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RESUME

L'optogénétique associe le domaine optique et le domaine génétique. La méthode consiste a introduire un
géne qui code pour une protéine photosensible, appelée opsine, dans une cellule cible afin de la rendre
photosensible. Son illumination I'activera ou I'inhibera en fonction du type d’opsine exprimée.

Nommée méthode de I'année par la revue « Nature methods », I'optogénétique permet ainsi un contréle
spatio-temporel précis, en temps réel et réversible afin d’étudier et manipuler la fonctionnalité d’une cellule
ou de réseaux cellulaires d’un animal vivant.

La diversité des opsines a permis de développer le domaine de I'optogénétique et d’atteindre des buts variés
lors d’expériences ex-vivo ou in-vivo.

D’abord cantonnée aux neurosciences, aujourd’hui la technique apporte beaucoup a la médecine en termes
de connaissances fondamentales et compréhensions physiopathologiques : diverses expériences sur des
rongeurs ont été menées pour mieux comprendre certains troubles neurologiques, psychiatriques et
ophtalmiques.

Elle trouve également de plus en plus sa place dans la thérapeutique puisque depuis octobre 2021 le premier
traitement optogénétique expérimental a vu le jour : I'essai de thérapie génique GS030 a été développé pour
la rétinopathie pigmentaire non syndromique et a permis a un homme aveugle de retrouver (partiellement)
la vue.

La neuromodulation optogénétique est une approche indépendante des mutations pour restaurer des
fonctions physiologiques, telle que la vision, chez un sujet malade, ce qui est une réelle avancée. Cette
technologie ouvre donc la voie a d’autres applications dans des maladies ophtalmiques ou neurologiques.

Mots clefs : optogénétique — génétique — optique — opsine — photosensible — neurosciences - médecine —
neurologie — psychiatrie — ophtalmologie - neuromodulation — cibles thérapeutiques — traitement — GS030 —
rétinopathie pigmentaire.

ABSTRACT

Contribution of optogenetics in medicine

Optogenetics combines the optical and genetic domains. The method consists in introducing a gene that
codes for a photosensitive protein, called opsin, to target cell in order to make it photosensitive. Its
illumination will activate or inhibit it according to the type of opsin expressed. Named method of the year by
the journal "Nature methods", optogenetics allows a precise, real-time, and reversible spatio-temporal
control in order to study and manipulate the functionality of cellular networks in a living animal. The diversity
of opsins has allowed the development of the field of optogenetics and the achievement of various goals in
ex-vivo or in-vivo experiments. Initially confined to the neurosciences, today the technique brings a lot to
medicine in terms of fundamental knowledge and physio-pathological understanding various experiments
on rodents have been conducted to better understand various neurological, psychiatric and ophthalmic
disorders. Itis also finding its place in therapeutics, as since October 2021, the first experimental optogenetic
treatment has been developed: GS030 is indicated for non-syndromic retinopathy of pigment and allows a
blind man to recover (partially) his vision. Optogenetic neuromodulation is a mutation-independent
approach to restoring physiological functions, such as vision, in a sick subject, which is a real advance. This
technology opens the way to other applications in ophthalmic or neurological diseases.

Keywords: optogenetics - genetics - optics - opsin - photosensitive - neuroscience - medicine - neurology -
psychiatry - ophthalmology - neuromodulation - therapeutic targets - treatment - GS030 - retinisis
pigmentosa.
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. INTRODUCTION

L'optogénétigue est un nouveau domaine de recherche et d’application qui combine I'optique
a la génétique. Le principe est de faire exprimer des protéines photosensibles dans une cellule cible
de facon a la rendre sensible a la lumiére et donc « manipulable » a distance (Cf. figure 1). Le terme
est proposé en 2006 par I'un des principaux pionniers dans le domaine, Karl Deisseroth, qui montre
I'intérét de I'utilisation de sondes, marquées et activables par la lumiere, lors d’études in vivo sur la
dynamique et le comportement des neurones (1). Cette technologie s’appuie également sur
I'observation en 1979, du biologiste britannique Francis Crick qui souligne le potentiel des
propriétés de la lumiere comme outil intéressant pour étudier les tissus nerveux, en comparaison
avec les électrodes qui sont invasives et qui ne sont pas aussi précises (2). Ce domaine est par la
suite essentiellement basé sur |'utilisation de protéines photosensibles qui possédent la capacité a
étre activées par la lumiere et induire ensuite une réponse cellulaire régulée dans le temps et dans
I'espace (3).

Figure 1 — Schéma du principe de I'optogénétique (Inserm, 2021) (3)

En 2010, la technique a été nommée « méthode de I’année » par la revue « Nature methods »,
qui attribue son succes et son développement aux progres réalisés tant au niveau des techniques
de microscopie, des stratégies d’expression génique, et des techniques permettant de mesurer les
effets biologiques induits (4).

L’optogénétique s’est initialement cantonnée aux neurosciences (5). En 2005, a lieu la premiere
étude sur mammifére démontrant que lintroduction d’'une opsine, famille de protéines
photosensibles, induit une réponse de cellules neuronales sélectionnées (6). Cette technique a été
ensuite utilisée sur une plus large zone de tissu nerveux, afin d’étudier comment I'information est
transmise dans les différents réseaux de neurones dans le but de mieux comprendre le
fonctionnement du cerveau en conditions physiologiques et pathologiques (7).

L’optogénétique désigne aujourd’hui l'utilisation d’outils moléculaires génétiquement ciblés
pour I'observation et la manipulation de structures cellulaires a I'aide de la lumiére avec une
haute résolution temporelle et spatiale (1). De plus, des applications en médecine commencent a
émerger avec un premier succeés qui a permis a un homme aveugle, atteint de rétinopathie
pigmentaire, de retrouver partiellement la vue (8).
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Dans une premiere partie de cette these nous décrirons les bases de I'optogénétique puis nous
présenterons les apports en médecine et le potentiel thérapeutique de I'approche dans diverses
pathologies, enfin nous verrons la place de l'optogénétique se concrétiser dans le domaine
thérapeutique en abordant un essai clinique sur des patients aveugles suite a une rétinopathie
pigmentaire de stade avancé.

. BASES DE L'OPTOGENETIQUE

I.1 Principe général

L'optogénétique consiste a modifier génétiquement des cellules afin qu’elles deviennent
sensibles a la lumiére grace a I'expression de protéines photosensibles (Cf. Figure 1) (9). Par
conséquent, la premiére étape est de modifier génétiquement — a l'aide d’'une méthode
biotechnologique — les cellules cibles pour qu’elles expriment ces protéines (Cf. Figure 2) (10). La
deuxieme étape est d’utiliser la lumiére a la bonne longueur d’onde afin d’éclairer — par une fibre
optique - la protéine pour I'activer (Cf. figure 3) (10). La résultante, en fonction du type de protéine
photosensible utilisée, sera une activation ou une inhibition des fonctions de la cellule modifiée
génétiquement.

Figure 3 - Schéma de photo-activation

protéines photosensibles a I’aide d’un par -une _flbre oppqL,Je des proteines
vecteur viral dans les neurones de photosensibles exprimées par les cellules

souris (10). (10).

Figure 2 - Schéma d’expression de

.2 Les protéines photosensibles : les opsines

Au fil des années, différentes protéines photosensibles ont été découvertes dans la nature. La
premiére est la Bactériorhodopsine, découverte en 1971 par deux biochimistes américains, Walter
Stoeckenius et Daniel Oesterhelt (11). S’ensuit, la découverte de I’'Halorhodopsine en 1977(12) et
la Channelrhodopsine (ChR) en 2002 (13).
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Ces protéines appartiennent a la famille des opsines. Les génes codant les opsines sont divisés en
2 superfamilles distinctes : les opsines microbiennes dites de type | et les opsines animales dites de
type Il (14):

e Lesgenesd’opsines de typelsetrouvent chez les procaryotes, les algues et les champignons.
Ces opsines contrdlent diverses fonctions (phototaxie, stockage d’énergie et biosynthese
rétinienne) (15).

e Les génes d’opsine de type Il ne sont présents que chez les eucaryotes supérieurs et sont
principalement responsables de la vision (16). Une partie des opsines Il joue également un
réle dans le rythme circadien et la régulation pigmentaire (1).

L'optogénétique est principalement basée sur les opsines de type | et plus particulierement la
Channelrhodopsine, une protéine sensible a la lumiére bleue découverte chez une algue
unicellulaire, Chlamydomonas reinhardtii, dans les mécanismes de phototaxis (13).

[.2.1  Structure générale des opsines

Les opsines sont capables de réagir a I'énergie lumineuse par leur liaison avec un
chromophore : le rétinal. L’association de la molécule opsine avec son chromophore est appelée
rhodopsine (Cf. figure 4) (17) (18). Ces protéines sont impliquées dans la grande majorité des
processus de photosensibilité chez les organismes vivants.

\ Rétinal

Figure 4 - Schéma de cristallisation d'une rhodopsine (en vert) et d'une opsine (en orange) (18)

La rhodopsine est une protéine transmembranaire, sous forme hélicoidale (19,20), contenant
348 acides aminés, qui s’organisent en 7 hélices transmembranaires (nommées H-I a H-VII) reliées
par des boucles extracellulaires (NH2-T, E-I, E-Il et E-lll) et cytoplasmiques (COOH- T, C-I, C-ll, C-llI)
Le chromophore ou rétinal est lié par une liaison covalente a la lysine 296 dans I’'hélice VII (Cf. figure
5) (21) (22).
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Figure 5 - Modeéle bidimensionnel de la rhodopsine bovine (22)

Le rétinal, également appelé rétinaldéhyde est I'une des trois formes de vitamine A. C’est un
aldéhyde polyinsaturé capable d’absorber la lumiére (13). Mot dérivé de « rétine », le rétinal
constitue la base moléculaire du cycle de la vision régi par sa photo-isomérisation. Cette réaction
d’isomérisation est a la base de |'activation d’une opsine par son changement de conformation.

La rhodopsine est donc formée de I'opsine liée de maniere covalente au 11-cis rétinal (groupe
amine -NH2) ou au tout-trans rétinal (groupe imine =N-) (Cf. figure 6) (24)(25).

e e e

Rétinal trans ou (E) (20)

Rétinal Cis ou (Z) (21)

Figure 6 - Structures chimiques du rétinal (24,25)

[.2.2  Fonctions des opsines

Les opsines sont soit des canaux ioniques (7) soit des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG)
(26). En d’autres termes, leur activation par la lumiere induit soit une ouverture du canal laissant

entrer ou sortir des ions (Cf. figure 7) (27), soit une activation d’une protéine G permettant la
transduction d’un signal intracellulaire (Cf. figure 8) (28).
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Figure 7 - Schéma du fonctionnement d'une rhodopsine canal ionique (27)

Protéine G inactive

Figure 8 - Schéma du fonctionnement d'une rhodopsine RCPG (28)

La fonction « canal ionique » est responsable d’une propriété universelle aux membranes
cellulaires : la génération d’un potentiel transmembranaire étant a la base de la régulation de
I'activité cellulaire (29). Ces canaux jouent un roOle essentiel dans I'excitabilité cellulaire, le
déclenchement et la propagation du potentiel d’action. En fonction du type d’opsine, du type d’ions
et du sens du flux, la réponse de la cellule varie, pouvant étre une activation ou une inhibition du

potentiel membranaire.

La fonction « RCPG » est modulatrice. Cela correspond a I'activation d’une protéine G du récepteur
suivit d’une activation enzymatique induisant une modification biochimique intracellulaire. La

Protéine G active

Sous unités recrutées par
I’activation de la protéine G

réponse cellulaire dépend du type de protéine G et donc du type d’opsine utilisée.

Les différentes familles impliquées dans les 3 types de réponses sont décrites dans le tableau ci-

dessous (tableau 1), et seront traitées indépendamment dans la partie 1.2.3 et 1.3.2.2.
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Tableau 1 : Classification des principales rhodopsines par leur fonction :

Fonction ACTIVATRICE Fonction INHIBITRICE Fonction MODULATRICE
Channelrhodopsine type 1, type 2 Halorhodopsine (NpHr), OptoXR (Opto- alAR, Opto-B2)
(ChR1 et ChR2), et leurs variants. Archeorhodopsine (Arch) et

Bactéorhodopsine (BR).
Canaux cationiques non sélectifs, ils BR et Arch NphR Opto- alAR: Opto- B2AR :
conduisent le Ca2+, Na+, K+ et H+
vers l'intérieur (30,31). Pompes ou canaux | Pompes ou RCPG RCPG
cationiques canaux Adénylate Phospholipase C
sélectifs a protons | cationiques cyclase qui induit | quiinduit a son
vers sélectifs a une tour une
I'extérieur (32)(33) | chlorure vers augmentation de | augmentation de
I'intérieur (34) la concentration | la concentration
intracellulaire IP3 et DAG (35)
d’AMPc (35)

[.2.3  Les principales opsines naturelles

Différentes opsines ont été découvertes dans la nature. Ces protéines ont toutes le méme
principe de fonctionnement : ce sont des protéines activées par la lumiere. Les opsines sauvages
restent néanmoins plus ou moins différentes entre elles, avec des caractéristiques et des cinétiques
d’action qui leur sont propres. Un tel panel d’opsines naturelles a permis de développer le domaine
de I'optogénétique et d’atteindre des buts et des fins variés lors d’expériences ex-vivo ou in-vivo.

Bactériorhodopsine (BR)

Cette protéine est retrouvée dans la membrane pourpre de I'archée halophile Halobacterium
salinarum (36). La protéine BR est sous forme d’homotrimere (37) ; Chacune des trois unités a une
structure identique composée de 248 acides aminés organisés en 7 hélices a transmembranaires
emprisonnant le rétinal, lié au résidu lysine 216 par une base de Schiff (38). La BR est un canal
ionique sélectif photosensible qui correspond a une pompe a protons (H+) utilisant I’énergie
lumineuse pour générer un gradient de protons a travers la membrane cellulaire (34,39). Ce
gradient de protons permet a son tour de produire de I’ATP, permettant d’alimenter les réactions
qui font vivre la cellule (40) (41). La BR a une cinétique de désintégration (toff) dite lente. Pour
I'activer, il faut une exposition continue a une lumiére verte (absorption maximale entre 560-570
nm) de faible intensité (42). Aujourd’hui, elle est trés peu utilisée en optogénétique.

Halorhodopsine (NpHR)

Cette protéine est retrouvée chez une classe d’archées nommée Halobacteria. (12)

Sa structure est semblable a la BR. Il s’agit d’'un canal ionique photosensible sélectif correspondant
a une pompe chlorure (Cl-) dirigée vers l'intérieur (32). Pour activer NpHR, il faut une exposition a
une lumiére jaune / verte (le pic d’absorption se situe autour de 580 nm). Son excitation provoque
une hyperpolarisation avec une inhibition consécutive de la cellule cible.

Channelrhodopsine (ChR)

Cette sous-famille est retrouvée chez les unicellulaires Chlamydomonas reinhardtii (30,43). Il existe
2 types de channelrhodopsine : La channelrhodopsine 1 (ChR1) et la channelrhodopsine 2 (ChR2).
Au niveau structural, les channelrhodopsines sont des protéines a 7 hélices transmembranaires,
contenant le chromophore tout trans-rétinal relié de maniére covalente par une base de Schiff
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protonée (44). Au niveau fonctionnel, la ChR est un canal cationique non sélectif photosensible. Ce
type de rhodopsine conduit le Ca2+ Na+, K+ et H+(43,45,46). ChR1 et ChR2 activent les cellules dans
lesquelles elles sont exprimées par dépolarisation. Elles se distinguent par leurs caractéristiques
cinétiques, spectrales et par leur perméabilité plus ou moins importante pour certains cations (Cf.
tableau 2) :

Tableau 2 : Caractéristigues différentielles des channelrhodopsines :

Caractéristiques ChR1 ChR2

Sélectivité Plus sélective pour les protons (H+) (47) | Conduit tous les cations Ca2+ Na+, K+ et H+
Spectre d’action Spectre d’action a 500 nm (13) Spectre d’action a 460 nm (13)

Cinétique de A la lumiére les ChR restent activées pendant un temps déterminé puis s’inactivent.

désintégration ou toff | ChR2 s’inactive plus rapidement que ChR1 a la lumiére. (45)
(cinétique de
récupération post-
lumiere)

Parmi ces deux protéines, la ChR2 a regu le plus d’attention en tant qu’outil neuroscientifique car
elle incorpore naturellement et plus facilement le tout- trans- rétinal endogéene des cellules. Ceci
permet ainsi aux expérimentateurs d’exciter ou d’inhiber sélectivement des cellules génétiquement
ciblées sans ajout de cofacteurs exogénes (48).

Volvox Carterie ChR1 (VChR1)

En 2008, Volvox Carterie ChR1 (VChR1) a été identifié dans I'algue Volvox carterie (49). Sa structure
est semblable aux ChR. Son mécanisme d’action est le méme que celui des channelrhodopsines ;
c’est un canal cationique non sélectif perméable pour les 4 cations H+, Na+, K+ et Ca2+ avec une
conductance plus importante pour Na+ (50). Le pic d’activation est a 545 nm avec une activation
pouvant aller jusqu’a 590 nm. L’excitation maximale est décalée vers le rouge d’environ 70 nm par
rapport a la ChR2. VChR1 active les cellules en les dépolarisant. Cette version fonctionne ainsi
comme la ChR2 en tant que canal cationique tout en permettant d’étendre le spectre optique
d’excitation cellulaire vers le jaune.

