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En utilisant la technique de synapses artificielles mise au point au laboratoire nous avons
pu explorer et résoudre le processus de la neurotransmission vésiculaire au niveau d’une cellule
unique.

La méme méthode nous a permis de démontrer que le phénoméne de stress oxydatif
correspondait a I’émission immédiate, mais pendant une durée de quelques dizaines de secondes,
d’un “ cocktail ” de quelques femtomoles de peroxyde d’hydrogene, de NO, de peroxynitrite et
de nitrites dont les flux sont mesurables individuellement par ampérométrie résolue dans le
temps et pratiquée a différents potentiels.

Ces résultats démontrent donc pour la premiere fois la quasi-instantanéité de la réponse de
stress oxydatif primaire, source des fameux radicaux libres, et identifient la nature et 1’origine
des différentes especes émises. Ils suggeérent ainsi I’implication d’un couplage entre NADPH-
oxydase et de NO-synthases intracellulaires.

La mise en jeu de ce phénomene important en parallele de la communication
interneuronale explique la maniére dont nos neurones s’adressent aux réseau de capillaires pour
« demander » un afflux sanguin plus important lorsqu’ils travaillent activement, comme cela sera
discutée sur la base de nos résultats les plus récents. Notons que c’est ce méme phénomene
(hyperhémie) qui est exploité par imagerie RMN ou a caméra-positon (PET-scan), via ma
mesure de I’augmentation locale de flux sanguin dans les zones actives du cerveau, afin d’imager
le fonctionnement du cerveau et en sciences de la cognition.
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Caractérisation quantitative des mécanismes de régulation de la transcription dans les cellules
vivantes via des approches basées sur la fluctuation de fluorescence
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La bonne compréhension d'une fonction biologique, comme la régulation de la transcription, méme
dans les organismes les plus simples, nécessite la caractérisation in vivo de chacun des éléments
intervenant dans le systéme étudié en termes de concentration, de stoechiométrie, de localisation et
d'interactions. Connaitre ce type d'information est déja fortement souhaité pour accéder seulement a
une compréhension qualitative de la fonction, et devient absolument indispensable dans le contexte
d'une approche de la biologie des systemes, ou dans I'évaluation quantitative de la réponse cellulaire a
un stress, a des médicaments ou a des changements dans les nutriments.

Nos études ont comme objectif la caractérisation quantitative des interactions entre protéines dans deux
systemes biologiques: le récepteur d'eestrogene humaine et la régulation du métabolisme de Carbone
Central (CCM) chez la bactérie Gram positive. Pour ce faire nous utilisons les techniques photoniques
les plus en pointes, basées principalement sur la spectroscopie de fluctuation de fluorescence dans des
mises en oeuvre sur cellule vivante unique. Nous utilisons au laboratoire les techniques de mesures de
correlation et de corrélation croisée de fluorescence (FCS et FCCS) et en développons d'autres a partir
d'une spectroscopie de corrélation e fluorescence innovante et de techniques d'imagerie, en particulier
la scanning FCS (sFCS), la Raster Scanning Image Correlation Spectroscopy (RICS), I'analyse en
nombre et en brillance (Number and Brightness Analysis -NBA) et aussi la PhotoActivatable
Localization Microscopy (PALM).

Apres une longue introduction aux techniques, nous présenterons les résultats des deux applications.

Quantitative characterization of transcriptional regulatory mechanisms in live cells using
fluorescence fluctuation approaches

The precise understanding of biological function, such as the regulation of transcription, even in the
simplest organisms, requires the in vivo characterization of each of the elements intervening in the
system of interest in terms of concentration, stoichiometry, localization and interactions. Such
information is already highly desirable for even a qualitative understanding of function, and is
absolutely necessary in the context of a systems biology approach or in the quantitative evaluation of
cellular response to stress, to drugs or to changes in nutrients.

Our studies have for objective, the quantitative characterization of protein interactions in two biological
systems, the human estrogen receptor and the regulation of the central carbon metabolism (CCM) in
Gram positive bacteria. We approach this quantitative characterization using state-of-the-art bio-
photonics methodologies based primarily on fluorescence fluctuation spectroscopy (FFS) in single live
cell settings. Fluorescent correlation and cross-correlation spectroscopy (FCS and FCCS)
measurements and other innovative fluorescence fluctuation spectroscopy and imaging techniques, in
particular scanning FCS (sFCS), Raster Scanning Image Correlation Spectroscopy (RICS), Number
and Brightness Analysis (NBA) as well as PhotoActivatable Localization Microscopy (PALM) are
currently in use or under development in the laboratory. After a comprehensive introduction to the
techniques, results on both systems will be presented.



Translocation de fragments d’ADN a travers des nanopores :
Modélisation et défis
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Depuis maintenant plus de 10 ans, des dizaines de groupes de par le monde tentent de mettre
au point un séquenceur d’ADN qui utiliserait le passage d'un fragment moléculaire a travers un
nanopore. Comme le diametre du nanopore est a peine plus grand que la taille d’un nucléotide,
le fragment passe dans le nanopore a la file indienne, base par base. Pourquoi ne pas lire
I’ADN directement lorsqu’il sort du nanopore? ldée élégante, mais pas facile a mettre en
application. La course technologique est devenue un marathon de longue haleine. Mais 'espoir
persiste.

Notre groupe s'est intéressé trés tdt a la modélisation du processus de translocation d'un
polymere a travers le nanopore. En principe, on doit incorporer dans le modele des éléments tel
I'hydrodynamique de I'ADN dans le solvant, l'interaction entre 'ADN et le milieu physique
environnant (le nanopore, les parois, etc.), I'entropie moléculaire de I'ADN, I'électrolyte, et le
champ électrigue qui force I'ADN a passer dans le trou de I'anguille. Bien qu’il soit possible de
simuler le processus au niveau atomique pour de petits ADN, des modeéles plus simples sont
nécessaires pour les cas utiles en pratique.

On pourrait penser que le simple passage d'un polymere dans un nanopore en absence
d’hydrodynamique et de forces électriques serait un probléeme « mécanique » simple. En fait, il y
a présentement des débats animés sur ce sujet et la situation est confuse. Les simulations se
multiplient et se contredisent les unes les autres.

Dans cette présentation, nous allons faire le point sur certaines des questions les plus
chaudement débattues par les théoriciens, et nous allons montrer comment notre groupe s’est
attaqué a ces problémes a l'aide de modéles simples et originaux. En particulier, nous allons
montrer que la translocation peut méme étre provoquée par des effets de désordre, ce qui
démontre une fois de plus que I'entropie n’est pas intuitive. Les cellules elles-mémes utilisent
peut-étre ces effets pour déplacer des polymeres.

! Travail fait en collaboration avec les Drs. Hendrick de Haan et Michel Gauthier.



