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L 7% Comment décrire la structure
fonctionnelle des réseaux en développement?

Approches in vivo et/ou in vitro (intégrée) :
EEG, Pet scan, VSD, multi-électrode area, potentiels de champs...
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ranche d’hippocampe chargée d’un marqueur sensible a la variation de potentiel
pp p
(Meyer Jackson website)

VSD : Voltage sensitive dyes : donne une image de I’état de dépolarisation spontané du
réseau (résolution de glg 100 pm?). Peut fluorescent nécessite de long temps
d’enregistrement.



\ Comment décrire la structure fonctionnelle™ ™™
des reseaux en developpement ?

Inmed iMAGIng Center

Résolution cellulaire Résolution cellulaire R:SOIUUE” mullt'lcell.ulzfure
Approche unitaire Approche multi-unitaire pproche muiti-unitaire
A

Multi-patch : fonctionnel a
’INMED mais technique lourde
et ‘peu’ de cellules.

multi-électrode area : matrice
d’électrode pour le suivis

rapide de | ’activité neuronale

mais résolution spatiale faible
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Y . Structure-fonction des réseaux de
neurones: de 'unitaire a I'intégre
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Unitaire Intégré
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Sondes optiques pour mesurer
ou modifier ’activité neuronale

Type of molecule lllustration Examples Manipulating
Measuring Optogenetic activators ChR21 (refs 40, 47, 48, 54)
Voltage sensors Optical Light fw z\.ﬂég?gs*f( g)s 17,20) LiGIuR{ (ref. 49)
pmbe rer.
VSFP1 (ref. 96)
Membrane

Calcium sensors Ehanne] OGB-1* (refs 8 30) Optogeneticinhibitors Halorhodopsin (NpHR) T

A Fluo-4* (ref. 97)

(refs 50, 51)
D3cpv (ref. 38)

TN-XXLt (ref. 39)
GCaMP31 (ref. 98)

C-O

Receptor/channel
reporters

Fluorescence-labelled

Shaker? (ref. 69) Scanziani & Hausser. NatRev Neuroscience. 2009

Genetically encoded X indicators :
GECI (Ca**) : Cameleon, GCaMP6, RCaMP...

Synaptic release
reporters

— GECIi (CI') : Clomeleon, Chlore sensor...

SynaptopHIuarint (ref. 65) .
FLIPE (ref. 66) GEVI (voltage) : QuasArs sensor

SuperGluSnFRt (ref.64)  Ph-sensor : Phluorine
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ﬁ)Sondes organiques synthétique\
(Tsien 1980)

0,C cO;
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\ Qy)\/ BAPTA
O (Chélateur du calcium)
COo, Fura-2

Fluorophore

Non perméables a la membrane si non

estérifiés (forme Acéto-methylester : AM)

wura 2, Oregon-green, Fluo4, etcj
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Sondes calciques

2) Protéines Caméléons
(Miyawaki 1997)

-

440 nm

NED.)

480nm

Ratio : 635/480 (YFP/CFP)

3) Complémentation, tandem
(clomeleon pour CI)... /
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%AG,C Le calcium comme indicateur

\| d iMAGIng C ’ . . ,
de I'activite neuronale
Exc.
Neurone inactif Neurone actif %6 0%,y
Ca* Ca 2+ Ca z gﬁ"&@
g
= - Fura-2
3
2+
Ca " Joc ~ :> :
100 nM-1 uM & Calcium libre
2+ 300 350 400 450
Ca Ca?t 0 5 5
Ca 2+ wavelength (nm) Emission : 505 nm
[Ca? ]~ 12mM
Emission de potentiel d’action
>Dépolarisation membranaire
Canaux calciques >ouverture des canaux Ca?* ‘ —_—
dépendant du >augmentation de [Ca**];, mv %DF/[F
potentiel

Un potentiel d’action = un événement calcium

Le calcium extracellulaire est 104 fois plus important que le calcium
intracellulaire (100 nma 1 yM)
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Clwaee Accroitre la résolution temporelle

1 iMAGIng Center

Microscopie Multiphoton Multifocale : TriMscope

Balayage conventionnel Balayage Multi-faisceaux (64)
mono-faisceau en mode d’excitation
confocal ou multiphoton multiphoton exlusivement
1 |

50-100 ms./ image (1380x1040)

Camera CCD
Synchronisée

1-2 s./ image (1024x1024)

PMT
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Chwae Configuration du poste TriMscope

Ti:3a Laser
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Patch-clamp

Microscope

- ", 20% Deamsplitter I_
RS kN
Laser beam
Mirror ™. 20 =
~ =
SCcanner
TriM Scope r-l:l

cCCch
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Yuaac FONctionnement du TriMscope de l'intérieur

/o "’J\Iurned iMAGIng Center

Multiplicateur de faisceau

.........................................................................................................