Channelrhodopsine (MChR1)
En 2011, a été découvert la nouvelle channelrhodopsine MChR1 au sein de I'espece d’algues vertes
Mesostigma viride. Elle possede un spectre d’action similaire a la ChR1, décalé vers le rouge (51,52).

Archaerhodopsine (Arch)

Entre 2010 et 2011, des inhibiteurs optiques efficaces ont été découverts chez des archaebactéries
et sont nommeés les Archaerhodopsine (Arch). Les Arch possédent 7 a-hélices transmembranaires
et un feuillet B extracellulaire a 2 brins (53,54). Ce sont des canaux ioniques sélectifs
photosensibles qui correspondent a des pompes a protons (H+) vers I'extérieur. Ces canaux
hyperpolarisent les cellules en faisant sortir les H+ de la cellule et donc permettent l'inhibition de
celles-ci (55). lls possédent le méme spectre d’activation que les opsines de type | (56). Leur
maximum d’excitation est a 566 nm et donc sensible a la lumiére verte- jaune (55). Les courants
médiés par Arch présentent une excellente cinétique d’activation de la lumiére et de récupération
post-lumiére. Sous un éclairage continu, les photocourants induits par Arch finissent par diminuer
mais contrairement a toutes les halorhodopsines, Arch récupére spontanément la fonction en
quelques secondes en post-illumination (57). Plusieurs expériences in-vitro (neurones en culture) et
in-vivo (souris, mammiféres) prouvent qu’Arch pourrait étre particulierement efficace pour un
« silengage » neuronal optique (57)
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La figure 9, ci-dessous, résume les rhodopsines activatrices et inhibitrices, leurs longueurs d’ondes
excitatrices et leurs affinités ionique (58).

K+

Cl-
Na+ Ca2+

ChR1 (500 nm) BR (560 — 570 nm)

VChR1 (545 nm)
MChR1

Figure 9 - Résumés des rhodopsines naturelles avec leurs longueurs d'ondes (58)

Les bases du principe optogénétique étant a présent abordées, nous allons a présent nous
focaliser, dans un premier temps, sur la partie optique de la technique puis, dans un second
temps, sur la partie génétique.

1.3 Partie optique de I'optogénétique

Les opsines sont a la base méme de I'optogénétique par leur photosensibilité et leur fonction de
canal ionique ou de RCPG. Ces protéines présentent I'avantage d’étre un systéme monocomposant
ou le domaine de détection de la lumiére (le capteur) et le domaine effecteur sont codés sur un seul
géne. Elles peuvent donc étre considérées comme des composants de photosensibilisation précis
et modulables a introduire dans des cellules non sensibles a la lumiére pour permettre un contrdle
optique rapide.

[.3.1  Photosensibilité et photo-isomérisation des rhodopsines

La photosensibilité est la faculté de certains organismes de réagir a I'action des radiations
lumineuses. Dans le cas de I'optogénétique, elle représente la capacité a recevoir de la lumiére pour
la transformer en réponse cellulaire. En effet, la réception d’un photon par la rhodopsine va
entrainer une photo-isomérisation du chromophore (59).

La photo-isomérisation est un processus photochimique réversible, conduisant une isomérisation
du substrat, soit par rotation de liaison, soit par réarrangement du squelette ou par transfert
d’atomes ou groupe d’atomes.

Dans les opsines de type | le rétinal est sous forme tout- trans a I'obscurité alors que les opsines
de type Il le rétinal est sous forme 11-cis. A la lumiére, il y a isomérisation de la base de Shiff (un
composé comportant une double liaison C=N (60)) : le rétinal de l'opsine type | adopte une
configuration 11-cis alors que le rétinal de I'opsine type Il devient tout- trans (Cf. figure 10) (15) (61).
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Cette isomérisation est déclenchée par I'absorption d’'un photon apporté par la lumiére, qui initie
un changement conformationnel dans I'opsine (Cf. figure 11) (62).

Figure 10 - Réaction chimique de photoisomérisation des rhodopsines
de type | et I (15)

Figure 11 — Exemple de mécanisme d’isomérisation de
bactériorhodopsine (62)

[.3.2 Amélioration des opsines pour une utilisation en optogénétique

Apres identification dans la nature de protéines photosensibles comme candidats d’outils pour

I'optogénétique, des limites se sont révélées. En effet, certaines propriétés intrinséques des opsines
ne sont pas optimales, comme la faible conductance et la cinétique lente et inactivante des canaux
ChR1 et ChR2 (49). A ce jour, I'opsine la plus utilisée en optogénétique est la Channelrhodopsine 2
(ou ChR2). Elle peut étre utilisée en toute sécurité pour controler 'activité de populations
neuronales génétiquement définies dans des modeles allant de la mouche au singe (9).
Pour développer le domaine de I'optogénétique, il a donc fallu lever ces obstacles afin de maximiser
I'efficacité des outils et la compatibilité des protéines membranaires d’origines microbiennes avec
leur utilisation dans les cellules de mammiféres. Pour cela, différentes manipulations génétiques
ont été menées sur les opsines naturelles de type | afin d’améliorer leurs performances et permettre
une utilisation optimale. Ces manipulations ont consisté soit a introduire des mutations dans les
opsines existantes pour améliorer leurs propriétés soit a créer des protéines hybrides, soit a rajouter
des séquences de localisation membranaire pour une meilleure expression.

1.3.2.1 Améliorer les propriétés des opsines par des mutations ponctuelles

Les études se sont concentrées au préalable sur 'amélioration de la sensibilité de I'opsine a la
lumiére et ’'augmentation des photocourants induits par celle-ci. Pour cela, de simples mutations
sur la molécule ChR2 sauvage(wt) ont été réalisées. L'idée était de cribler les mutations dans la
poche de liaison rétinale de ChR2 affectant les propriétés des canaux telles que la sélectivité des
ions transportés, la cinétique et les longueurs d’ondes absorbées (46). Des mutants « gain de
fonction » sont alors générés.
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Les différentes mutations ponctuelles permettent de rendre plus efficace I'activation de I'opsine,
de fagcon a augmenter le photocourant sans pour autant augmenter son expression cellulaire (Cf.

tableau 3).

Tableau 3 : Différentes mutations simples de ChR2 et leurs conséquences fonctionnelles :

temporelle (65) (66)

ChR2(H134R) ChR2(T159C) ChR2(L132C) CHETA Chrimson,
ChrimsonR
Mutation | Histidine (H) en Thréonine (T) par | Mutation de la leucine (L) | Mutation du glutamate (E) | Mutation de |Ia
position 134 par Cystéine (C) en par Cystéine (C) en | en thréonine (T) ou en | lysine (K) en
I'arginine (R) (63) position 159 position 132 Alanine (A) en position 123 | Arginine (R) en
en position 134 (76) postion 176 (64)
Avantage | Augmentation de Augmentation de | Augmentation de la Augmentation de la Spectre d’action
du I"amplitude des la sensibilité sensibilité lumineuse cinétique (deux fois plus décalé vers le rouge
mutant photocourants lumineuse (33), Augmentation de la rapide que ChR2). (64)
par (63) Augmentation durée d’ouverture du Stimulation haute
rapport a des canal. fréquence (jusqu’a 200Hz Pour ChrimsonR
ChR2(WT) photocourants Augmentation du contre 20Hz pour ChR2). augmentation de la
(33) photocourant. Une meilleure précision cinétique du canal

(64)

Ainsi, les ChR a simple mutation répondent a certaines limites des ChR sauvages. Cependant,
certaines de ces mutations qui améliorent la cinétique peuvent réduire les amplitudes des
photocourants, par exemple ChETA (65). D’autres mutations permettant d’augmenter I'amplitude
des photocourants, induisent un ralentissement de la cinétique du canal, ce qui peut interférer avec
la précision de I'induction du potentiel d’action (67).
La conception des doubles variants voit alors le jour et permet de surpasser ces nouvelles limites
(Cf. tableau 4).

Tableau 4 : Différentes mutations doubles de ChR2 et leurs conséquences fonctionnelles :

mutation

combinaison des deux

ChR2(H134R/E123T) ChR2 (T159C/E123T)

Mutations Mutation Histine (H) en arginine (R) ala | Mutation Threonine (T) en Cysteine (C) a la
position 134, combinée avec la | position 159 combinée avec la mutation de
mutation de I'acide glutamique (E) en | I'acide glutamique (E) en Threonine (T) a la
Threonine (T) a la position 123 position 123.

Intéréts de la | Les photocourants qui ont presque Délivre des photocourants rapides avec de

atteint 'amplitude des courants ChR2
(wt) tout en préservant une cinétique

accélérée favorable (68).

grandes amplitudes et augmente la précision
de l'induction du potentiel d’action sur une
large gamme de fréquence

1.3.2.2

La création des variants bistables ou SFO (Step Fuction Opsin)

En 2008, Les channelrhodopsines bistables (ChR2-Step ou SFO pour Step Fuction Opsin) ont été
générées (69). Chez les variants bistables, les photocourants peuvent étre initiés et terminés, sous
I'impulsion de différentes longueurs d’ondes de lumiéeres. Les versions SFOs s’ouvrent par une
illumination d’environ 470 nm (lumiére rouge) et se ferment par une illumination allant de 550 a

595 nm (lumiére bleue- verte) (Cf. figure 12) (7).
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open
473 nm

close
593 nm

Figure 12 - Schématisation du fonctionnement SFO (7)

Des mutations ponctuelles permettent a la fois aux opsines de prolonger (de plus de 100 fois) la
durée de vie de leur état ouvert (69,70) et de pouvoir se lier directement a un 11-cis rétinal ou un
tout-trans rétinal qui seront inter-convertibles lors de I’absorption de la lumiéere. De cette maniére,
I'activation (ouverture du canal) est induite par une premiere lumiere. Quant a la désactivation
(fermeture du canal), elle est la résultante par une une seconde lumiere a longueur d’onde
différente (Cf. figure 13)(71) (68). Les SFO sont également appelées « mutants lents », on peut
commencer a parler de manipulation optogénétique a long terme avec une stabilité remarquable
de I'état actif jusqu’a 30 min (72).

Figure 13 - comparaison du schéma d'activation entre une opsine Il monostable
et une opsine 1l bistable (71)

Ces mutations sont des altérations de la poche de liaison au chromophore dans le géne ChR2.
Plusieurs mutations sont possibles : notamment en C128 et D156, lieux de déterminants structurels
importants pour la réaction de fermeture du canal (52) (33) (67) (73).
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Tableau 5 : Les différentes channelrhodopsines SFO et leurs mutations :

ChR2(C128S) ChR2 (D156A) ChR2 (C128S/D156A)
Mutation Cytosine (C) par la sérine (S) Asparate (D) par l'alaline (A) en | Combinaison des deux

en position 128 dans I'hélice position 156 dans I’'hélice | précédentes mutations

transmembranaire de ChR2 transmembranaire (52) (67) (66)

(52) (67)

1.3.2.3 La création des hybrides chimériques a partir de Channelrhodopsine

La premiere Channelrhodopsine chimérique a été créée en 2011, nommeée C1V1 (Cf. tableau 6).

Elle est composée de parties de Channelrhodopsine-1 de Chlamydomonas reinhardtii et Volov
carteri (72). C1V1 est un canal cationique non sélectif pour Na+, K+ Ca2+ et H+.
Les autres hybrides chimériques de ChR sont créées a partir d’apoprotéines découvertes chez le
Chlamydomonas reinhardtii, (13) : les apoprotéines Channelopsin 1 (Chop 1) et 2 (Chop2). Elles
partagent 65% d’homologie de séquence dans le domaine transmembranaire avec les opsines
microbiennes (13). L'expression des domaines transmembranaires N-terminaux de Chop1 et Chop2
se trouve étre suffisante pour la formation de canaux fonctionnels dans les cellules de mammiferes
lorsque le tout-trans- rétinal est présent. Les chiméres ont été construites en fusionnant la partie N-
terminale de Chop1 et la partie C-terminale de Chop2 (56).

Ces chimeres sont des canaux cationiques non sélectifs pour Na+, K+ Ca2+ et H+. Elles différent par
le site de fusion ou les mutations présentes, impliquant des caractéristiques différentes (Cf. tableau

6).

Tableau 6 : Les différentes hybrides chimériques et leurs avantages :

Chiméres Avantages en comparaison aux Channelrhodopsines classiques
ChR
ChEF Obtention d’un contrdle temporel plus précis de la dépolarisation et des trains de potentiel d’action qui
ressemblent davantage a des schémas de pointes naturels (74).
ChD Réduction du temps que met I'opsine pour se désactiver aprés illumination. Ce canal a le taux de

désactivation le plus rapide ce qui limitera son utilisation pour les expériences ou il est souhaitable
d’induire de courtes rafales de points (< 200 ms) (74).

ChF Controle temporel plus précis de la dépolarisation. La chimére construite a partie de Chopl et Chop2
avec un site de croisement prés de I'extrémité de I'hélice F (74)
ChIEF Une mutation ponctuelle de I'isoleucine en 170 de ChEF (au niveau de chop2) en valine donne cet

hybride. Ce variant chimérique permet d’accélérer le taux de fermeture du canal par rapport a ChEF,
conduisant a des réponses plus cohérentes lorsqu’il est stimulé au-dela de 25 Hz (47) (74)

ChRGR Cette modification a permis de retarder le photocourant de ChR1.
La version obtenue possede une cinétique rapide et une désensibilisation minimale (74) (75)
Civi C1V1 est caractérisée par une réponse cinétique rapide et décalée vers le rouge. Cette nouvelle version

permet une meilleure expression membranaire comparé a VChR1 et des photocourants améliorés. Les
photocourants de C1V1 se décomposent plus lentement que VChR1 et ChR2, restant plus longtemps
activées (52).
Des mutations a C1V1 ont été réalisées pour améliorer la cinétique de celle-ci, donnant :

- C1Vi1(E122T)

- C1V1(E162T)

- C1V1(E122T/E162T) ou C1V1(T/T)
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1.3.2.4  Améliorer 'expression membranaire du candidats NpHR par I'ajout d’un motif
de signal d’exportation

L’halorhodopsine archéenne (NpHR) présente une localisation subcellulaire altérée lorsqu’elle

est exprimée a des niveaux élevés dans les neurones mammiféres (76)(77) conduisant a des
accumulations (bulles) intracellulaires toxiques (78). Ceci est dii a une mauvaise exportation du
réticulum endoplasmique (RE) vers la membrane plasmique. De cette observation, les chercheurs
ont rajouté une séquence d’exportation pour le RE : NANS FCYENEV AKTSK (77) donnant la 2&™me
génération eNpHR 2.0. Cette opération améliore le ciblage membranaire et diminue la formation
de bulles intracellulaires (76). Ainsi, ces améliorations permettent une expression a long terme bien
tolérée (76) (79) et une augmentation de I'efficacité de NpHR (77).
Une 3°™e génération eNpHR 3.0 a été générée et correspond a eNpHR 2.0 avec un signal de trafic
Kir2.1 permettant I'exportation de I'appareil de Golgi (AG) vers la membrane plasmique optimisant
son expression. Une étude montre que les photocourants produits par eNpHR 3.0 sont environ 20
fois plus importants que 2.0 (79).

Ce type d’approche a été utilisée sur la bactériorhodopsine (BR), également modifiée pour
exprimer un motif d’exportation et d’un signal de trafic donnant eBR (78).

Ci-dessous un schéma résumant les principales rhodopsines avec leurs variants, ainsi que leurs
longueurs d’onde d’activation, utilisées en optogénétique (Cf. figure 17) (80).

K+
H+
Cl-
Na+ Ca2+
ChETA (470 nm) eNpHR2.0 (589 nm)
C1V1 (540 nm) eNpHR3.0 (589-680nm)  cor (200 NM)

Chrimson (590 nm)
SFO (470 ou 542 nm)

Figure 14 - Résumés des rhodopsines naturels avec les principaux variants (les plus utilisées) (80)

1.3.2.5 Modification des outils optogénétiques pour arriver a une modulation
intracellulaire

La large application dans les neurosciences de la channelrhodopsine et des formes mutées, a
fortement promu le domaine de 'optogénétique. Ce succés a motivé |'utilisation de nouvelles
protéines activées par la lumiére, codées génétiguement pour moduler d’autres parametres
cellulaires généraux comme la génération de seconds messagers. (Il n’est donc plus question
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d’uniguement activer ou inhiber une cellule par I'ouverture d’un canal mais de moduler une
cascade de signalisation intracellulaire (cf figure 6) (81).

Figure 15 - cibles des outils en optogénétique (79)

Ces molécules sont basées sur les opsines de type Il possedant une fonction de RCPG. Elles sont
composées de la protéine Gt (ou Gta ou transducine). L’activation de cette derniere implique une
réaction en chaine : la stimule la GMPc phosphodiesterase, I’hydrolysation de GMPc (Guanosine
Monophosphate cyclique) et enfin la diminution de la concentration intracellulaire de GMPc (Fig. 6)
(35). Ces chimeres tirent parti des relations structure-fonction communes entre |'opsine et les
récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) pour activer et contréler les cellules qui I’expriment (82).

