle AF dans une cellule
transfectée par la EGFP?2 que nous présentons en figure D.2. Les deux
images de gauche montrent la reconstitution de la contribution de la EGFP

et son intervalle de confiance (70 %), tandis que PAF est a droite. Le test

F1G. D.2 — Reconstitution des quantités de EGFP et d’AF dans le cas d’un

organelle AF immergé dans un cytoplasme EGFP
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de marquage conduit a la détection de EGFP (30,7 + 0, 3, la limite étant &
2,31 pour 95 % de certitude) mais la détection dans l'organelle permet de
corriger cette erreur. Le tableau D.1 résume les paramétres trouvés par le
unmizing : la EGFP est effectivement dominante dans le voxel, mais seule

I’AF est détectée dans I’organelle.

TAB. D.1 — Unmixing de 'organelle AF dans le cytoplasme EGFP

Quantité Intensité Détection

normalisée (cts) (limite=1,76)

AF | 0.2240.08 | 10702400 | 7,1£3,7

EGFP | 0.78 £0,07 | 3800 £330 | 0,05+0,33

2En ’absence de séquence signal reconnaissable par la cellule, la protéine fluorescente

finit généralement dans le cytoplasme.
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Annexe E

Intervalle de confiance

E.1 Définition de la région de confiance

Nous avons introduit I'intervalle de confiance de I'estimation des quan-
tités de colorants par le unmizing!. L’idée est de considérer chaque com-
posante du spectre comme la valeur de sortie d’un systéme dont les spectres
de référence sont les entrées et les quantités de colorants les parameétres in-
connus. Les N mesures spectrales permettent d’estimer le jeu de paramétres
qui minimise 'erreur quadratique entre les mesures et la reconstitution des
mesures réalisée grace aux parameétres estimés. Dans ce cas, I'erreur permet
d’estimer l'intervalle de confiance de I’estimation des paramétres.

Si 7 est le vecteur (de dimension N) contenant lerreur dans les N
canaux spectraux et @ le vecteur (de dimension m) contenant l’estima-
tion de la quantité des m colorants, nous pouvons former une variable de
Fisher-Snedecor en supposant que les N composantes du spectre sont les
réalisations de variables aléatoires indépendantes et gaussiennes [66] :

> S\ S o
N—m (oz—oz)XX(oz—oz)

m 7

—

m,N—m (E]-)

qui est une fonction de @, vecteur contenant les vrais paramétres que nous
cherchons a estimer.

Nous pouvons ainsi définir une région de confiance pour & qui est déter-

Lyoir chapitre 1
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minée par le risque choisi € et par 'inverse de la fonction de répartition de

Fm,N—ma flnvm,N—m-

N —m'(d—a)xx (3-a)

< finvp n—m(1 —0) p =1 —(E.2)

Par exemple, si nous choisissons un risque de # = 30 % par analogie
avec I’écart quadratique moyen adopté généralement comme barre d’erreur,
finvy 5 (pour 5 canaux et 2 colorants) fixe comme limite supérieure 1,75 pour
la variable de fonction densité de probabilité F; 3. Cette valeur se répercute
via Pexpression (E.2) sur la distance maximale (avec 30 % de chance d’er-
reur) entre & et & et définit une ellipse a deux dimensions ou une ellipsoide

a trois dimensions a 'intérieur de laquelle @ a 70 % de chance de se trouver.

Remarque : ainsi, dans le cas d’une erreur ¥ importante, & peut se trouver
loin de son estimation car le dénominateur de (E.2) est grand. Il en est de
méme si le nombre de mesures N (de canauz spectrauz) n’est pas assez élevé

par rapport au nombre de colorants m.

E.2 Extraction d’un intervalle de confiance

La définition de la région de confiance peut s’appliquer indifféremment
a 2 ou 3 dimensions, ¢.e. avec deux ou trois colorants. Mais pour en tirer un
intervalle de confiance, i.e. avec quelle incertitude le unmizing a trouvé ces
coefficients, il fallait extraire de ces ellipses (ou ellipsoides selon la dimen-
sion m) des valeurs scalaires caractéristiques. Nous avons choisi de prendre
les coordonnées extrémales sur les axes des coefficients «;. Ainsi, sur le test
graphique de détection des colorants & deux dimensions, la région de con-
fiance a été représentée par des barres d’erreur perpendiculaires entre elles

et paralléles aux axes (ay, ag)?.

