processus d’induction mécanique d’ex-
pression de génes du développement par
les mouvements morphogénétiques pose
la question de I’existence d’un contrdle-
qualité de I'état de I’élaboration de la
morphologie physique de I’embryon par
le génome, maitre d’ceuvre du déve-
loppement embryonnaire [9]. Il se peut
méme que les signaux mécaniques faci-
litent une communication rapide et de
longue portée entre domaines de diffé-
renciation distants. Enfin, I'importance
grandissante des signaux mécaniques
dans la régulation de processus embryo-
génétiques ou organogénétiques pose
nécessairement la question de leur rdle
potentiel dans la dérégulation des pro-

cessus morphogénétiques, conduisant a
des développements pathologiques. ¢

In search of the molecular
mechano-transductors of the cell

REFERENCES

—

. Resnick N, Collins T, Atkinson W, et al. Platelet-
derived growth factor B chain promoter contains a
cis-acting fluid shear-stress-responsive element.
Proc Natl Acad Sci USA 1993 ;90 : 4591-5.

. Meyer (), Alenghat FJ, Rim P, et al. Mechanical control
of cyclic AMP signalling and gene transcription
through integrins. Nat Cell Biol 2000; 2: 666-8.

. Davies PF. Flow-mediated endothelial
mechanotransduction. Physiol Rev 1995; 75: 519-60.

. Resnick N, Yahav H, Shay-Salit A, et al. Fluid shear
stress and the vascular endothelium: for better and
for worse. Prog Biophys Mol Biol 2003 ; 81 : 177-99.

. Corey DP, Hudspeth AJ. lonic basis of the receptor
potential in a vertebrate hair cell. Nature 1979 ;
281:675-7.

~

o

>

NOUVELLE

Quand la lumiere
controle Pactivité neuronale
et le comportement

Laurent Groc, Daniel Choquet

«Si l’on pouvait regarder a travers la voite
crdnienne et si la zone a excitabilité optima

était éclairée, on découvrirait sur un étre pensant
le déplacement incessant de ce point lumineux »

Ivan Petrovitch Pavlov, 1927

>Parmi les réves qui foisonnent dans
la téte des neuroscientifiques figure en
bonne place celui d’observer le fonc-
tionnement du cerveau, ou encore mieux
de contrdler ’activité des neurones, a
I’aide de lumiere maitrisée. La lumiere
maitrisée en microscopie du vivant est
principalement utilisée comme moyen
d’observation [1], depuis la morpho-
logie générale des neurones jusqu’au
mouvement de protéines uniques [2]. Le
tour de force technologique de I’équipe
de K. Deisselroth, publié dans la revue
Nature [3], montre que I'association
d’approches de biologie moléculaire et
d’optique permet de moduler Iactivité
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neuronale, et par la méme le compor-
tement d’organismes vivants. Quand le
réve devient lumiere !

Comment activer ou inhiber
rapidement un ensemble

de neurones avec de la lumiére ?

La question peut sembler simple, mais
chaque mot cache une difficulté expé-
rimentale de taille. Les neurones sont
des cellules excitables qui regoivent et
émettent des informations. Leur exci-
tation ou inhibition dépend en grande
partie de I'activation de récepteurs
par des neuromédiateurs ou des varia-
tions du potentiel membranaire. Le
principal neuromédiateur excitateur
du cerveau est le glutamate. Lorsque
du glutamate est libéré par un neu-
rone au niveau d’une synapse (zone de
connexion entre neurones), il active les
récepteurs glutamatergiques présents
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enhanced by epigenetic inhibition of BMP2
endocytosis. Am J Physiol Cell Physiol 2002 ;
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signaling in kidney morphogenesis: a role for
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dans la membrane du neurone opposé,
ce qui entraine une dépolarisation du
neurone et possiblement la génération
de potentiels d’action. Afin de contro-
ler activité d’un neurone ou d’une
synapse particuliere, une des approches
développées au cours de la derniere
décennie a consisté a bloquer Iactivité
des molécules de glutamate a 'aide de
cages chimiques sensibles a la lumiére
[4]. Lors d’une stimulation lumineuse
dans Pultraviolet, la cage se défait,
le glutamate est libéré, les récepteurs
glutamatergiques sont activés, et le
neurone excité. Cette approche permet
donc d’activer un neurone, mais peut
poser probléeme lorsque I’expérimenta-
teur cherche a contréler 'activité d’un
ensemble de neurones. Entre autres,
cela nécessite la libération de gluta-
mate dans un grand volume contenant
les neurones d’intérét, et entraine une

