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Comment décrire la structure 
 fonctionnelle des réseaux en développement? 

F. Michel 25.11.14 

Approches in vivo et/ou in vitro (intégrée) :  
EEG, Pet scan, VSD, multi-électrode area, potentiels de champs… 

Tranche  d’hippocampe chargée d’un marqueur sensible a la variation de potentiel 
(Meyer Jackson website)  

VSD : Voltage sensitive dyes : donne une image de l’état de dépolarisation spontané du 
réseau (résolution de qlq 100 µm2). Peut fluorescent nécessite de long temps 

d’enregistrement. 



Comment décrire la structure fonctionnelle 
 des réseaux en développement ? 
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Résolution cellulaire 
Approche unitaire 

Résolution cellulaire 
Approche multi-unitaire 

Multi-patch : fonctionnel à 
l’INMED mais technique lourde 

et ‘peu’ de cellules. 

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

rapide de l ’activité neuronale 
mais résolution spatiale faible  

Résolution multicellulaire 
Approche multi-unitaire 



Structure-fonction des réseaux de 
 neurones: de l’unitaire à l’intégré 
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Unitaire Intégré 



Sondes optiques pour mesurer  
ou modifier l’activité neuronale 
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Scanziani & Hausser. NatRev Neuroscience. 2009 

Genetically encoded X indicators : 
GECI (Ca2+) : Cameleon, GCaMP6, RCaMP… 
GECli (Cl-) : Clomeleon, Chlore sensor… 
GEVI (voltage) : QuasArs sensor 
Ph-sensor : Phluorine  
 



Sondes calciques 
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BAPTA 
(Chélateur du calcium) 

Fluorophore 

1) Sondes organiques synthétiques 
(Tsien 1980) 

Non perméables à la membrane si non 
estérifiés (forme Acéto-methylester : AM)  
Ex: Fura 2, Oregon-green, Fluo4, etc.. 
 

2) Protéines Caméléons  
(Miyawaki 1997) 

3) Complémentation, tandem 
(clomeleon pour Cl-)… 



Le calcium comme indicateur 
 de l’activité neuronale 
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= 
Un potentiel d’action  =  un événement calcium  
 

mV %DF/F 

Le calcium extracellulaire est 104 fois plus important que le calcium 
intracellulaire (100 nm à 1 µM) 

Neurone inactif  Neurone actif  

[Ca 2+ ]ext ~ 1-2 mM 

Ca 2+ 

Ca 2+ 

Ca 2+ 

Ca 2+ 

Ca 2+ Ca 2+ 

Ca 2+ 

[Ca 2+ ]int ~ 
100 nM-1 µM 

Canaux calciques 
dépendant du 

potentiel 

Ca 2+ 

Ca 2+ 

Emission de potentiel d’action  
>Dépolarisation membranaire 

>ouverture des canaux Ca2+  
>augmentation de [Ca2+]int  



Accroître la résolution temporelle 
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Microscopie Multiphoton Multifocale : TriMscope  

Balayage conventionnel 
 mono-faisceau 

 confocal ou multiphoton 

Balayage Multi-faisceaux (64) 
en mode d’excitation 

  multiphoton exlusivement 

1-2 s./ image (1024x1024) 50-100 ms./ image (1380x1040) 

PMT  
Camera CCD 

Synchronisée 



Configuration du poste TriMscope  
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Patch-clamp  



           Fonctionnement du TriMscope de l’intérieur  
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 n=f(λ) 
  c=f(n) 

 
 

Champs : 450 x 400 µm 
 

 1380X1040 pixels 
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Compensateur Scanner 

Atténuateur 

Télescope 

Multiplicateur de faisceau 

2 faisceaux 
multiples 

alternés et de  
polarités croisée 

Shutter 
 4 positions 

Faisceau 
 laser IR 

Cube polariseur 

Lame λ/2 Microscope 



Corrélation entre le signal Ca2+ et  
le nombre de potentiels d'actions 
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10 mV 

Optical signal (calcium fluorescence) 

5%DF/F 

300 ms 

Signal électrophysiologique (potentiels d'action) 

5%DF/F 

300 ms 

10 mV 

Signal optique (fluorescence calcique) 
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Signal électrophysiologique 
(nb de potentiels d'actions) 

• Marqueur sensible au Calcium 
  (ex. Fura 2-AM) 
• tranche de cerveaux rongeurs 
  (300 à 400 µm) 
• Faible grandissement : 
 20X  forte ON = 0.95 
 10X ON  = 0.3 



         Analyse On-line : résolution cellulaire 
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30 sec 
10% DF/F 



         Analyse On-line : résolution du réseau F. Michel 25.11.14 

Détection automatique du signal   
o onset 
o offset 

30s 

Reconstruction automatique de l’activité de réseau 
 
Exploration statistique  (ex. Analyse de Cluster) 
 
Analyse de la connectivité… 

Collaborateurs Principaux : 
D.Aronov (MIT, USA) 
P. Bonifazi 
S. Feldt-Muldoon 
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Enregistrement de cellules cibles 
 en patch-clamp  
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Localisation des 
microcircuits actifs 

Patch clamp et 
 analyses morphologiques  



L’approche expérimentale  
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Analyses 

Electrophysiologie 

Neuroanatomie 

2 

3 

4 

Imagerie dynamique des 
réseaux 

1 

Cellule Réseau 



Quelques images en fluorescence 
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Quelques questions possibles  

Structure fonctionnelle des réseaux : 
• Cartes de connectivité  
• Description des patrons d’activité spontané :                                                   
 - Identification des générateurs de rythmes 
 
 Etudes de la dynamique des réseaux :  
• Où ces activités commencent ?  
•  Comment s’arrêtent-elles, se propagent-

elles, évoluent-elles ?  



Sources et Ressources 
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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.html 

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 à épi-fluorescence et microscopie confocale (PDF) 
Membres  du GDR2588 CNRS (microscopie fonctionnelle des systèmes vivants) et  

du RTmfm (Réseau technique de microscopie de fluorescence multidimensionnelle).  
 

Cours  
   Arnaud Sergé (université de la Méditerranée – Marseille II) 
Yves Husson (Université Joseph Fourrier – Grenoble) 
Serge Monneret (Institut Fresnel, Marseille) 

Maxime Dahan (Laboratoire Kastler Brossel, ENS) 
François Waharte (institut Curie, UMR144) 

 
Handbooks 

Fondamentaux d’optique et d’imagerie numérique à l’usage des microscopistes (C Cibert, ed. Cépaduès) 
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
http://www.microscopyu.com/
http://www.olympusmicro.com/index.html
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/index.html
http://www.picsl.univ-mrs.fr/
http://www.bic.u-bordeaux2.fr/
http://www.gdr2588.cnrs.fr/
http://rtmfm.ibl.fr/
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