2yoir chapitre 1
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E.3 Calcul de 'intervalle de confiance

Le calcul des coordonnées extrémales des régions de confiance ellipsoides
est un peu pénible. Nous le présentons ici pour N = 5 canaux et m = 3
colorants, non pour assommer le lecteur ( 7) mais pour en garder une trace.
Dans I'équation (E.2), passons a droite les termes dépendant de N, m et
7’ et notons B la valeur limite de la région de confiance. L’ellipsoide décrivant

les valeurs extrémes de @ a pour équation :

‘(@-a)xx(@-a) = B (E.3)

Une fois réalisés la mesure et le unmizing, B est fixée. Il reste donc a
extraire les intervalles de confiance pour chaque colorant [.
En conservant les mémes notations que dans I’annexe 2 sur la normali-

sation des spectres, (E.3) s’écrit :

ap—a;
—~ —~ — t —~
a1 —Qq, Qg —Qig, 3 —Q Tri))1<ke<s ((Tgg)) 1<k<s — = RE4
(@ — 0, @ — a2, @ —3)' (200) rss (0)rzvzs | =y | = HEA)
az—as
En notant pour tout I, a; — oy = A« et en développant le produit
matriciel au centre, le terme de gauche s’écrit :
5 .2 5 5
> k=1 Tk D=1 Tk1Th2 D1 TE1Tk3 Aoy
5 5 .2 5
(Aar, Aas, Aas) | S0 Tramp ey Thy > k=1 Tk2Tk3 Aay
5 5 5 .2
D k=1 Tk3Th1  Dop—1 Th3Tk2 Dop—1 Tis Aas

Finalement, nous obtenons un scalaire en développant complétement :

5 5 5 5
Aot >z + Ay Y iy + Aaj Y apg +20a1Aan Y wpazks (..)

k=1 k=1 k=1 k=1

5 5
(. . ) —+ 2AO¢1AO¢3 Z Tp1Trs + QAOQAOég Z Tty = B (E5)

k=1 k=1
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Pour simplifier I’écriture de la suite, nous posons :

22:1 xi1 = A
22:1 xiZ = A3
2221 xz:«: = A:Q«:
S tmrke = Al
22:1 TE1Tg3y = A%g
22:1 Tpalrs = A%g

Nous obtenons ainsi une équation du seconde degré a trois inconnues

(Aay, Aas, Aag) :

AT A} + Aad A5 + Ao A3+ (...)

2 (A1 Az A}, + A AasAly + AaxAasAly) = B (E.6)

Il s’agit de I’équation d’une ellipsoide dont nous cherchons les valeurs
extrémales sur les axes (Aaq, Aay, Aag). Commencons par Aqg, puis nous
procéderons par analogie pour les deux autres.

Plagons-nous a l'extremum de Aay, Aa;(ic) qui est une majoration de
I'intervalle de confiance de 'estimation de «q, et considérons les positions
au voisinage de ce(s) point(s). Pour cela, différentions (E.6) par rapport aux

trois variables avec dAa; =0 :

200 A3d Ay + 2A03A3dAas + 2 (A Acy(ic)dAay (..

+ALAay (ic)dAas + Af AazdAas + A AazdAay) = 0 (E7)
Qui se simplifie en :

(AaA3 + Aoy (ic) A3, + AazAl) dAay (...)

+ (Aas A} + Aoy (ic) Ay + Ay A%y ) dAag = 0 (E.8)



E.3. CALCUL DE IINTERVALLE DE CONFIANCE 161

Cette égalité doit étre vérifiee pour tout dAasy et tout dAas donc les

deux termes entre parenthéses sont nuls :

Ay A3 + Ay (ic) A2y + Aaz A3, = 0 (£.9)

AazAZ + Ay (ic) A2, + Aay A3, = 0
Nous allons exprimer Aas et Aasz en fonction de Aaj(ic) afin de les
reporter dans (E.6). Nous passons les quelques étapes évidentes de la réso-

lution du systéme (E.9) qui conduisent & :

A2, A2, JA2— A2 .
Aoy, = —12333,4333/@ 12 Aayy (ic)

(E.10)

A2, A2, /A2 A2 .
A o — 124393/439 13 AO( ic
3 gz Aonlic)

Bien sir, les deux expressions sont symétriques. Nous les simplifions en

introduisant une matrice (a;;)1<i<s dont les coefficients aq; et as; sont :
155<3

gy = AuAh/A A
A2_A23/A3

(E.11)

oy = /A,
A3_A23/A2

Nous reportons maintenant (E.10) et (E.11) dans (E.6) et obtenons :

{A%-’- a%lA%—i— a§1A§—|— 2(@2114%24— 0,3114%34— G,QlaglA%g) }AO{%(IC) :E12)

Cette relation permet d’exprimer Ay (ic), valeur majorée de I'intervalle
de confiance de 'estimation de «;.

Nous appliquons par analogie la méme relation aux deux autres coeffi-
cients et obtenons finalement ’expression de nos trois intervalles de confi-

ance :

: _ VB
Ay (1C> B 202 A24.2 A2 2 2 2
\/A1+a21A2+a31A3+2(a21 Afgtazi Afg+az1asn A23)
: _ VB
Aay (1C> B 24,2 A2 .2 A2 2 2 2 (E13)
\/A2+a12A1+a32A3+2(a12A12+a32 ASg+aizas2 A13>
Aas(ic) = VB

\/A§+a§3A?+a§3A§+2 (als A2 4a3 A2, +a13a23A%2)
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Nous avons utilisé la matrice (a;;)i<i<s dont les termes non diagonaux
1<5<3

sont définis par analogie avec as; et asy et dont la diagonale est nulle.
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