Article disponible sur le site http://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/20072367585
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activation massive, et excessive, de
tous les récepteurs glutamatergiques
membranaires. Or, cette situation est
représentative d’un état pathologique
observé, par exemple, lors d’accidents
cérébraux vasculaires. Il fallait donc
trouver une alternative a Iutilisation
de neurotransmetteurs «encagés »,
qu’ils soient excitateurs ou inhibiteurs,
pour activer des ensembles neuronaux.

Cest de la diversité des organismes
vivants qu’une solution a émergé

€n effet, il existe des récepteurs qui s’ac-
tivent apres stimulation lumineuse. Par
exemple, les récepteurs rhodopsine sont
présents dans la rétine, le phytochrome
des plantes, et dans des cellules proca-
ryotes. Le canal membranaire rhodop-
sine-2 (ChR2), qui est exprimé chez 'al-
gue Chlamydomonas reinhardtii, répond a

Virus contenant I’ADN de

w — w

NpHR

x — ¥

+ NpHR

*—b

‘,_};’61 I I I

Déplacement (nage)
d’un ver nématode
exprimant les genes de
ChR2 et NpHR

Allongement du corps

Contraction

apres stimulation du corps
lumineuse apres stimulation
lumineuse

Figure 1. Modulation de ’activité neuronale par la [umiére. A. 'infection de neurones par des virus

contenant I’ADN de ChR2 (bleu) et NpHR (orange) permet I'expression de ces canaux au niveau de la

membrane plasmique des neurones. U'activation transitoire et réversible de ces canaux par un fais-

ceau lumineux dont la longueur d’onde est précisément choisie permet soit I’excitation (ChR2, bleu),

soit inhibition (NpHR, orange) du neurone. Uexpression des deux types de canaux au sein du méme

neurone permet de contrdler a la fois I'excitation et I'inhibition du neurone. B. Le développement

de vers nématodes transgéniques exprimant les canaux ChR2 (vers bleus) et NpHR (vers oranges)

au sein de muscles locomoteurs, ou de neurones innervant ces muscles locomoteurs, permet un

contrdle instantané et réversible du comportement du ver a la suite de I'illumination de I'animal.
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ces caractéristiques puisque, en présence
du co-agoniste nécessaire rétinoide, une
stimulation lumineuse produit un flux de
cations (ions chargés positivement) &
travers le canal [5]. De telles propriétés
ont fait de ChR2 une protéine de choix
pour pouvoir moduler le potentiel de
membrane et donc I'activation de neu-
rones. ChR2 n’étant pas exprimé dans
les neurones, Zhang et al. [3] ont utilisé
des lentivirus contenant I’ADNc codant
ChR2 pour infecter et exprimer ChR2 dans
les neurones d'intérét [6,7] (Figure 14).
Cette étape, qui pourrait apparaitre a
premiére vue contraignante, s’avere
en fait présenter un double avantage.
Premiérement, elle permet de cibler, si
besoin est, une population neuronale
spécifique, telle ou telle partie du cer-
veau par exemple. Deuxiemement, un
rapporteur fluorescent introduit dans la
construction ADN permet de visualiser
les neurones infectés par ChR2, et donc
excitables par un faisceau lumineux. Les
neurones exprimant le ChR2 répondent a
une stimulation lumineuse de trés courte
durée (~15ms) par une dépolarisation
membranaire (potentiel plus positif) et
la genese d’un potentiel d’action. Lef-
fet excitateur est immédiat, et surtout
réversible puisque 'arrét de I'illumination
conduit a un retour instantané au poten-
tiel membranaire d’origine (Figure 1A).
Nous sommes donc en présence de neuro-
nes répondant de fagon réversible et tres
rapide a une stimulation lumineuse par
une décharge de potentiel d’action.