Parmi ces protéines, OptoXR est une famille de chiméres d’opsines. Les boucles intracellulaires
de cette derniére sont remplacées par des boucles de récepteurs adrénergiques a—1 (a protéine
Gq) ou B-2 (a protéine Gs) (5) (35). La photostimulation d’Opto- a—1 active une phospholipase C
qui induit a son tour une augmentation de la concentration IP3 (Inositol Triphosphate) et DAG
(Diacyglycérol). La photostimulation d’Opto- f—2 actives une adénylate cyclase induisant une
augmentation de la concentration en AMPc intracellulaire (Cf. figure 16). Ainsi, sur une cellule
exprimant un des 2 récepteurs, il est possible d’activer une de ces 2 voies de signalisation par simple
illumination.

Figure 16 - Schéma des opsines Opto-XR (5)

Une approche similaire a été réalisée avec le domaine C-terminal (CT) du récepteur a la
sérotonine 5HT1A qui est couplé a une protéine Gifo (5)(83). L'opsine obtenue est Rh-CT
(5HT1A) avec une distribution intracellulaire proche a celle du récepteur 5-HT1A au niveau des
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membranes plasmiques des neurones postsynaptiques. La lumiere permet alors de stimuler le Rh-
CT (5HT1A) comme la sérotonine (Cf. figure 17).

Figure 17 - Schéma de I'opsine Rh-CT(5-
HT1A) (5)

Il est a noter dans cette partie, qu’un deuxieme type d’approche complémentaire s’est développé
en utilisant directement des enzymes photosensibles, capables d’augmenter la concentration
intracellulaire de seconds messagers, appelées commutateurs optiques.

Nous avons abordé tous les outils optogénétiques. Pour conclure cette partie, voici un schéma
récapitulatif des opsines (Cf. figure 18). En A est représenté les familles d’opsines avec les ions

transportés et les voies de signalisations impliquées. En B, les attributs cinétiques (toff) en abscisse
et spectrales en ordonnée (Amax) (84).

Figure 18 - Récapitulatif des outils optogénétiques et leur propriétés cinétiques et spectrales (84)
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1.4 Partie génétique de I'optogénétique

Dans cette partie nous développerons les différentes méthodes biotechnologiques permettant
d’insérer, dans le génome de cellules ciblées, le géne de I'opsine ou une de ses formes modifiées.
Deux possibilités sont utilisées pour faire exprimer une opsine dans des cellules : 'utilisation de
vecteurs viraux et la création d’animaux transgéniques. Il est a noter que |'utilisation de vecteurs
synthétiques type liposomes n’a pas montrée une efficacité suffisante pour ces approches (10).

[.4.1 Utilisation des vecteurs viraux en optogénétique

1.4.1.1 Le principe de vecteur viral et les types de virus utilisés

L'utilisation des vecteurs viraux est basée sur la capacité des virus a entrer dans une cellule et a
détourner I'activité de celle-ci pour se reproduire. Ces vecteurs sont des virus modifiés par génie
génétique pour fonctionner comme un « cheval de Troie ». lls sont composés d’une capside
identique a celle du virus de départ, renfermant un génome viral recombinant porteur du géne qui
doit étre exprimé. lls sont modifiés pour ne plus pouvoir se répliquer dans la cellule. De ce fait,
lorsqu’un virus infect des cellules, celui-ci les « reprogramme » par transfert de son génome modifié
a ses hotes, et permettre I'expression du gene d’intérét.

Pour produire un vecteur viral (Cf. figure 19), la premiére étape est d’éliminer les génes
pathogenes du virus et de conserver les genes nécessaires a son fonctionnement — les génes codant
la protéine enveloppe, les génes codant la capside, et les génes assurant la régulation de la
réplication — pour les intégrer chacun dans un plasmide. En parallele, le gene d’intérét est également
intégré dans un plasmide avec un élément de signal (S) qui permet la réplication et I'empaquetage.
La deuxiéme étape est d’introduire tous ces plasmides dans une culture de cellules pour produire le
vecteur viral, les genes viraux vont alors étre transcrits et traduits, donnant des protéines pour
former le virus, alors que le géne d’intérét va seulement se répliquer.

La troisieme étape correspondra a la formation du vecteur viral dans la cellule avec empaquetage
du géne d’intérét dans I'enveloppe virale (85,86).

Etape 1

Etape 2

Figure 19 - Schéma de la production de vecteur viral (86) Etape 3
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Il existe plusieurs types de vecteurs viraux. Les virus les plus couramment utilisés pour le
transfert du géne codant les opsines sont : les Adénovirus, les AAV ou Virus associés aux
adénovirus, et les lentivirus appartenant a la famille des rétrovirus (10). Ces 3 types de virus ont des
caractéristiques différentes et par conséquent des capacités d’utilisations différentes avec pour
certains des limites (Cf. tableau 7).

Tableau 7 : Caractéristigues des virus utilisés en tant que vecteurs :

Adénovirus AAV Lentivirus
Classification Virus a ADN dépourvu Virus défectif associé a un Rétrovirus associé a
d’enveloppe (87) virus auxiliaire nécessaire une transcriptase
pour la reproduction dans inverse (87)
I'hote (87)
Génome viral ADN double brin (87) ADN simple brin (87) ARN double brin (87)
Taille des particules Grande taille Petite taille : meilleure Sa diffusion reste plus
virales (60 a 90 nm) diffusion et donc une réduite que AAV (88)
(Diameétre) transduction de volumes (80 a 100nm)
Etendus
(80 nm)
Capacité de transport Forte Faible Moyenne
et taille maximale du 30a40kb Skb 10kb
transgeéne
Intégratif ou non Non intégratif (89) Non intégratif (89) Intégratif (89)
intégratif *
Type de cellules cibles | En division ou quiescentes | En division ou quiescentes En division (90)
(90) (90)
Immunogénicité** Forte, ceci peut induire Faible, car c’est un vecteur de | Faible, les injections
une perte rapide petite taille. répétées sont possibles
d’expression du transgene | A prouvé son innocuité dans (94)
(91) plusieurs essais A démontré son
thérapeutiques de phase | innocuité (88)
(92,93)

**La capacité du vecteur a induire des réactions inflammatoires et immunitaires lorsqu’il est injecté dans I'organisme
du sujet (95).

*Intégratif veut dire que I’ADN du vecteur viral s’intégre dans 'ADN de I’héte. Contrairement a non intégratif pour
lequel le géne d’intérét demeure dans la cellule sans intégrer le génome de la cellule héte (90)

Les vecteurs viraux peuvent étre utilisés aussi bien sur des cellules en culture, que sur des
organismes entiers.

1.4.1.2  Application des vecteurs viraux en optogénétique

Les vecteurs viraux, et en particulier les AAV, ont fait leur preuve en optogénétique (10). lls sont
impliqués dans plus de 75% des essais cliniques de thérapie génique (90). Par exemple, dans I'étude
de Nathanson et al, apparue en 2009, les AAV sont utilisés pour cibler les neurones inhibiteurs et y
faire exprimer une opsine (96). Plusieurs essais thérapeutiques de phase | ont permis d’établir
I'innocuité de I'injection d’AAV dans le systéme nerveux central (93,97,98).

Deux systemes d’expression ont été développés pour une application en optogénétique.
e Les premiers utilisent des promoteurs spécifiques qui aide I’expression de I'opsine dans des
cellules choisies (Cf. figure 20a),
e Les deuxiemes utilisent des systemes d’expressions a deux composants du type Cre-Lox.
L’expression de l'opsine est alors sous le contréle d’'un promoteur avec une activité
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transcriptionnelle plus forte permettant de conditionner I'expression pour les cellules
positives a la recombinase Cre (Cf. figure 20b). Différentes évolutions de ce systéme ont été
développées par la suite comme FLEx (Flip-Excision) ou Cre-DIO (Double-floxed Orientation)

(99,100).
a
ALV
® L AN
GSP WPRE | BGHpA %:::v ‘%i !

wild-type

Cre driver line
of interest

Figure 20 - livraison ciblée d'opsine au cerveau de souris basée sur des virus adéno-associés (AAV) (1)

AAV : Virus Adéno-Associé, ITR : Répétition terminale inversée, GSP : Promoteur spécifique du gene, UBP : Promoteur
ubiquitaire, STOP : Terminateur transcriptionnel, WPRE : Virus de I’hépatite de la marmotte pos transcriptionnel, BGHpA :
Signal poly A de I’hormone de croissance bovine, LoxP (fléche): Systéme de recombinaison creLoxP

[.4.2  Utilisation des animaux transgéniques en optogénétique
Aujourd’hui, plusieurs lignées de souris transgéniques ont été générées exprimant la
channelrhodopsine (101,102).

L’obtention de souris transgéniques repose sur |'utilisation de cultures de cellules souches
embryonnaires isolées au stade de blastocystes. La premiére étape est la construction d’un vecteur
incluant une cassette de sélection et le gene de I'opsine (103). Ce vecteur est transfecté dans les
cellules souches ou se produit une recombinaison homologue intégrant le geéne de |'opsine dans le
matériel génomique des cellules souches. Les cellules sélectionnées par le gene de « sélection » sont
ensuite injectées a un blastoccele d’'un embryon implanté dans une souris gestante permettant ainsi
la naissance de souris « mosaique » a partir desquelles on obtiendra des souris hétérozygotes et
homozygotes pour le géne de I'opsine (103). Diverses zones cérébrales et types de cellules peuvent
étre efficacement ciblées (104).

Des systemes d’expression conditionnelle ont également été générés, basés sur |'utilisation du
systéeme de la recombinase Cre, en utilisant des lignées des souris transgéniques conductrices de
Cre (101,102). Tout comme I'utilisation dans les virus, cela permet de cibler I'expression dans des
populations cellulaires, et d’augmenter I'expression de la protéine photosensible (Cf. figure 21)
(2)(5). La figure 21 présente une version classique d’une transgénése avec le systeme Cre-Lox. Cela
consiste a croiser une souris exprimant la recombinase Cre sous le contréle d’'un promoteur
(spécifique) avec une souris « rapportrice ». Cette derniére exprime I'opsine sous le contréle d’un
promoteur (fort) devant lequel est rajouté un codon STOP flanqué par des sites loxP. Ce codon STOP
empéche I'expression du transgene en absence de la recombinase Cre. Pour les souris F1 issues de
ce croisement, le codon STOP est excisé uniquement dans les cellules exprimant Cre, ce qui permet
la transcription du gene de I'opsine de maniere ciblée (1)(5).
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Figure 21 - Approches transgéniques pour I'expression d'opsine dans le cerveau de souris (5)

BGHpA : Signal poly A de I’lhormone de croissance bovine, GOI : Géne d’intérét, GSP : Promoteur spécifique du géene, RES : COté entrée
ribosomique interne, STOP : Terminateur transcriptionnel, UBP : Promoteur ubiquitaire, Fleche : systéeme cre-<LoxP

1.4.2.1 Avantages et limites de I'utilisation des vecteurs viraux en optogénétique

D’une facon générale, la conception des vecteurs viraux simplifie I'approche expérimentale. En
effet, il faut seulement quelques semaines pour produire un virus et exprimer une opsine de
maniére stable, étendue et durable dans des cellules. Cependant, il existe quelques inconvénients
et limites d’utilisation. Il faut maitriser certains risques comme les risques inhérents a I'expression
induite par ces vecteurs viraux qui peuvent conduire a une surexpression d’opsine. Egalement,
prendre en compte la photo-toxicité de la longueur d’onde qui sera utilisée pour activer le géne
d’intérét.

La surexpression des opsines risque d’altérer les propriétés de la cellule. Plusieurs mécanismes
toxiques sont possibles (105) :
- L’accumulation intracellulaire en elle-méme peut étre nocive.
- L'opsine peut modifier les propriétés de la membrane plasmique, ce qui peut étre nuisible a
la cellule.
- Enfin, les effets délétéres peuvent étre dli a un influx excessif de type d’ion particulier au
cours de la stimulation lumineuse chronique (105).
Par exemple, I'activation répétée de I'opsine ChR2 — tout en connaissant la perméabilité non
négligeable en calcium — peut induire un recrutement des voies de signalisation pro-apoptotiques
dépendantes du Ca2+(106).

Pour éclairer des volumes suffisamment étendus, la concentration de I'intensité lumineuse doit étre
assez forte. Ceci induit un échauffement local du tissu qui peut perturber les cellules (105). Par
exemple, la lumiére bleue sur un tissu neuronal peut induire une modulation artéfactuelle de
I’activité neuronale au-dela du seuil d’irradiation de 300-500 mw/m2. La photo-toxicité peut étre
atténuée par |'utilisation d’une opsine a spectre d’activation décalé vers le rouge (rayonnement
lumineux plus pénétrant et moins porteur d’énergie) (107-109).

Depuis 1980, de nombreuses études expérimentales sur des animaux utilisent I'optogénétique.

Les résultats sont de plus en plus prometteurs au fil des années apportant de nouvelles
connaissances a la médecine. C’est le point abordé dans la deuxieme partie de cette these.
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Il LES APPORTS SCIENTIFIQUES DE L'OPTOGENETIQUE ET SES POTENTIELS
THERAPEUTIQUES :

Les apports de I'optogénétique en médecine se résument en trois grands axes. Le premier est de

compléter le savoir physiopathologique de certaines maladies. La technique permet de manipuler
de nouveaux éléments du circuit pathologique et de rendre plus précis |'origine du
dysfonctionnement ou de mettre en évidence de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques.
S’en suit, I'ensemble des caractéristiques innovantes en comparaison avec les techniques
existantes. Ceci comprend I'observation et le contréle spatio-temporel des cellules avec précision
et rapidité, la manipulation a distance par la lumiére, la manipulation sur un modéle animal vivant
(permettant d’observer un comportement par exemple), la possibilité d’expérimenter sur le méme
groupe animal (le groupe témoin est le groupe contrble) afin d’éviter les variabilités
interindividuelles ou encore I'aspect peu invasif de la technique.
Enfin, son potentiel a se développer en stratégie thérapeutique. En effet, si la technique peut
activer ou inhiber des éléments du circuit pathologique et mettre en évidence de nouvelles cibles
thérapeutiques, alors il parait évident que cette-derniére peut agir comme un traitement
thérapeutique.

L’optogénétique est une méthode surtout utilisée dans le domaine des neurosciences et dans les
maladies neurologiques. En effet, les caractéristiques évoquées plus haut font d’elle une des rares
techniques permettant de cibler et manipuler des cellules difficiles a atteindre avec précision, les
neurones (5). Ainsi, la photo-stimulation de populations neuronales ciblées in vivo, enrichi d’'une
part nos connaissance sur le fonctionnement cérébral et envisage d’autre part d’intervenir sur le
systéme nerveux dans les troubles neurologiques associés. En effet, pendant longtemps, les
stimulations électriques ou les agents pharmacologiques étaient les seuls outils pour mesurer et
controéler I'activité électrique neuronale. Ces outils présentent plusieurs limites, notamment des
dommages mécaniques infligés au tissu cible, le manque de précision de la stimulation ou la
nécessité d’une dissection (110) (111). Pendant longtemps, les chercheurs ont essayé de trouver
une méthode permettant d’analyser les circuits neuronaux avec précision tout en évitant
d’endommager le tissu. L'utilisation de la lumiéere et des protéines photosensibles pour modifier
I'activité des neurones a semblé étre une solution.

Dés 2006, I'optogénétique a permis un controle fiable de la transmission synaptique excitatrice et
inhibitrice (6), en d’autres termes, c’est devenu une nouvelle technique de neuromodulation en
temps réel et d’une précision spatio-temporelle inégalée. (33) (112) (113,114) (115).

Tout au long de cette deuxieme partie nous évoquerons plusieurs expériences illustrant les 3
grands axes « d’apports » évoqués ci-dessus. Nous développerons dans un premier temps les
innovations de I'optogénétique en neuroscience en termes d’observation et de compréhension
générale du cerveau, par la suite nous aborderons les points pour les troubles neurologiques,
psychiatriques et ophtalmiques en abordant diverses expériences optogénétiques sur des modeles
d’animaux pathologiques.

1.1 Apports majeurs de I'optogénétique en neuroscience

La possibilité d’activer ou d’inhiber spécifiquement des neurones a permis une meilleure
compréhension du connectome du cerveau. Le connectome est une carte compléte de connexions
neuronales dans le cerveau (116,117). A I'échelle microscopique, la connectomique ou étude des
connectomes, décrit la disposition des neurones et des synapses dans le systéme nerveux d’un
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organisme. A I’échelle macroscopique, elle étudie la connectivité fonctionnelle et structurelle entre
toutes les aires corticales et sous-corticales du cerveau.

Les fonctions dépendantes du cerveau sont le fruit d’interactions entre de nombreuses zones
cérébrales éloignées les unes des autres. Cartographier les connectivités synaptiques permet aux
chercheurs en neuroscience d’en savoir plus sur des fonctions telles que la motricité, la perception,
la mémoire, le langage ou encore les prises de décision. De plus, les pathologies neurologiques
correspondent a un dysfonctionnement du cerveau ou du systemes nerveux. Leurs origines et les
mécanismes cellulaires impliqués sont souvent mal connus dues aux limites des techniques
d’analyse (Cf. tableau 8).