% i 2faisceaux
multiples
i alternés et de

Télescope

"""""""""" P / 4 polarités croisée
Cube polariseur M \\\\\\
...................................................................................... \\\\\\\\\
: : NN
Atténuateur \ "”
T~ : ; : S
: Shutter — |H
Lame X2~ bl _Lp 4 positions x _ Microscope
Faisceau Mo M
laser IR M Compensateur

Champs : 450 X 400 um

1380X1040 pixels




~%AG.C Correlation entre le signal Ca** et M
le nombre de potentiels d'actions

22 o

20 }
18 —
o 16 —
g 4
g 12 A
. . g 10 4
e Marqueur sensible au Calcium g
(ex. Fura 2-AM) T8
e tranche de cerveaux rongeurs 6 1
(300 @ 400 um) 4 .
. . . 1 2 3 4 5
o Falble grandlssement . Signal électrophysiologique
20X forte ON = 0.95 (nb de potentiels d'actions)

10X ON = 0.3
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Clwee Analyse On-line : résolution cellulaire




(e Analyse On-line : résolution du résead

o "\|...ncd.N.x-.ci||-_qc:,--|:u

30s

Détection automatique du signal

o onset
o offset

Collaborateurs Principaux :
D.Aronov (MIT, USA)

P. Bonifazi

S. Feldt-Muldoon

200

100

Cellule #

o
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Reconstruction automatique de I'activité de réseau

Exploration statistique (ex. Analyse de Cluster)

Analyse de la connectivité...
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Cwec  Enregistrement de cellules cibles
en patch-clamp

Localisation des - Patch clamp et
analyses morphologiques

microcircuits actifs
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Clwac  L’approche expérimentale

/

Cellule

L PR LT R et
120 (R lll’u‘i-‘:l'ﬂ?-lul- IR 43
g g o
ﬂru'-rr-i-

in -n:mmn;l sl sl leaBe B BLEF
" e mamm g b

@ Imagerie dynamique des ° O° 20 @Electrophysiologie
réseaux o 0§ ooy ‘
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i« o Description des patrons d’activité spontané: -
f’:!.“ oo . 7 . r'.'-!; i
-7 - Identification des générateurs de rythmes f:"
| __ ‘:12;:;
”ﬁ Etudes de la dynamique des réseaux : "
', + ® OU ces activités commencent ? b
~, . Comment s’arrétent-elles, se propagent- 54
=, elles, évoluent-elles ? AE
s P R s
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Sources et Ressources

WEB divers
» Molecular expressions http://micro.magnet.fsu.edu/index.html
»Microscopy U (Nikon) : http://www.microscopyu.com
»Microscopy resource system (Olympus): http://www.olympusmicro.com/index.htmi
»A whole world of microscopy knowledge (Zeiss): http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/index.html
» Wikipédia

Plate-formes d’imagerie
»  PICSL http://www.picsl.univ-mrs.fr/ : MICROSCOPIE OPTIQUE (PDF indisponible)
» BIC http://www.bic.u-bordeaux2.fr/ : Microscopie a épi-fluorescence et microscopie confocale (PDF)
»Membres du GDR2588 CNRS (microscopie fonctionnelle des systemes vivants) et
du RTmfm (Réseau technique de microscopie de fluorescence multidimensionnelle).

Cours
> Arnaud Sergé (université de la Méditerranée — Marseille 1) Pé |
»Yves Husson (Université Joseph Fourrier - Grenoble) S
»Serge Monneret (Institut Fresnel, Marseille) [:_'| =
»Maxime Dahan (Laboratoire Kastler Brossel, ENS) cm_ﬁ/‘g‘ﬁ_L

»Francois Waharte (institut Curie, UMR144)

Handbooks
»Fondamentaux d’optique et d’imagerie numérique a I’'usage des microscopistes (C Cibert, ed. Cépadues)
»Handbook of biological confocal microscopy, third edition (JB. Pawley ed. Springer)
»Fundamentals of light microscopy and electronic imaging (DB. Murphy, ed Wiley-liss)

Commentaires, remarques, améliorations :
francois.michel@inserm.fr



http://micro.magnet.fsu.edu/index.html
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