Au regard de la question d’origine, a
savoir comment activer ou inhiber rapi-
dement un ensemble de neurones avec
de la lumiere, subsiste donc le probleme
de Pinhibition des réseaux neuronaux.
Question d’autant plus importante que
les neurones en culture, ou a fortiori
dans un animal vivant, sont actifs spon-
tanément et que le seul moyen d’agir
sur ces patrons d’activité spontanée est
d’inhiber le neurone. En d’autres termes,
induire 5 potentiels d’actions/minute
dans un neurone qui en décharge spon-
tanément 100 par minute aura peu d’ef-
fet et sera peu informatif.



Le grand catalogue de constructions
moléculaires présentes dans la nature
a encore apporté une solution. Zhang
et al. ont utilisé une halorhodopsine
(NpHR) provenant du mico-organisme
procaryote Natronomas pharaonis, et
qui fonctionne comme pompe au chlore
(ion chargé négativement) dont I'ac-
tivité est dépendante de la lumiére. A
I’inverse du canal ChR2, I'activation du
NpHR par la lumiere induit une hyperpo-
larisation membranaire (potentiel plus
négatif). La méme stratégie d’infection
virale, avec cette fois NpHR, a permis de
montrer qu’une stimulation lumineuse
des neurones contenant NpHR produit
une inhibition rapide et réversible du
neurone (Figure 1A).

L'excitation et I'inhibition d’un neu-
rone peuvent alors étre controlées par
I’expérimentateur. Un méme neurone
peut-il cependant étre excité et inhibé
séquentiellement puisque les deux pro-
cessus nécessitent une méme stimu-
lation lumineuse ? La réponse est oui.
Cest grace a la différence des spectres
d’excitation du ChR2 et du NpHR que
cela est possible. €n effet, le ChR2 est
principalement activé par une lumiére
bleue (longueur d’onde ~ 460 nm) tandis
que le NpHR est principalement activé
par une lumiére jaune (longueur d’onde
~ 580 nm) (Figure 1A).
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Quid de Putilisation de ces systemes

de contrdle d’activité neuronale

dans un cerveau d’animal actif ?

Afin de répondre a cette question primor-
diale, les auteurs ont notamment testé
leurs systemes dans un organisme entier et
vivant, le ver Caenorhabditis elegans. Pour
ce faire, des vers transgéniques exprimant
a la fois ChR2 et NpHR dans des sous-types
cellulaires précis ont été développés. L'ex-
pression des canaux au niveau de muscles
locomoteurs ou de neurones cholinergiques
impliqués dans la contraction musculaire
permet alors le contrble instantané et
réversible du mouvement ondulatoire du
ver (Figure 1B). €n d’autres termes, I’exci-
tation ou Pinhibition de neurones du sys-
téeme nerveux intact d’un animal vivant et
libre de ses mouvements peut étre modulée
par I’expérimentateur en fonction du type
de lumiére envoyée.

L'utilisation de cette nouvelle technologie
permet donc de contrdler précisément la
fréquence de décharge d’un neurone (délai
de moins de quelques millisecondes) et
possede une grande reproductibilité dans
Iinduction de trains de potentiels d’action
(plus de 98 %). De plus, I'expression de ces
canaux dans des animaux transgéniques
permet la modulation rapide et réversible
de I'activité de réseaux neuronaux. Les
perspectives d’une telle prouesse techno-
logique sont presque aussi vastes que I’en-

> Depuis 20 ans, grace a m/s, vous vivez
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semble des fonctions du systéme nerveux,
fusse-t-il celui d’un ver. Lutilisation de ces
outils d’optique et de génétique permettra,
a n’en pas douter, de disséquer le fonction-
nement de nombreux réseaux neuronaux
lors de taches comportementales comple-
xes, comme le systéme olfactif de cerveaux
de rats [8].

Quand le réve des neuroscientifiques se
rapproche de la lumiére ! ¢

Optical control

of neuronal network activity
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