Il existe plusieurs méthodes pour cartographier un cerveau mais elles sont sujettes a des limites
a I’échelle spatiale (Cf. tableau 8). En utilisant I'optogénétique, I'aspect spatial est contrélable grace
a I'expression génétique spécifique de I'opsine dans les neurones cibles. L’utilisation de la ChR2 a
permis de cartographier par simple photostimulation les circuits entre les neurones présynaptiques
et les neurones post-synpatiques (48,118).
La méthode se nomme CRACM pour « ChR2-assisted circuit mapping » ou cartographie de circuit
assistée par ChR2 (118).

Tableau 8 : Les méthodes classiques de cartographie du cerveau et leurs limites :

Résultat
cartographique
Cartographie a
I’échelle de micro-
synapse.

Méthode actuelle Limite spatiale Apport de I'optogénétique

Microscope optique (119) On peut voir a la fois la synapse, les
de quelles régions du | terminaisons dendritiques et les
cerveau sont issus les | faisceaux d’axones impliqués (48).
axones connectés | De cette maniére, on peut
aux dendrites | comprendre quelles zones du
observées au | cerveau, méme éloignées, sont

microscope. connectées entres elles.

On ne peut pas voir

Techniques de tragage de
voies nerveux (Coloration
Brainbow) (120)

Cartographier les | Leur résolution est
grands faisceaux de | insuffisante pour voir
fibres nerveuses qui | les détails des
se déploient dans | synapses oUu les
tout le cerveau faisceaux d’axones se
connectent entre eux.

Techniques d’imageries
classiques (EEG, PET scan,
IRM) (121)

Imageries de diffusion (IRM
de diffusion, DWI, DSI) (122)

enregistrés.

Paired-recording ou Les Tester les connexions | Limités dans le | Pas de limite de nombre de
enregistrements appariés entre plusieurs nombre de neurones | neurones, I'expression de |'opsine
(123) neurones. pouvant étre | cible autant de neurones souhaités.

Permet d’examiner un large champ
de vision sur plusieurs couches et
une grande population de cellules.

Uncaging (123)

Examiner les
connexions sur une
longue portée.

Manque de
spécificité de type
cellulaire.

Spécifique au type cellulaire grace a
I’'expression génique par promoteur
spécifique. Cela permet d’examiner
des connexions avec des types de
cellules spécifiques plutot qu’avec
des types de cellules inconnus.
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La cartographie par CRACM consiste a faire exprimer ChR2 dans une population de neurones ciblés.
En méme temps que la photostimulation des neurones ChR2+, un neurone individuel est enregistré
par une méthode électrophysiologique. Tous les neurones ChR2+ activés et connectés au neurone
enregistré provoquent une réponse électrophysiologique. La totalité des réponses
électrophysiologiques génére une carte thermique des connexions entre le neurone enregistré et
les neurones environnants.

Le moment, le nombre et la localisation spatiale de ces potentiels d’action sont contrélés avec
précision par la lumiére, permettant ainsi une cartographie fonctionnelle des circuits corticaux.
Alors que les techniques existantes sont limitées aux circuits neuronaux locaux, la CRACM peut ainsi
étre utilisée pour étudier les projections a longue portée. Grace aux progres technologiques, la
CRACM permet de concentrer la stimulation a des couches spécifiques, a la taille de la zone a
examiner et aux neurones a illuminer. La CRACM est donc un outil puissant permettant aux
scientifiques d’étudier les circuits neuronaux vastes et complexes (124).

Plusieurs études (Cf. tableau 9) ont été menées sur les modéles murins en faisant exprimer ChR2 —
par vecteurs viraux ou par animaux transgéniques - dans les neurones de la zone ciblée a
cartographier. Le but étant soit de faire une simple cartographie des connexions (48) soit de
comprendre le fonctionnement des zones cérébrales impliquées dans des fonctions cognitives
(125)(126). La technique permet également de mettre en évidence les défaillances de connexions

synaptiques spécifiques chez des souris malades (123).

Tableau 9 : Expériences utilisants CRACM chez la souris :

Méthode Objectif Modele/cellules ciblées | Principaux résultats Référence
Optogénétique

Opsine : ChR2 Cartographie de | Les neurones corticaux Cartographie réussie de | (48)
Promoteur : microcircuits d’une large | de la couche V*, la distribution spatiale

Thy1.2 région corticale ciblée. pyramidaux de des circuits synaptiques

Modéle animal : I’hippocampe, les fibres | reliant les neurones

Souris dans le cervelet et dans le cortex

transgéniques par divers neurones dans le | cérébrale.

injection thalamus,

pronuclaire mésencéphrale et le

standard (127) tronc cérébral inférieur

Opsine : ChR2 Démontrer les Cellules couche V et IV* | Perte dela (123)
Promoteur : différences significatives de I'aire V1** potentialisation des

Thy1.2 dans la fagon dont un cellules de la couche V a
Modeéle animal : modele animal du lalv.

Souris avec le syndrome de I’X fragile Dépression significative
syndrome de I'X code les informations en des neurones des

fragile (Knock-out étudiant les connections couchesValV.

pour le gene Fmrl) | dans V1.

Opsine : ChR2 Comprendre les Expression ChR2 dans Les 2 interneurones (125)
Promoteur : connexions entre les les interneurones (PV et | contrdlent avec la

CamKil cellules principales du CCK). méme puissance

Vecteur : AAV noyau basal de I'activation des cellules

Modéle animal : I'amygdale (NbA) avec les | Enregistrement des principales du NbA mais

Souris interneurones de la cellules principale du ils sont activés

transgéniques régions (PV et CCK***) noyau basal de différemment par les

saines. pour les fonctions I'amydale. cellules principales.
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d’apprentissage de
mémoire.

Outil : ChR2
Promoteur : hSyn
ou CamKll ou EFla
Vecteur : AAV1 ou
AAV9

Modéle animal :
Souris Cre ou DIO
ou FLEX
transgéniques

Comprendre comment le
thalamus cible des types
de cellules spécifiques
dans la couche L1 du
cortex préfrontal (PFC)
pour les fonctions
cognitives et I'éveil.

Expression ChR2 dans
les neurones du
thalamus ventromédial
(VM) ou médiodorsal
(MD).

Enregistrement des
Interneurones dans le
PFC prélimbique.

Les noyaux thalamiques
engagent des micro-
circuits inhibiteurs
distincts qui influencent
le PFC.

Le thalamus VM et VD
engagent 2 classes
d’interneurones L1 dans
le PFC.

(126)

saines.

*Couche V ou couche pyramidale interne est une des 6 couches du cortex cérébrale.
Couche VI ou couche polymorphe est une des 6 couche du cortex cérébrale (la plus profonde).
**Aire V1 est 'aire ou cortex visuel(le) primaire.
*** PV sont des interneurones exprimant la parvalbumine et CCK sont des interneurones exprimant la cholécystokinine.

Ainsi, il a été montré que dans le syndrome de L'X fragile les connexions des neurones impliqués
sont moins puissantes. L'optogénétique a également permis de comprendre quels types de
connexions existent entre les neurones du noyau basale de I'amygdale impliqués dans les fonctions
d’apprentissages et de mémoire. Enfin, nous découvrons I'engagement de 2 classes d’interneurones
L1 dans le PFC pour les fonctions cognitives et I'éveil.

En plus de faire une image a l'instant T du cerveau, I'optogénétique permet également d’agir sur
la plasticité synaptique. Les modifications des connexions correspondent a la plasticité synaptique
qui est nécessaire au bon fonctionnement du cerveau et a la base de I'apprentissage et de la
mémoire (128).

1.2 Apport de I'optogénétique pour les troubles neurologiques

La physiopathologie des troubles neurologiques n’est pas toujours expliquée. Elle met en cause
le dysfonctionnement d’une partie d’un circuit cérébral (a la suite d’un déséquilibre de
neurotransmetteur ou le dysfonctionnement d’une synapse par exemple).

Il existe deux grands types de traitements pour certains troubles neurologiques :
- Le traitement pharmacologique en premiere intention,
- La stimulation cérébrale profonde (SCP) en deuxiéme intention
Les traitements pharmacologiques sont des molécules, prises par ma voix orale en général, agissant
sur une molécule ou cellule impliquée dans le mécanisme pathologique. L'inconvénient de ce type
de traitement est la possibilité pour le principe actif d’agir sur d’autres tissus de I'organisme et donc
d’induire des effets secondaires.
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La SCP est un traitement neurochirurgical consistant en une
opération de positionner 2 électrodes au niveau du noyau sous-
thalamique. Ces électrodes sont reliées par des fils (sous la peau) a
deux stimulateurs électriques situés au niveau des clavicules (sous la
peau). Les stimulateurs envoient des impulsions électriques qui
activent les cellules nerveuses défaillantes (129) (Cf. figure 22).
Elle est utilisée lorsque le patient est pharmaco-résistant dans
certaines maladies neurologiques telles que Parkinson et I'épilepsie
et certaines maladies psychiatriques comme la dépression séveére.
Ce traitement implique plusieurs inconvénients. Notamment des
effets secondaires dus a I'imprécision de la zone stimulée et les
risques lors de la mise en place du matériel (risque hémorragique
préopératoire et post-opératoire et risque infectieux ) (130) (131).
Quelle que soit la cible anatomique et la maladie a traiter, la SCP ne
Figure 22 - Le systeme de SCP (129).  bloque jamais complétement la progression de cette derniére et
s’ensuit une aggravation des symptomes (129).

L'idéal pour un traitement est d’atteindre I'élément précis du circuit causant le
dysfonctionnement de celui-ci afin de minimiser les effets secondaires. Les caractéristiques de
I'opogénétique permettent de se rapprocher de cet idéal.

Nous allons d’abord aborder la symptomatologie de certaines maladies neurologiques puis
découvrir I'apport de l'optogénétique en termes de compréhension physiopathologique et
thérapeutique pour chacune d’elles.

[1.2.1 Maladie de Parkinson

La maladie de parkinson touche 6,5 millions de personnes dans le monde selon I’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS), 200 000 en France et 25 000 nouveaux cas diagnostiqués par an. 1%
des plus de 65 ans sont concernés (132).

1.2.1.1 Symptomatologie et physiopathologie de la maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est une maladie neurologique dégénérative (132)(133). Les neurones

dopaminergiques dégénerent pour disparaitre progressivement induisant une diminution
importante de dopamine.
La dopamine est un neurotransmetteur impliqué dans le contréle des mouvements volontaires, la
cognition, la motivation et les affects en stimulant le noyau sous-thalamique (NST) (134). Chez un
patient parkinsonien le noyau sous-thalamique n’est donc pas suffisamment stimulé di a la
diminution de dopamine, expliquant les symptomes (la triade de symptdmes moteurs et
psychologiques) (132)(133) (135,136).

Aujourd’hui, la principale approche thérapeutique pour lutter contre le déficit en dopamine
consiste a administrer son précurseur naturel direct, la lévodopa (L-DOPA), par voie orale. Ce
traitement corrige I'activité pathologique et allege les symptdmes moteurs mais il devient inefficace
a moyen terme en entrainant des fluctuations motrices ainsi que des mouvements anormaux
involontaires (dyskinésies) (137). C’est a ce stade qu’un traitement neurochirugical alternatif est
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proposé : la SCP du noyau sous-thalamique (138). Elle améliore la qualité de vie des patients
parkinsoniens mais ne bloque pas complétement la progression de la pathologie (129) et induit des
effets secondaires comme le développement d’un syndrome confusionnel, I'aggravation de
troubles de I'élocution, de la dépression, de I'apathie, des crises maniaques et de I'impulsivité (129).

11.2.1.2 Approches optogénétiques dans la maladie de Parkinson

Des études utilisent I'optogénétique sur des rongeurs afin d’identifier - le plus précisément
possible - I’élément du circuit a I'origine de la pathologie dans un premier temps et d’analyser
I'apport de I'optogénétique comme un potentiel traitement dans un second temps (Cf. tableau 9).
Les chercheurs font exprimer des opsines - eNphR ou ChR2 - soit par vecteurs viraux soit par
transgénese a I'aide d’un promoteur spécifique - CamKIl ou Thyl - d’un type cellulaire du NST et
observent les symptomes parkinsoniens moteurs avant et aprés photo-stimulation.

Tableau 9 : Expériences optogénétique sur des modeéles d’animaux parkinsoniens :

Modele/cellules ciblées Référence

Méthode Optogénétique

Principaux résultats

Opsine : eNpHR
Promoteur: CaMKIl* «a
spécifique des neurones
glutamatergiques du NST.
Promoteur : AAV
Modeéle animal:
hémiparkinsoniens

rats

Cellules excitatrices du
noyau sous-thalamique.

Pas de diminution significative des
symptdmes parkinsonniens moteurs

(139)

Opsine : ChR2
Promoteur: CaMKIl* a
spécifique des neurones
glutamatergiques du NST.
Promoteur : AAV
Modele animal:
hémiparkinsoniens

rats

Cellules excitatrices du
noyau sous-thalamique.

Pas de diminution significative des
symptoémes parkinsoniens moteurs

(139)

Opsine : ChR2
Promoteur : Thyl.
Promoteur : AAV
Modeéle animal:
hémiparkinsoniens

rats

Axones afférents du
noyau sous-thalamique.

Diminution significative des
symptémes parkinsoniens moteurs

(139)

Opsine : ChR2
Promoteur : Thyl.
Promoteur : AAV
Modeéle animal:
hémiparkinsoniens

rats

Neurones de projection
du cortex moteur M1**
et M2***de lignée de
rats hémiparkinsoniens

Diminution significative des
symptomes parkinsoniens moteurs
lors de stimulation de M1 et M2 ( a
des fréquences différentes).

(139)

* protéine kinase dépendante du calcium/calmoduline a Il

** Cortex moteur primaire ou aire motrice primaire
***Cortex moteur secondaire ou aire motrice secondaire ou cortex pré-moteur

L'activation (par ChR2) ou l'inhibition (par NpHR) des cellules excitatrices du NST n’a aucun effet,
tandis que l'activation des afférences vers le cortex moteur secondaire M2 induit une diminution
significative des symptomes chez le rongeur. Bien que les électrodes de la SCP soient placées sur
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toute la zone du NST, on peut comprendre grace a I'optogénétique que cette méthode est
uniquement efficace au niveau des afférences vers le cortex moteur M1 et M2.

Dans un futur proche, la stimulation optogénétique peut étre envisagée dans le traitement de la
maladie, en effet elle est beaucoup moins invasive que la SCP (131). De plus, elle reproduit les effets
de la stimulation cérébrale profonde avec plus de précision en ciblant uniquement la composante
motrice du faisceau cortico-sous-thalamique sans toucher les composantes associées (Limbiques et
associatives) évitant ainsi les effets secondaires (131).

11.2.2 Epilepsie et optogénétique

L’épilepsie est diagnostiquée chaque année chez environ 5 millions de personnes dans le monde
(140). C’est I'une des affections neurologiques les plus fréquentes. Aujourd’hui, environ 50 millions
de personnes sont atteintes par cette maladie dans le monde (140).

11.2.2.1 Symptomatologie et physiopathologie de I’épilepsie

L’épilepsie est caractérisée par 'apparition intermittente de crises appelées ictus épileptiques.
Le tissu nerveux a une activité anormalement intense et/ ou hyper synchrone. Le déséquilibre entre
les neurotransmetteurs excitateurs et inhibiteurs est incriminé dans la genése des crises : Le taux
de neurotransmetteur inhibiteur (GABA) est anormalement bas alors que le taux de
neurotransmetteur excitateur (glutamate) est anormalement élevé (141).

Les traitements en premiére intention sont des agents pharmacologiques (antiépileptiques) qui

visent a diminuer I'excitabilité des réseaux neuronaux. Si les traitements pharmacologiques ne
fonctionnent pas, on parle de patients pharmaco-résistants, la neurochirurgie résective est
proposée en seconde intention. Ces deux premiers traitements ont de nombreux effets secondaires.
Les effets des antiépileptiques ne se limitent pas a la durée de l'ictus et peuvent affecter le
fonctionnement normal du cerveau entre chaque crise, donnant lieu a des effets indésirables tels
que les vertiges, le trouble de la vision, et la somnolence. Quant a la neurochirurgie résective, elle
peut s"accompagner de plusieurs déficits post-opératoires.
Plusieurs études chez I'homme ont fait I’objet de I'utilisation de la stimulation cérébrale profonde
(SCP) pour le traitement de I'épilepsie pharmaco-résistante permettant de diminuer la sévérité et
la fréquence des crises (142). La seule efficacité démontrée jusqu'a présent est la stimulation du noyau
antérieur du thalamus (143).

11.2.2.2 Approche optogénétique dans I’épilepsie

La neuromodulation optogénétique peut corriger le déséquilibre de la balance excitation/
inhibition, par le contréle sélectif des neurones excitateurs ou inhibiteurs.

Les outils optogénétiques sont intéressants pour corriger des crises épileptiques car ils sont soit
hyperpolarisants soit dépolarisants. Il faut sélectionner le bon outil pour corriger la cause du
déséquilibre. En effet, les opsines de la famille NpHR, vont entrainer une hyperpolarisation inhibant
les neurones excitateurs. A l'inverse, I'utilisation de ChR2, pourra entrainer une dépolarisation
permettant I’excitation des interneurones inhibiteurs locaux (Cf. figure 23).

35



Reproduit

d'aprés (144) Figure 23 - Stratégies optogénétiques pour le traitement de I'épilepsie (5, 144)

Des chercheurs font exprimer des opsines - NpHR ou ChR2 - et leurs variants, a I'aide de vecteurs
viraux, dans des cellules de I’hippocampes in vitro ou in vivo et observent I'activité épileptiforme
avant et aprés photostimulation (Cf. tableau 10).

Ces études permettent de conclure sur le type de cellules qu’il faut inhiber ou exciter pour
supprimer une bouffée d’activité épileptique.

Tableau 10 : Expériences optogénétigue sur des modeéles in vitro ou in vivo dans |’épilepsie :

Méthode Optogénétique Modele/cellules ciblées Principaux résultats Références
Opsine : NpHR (145)
Promoteur : CaMKII In vitro : Cultures | Inhibition des bouffées d’activité

Vecteur : lentivirus organotypiques épileptiforme électro induites

Modele animal: souris | d’hippocampe de souris. | jusqu’a suppression de I'activité
épileptiforme. épileptiforme.

Opsine : eNpHR3.0 (146)
Promoteurs : spécifiques In vivo : Neurones | Inhibition significative de I'étendue

Vecteur : AAV hippocampiques électro-graphique et

Modeéle  animal: rat | glutamatergiques comportementale de la crise.

épileptiforme (excitateurs).

Opsine : ChR2(H134R) In vitro : interneurones | L’'activation de Gad2 supprime (147)
Promoteurs : EFla GABAergiques Gad2* et | significativement I'activité

Vecteur : AAV PV*, épileptiforme.

Modele animal: souris

épileptiforme.

*Les interneurones Gad2 sont des interneurones qui expriment I'acide glutamique décarboxylase 2.
* PV sont les interneurones qui expriment la parvalbumine.

Ainsi la neuromodulation optogénétique permet dans un premier temps de mieux comprendre le
mécanisme physiopathologique de I'épilepsie en constatant les résultats en temps réel de
I'activation ou l'inhibition précise composant par composant du circuit de I’épilepsie. Les résultats
permettent de conclure que l'inhibition par photo-stimulation des neurones excitateurs de
I"hippocampe et/ou I'activation des interneurones Gad2 inhibent I’activité épileptiforme jusqu’a la
supprimer (145) (146) (147). Dans un second temps, la méthode optogénétique peut étre envisagée
dans un futur pour étre utilisée comme solution thérapeutiqgue comme la SCP, sans les effets
secondaires et les limites physiques de I'implantation d’électrodes.
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[1.2.3 Apport optogénétique pour la douleur chronique

11.2.3.1 Symptomatologie et physiopathologie de la douleur chronique

La douleur chronique, une physiopathologie complexe et multifactorielle, implique tous les
niveaux du systeme nerveux : central (SNC) et périphérique (SNP) (148). Une approche multi-cible
est souvent requise afin de complétement soulager le patient. Ceci induit des risques d’apparition
d’effets secondaires cumulatifs (148).

La douleur est a la fois une composante sensorielle et une composante émotionnelle. Les stimulis
nocifs sont détectés par les nocicepteurs périphériques (SNP) puis transmis aux centres supérieurs
(SNC), ou ils sont percus comme une sensation désagréable (148).

Les traitements actuels sont surtout des traitements pharmacologiques (les analgésiques non
opioides et les opioides) et des médicaments d’autres classes comme les antidépresseurs et
anticonvulsivants. Leur effet analgésique est limité en plus d’induire des effets secondaires
indésirables (149). De plus, a cause de ces effets secondaires, les patients souffrants de douleurs
chroniques finissent par abandonner la pharmacothérapie (150), sans oublier les risques de
dépendances aux opioides (151).

La meilleure facon de traiter la douleur est d’inhiber spécifiquement les cibles moléculaires
responsables de celle-ci. Pour cela, il faut connaitre avec précision I'étiologie de la douleur
chronique, aujourd’hui ce n’est pas toujours le cas. Sur ce point, I'optogénétique entre en jeu car il
n'y a plus besoin de cibles moléculaires spécifiques pro-nociceptives et donc plus besoin de
connaitre I'étiologie précise, puisque la méthode peut permettre de cibler la transmission de la
douleur et ainsi de moduler directement I'activité des neurones a la source du signal douloureux.

11.2.3.2 Apport de I'optogénétique dans la douleur au niveau du systeme nerveux
central (SNP) et périphérique (SNP)

Plusieurs expériences utilisent I'optogénétique pour comprendre ou traiter la douleur chronique
en identifiant toutes les potentielles cibles (Cf. tableau 11, 12, 13 et 14).
En effet, la plupart des techniques d’analyses classiques utilisées jusqu’a aujourd’hui imposent la
dissection du cerveau et donc la mort du modele animal alors qu’il est nécessaire de maintenir
I’'animal en vie pour observer ses réactions face a la douleur et conclure au seuil de sensibilité.
L'optogénétique permet de dépasser cette limite et de réaliser des tests tels que le test plantaire
(152) ou encore la plague chaude/froide (153).

Plusieurs structures du systeme nerveux central sont impliquées dans la perception de la douleur
et ont un impact sur notre seuil d’hypersensibilité.
En se basant sur les connaissances actuelles dans ce domaine, des chercheurs utilisent
I’'optogénétique sur des modeles murins. lls ciblent des structures du SNC pour comprendre leurs
roles précis dans la perception de douleur. L'idée est de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour soulager lorsque la source ou l'origine de la douleur sont inconnues ou
inaccessibles.
Des chercheurs vont faire exprimer des opsines - ChR2, NpHR ou Arch - dans ces diverses
structures :

- les neurones et interneurones (qui régulent les microcircuits gabaergiques locaux) du cortex

cingulaire antérieur (CCA) (154)(155).
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- Les neurones excitateurs du noyau central de I’amygdale (CeA) pour évaluer la nociception
vésicale (156) (157,158).

- Les neurones sérotoninergiques du noyau raphé dorsal

- Les interneurones du cortex préfrontal (CPF) (159) (160) (161,162) (163,164).

Tableau 11 : Expériences optogénétiques — In vivo — mettant en évidence le rble de diverses
structures du SNC dans la douleur :

Méthode Modele/cellules Critere d’évaluation | Principaux résultats Références
Optogénétique ciblées primaire apres photo-
timulation
Opsine : ChR2 ou ChR2 (165)
eNpHR3.0 Neurones inhibiteurs Inhiber CCA a significativement
Promoteur : Thyl de CCA sur une lignée réduit la perception de Ia
Modeéle d’animaux : de souris. douleur ou augmente le seuil
Souris transgéniques Enregistrements d’hypersensibilité.
Modeéle de douleur : NpHR3.0 électrophysiologiques
Douleur mécanique Neurones excitateurs | de I'activité CCA
(inflammation pyramidaux de CCA.
chronique) ou induite Test comportemental
par injection formol. réponse a la douleur
ChR2 sous forme de | Activer CCA a significativement
Neurones excitateurs | souléevement ou | augmenté la perception de la
pyramidaux de CCA. léchage de patte | douleur ou baisse le seuil
injectée d’hypersensibilité.
L’activation de PV inhibe CCA et
ChR2 induit une augmentation du
Interneurones PV* ou seuil d’hypersensibilité a Ila
SOM* de CCA. douleur.
L’activation de SOM n’a aucun
effet sur les seuils de la douleur.
Opsine : ChR2 Neurones excitateurs | Réponse La stimulation de CeA induit une | (166)
Promoteur : CMV (mGIURS +) du CeA de | comportementale ala | hypersensibilité durable a la
Vecteur : HSV souris vivantes. distension de la | distension de la vessie.
Modele d’animaux: vessie, quantifiée a
souris I'aide du VMR**
Opsine : ChR2 Neurones Mesure de la | La stimulation des neurones | (167)
Promoteur : sérotoninergiques du | réactivité sérotoninergiques du raphé
Ubiquitaire raphé dorsal chez des | mécanosensorielle dorsal induit une diminution
Vecteur : AAV souris vivantes. des souris par le test | rapide et réversible des
Modele animal : Souris de Von Frey (Cf.| réponses des animaux a la
transgénique SERT-Cre annexe) stimulation plantaire. On
Modeéle de conclue a une baisse du seuil de
sensibilisation : sensibilité.
stimulation plantaire
Opsine : ChR2 et Arch3 | Interneurones a la | Le paradigme de | Les PVIN régulent les réponses | (168)
Promoteur : parvalbumine (PVIN) | préférence de lieu | émotionnelles a la douleur.
Vecteur : chez des souris | conditionnée  (CPP) | Une activité réduite dans le PFC
Modele animal : vivantes. (Cf. annexe) baisse le seuil d’hypersensibilité
croisement souris a la douleur (Arch3 est plus
knockin PV-Cre et efficace que ChR2).
souris ai32 et ai35D***

* PV sont les interneurones qui expriment la parvalbumine et SOM sont les interneurones qui expriment la
somatostatine.
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**VMR est un enregistrement des muscles abdominaux en réponse a la distension (169-171)
***Les souris ai35 porte un gene floxé stop-Arch et les souris ai32 un gene floxé stop-ChR2

Ces expériences permettent de conclure sur les composants pronociceptifs et antinociceptifs du
circuit de la douleur. D’apreés les résultats, il est intéressant d’inhiber I’activité du cortex cingulaire
antérieur (CCA), I'activité du noyau central de I'amygdale (CeA) et celle du cortex préfrontal.
Plusieurs moyens sont possibles : activer les interneurones liés a la région ou activer les neurones
inhibiteurs GABAergiques.

SilI'on peut agir sur le SNC pour traiter la douleur, il existe également de nombreuses potentielles
cibles au niveau du SNP. L'optogénétique a également permis de les déceler (Cf. tableau 15).
Pour cela, en se basant sur des données préétablies, des chercheurs font exprimer des opsines -
ChR2, NpHR ou ArchT - soit par vecteur ou par transgénese, au niveau des structures suivantes :
- Les fibres VGIuT3+,
- Les nocicepteurs primaires (non myélinisés),
- Les neurones des ganglions de la racine dorsale (DRG),
- Les cellules épidermales de Merkel (CCK)

Tableau 15 : Expériences optogénétique mettant en évidence les potentielles cibles du SNP dans la

douleur :
Méthode Modele/cellules | Type(s) de Test(s) ou Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées Critére primaire
significatif mesuré
apres
photostimulation
Opsine : ChR2 Fibre VGIuT3+. Test de VonFrey (172) | Les fibres VGIuT3+ contribuent (176)
Promoteur : ubiquitaire Test de chaleur | de maniére étiologique au
Modéle animal : plantaire développement de
Croisement souris Test plantaire froid | I’hypersensibilité mécano-
VGIuT3-Cre et des (173) froid.
souris Ai32** Test a I'acétone (174)
Type de douleur : Plaque froide
Inflammatoire et/ ou de dynamique (175)
constriction chronique (Cf. annexe)
(ccn
Opsine : ChR2 et | Nocicepteurs Test de VonFrey (172) | L’'activation des nocicepteurs (177)
NpHR3.0 primaires. (Cf. annexe) primaires induit une baisse du
Promoteur : hSyn seuil d’hypersensibilité a la
Vecteur : AAV6 douleur.
Modeéle animal : souris L'inhibition (NpHR) induit une
augmentation du seuil.
Opsine : ArchT Neurones des Mesure de la latence | L'inhibition des neurones DGR | (178)
Promoteur : CAG ganglions de la de retreint de la patte | augmente le seuil de
Vecteur : AAV5 racine dorsale de souris suite a | sensibilité (augmentation de
Modéle animal : souris | (DRG). I'application de | la latence de retrait).
source de chaleur
Opsine : ChR2 Cellules Mesure de potentiel | Les cellules de Merkel | (179)
Promoteur : ubiquitaire | épidermales de d’action dans des | communiquent avec les

Modéle animal :
croisement souris aux
cellules Merkel-Cre
(CCk-Cre) avec des
souris Ai27D**

Merkel (CCk).

fibres responsable du
toucher a la suite de
I’activation des
cellules de Merkel via
ChR2

afférences primaires jouant un
role dans la transduction
sensorielle.

39



*Les souris Ai35 portent le géne floxé stop-Arch-EGFP dans un locus spécifique pour générer la lignée de souris Nav1,8-
Arch+ apres croisement (180)

** les souris Ai32 portent le géne floxé stop-ChR2 dans un locus spécifique pour générer la lignée de souris VGIuT-ChR2+
apres croisement.

***Les souris Ai27D portent le géne floxé ChR2-tfTomato au locus spécifique pour générer la lignée de souris Merkel-
ChR2+ apreés croisement (179).

Ces résultats permettent de conclure que les fibres VGIuT3+, les nocicepteurs primaires, les
neurones DRG et les cellules CCK sont pronociceptifs. |l est donc envisageable de les inhiber afin de
soulager la sensation de douleur sans forcément connaitre |'étiologie de celle-ci.

J'ai fait le choix de vous présenter ces quelques expériences optogénétiques « majeures » dans
le domaine de la douleur. D’autres études optogénétiques mettent en avant ces caractéres pro ou
antinociceptif. Par exemple, le ciblage optogénétique via ChR2 transduit a I'aide d’un vecteur viral
au niveau de neurones du locus coeruleus (LC) (noyau sous cortical de I'encéphale, situé dans le
tronc cérébral) de rats, démontre que les neurones de la partie dorsale du LC sont pronociceptifs
alors que ceux de la région ventrale sont antinociceptifs (181).

L'optogénétique permet ainsi d’identifier des potentielles cibles thérapeutiques ainsi et leur
fonction dans l'idée de les activer si elles sont antinociceptives ou les inhiber si elles sont
pronociceptives.

1.3 Apport de I'optogénétique dans les troubles psychiatriques

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit la santé mentale comme un « état de bien-
étre qui permet a chacun de réaliser son potentiel, de faire face aux difficultés normales de la vie, de
travailler avec succés et de maniere productive et d’étre en mesure d’apporter une contribution a la
communauté ». Dans plusieurs pays occidentaux, les troubles mentaux sont la principale cause
d’invalidité, responsable de 30 a 40% des congés de maladies chroniques (182).

Pour améliorer la compréhension des troubles psychiatriques, il est important d’identifier les
circuits neuronaux sous-jacents, afin de moduler les dysfonctionnements de ces mécanismes. La
complexité des circuits neuronaux rend difficile cette compréhension par des méthodes utilisées
jusqu’a lors.

Dans ce type de trouble, 'approche optogénétique permettra de modifier la maniére dont les
tests comportementaux traditionnels sont utilisés. Elle permet de condenser des tests de plusieurs
jours en une seule session grace a sa réversibilité immédiate, a contrario des techniques
pharmacologiques. Par exemple le test « Le Labyrinthe », qui permet la comparaison intra-sujet des
conditions, peut-étre réaliser en une seule session comportementale (lumiére allumée versus
lumiére éteinte) (183). Le test de «la préférence de lieu conditionnée (CPP)» (35), qui
traditionnellement dure trois jours (une journée d’accoutumance, une journée de conditionnement
et une journée de test), peut-étre réalisé en un seul jour grace a |'agilité temporelle des techniques
optogénétiques.

40



[1.3.1 Dysfonctionnement social et optogénétique

Dans les troubles psychiatriques tels que la schizophrénie et I'autisme, de nombreux facteurs
génétiques associés a des phénotypes comportementaux complexes sont observés (184-187). Les
processus neurophysiologiques restent mal compris. L’hypothése émergente concernant la cause
de ces deux pathologies est le déséquilibre excitation / inhibition (E/I) en faveur de I'excitation, dans
le néocorticale (188-191).

La schizophrénie :

Les symptOmes de la schizophrénie comprennent un discours et un comportement désorganisés,
des hallucinations, des idées délirantes et des symptomes négatifs dont une fonction sociale altérée
(192,193)(194).

L’autisme :

Les maladies du spectre autistique se caractérisent par une altération du comportement social et
de la communication ainsi que par des mouvements stéréotypés et répétitifs (195,196). L'autisme
est co-morbide avec des troubles neurologiques tels que I'épilepsie (145,197), I'anxiété et les
troubles de ’humeur (198,199). La complexité et la variabilité des symptomes de I'autisme rendent
son étude particulierement difficile, mais la théorie précédemment évoquée (le déséquilibre
excitation-inhibition cellulaire) peut en étre la cause (188,189,191).

L'une des anomalies micro-anatomiques fiables dans ces pathologies est le nombre et la
réduction des neurones parvalbumine du cortex préfrontal (200,201) évaluable par I'activité
rythmique dans la bande gamma (202,203). Ceci pourrait aider a poser les bases d’une
compréhension plus approfondie des déficits de traitement de I'information dans la schizophrénie
ou l'autisme. L'approche optogénétique permet de tester cette idée en induisant ce déséquilibre
excitation-inhibition. Pour cela, des chercheurs utilisent des opsines - C1V1 ou SFO - dans les
neurones du cortex préfrontal de souris et évaluent — soit par des tests comportementaux ou par la
mesure de la bande gamma — le dysfonctionnement social chez le modéle murin en mouvement (Cf.
tableau 16) (72) (204).

Tableau 16 : Expériences optogénétiques mettant en évidence le déséquilibre cellulaire du mPFC
dans le dysfonctionnement social :

Modéle animal :
souris

glutaminergiques

lié a 'autisme (206)
Abolition du
comportement social
inconditionné (206)

Méthode Modele/cellules Critére primaire | Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées significatif mesuré aprés
photostimulation
Opsine : C1V1 Cellules du cortex Tests comportement Le déséquilibre (72)
Promoteur : CaMKlla | préfrontal médian social (202,205) d’excitation et
Vecteur : AAV5 (CPFm) de souris inhibition des
Modeéle animal : neurones du cortex
souris préfrontal médian
Opsine : SFO Les neurones Augmentation de impacte la fonction (204)
Promoteur : CaMKlla | corticaux I’activité rythmique dans | sociale et
Vecteur : AAV préfrontaux la bande gamma (un trait | I'apprentissage.
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Les résultats de ces études convergent vers la méme conclusion, un déséquilibre excitation /
inhibition des cellules du CPFm impacte la fonction sociale et une augmentation de la bande gamma
est en faveur d’un trait autistique.

[1.3.2 Trouble de I'éveil et optogénétique

Dans la derniére et 5°™¢ édition du « Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux »
(DSM-5) publié par I’American Psychiatric Association, 10 catégories de troubles de I'éveil et du
sommeil sont citées et décrites. Par exemple, 'insomnie (insatisfaction par rapport a la qualité ou
la quantité de sommeil), le trouble d’hypersomnolence (quantité excessive de sommeil, quantité
détériorée de |'éveil et inertie du sommeil) ou encore la narcolepsie (périodes récurrentes d’'un
besoin incontrélable de sommeil en pleine journée) (207).

D’apreés les données scientifiques actuelles, I’activité neuronale dans le locus coeruleus (noyau
sous cortical de I'encéphale, situé dans le tronc cérébral) est en corrélation avec les périodes
d’éveil. Les neurones du locus coeruleus se déclenchent fortement pendant les états d’éveil, peu
pendant le sommeil a mouvements oculaires non rapides et sont presque silencieux pendant le
sommeil paradoxal (208-210). Le locus coeruleus est une structure noradrénergique du tronc
cérébral considérée comme importante pour favoriser I'excitation (211-215). Il n’est cependant pas
clair si I'activité du locus coeruleus est causale ou soumise dans la promotion et le maintien de
I’excitation (et donc de I'éveil).

L'utilisation des techniques pharmacologiques et électriques traditionnelles sont difficiles sur le
Locus coeruleus a cause de sa petite taille, sa morphologie et la proximité des structures cérébrales
voisines (211,212). L'utilisation d’outils optogénétique sur la souris en mouvement, de fagon a
manipuler sélectivement I'activité de décharge du locus coeruleus, permet de démontrer la relation
causale entre le déclenchement du locus coeruleus, I’activité corticale, les transitions veille-sommeil
et I'excitation locomotrice générale.

Une étude utilise des opsines - eNpHR et ChR2 - dans les neurones du LC de souris vivantes pour
identifier son role causal dans la promotion et le maintien de I'éveil (Cf. tableau 17) (216).

Tableau 17 : Expérience optogénétique mettant en évidence le role du locus coeruleus dans
I’éveil :

Méthode Modele/cellules Critere primaire | Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées significatif mesuré
apres

photostimulation
Opsine : eNpHR et Les neurones du | Laduréedéveilala | Linhibition par eNpHR | (216)

ChR2 locus coeruleus (LC) | suite de induit une réduction de la
Promoteur : I'illumination des durée d’éveil et I'activation
ubiquitaire neurones du LC par ChR2 induit des
Vecteur : rAAV* exprimant NpHR ou | transitions immédiates du
Modeéle animal : ChR2. sommeil a I'éveil,
souris Cre+ dans les prolongeant la durée de
neurones du LC. La transition I'éveil d’'une  maniere
sommeil-éveil a la compatible avec la
suite de privation de sommeil.

I'illumination des
neurones LC
exprimant ChR2.
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*rAAV est un virus adéno-associé dépendant de la Cre-recombinase (217,218)

Grace a l'optogénétique cette étude confirme bien que le locus coeruleus est nécessaire pour
maintenir les épisodes d’éveil et démontre surtout que son activité est causale - et non soumise -
puisque son activation induit une transition immédiate du sommeil a I'éveil.

[1.3.3 Les troubles anxieux et Optogénétique

Les troubles anxieux comprennent plusieurs sous-classes : le trouble anxieux généralisé, le trouble
panique, le trouble de stress post-traumatique (SSPT) et les phobies.

Le trouble anxieux généralisé :

C’est la pathologie la plus courante des maladies psychiatriques, avec une prévalence a vie d’environ
21 % (219,220) et une prévalence de 15% sur une année selon la Haute Autorité de Santé (221). En
raison de la pandémie COVID-19, les cas d’anxiété et de dépression sont en hausse de 25% dans le
monde d’aprés I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS).

L'anxiété se caractérise par un état d’appréhension soutenu en I'absence de menace immédiate
(222).

C’est une population spécifique de synapses de I'amygdale qui module les niveaux d’anxiété de base
(183). L'amygdale est composée de sous-noyaux fonctionnellement et morphologiquement
hétérogenes :

- Les terminaisons basolatérales de I'amygdale (BLA) principalement glutamatergique
(223,224)

- Le noyau central de 'amygdale (CeA) principalement GABAergiques (225) composé du
noyau central médian (CeM) (226,227), médiant les réponses autonomes et
comportementales associées a I’anxiété (et la peur) via des projections vers le tronc cérébral.
Ainsi que du noyau central latéral (Cel).

Les patients souffrants de trouble d’anxiété généralisée ont une activité anormale provenant du
circuit BLA-CeM-CelL (228) (229,230), il est intéressant de considérer que ce circuit peut-étre
causalement impliqué dans I'anxiété mais on ne sait pas quelles sont les populations exactes et
spécifiques des synapses impliquées.

Le syndrome de stress post-traumatique (SSPT) :

La réaction de peur a des stimulis ou des contextes spécifiques peuvent inclure des phobies. Cela
représente la plus grande sous-classe de troubles anxieux, affectant 12% de la population (231).
Le SSPT peut survenir a la suite d’'une expérience traumatisante. Ce syndrome est débilitant a cause
de son influence chronique sur plusieurs aspects du fonctionnement social et professionnel
(212,222,232).Les associations de peur dans le SSPT sont omniprésentes et sont stockées dans
plusieurs endroits et circuits a travers le cerveau (222,232,233). L’hippocampe est impliqué dans
I’encodage de la peur contextuelle (234,234-236), puis plusieurs semaines, mois ou années apres
I’épisode traumatisant est stocké dans un réseau néocortical distribué (237-240). Il faut donc
comprendre ou les souvenirs de peur a long terme sont stockés et comment ils peuvent étre
reconfigurés de maniere a « guérir » du SSPT.

Tout comme les troubles anxieux généraux, I'amygdale est impliquée dans I'acquisition et
I’expression de la peur conditionnée (229,241-248) et plus précisément le CeA (composé des 3
sous-noyaux, CeM, CelL et 'amygdale centrale capsulaire (229,249) )

43



Des chercheurs utilisent les opsines ChR2 et NpHR3 sur des modeles d’anxiété de rongeurs pour
identifier les populations spécifiques de synapses de I'amygdale concernées (Cf. tableau 18) :

Tableau 18 : Expériences optogénétigues des troubles anxieux chez I’animal :

impliquiés :

Méthode Modele/cellules Test et/ou Critére primaire | Principaux résultats Référence
Optogénétique | ciblées significatif mesuré aprés
photostimulation
Opsine : ChR2 | Terminaisons (183)
et NpHR3 basolatérales de | Mesure du temps passé | L'activation (ChR2) de BLA dans
Promoteur : I’'amydale (BLA) dans | dans les bras ouverts du | le CeA baisse les
CaMKlla le noyau central de | test labyrinthe surélevé | comportements liés a |'anxiété.
Vecteur : AAV | 'amydale (CeA) (EPM) (Cf. Annexe)
Modele Mesure du temps passé au | L'inhibition (NpHR3.0) de BLA
animal : souris centre du test de champ | dans le CeA augmente les
anxieuse. ouvert (OFT) (Cf. Annexe) | comportements liés a I'anxiété.
Opsine : ChR2 Neurones exprimant | Effet comportemental Définit un microcircuit | (250)
Promoteur : protéine kinace C6 | « freezing » (souris figée) inhibiteur qui bloque
ubiquitaire (PKC &) dans un sous I’expression de la peur
Vecteur : AAV | noyau de CeA
Modeéle
d’animal :
Souris Cre+ au
niveau des
cellules PK &
dans CeA.
Opsine : ChR2 Définit la sous-population de | (230)
Vecteur : AAV | Neurones de CEl et | Effet comportemental neurones dans le CeA impliqués
Modele CeM « freezing » (souris figée) dans l'expression et la
animal : Souris généralisation de la peur
conditionnée
Différencier les roles de CEl et
CEm dans l'acquisition de la
peur (251)
Ainsi, pour les deux troubles, I'optogénétique a permis d’identifier les circuits et les neurones

- Pour le trouble anxieux général, les résultats suggerent que les synapses entre les neurones
BLA et CeA (soit I'activation des neurones CeA par BLA) sont anxiolytiques.
- Pourla génération de la peur et du SSPT, I'optogénétique a permis de comprendre que la ce
trouble est piloté par les neurones de sortie CEm qui sont eux méme sous le contréle
inhibiteur des neurones CEl (les CEloff). Lors de I'acquisition du conditionnement de la peur,
CEl est donc inactivé, ce qui deshinibe les neurones de sortie CEm.

11.3.4

La dépression et optogénétique

13% de la population connaft une dépression majeure a un moment au cours de sa vie
(219,252). Selon L'OMS, 3,8 % de la population mondiale est touchée, soit environ 280 millions de
personnes (253).
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Les mécanismes physiopathologiques de la dépression sont mal compris. Les antidépresseurs
pharmacologiques ne sont pas toujours efficaces et lorsqu’ils le sont, ils doivent étre utilisés au
moins 4 a 6 semaines pour montrer une efficacité et des améliorations symptomatiques (254-257).
Le gyrus cingulaire, un gyrus du lobe limbique du cortex cérébral, fait exprimer I'état émotionnel
par les gestes et la posture. Sa stimulation cérébrale profonde (SCP) permet d’améliorer les
symptoémes dépressifs et ainsi peut-étre une alternative aux médicaments oraux (142,258). Bien
que cette découverte suscite I'espoir d’'une meilleure compréhension des mécanismes de la
dépression et d’une meilleure prise en charge pour certains patients, la physiopathologie reste mal
comprise et la SCP pourrait impliquer des séquelles post-opératoires et des effets secondaires da a
son imprécision.

Le cortex préfrontal médian (CPFm) a un rdle clé dans la dépression clinique (259). Un des
indicateurs clés de la dépression est la réduction de I'expression d’IEG dans le tissu cortical
préfrontal. Les |IEG sont des génes activés transitoirement en réponse a des stimulations cellulaires.
Leur diminution correspond a un déficit de I'activité neuronale dans cette région du cerveau (259).
D’un point de vue thérapeutique, il serait donc intéressant de cibler uniquement les neurones mPFC
pour les activer et évaluer I'effet antidépresseur. C’'est ce qu’ont fait des chercheurs en utilisant
I'opsine ChR2 et le vecteur HSV dans des souris a phénotype dépressif (260).

Tableau 20 : Expériences optogénétigues pour mieux comprendre le circuit de la dépression :

Méthode Modele/cellules Critere primaire | Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées significatif mesuré
apres
photostimulation
Opsine : ChR2 Neurones CPFm de | Taux d’expression | La photostimulation de | (260)
Promoteur : CamKII souris a phénotype | d’IEG. neurones corticaux
Vecteur : HSV dépressif Taux d’interaction | préfrontaux médians induit
Modeéle d’animal : sociale une augmentation du taux
Souris Taux de préférence | d’expression d’IEG, du taux
pour le saccharose* | d’interaction sociale et de
préférence pour le
saccharose.

*Le taux de préférence pour le saccharose permet d’évaluer I'état dépressif d’une souris; on suppose que cette
préférence est proportionnelle au plaisir que I'animal éprouve lorsqu’il la consomme (261)

Ainsi, 'activation du CPFm par optogénétique induit un puissant effet antidépresseur sans affecter
les autres activités cérébrales comme la locomotion générale, la mémoire sociale ou encore les
comportements anxieux (260).

[1.3.5 Addiction et optogénétique

L’OMS définit I’addiction comme un « usage répété d’une ou plusieurs substances psychoactives,
dans la mesure ot 'usager est périodiquement ou chroniquement intoxiqué, montre une compulsion
a prendre la ou les substances préférées, éprouve de grandes difficultés en cessant volontairement
ou en modifiant sa consommation de substance et fait preuve de détermination a se procurer des
substances psychoactives par presque tous les moyens ».

Le trouble addictif est une pathologie multifactorielle. Une personne est plus ou moins
vulnérable en fonction des facteurs de risque d’installation d’une conduite active (facteurs
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génétiques, neurobiologiques, de personnalité/ tempérament, environnementaux etc..). La prise en
charge de I'addiction est multidisciplinaire, il existe plusieurs stratégies thérapeutiques :
- La prise en charge psychologique avec les entretiens individuels, le soutien psychosocial et
la psychothérapie (262),
- La prise en charge pharmacologique pour les substances qui le permettent tel que le tabac,
I'alcool et les opiacés (traitement de substitution et sevrage) (262).

C’est le systéme dopaminergique mésolimbique - appelé systéme de récompense - qui est
impliqué dans le mécanisme d’addiction (263—266). C’est un circuit du cerveau responsable des
sensations de plaisir ressenties aprés certaines actions et/ou consommations.

Il est composé de :
- L’aire tegmentale ventrale (ATV — Cf. 1 de la figure
24) regoit I'information de sensation de plaisir et
du niveau de satisfaction. C’est aussi le lieu ou est
sécrétée la dopamine (267,268).
- Le noyau accumbens (NA — Cf. 2 figure 24 ) a le
role d’informer I'amygdale pour évaluer la valeur
émotionnelle d’'un évenement, I’hippocampe pour
mémoriser I'évéenement et [linsula pour
rechercher le plaisir (267,268).
- Le cortex préfrontal (CP — 3 Cf. figure 24 ) est
impliqué dans la prise de décision, la planification Figure 24 - Schéma anatomique du systéme de
et I'adaptation des comportements a chaque récompense (268).
situation (268).
Le neurotransmetteur impliqué dans le mécanisme de I'addiction est en majorité la dopamine (DA)
apportant la sensation de plaisir (269).

Dans les troubles addictifs ce mécanisme est perturbé par la prise d’une substance qui accentue la
sensation de plaisir et/ou par la dysrégulation du systéme lui-méme :

- Ensituation physiologique la libération de DA dure seulement quelques instants.

- En situation pathologique, le systéme de récompense naturel du cerveau est « détourné »
(270-273) par une « modulation » des synapses ou la DA agit. Le signal neuronal a la suite
de la libération de la DA se renforce traduisant une augmentation de la durée du plaisir et
une intensification de la sensation (268). Les neurones du systéme gardent en mémoire ce
type de stimulation et développent une tolérance. Il faudra alors augmenter les quantités
de substance a chaque fois pour garder le méme degré de plaisir (268).

Les processus mécanistiques de ces comportements n’ont pas été completement compris. En effet,
jusqu’a présent, on ne sait pas si l'activation des neurones dopaminergiques est suffisante pour
provoquer un comportement lié a la récompense et quel type de modele d’activité neuronale sert
a cette fin.

Le role du noyau d’accubens (NAc) dans I'addiction (265,271,273-276) est vérifié dans une étude a
I'aide d’outils optogénétiques. Pour cela, des chercheurs font exprimer OptoXR dans les neurones
du noyau d’accubens de souris vivantes en mouvement. Leur comportement addictif a été ensuite
évalué a I'aide d’un test de préférence de lieu (Cf. tableau 21).
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Tableau 21 : Expérience optogénétique mettant en évidence le réle du noyau d’accubens dans le
circuit de la dépendance :

Méthode Modele/cellules Critére primaire | Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées significatif mesuré
apres
photostimulation
Opsine : OptoXR | Neurones du noyau | Test de préférence | L'activation du NAc induit | (272)
(opto-a 1 AR et | d’accubens (NAc). de lieu (Cf. Annexe) | un comportement addictif
opto-B 2 AR). des souris.
Modeéle animal :
Souris

Ces résultats montrent que le NAc est bien impliqué de maniere critique a la fois dans le traitement
des récompenses et dans d’autres comportements liés a la dépendance. Cette expérience prouve
gue l'activation des neurones dopaminergiques est suffisante pour provoquer un comportement lié
a la récompense.

Par ses caractéristiques innovantes, |'optogénétique compléte ainsi le savoir physiopathologie
en médecine. Nous allons a présent aborder son potentiel a se développer en stratégie
thérapeutique dans une derniére partie qui traite d’un essai clinique.

Il PREMIER ESSAI CLINIQUE UTILISANT L'OPTOGENETIQUE

En plus de son role d’étude des déréglements des circuits biologiques, I'opogénétique a confirmé
son potentiel thérapeutique en 2021 dans un essai clinique ol un homme atteint d’'une maladie
neurodégénérative de I'ceil (rétinopathie pigmentaire) a retrouvé la vue grace a la méthode.

La rétinopathie pigmentaire est la dystrophie rétinienne (héréditaire) la plus courante (277), elle
touche environ une personne sur 4000 dans le monde (278). Elle fait partie d’un groupe de maladies
cliniguement et génétiquement hétérogenes, caractérisées par la dégénérescence progressive des
cellules photoréceptrices, d’abord les batonnets puis les cones situées au contact de I'épithélium
(279,280). Cette dégénérescence entraine des troubles de la vision avec une sensibilité a la lumiére,
une grande difficulté de vision dans la pénombre et une restriction du champ visuel (vision en
tunnel) aboutissant a une cécité (281).

Avant de décrire I'essai, nous reviendrons sur le mécanisme de la vision pour comprendre la
physiopathologie et les traitements actuels, pour finir sur les études chez I'animal qui ont permis
d’aboutir a I'essai clinique utilisant I'optogénétique.

1.1 Mécanisme de la vision

Le traitement de I'image par le systeme nerveux commence immédiatement dans la rétine pour
ensuite étre acheminé jusqu’aux cortex visuels primaire et secondaire (282) (283).

Les Rétinopathies Pigmentaires sont dues a un dysfonctionnement des photorécepteurs de la
rétine, nous allons donc nous focaliser sur le circuit rétinien.
La rétine est une fine pellicule de tissu nerveux située au fond de I'ceil, endroit ol se forment les
images. Les neurones de la rétine sont organisés en 3 couches principales : La premiére couche qui
recoit la lumiere est située en profondeur, elle contient les photorécepteurs, les seules cellules
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capables de convertir la lumiéere en influx nerveux. Cet influx est transmis aux neurones bipolaires
situés dans la deuxieme couche et enfin aux neurones ganglionnaires situés dans la troisieme
couche. Les axones des neurones ganglionnaires vont sortir de I’ceil rejoindre le premier relais visuel
dans le cerveau (Cf. Figure 25) (283) (284).

Le neurotransmetteur, dans les 3 couches de la rétine, responsable du traitement et de I'influx du
message visuel au cerveau est le glutamate. Sa sécrétion est en continue dans I'obscurité mais
baisse significativement a la lumiére (284). Il existe des récepteurs au glutamate dans les cellules
bipolaires et ganglionnaires qui sont soit « inhibiteurs », les cellules sont appelées ON (la libération
du glutamate entraine une hyperpolarisation de leur membrane) soit « excitateurs », les cellules
sont appelées OFF (la libération du glutamate entraine une dépolarisation de leur membrane) (Cf.
figure 25) (284).

Figure 25- Schéma simplifié du circuit rétinien. Seules les voies excitatrices sont
présentées (284).

C= Céne ; R= Battonet ; All = cellules Amacrine ; OPL = couche externe
plexiforme ; IPL = couche interne plexiforme

Ainsi, a la lumiére les photorécepteurs sécrétent moins de glutamate, ce qui dépolarise (ou active)
les cellules bipolaires ON et hyperpolarise (ou désactive) les cellules bipolaire OFF. Les cellules
ganglionnaires ON sont donc activées induisant un potentiel d’action au cerveau et les OFF
désactivées. A 'obscurité le mécanisme est inversé : les cellules ganglionnaires OFF sont activées
par la sécrétion de glutamate tandis que les cellules ganglionnaires ON sont désactivées (284).
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Trajet de la lumiere dans la

Direction du traitement des données visuelles

Dans la rétine le traitement des données visuelles se fait par différentes cellules, dans I'ordre

suivant (10,283):

Les couches de la | Fonctions générales et sous catégories cellulaires A la lumiere

rétine

Photorécepteurs | Sécrétion de glutamate Cones : fonctionnent a la lumiere | Baisse sécrétion
pour nous permettre de distinguer | glutamate
les couleurs et les détails. On les
retrouve surtout dans la fovéa
Batonnets : fonctionnent dans un | Baisse sécrétion
environnement peu illuminé. On | glutamate

les retrouve dans le reste de la
rétine, dont la macula

Cellules
bipolaires

Regoivent I'information des
photorécepteurs et expriment des
récepteurs au Glu excitateurs ou
inhibiteurs

Cellules bipolaires ON: e
récepteur au Glu_ est inhibiteur

Activées > envoi
information électrique
activatrice aux cellules
ganglionnaires ON

bipolaire qui la contacte I'est.

OFF

Cellules bipolaire OFF: le | Inhibées > envoi
récepteur au Glu est excitateur information électrique
inhibitrice aux cellules
ganglionnaires OFF
Cellules Recgoivent I'information électrique | Cellules ganglionnaires ON : sont | Activées >  génére
ganglionnaires des cellules bipolaires et expriment | connectées aux cellules bipolaires | potentiel d’action au
également des récepteurs au Glu. ON cerveau.
La cellule ganglionnaire est | Cellules ganglionnaires OFF : sont | Inhibées
dépolarisée lorsque la cellule | connectées aux cellules bipolaires

Cellules

ganglionnaires

Cellules
bipolaires

Photorécepteurs

Epithélium

-
O

Cellule ON
Cellule OFF

Colliculus supérieur

Champ visuel
binoculaire

Nerf optique

Tractus optique

Aire striée

Cortex
visuel

Aire extrastriée

Chiasma optique

CGL du thalamus

Figure 26 - Schéma simplifié du parcours des informations visuelles, de la rétine (2
principaux types de cuits : ON et OFF) aux cortex visuels (10,283).

On peut voir sur le schéma a gauche de la figure 26, les 2 principaux types de circuits (ON et OFF)
en aval des photorécepteurs a cones et a droite I'acheminement de I'information visuel a travers
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les différents relais (Chiasma optique, tractus optique, corps géniculé latéral CGL et colliculus
supérieur) jusqu’aux aires visuelles.

lll.2 Physiopathologie et symptomatologie des Rétinopathies Pigmentaires
(RPs)

Les rétinopathies pigmentaires sont des maladies génétiques dues a des mutations présentes
dans les photorécepteurs, cellules impliquées dans le fonctionnement de la rétine (285). Ces
maladies sont causées par des mutations dans plus de 71 génes différents (286).

Parmi elles, certaines sont plus fréquentes, comme celle de la rhodopsine (mutation RHO)
représentant un quart des cas ou encore la mutation de la Retinitis Pigmentosa 1 (RP1) présentant
6 a 8% des cas.

Dans les RPs, la destruction progressive des batonnets puis des cones a pour conséquence
I’apparition de dépots pigmentés dans la rétine et de zones non vues dans le champ visuel appelées
scotomes. Le premier symptome est une baisse de la luminance de la vision due a une perte des
batonnets, cette vision correspond a la vision de nuit (vision scotopique). Les symptomes
s’aggravent progressivement avec la dégénérescence des cones conduisant a une modification de
la vision photopique qui correspond a la perception des détails et des couleurs (287) puis a une
vision tubulaire (Cf. figure 27) (288) avec une perte compléte du champ visuel périphérique a des
stades plus tardifs, jusqu’a aboutir a une cécité bilatérale compléte (289).

I

Figure 27- Exemple d’une vision tubulaire (288)

lIl.3 Approches thérapeutiques dans les rétinopathies pigmentaires
[11.3.1 Approches thérapeutiques classiques de la rétinopathie pigmentaire

La stratégie thérapeutique pour ce type de rétinopathie s’est orientée vers différentes

possibilités :

- la stimulation électrique des cellules ganglionnaires a I'aide de prothése rétinienne (290),

- l'utilisation de thérapie cellulaire consistant a transplanter des cellules pouvant se
différencier en cellules photoréceptrices (291),

- la greffe sous-rétinienne de cellules libérant des facteurs de survie (292),

- etenfin, une stratégie de thérapie génique a caractéere correctif (en insérant dans les cellules
atteintes une version saine du ou des génes défectueux) ou a visée symptomatique
(neuroprotection par expression de facteurs améliorant la survie des photorécepteurs)
(293-296).
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Ces types de stratégies rencontrent plusieurs limites et n’obtiennent pas toujours de bons résultats.
Par exemple, I'acuité visuelle, obtenue par prothese rétinienne lors d’essais cliniques, est en deca
du seuil de cécité défini par ’'OMS (290). De plus, les thérapies géniques se heurtent a la diversité
des mutations.

Le seul traitement actuel qui a réellement prouvé son efficacité est la thérapie génique Luxturna®©
(VORETIGENE NEPARVOVEC), approuvée par 'EMA (European Medecins Agency) en 2018 mais
celui-ci est uniquement indiqué pour 1 seul type et 1 seul stade de RP, celle liée a la mutation du
geéne RPE65, au stade précoce de la maladie(297) (298) (299).

L’optogénétique a une place prometteuse dans le traitement des rétinopathies pigmentaires,
en effet elle peut remédier aux différentes limites des stratégies présentées plus haut, de plus, nous
verrons que la technique ne s’apparente pas a un seul type ou stade de RP comme le traitement
Luxturna ©®.

[11.3.2 Approche par optogénétique des rétinopathies pigmentaires chez I’'animal

Le principe général d’utilisation de |'optogénétique pour le traitement des rétinopathies
pigmentaire est de faire exprimer un outil excitateur (ChR2) dans les cellules ON (ganglionnaires ou
bipolaires) (300) ou d’utiliser un outil inhibiteur (NpHR) dans les cones défectueux. L'illumination
des cones NpHR+ implique leur inhibition et donc une baisse de la sécrétion de glutamate ce qui
correspond a une activation des cellules ON. Dans les deux cas, la photostimulation, permettra de
générer un potentiel d’action qui sera acheminé jusqu’au cortex visuel (Cf. figure 28).

Ce schéma représente un stade avancé de
dégénérescence rétinienne dans lequel seuls
quelques photorécepteurs a cones subsistent
sous la forme de cellules atrophiées. Il illustre
I"utilisation de ChR2 ou NpHR :

-ChR2 exprimé dans les cellules bipolaires ON
-ChR2 dans les cellules ganglionnaires ON

-Ou NpHR dans les cones dormants

Figure 28 - Stratégies optogénétiques de (re)photosensibilisation

O

Des chercheurs font exprimer ChR2 et I'Opsn4 dans des cellules bipolaires ON, notamment des
cellules ganglionnaires, de souris ou de rat avec une dégénérescence rétinienne (rd1) et observent
la restauration de la vision en comparant les souris rd1 / opsine+ avant et aprés la photostimulation
avec des souris saines (Cf. tableau 22).
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Tableau 22 : Expériences optogénétigues dans les rétinopathies pigmentaires :

Méthode Modele/cellules Critére/facteur Principaux résultats Référence
Optogénétique ciblées primaire significatif
de mesure apres
photostimulation

Opsine : ChR2 Les cellules Activité du cortex | Restauration des réponses | (300,301)
Modeéle animal : | ganglionnaires visuel (ECG). électrophysiologiques
Souris ou rat avec | rétiniennes (RGC)* jusqu’a dans le cortex visuel | (301,302)

une dégénérescence
rétinienne (rd1)

Opsine : Les cellules Pupillary light | Augmentation de la (303)
Mélanopsine ganglionnaires reflexes (PLR)*** sensibilité
ectopique (Opsn4) ** | rétiniennes (RGC)* comportementale a la
Vecteur : AAV lumiére.
Modeéle animal :
souris a Capacité de voir | Amélioration des prises de
dégénérescence dans la boite d’essai | décision dépendantes de la
rétinienne (rd1) en plein champ | vision.
(temps passé dans la
partie sombre de la | Augmentation de la
boite) (Cf. Annexel) | capacité d’apprentissage
visuel.
Test de

discrimination
visuelle a 2 choix (Cf.

Annexel)
Opsine : ChR2 Les neurones Réponses Amélioration des | (31)
Modele animal : | bipolaires ON. optimotrices par le | performances dans les
souris a test de la boite | tdches comportementales
dégénérescence claire/sombre (Cf. | visuelles
rétinienne (rd1) Annexel) avec

évaluation du suivi

visuel

*Le RGC envoie les informations visuelles au cerveau et peut donc étre utilisé pour agir comme photorécepteur.

**La mélanopsine fait partie de la famille des opsines naturelles. Elle est retrouvée dans les cellules ganglionnaires et a
pour role de rendre les cellules sensibles a la lumiére (304)

***Le PLR pour « Pupillary light reflexes », le réflexe de la pupille lorsqu’elle est éclairée.

Chez I'animal, I’expression d’une opsine activatrice (ChR2, Opsn4) dans des cellules bipolaires ON
permet donc de restaurer la sensibilité a la lumiére, de guider des comportements plus complexes
comme la prise de décision en fonction de la vision et de restaurer les composantes cognitives
comme |'apprentissage visuel. Ces résultats sont trés prometteurs car ils démontrent que
I'opotgénétique peut restaurer la vision dans un modéle de RP quel que soit le type de géne muté.

[11.3.3 Approche thérapeutique de I'optogénétique sur un homme

Le premier essai clinique optogénétique mené sur I’'Homme se nomme PIONEER. Il teste la
tolérance et I'efficacité du traitement expérimental « GS030 » pour la rétinopathie pigmentaire.
GS030 combine I'injection d’un vecteur optogénétique (GS030 — DP pour Drug Product) avec le port
d’un dispositif médical, a savoir des lunettes de stimulation lumineuse (GS030 — MD pour medical
device). GS030 octroie, par la FDA (Food and Drug Administration), en octobre 2021, la désignation
de Fast Track — circuit court permettant de réduire I’autorisation et la mise en place d’essai clinique
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- comme traitement optogénétique de la rétinopathie pigmentaire. Aujourd’hui GS030 a recu la
désignation de médicament orphelin aux Etats-Unis et en Europe (305).

PIONEER est une phase I/lla en ouvert, multicentrique et non randomisée. Les 3 sites d’étude
sont Moorfirlds Eye Hospital (Londres), Hopital des XV-XX (Paris) et University of Pittsburgh medical
Center (8) (280) (306). L'étude est congcue pour évaluer la sécurité (objectif principal) et I'efficacité
(objectif secondaire) de GS030 chez 18 patients atteints de rétinopathie pigmentaire, 1 an apres
I'injection. Les patients éligibles dans les premiéeres cohortes sont ceux atteints de rétinopathie
pigmentaire non syndromique avancée, présentant une acuité visuelle tres basse a « no light
perception » (NLP) ou «light perception » (LP). La cohorte d’extension inclura des patients
présentant un niveau d’acuité visuelle « hand motion » (HM) et « counting fingers » (CF).

La preuve de concept pour GSO30 — DP et la dose de GS030 — DP utilisée dans I'essai clinique
PIONEER sont préétablies dans des études sur des primates non humains (307,308).

Le GS030 — DP est a un virus AAV codant pour I'opsine chrimsonR (108) administré par une seule
injection intra vitréenne dans le I'ceil le moins voyant pour cibler les cellules ganglionnaires
rétiniennes fovéales (307). ChrimsonR est fusionnée a une protéine fluorescente rouge tdTomato
(ChrimsonR-tdT) pour augmenter son expression dans la membrane cellulaire (307). ChrimsonR est
une channelrhodopsine qui possede |'un des spectres d’action le plus décalé vers le rouge (le pic de
sensibilité est a 590 nm) parmi les capteurs optogénétiques disponibles. Elle a été choisie car ce
type de lumiére est la plus slire et provoque moins de constriction de la pupille (307) en
comparaison avec la lumiere bleue.

Le GS030 — MD sont des lunettes techniques qui détectent les changements locaux d’intensité
lumineuse et projettent les impulsions lumineuses correspondantes sur la rétine en temps réel pour
activer les cellules ganglionnaires rétiniennes transduites par optogénétique. Ces lunettes capturent
des images du monde visuel a I'aide d’'une caméra neuromorphine qui détecte les changements
d’intensité, pixel par pixel, comme des évenements distincts (309). Elle transforme ensuite les
éveénements en images monochromatiques et les projettent en temps réel sous forme d’impulsions
lumineuses locales de 595 nm sur la rétine.

Ainsi, ChrimsonR va conférer une fonction photosensible aux cellules ganglionnaires pour agir et
« remplacer » les photorécepteurs qui ont dégénérés. ChrimsonR n’est pas ou peu activé par la
lumiere ambiante naturelle, le port des lunettes permet la photostimulation a la bonne longueur
d’onde pour activer ChrimsonR et donc rendre les cellules ganglionnaires photosensibles (Cf. figure
29) (310).
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Figure 29 - Le traitement expérimental GS030 (310)

Trois tests ont été réalisés pour évaluer la récupération de la fonction visuelle dans cet essai, et
I'analyse a été réalisée sous trois conditions :

- (1) les deux yeux ouverts sans les lunettes de stimulation lumineuse (Binoculaires naturelles)

- (2) Gil non traité couvert et ceil traité ouvert sans lunette (monoculaires naturelles)

- (3) @il non traité couvert et ceil traité ouvert et stimulé avec les lunettes (monoculaire

stimulé)

Les 2 premiers tests consistent a percevoir, localiser, toucher ou compter 1 ou plusieurs objets.
L'expérience implique deux sessions, avec un total de 180 essais randomisés objet/sans objet.
Chaque session d'enregistrement comprend les 3 conditions évoquées plus haut. Chagque condition
a été divisée en trois blocs composés de dix essais chacun (cing essais avec objet et cing essais sans
objet). Le patient a été invité a fermer les yeux pendant les 5 premiéres secondes (pendant que
I'expérimentateur placait/enlevait I'objet sur/de la table). On a ensuite demandé au patient d'ouvrir
les yeux et on lui a donné 15 s pour déterminer visuellement si le gobelet était présent sur la table
(Cf. tableau 23).

Tableau 23 : Schématisation sous forme de tableau des 180 essais dans les 3 conditions :

Conditions Session 1 Session 2
Binoculaires 10 essais : | Idem Idem Idem Idem Idem
naturelles 5avec/5

sans
Monoculaires Idem Idem Idem Idem Idem Idem
naturelles
Monoculaires Idem Idem Idem Idem Idem Idem
stimulées
(Intervention
optogénétique)
TOTAUX 180 essais |

Le premier test consiste a percevoir, localiser et toucher un seul objet placé sur une table blanche
le long d’une ligne imaginaire a 40 cm devant le patient. L'objet est soit grand (un cahier) soit petit
(une boite d’agrafes).
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Tableau 24 : Résultats du test 1 dans les 3 conditions :

Binoculaire naturelle Monoculaire naturelle Monoculaire stimulée

Ne percoit aucun objet Ne percoit aucun objet Le patient percoit, localise et touche
I'objet le plus grand dans 92 % des
essais.

(P< 0,001, test du rapport de vraisemblance pour I’effet de la condition)
Le second test consiste a percevoir, compter et localiser plus d’un objet : 2 ou 3 gobelets.
Le patient doit déterminer combien d’objets sont placés sur la table blanche et de les pointer sans

les toucher.

Tableau 25 : Résultats du test 2 dans les 3 conditions :

Binoculaire naturelle Monoculaire naturelle Monoculaire stimulée
Ne percoit aucun objet, n’a pas Ne pergoit aucun objet, n’a pas Le patient percoit les objets dans
tenté de compter ou de localiser tenté de compter ou de localiser 63% des essais. Il a en plus

correctement compté et localisé
dans la plus-part des essais (311).

(P< 0,001, test du rapport de vraisemblance pour I’effet de la condition)

Le troisieme et dernier test est « la tache de détection visuelle couplée aux enregistrements a
I’électroencéphalographie multicanale extra-cranienne ou EEG». Le but de ce test est d’étudier le
lien entre la récupération partielle de la vision et I'activité neuronale. L'EEG fournit une lecture de
I’activité neuronale a travers le cortex (Cf. figure 30). Les cliniciens analysent les traces EEG dans les
états yeux ouverts et yeux fermés séparément pour chacune des 3 conditions. Un gobelet est posé
ou non sur la table devant le patient et ce dernier doit évaluer sa présence ou son absence. Une
analyse de régression logistique multi variable permet de faire des évaluations correctes avec la
condition (stimulée versus naturelle) et la présence d’objet (oui ou non) comme variables
explicatives. Le taux d’évaluations correctes est significativement plus élevé dans les conditions
monoculaires stimulées (41%) que dans les conditions binoculaire ou monoculaires naturelles
(5,8%) (Cf. figure 30).

(P< 0,001, test du rapport de vraisemblance pour I’effet de la condition) (312)
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Figure 30 - Montage de I'expérience 3 (307)

Les résultats de ces trois tests montrent la bonne tolérance et I'efficacité de GS030 pour le
traitement de rétinopathie pigmentaire non syndromique. Cette étude montre pour la premiére
fois, que l'injection intravitéene d’un AAV codant pour une protéine photosensible combinée avec
I"'utilisation d’un systéme de lunettes convertissant les intensités lumineuses en signal activateur,
permet de restaurer la vision d’un patient.

Il est important de noter que la restauration optogénétique de la vision est dans ce cas, une
approche indépendante des mutations pour restaurer la fonction visuelle aux stades précoces de
la maladie tout comme aux derniers stades (293,313-315) ce qui est une réelle avancée. Cette
technologie ouvre donc la voie a d’autres applications dans des maladies de la rétine impliquant la
dégénérescence de photorécepteurs telle que la forme séche de la dégénérescence maculaire liée
al'age (DMLA).
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IV . CONCLUSION

Au cours des 17 derniéres années, les études menées sur les opsines microbiennes, leur

spécificité et la convergence de l'ingénierie génétique avec l'ingénierie optique ont permis de
développer des systémes de contréle spatio-temporel précis de différents types de cellules et par
conséquent de nombreux systemes biologiques vivants. Pendant le tiers de cette période (de 2005
a 2009), alors que les bases de I'optogénétique sont en cours de développement, la technique a
connu des difficultés de mise en ceuvre avec peu de publications et des découvertes biologiques
limitées. Durant les années qui ont suivies (de 2009 a aujourd’hui), la techniqgue commence a étre
de plus en plus appliquée avec la publication de nombreuses découvertes et d’informations sur le
fonctionnement de systémes vivants, notamment le systéme nerveux. Les scientifiques ont
rapidement pergu le potentiel de la méthode optogénétique. D’abord utilisée chez les invertébrés
(nématodes) (316), elle a connu une réelle et rapide progression puisqu’elle est par la suite
appliquée chez 'oiseau chanteur (317), puis le poisson zebre (318), les rongeurs, le primate non
humain (319) et depuis en 2021 le primate humain.
Aujourd’hui la recherche avance encore plus vite, entre 2010 et 2020, le nombre de publications sur
la technique est passé de moins de 100 a plus de 1300 par an. |l reste cependant des limites a
surpasser, comme l'innocuité de la protéine non humaine —la rhodopsine — et de la longueur d’onde
de la lumiére qui I'active.

Des apports scientifiques et un potentiel thérapeutique :

L'optogénétique a permis d’acquérir des connaissances sur le comportement, la physiologie et la
physiopathologie dans le domaine de la cognition, la sensation, des maladies neurologiques ou
neuropsychiatriques. De maniere générale, cette méthode a permis de mettre en lumiere le réle
causal de cellules définies dans un mécanisme physiopathologique. La méthode vient compléter
notre savoir sur des mécanismes physiopathologique en permettant de répondre a des questions
auxquelles les techniques connues jusqu’a présents. C’est devenu aujourd’hui une ressource
standard dans la communauté scientifique qui étudie les circuits neuronaux chez les animaux. Ainsi,
la technique met aujourd’hui en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques et a elle-méme été
utilisée sur I’homme pour traiter (partiellement) une cécité due a une rétinopathie pigmentaire.

Avantages par rapports aux méthodes expérimentales connues jusqu’a présent :

Plusieurs aspects de I'optogénétique rendent cette technique performante et avantageuse. Le
premier aspect majeur est I'utilisation d’une stratégie « temps réel » et réversible : la technique
permet d’étudier et manipuler la fonctionnalité de réseaux cellulaires d’'un animal vivant se
comportant librement. Ce type de manipulation permet de faire le lien entre un comportement
pathologique et les processus cellulaires. Pour la plupart des techniques, une dissection est parfois
obligatoire pour observer et comprendre un mécanisme pathologique. Lorsque la mort du sujet
impact le mécanisme pathologique, les techniques concernées ne permettent pas de comprendre
la physiopathologie et ainsi de mettre en évidence de potentielles cibles thérapeutiques. Le second
est la précision de |'approche. Les uniques cellules impactées par la technigue sont celles ciblées,
car ce sont les seules a exprimer 'opsine. Ainsi, I'optogénétique permet un contrdle spatio-
temporel précis, réversible et a distance sur un méme groupe de souris qui peuvent étre a la fois
controble et témoin — permettant alors d’éviter les variabilité interindividuelles -.

Perspectives : I'optogénétique un nouveau volet de la thérapie génique

En moins de 20 ans, nous sommes passés d’'une technique d’observation a une technique
thérapeutique avec des premiéres applications en ophtalmologie chez les personnes aveugles
atteintes de rétinopathies dégénératives. Plusieurs entreprises comme Gensight Biologics (320),
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allergan (321) ou encore Bionic Sight (322), se sont positionnées sur son application dans la rétinite
pigmentaire mais également dans la dégénérescence maculaire liée a I'age (DMLA) (323) (324) ou
encore la neuropathie optique de leber — étude en phase Il - (325)(326) et la dystrophie maculaire
de Stargardt (327)(328).

En neurologie, I'entreprise Circuit Thérapeutics s’intéresse aux opsines pour traiter la douleur
chronique périphérique et pour mettre en place une sorte de stimulation cérébrale profonde (SCP)
in situ.

L'optogénétique s’intéresse a la neurophysiologie, aux maladies neurodégénératives, ophtalmiques
mais pas seulement. Dans le domaine de la santé, I’exploration par I'optogénétique est en plein
essor : I'une des applications les plus important est le criblage de molécules, des futurs candidats a
haute vitesse et a faible co(t. Par exemple I'entreprise Q-State Biosciences a identifié de potentiels
cibles thérapeutiques dans la paraplégie grace a 'optogénétique (329). Des études explorent la
modification de la soif et du golit ainsi que la création ou réactivation de souvenirs (330). Dans le
domaine de I'immunothérapie et la cancérologie, |'optogénétique trouve sa place (331,332). Des
chercheurs de 'université de Rochester soulignent les réelles perspectives de traiter des cancers
hématologiques par optogénétique. L'idée est d’activer des cellules immunitaires trés performantes
pour tuer les cellules cancéreuses puis les désactiver — afin d’éviter des réponses auto-immunes
trop importantes — par la méthode « géne suicide ».

Il parait évident que I'optogénétique est vouée a continuer a se développer afin d’arriver un jour a

une technique totalement aboutie — en termes d’efficacité et de sécurité - pour une utilisation tant
dans le domaine fondamental que dans le domaine thérapeutique.
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V. ANNEXE

Test a I’acétone (174) :

Le test permet d’évaluer la sensibilité thermique froide chez I’animal (Flatters and Bennett, 2004).
D’abords, quelques microlitres d’acétone sont appliqués sur la face postérieure de I'animal, ensuite
I’expérimentateur observe la réponse comportementale qui s’en suit.

L’acétone, a son évaporation, provoque une stimulation thermique froide non nociceptive. Ainsi, ce
test permet de mesurer I'allodynie au froid.

Allée de discrimination visuelle (333) :

Le test évalue la prise de décision basée sur des informations
visuelles.

Les souris ont appris qu’une cible brillante représente la
sécurité sous la forme d’une plate-forme immergé.

Les souris nagent dans une allée et doivent choisir entre la
cible lumineuse (plate-forme slire) ou une cible sombre (pas
de plate-forme) (Cf. figure 25).

Figure 31 - Schéma de I'allée de discrimination
Boite d’essai en plein champs (333): visuelle (341).

Il faut savoir que les souris saines évitent les espaces ouverts

et tres éclairés et cette tendance permet de mettre en
place ce test pour mesurer leur capacité a voir.

Le test consiste a placer les souris dans un champs ouvert
éclairé qui contient également un refuge sombre. La
fraction de temps passée par les souris dans |’espace ouvert

est mesurée

La boite d’essai en plein champs se compose d’'un
compartiment sombre et d’un compartiment éclairé plus
grand. Une petite ouverture située au niveau du sol au
centre du mur de séparation permet aux souris de se g e32-
déplacer librement entre les 2 chambres. (341)

la boite d'essai en plein champs

Boite claire/ sombre (334) :

Les souris sont laissées au repos dans une piéce sombre pendant 30 min puis sont exposées a une
lumiere en rotation dans un tambour rayé. L'emplacement des animaux est suivi avant et pendant
I’exposition de la lumiére afin d’évaluer le suivi visuel de celui-ci et donc de la sensibilité visuelle a
la lumiere.

CPP (335—-337) est un test comportemental établi pour évaluer comment les neurones du circuit
local modulent le comportement de la douleur chez les animaux en mouvement libre.
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Elevated plus maze (EPM) ou labyrinthe surélevé (183)
(338)(339) :

C’est un test d’anxiété utilisé chez les rongeurs. On sait que les
souris affichent un comportement anxieux dans les espaces
ouverts ; donc une augmentation du temps passé dans les bras
ouverts de I'EPM est interprétée comme une diminution de
I'anxiété

—>

Figure 33 - Modélisation d'un EMP

Figure 34 - Exemple d'une diminution
d’un comportement anxieux (185)

Test de Von Frey (172) (340)(341) :

Le test consiste a appliquer une série de filaments de
Nylon calibrés (poils de Von Frey) de raideur ascendante
sur une surface épidermale (exemple la surface plantaire
des pattes de souris) tout en surveillant la réponse de
retrait du sujet. L'objectif est d’étudier I'intégrité des

fibres afférentes primaire A delta et C.
Figure 35 - Schéma du test de Von Frey (336)

Test Open-field (OFT) ou champs ouvert (183) (338) :

C’est un test d’anxiété utilisé chez les rongeurs. On sait que les
souris affichent un comportement anxieux dans les espaces
ouverts ; donc une augmentation du temps passé au centre de
I’OFT est interprétée comme une diminution de I'anxiété.

—>

Figure 36 - Modélisation d'un Open-field (From
dataBase Center for Life Science DBCLS)

Figure 37 - Exemple d'une diminution du
comportement anxieux
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Test plantaire froid (173) :

Le test permet de mesurer le seuil d’hypersensibilité

au froid d’un rongeur (souris ou rat).

L'animal est positionné sur une plaque de verre et a

I'aide d’une pastille de neige carbonique comprimée,

un stimulus froid est progressivement appliqué a la

patte arriere a travers le verre. La latence au retrait du

verre refroidi est utilisée comme mesure du seuil de

réponse au froid du rongeur. Figure 38 - Schéma du test plantaire froid (176)

Test de la plaque froide et chaude dynamique (de Biosed) (175) :

Ce test permet d’évaluer la sensibilité d’un rongeur (souris ou rat) a la douleur résultante de
I’exposition a la chaleur ou au froid.

L’animal est placé sur une plaque métallique qui peut étre chauffée a 55°C ou refroidie a -2°C (pour
une température ambiante de 20 a 25 °C) et un chronometre est démarré.

Le chronometre est arrété au moment ou le rongeur réagit a l'inconfort provoqué par les
températures définit par un soulévement de pattes : c’est le temps de réaction.

Ce temps de réaction est une indication de la résistance de I'animal a |la douleur.
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ABSTRACT

Contribution of optogenetics in medicine

Optogenetics combines the optical and genetic domains. The method consists in introducing a gene that
codes for a photosensitive protein, called opsin, to target cell in order to make it photosensitive. Its
illumination will activate or inhibit it according to the type of opsin expressed. Named method of the year by
the journal "Nature methods", optogenetics allows a precise, real-time, and reversible spatio-temporal
control in order to study and manipulate the functionality of cellular networks in a living animal. The diversity
of opsins has allowed the development of the field of optogenetics and the achievement of various goals in
ex-vivo or in-vivo experiments. Initially confined to the neurosciences, today the technique brings a lot to
medicine in terms of fundamental knowledge and physio-pathological understanding various experiments
on rodents have been conducted to better understand various neurological, psychiatric and ophthalmic
disorders. Itis also finding its place in therapeutics, as since October 2021, the first experimental optogenetic
treatment has been developed: GS030 is indicated for non-syndromic retinopathy of pigment and allows a
blind man to recover (partially) his vision. Optogenetic neuromodulation is a mutation-independent
approach to restoring physiological functions, such as vision, in a sick subject, which is a real advance. This
technology opens the way to other applications in ophthalmic or neurological diseases.

Keywords: optogenetics - genetics - optics - opsin - photosensitive - neuroscience - medicine - neurology -
psychiatry - ophthalmology - neuromodulation - therapeutic targets - treatment - GS030 - retinisis
pigmentosa.
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L’APPORT DE L’OPTOGENETIQUE EN MEDECINE

RESUME

L'optogénétique associe le domaine optique et le domaine génétique. La méthode consiste a introduire un
géne qui code pour une protéine photosensible, appelée opsine, dans une cellule cible afin de la rendre
photosensible. Son illumination I'activera ou I'inhibera en fonction du type d’opsine exprimée.

Nommée méthode de I'année par la revue « Nature methods », I'optogénétique permet ainsi un contréle
spatio-temporel précis, en temps réel et réversible afin d’étudier et manipuler la fonctionnalité d’une cellule
ou de réseaux cellulaires d’un animal vivant.

La diversité des opsines a permis de développer le domaine de I'optogénétique et d’atteindre des buts variés
lors d’expériences ex-vivo ou in-vivo.

D’abord cantonnée aux neurosciences, aujourd’hui la technique apporte beaucoup a la médecine en termes
de connaissances fondamentales et compréhensions physiopathologiques : diverses expériences sur des
rongeurs ont été menées pour mieux comprendre certains troubles neurologiques, psychiatriques et
ophtalmiques.

Elle trouve également de plus en plus sa place dans la thérapeutique puisque depuis octobre 2021 le premier
traitement optogénétique expérimental a vu le jour : I'essai de thérapie génique GS030 a été développé pour
la rétinopathie pigmentaire non syndromique et a permis a un homme aveugle de retrouver (partiellement)
la vue.

La neuromodulation optogénétique est une approche indépendante des mutations pour restaurer des
fonctions physiologiques, telle que la vision, chez un sujet malade, ce qui est une réelle avancée. Cette
technologie ouvre donc la voie a d’autres applications dans des maladies ophtalmiques ou neurologiques.

Mots clefs : optogénétique — génétique — optique — opsine — photosensible — neurosciences - médecine —
neurologie — psychiatrie — ophtalmologie - neuromodulation — cibles thérapeutiques — traitement — GS030 —
rétinopathie pigmentaire.
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