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Modulation du front d’onde

pour ’excitation biphotonique

en optogénétique
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Le développement de I’optogénétique
en neurosciences

L'expression ciblée de protéines photo-
sensibles sous contrdle d’un promoteur
spécifique, technique que I'on désigne
sous I’appellation optogénétique, a
connu un essor formidable ces derniéres
années dans le domaine des neuroscien-
ces. La diversité des protéines photo-
sensibles naturelles et leur amélioration
par ingénierie génétique ont permis de
créer une vaste gamme d’outils opto-
génétiques qui permettent de controler
Iactivité cérébrale avec la lumiére, via
la stimulation ou I'inhibition de neuro-
nes. Loptogénétique s’est imposée et a
pris peu a peu I’avantage sur des métho-
des traditionnelles fondées sur la pose
d’électrodes et la pharmacologie, en
exploitant les avantages des techniques
de stimulation optique. €n effet, contrai-
rement aux électrodes, la photostimula-
tion ne provoque pas de perturbations
mécaniques et permet d’activer plusieurs
régions avec une plus grande flexibilité
et une meilleure précision spatiale.
Loutil optogénétique le plus couram-
ment utilisé est un canal cationique
excitateur qui s’insére dans la mem-
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brane plasmique, la channelrhodopsin-2
(ChR2). Gréce au faible niveau d’inten-
sité lumineuse requis pour son excitation
(1 mW/mm?, lumiére bleue), la ChR2 a
pu étre activée avec une illumination
a champ large délivrée, par exemple,
par des fibres optiques implantées dans
le cerveau d’animaux in vivo. La ChR2
a ainsi grandement contribué a notre
compréhension des mécanismes respon-
sables de pathologies complexes comme
anxiété [1], et a permis de relier I’ac-
tivité de certains types neuronaux a
des comportements précis, comme dans
le cas des neurones cholinergiques du
noyau accumbens [2].

Pourtant une illumination a champ large
n’est pas suffisante pour répondre a cer-
taines questions, concernant par exem-
ple la connectivité interne des circuits
neuronaux, qui demande une résolution
cellulaire ou subcellulaire. Un contrdle
tridimensionnel de I'illumination per-
mettrait de sélectionner un sous-groupe
de neurones parmi ceux qui expriment le
promoteur lié aux protéines photosensi-
bles, ou méme de cibler un compartiment
cellulaire comme une dendrite. Cette
précision est nécessaire pour analyser

I'intégration des signaux des différents
compartiments cellulaires et compren-
dre le traitement de I'information par le
neurone.

lllumination biphotonique de la ChR2
Une illumination biphotonique [3] per-
met d’obtenir un contréle dans les trois
dimensions spatiales. €n effet, de plus
grandes longueurs d’onde améliorent la
pénétration du faisceau laser et le confi-
nement axial est obtenu grdce a Ieffet
non linéaire biphotonique (Figure 1).
Néanmoins, I"application de Iillumina-
tion biphotonique classique (Figure I
gauche) & P’activation de la ChR2 pré-
sente plusieurs inconvénients qui en ont
retardé Putilisation. Le petit volume
d’excitation balayé (environ 3 a 5 um3)
ne permet pas d’activer un nombre suf-
fisant de canaux pour déclencher des
potentiels d’action, compte tenu de la
faible expression des canaux ioniques
photosensibles dans la membrane neuro-
nale et de leur faible conductance.
Rickgauer et al. ont proposé une pre-
miére solution pour résoudre ce pro-
bléme en balayant le volume d’excitation
rapidement dans I’échantillon [4]. Uef-
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Figure 1. Effet biphotonique. !'excitation biphotonique se base sur I’absorption « simultanée » de

deux photons (rouge ou infrarouge) pour qu'une molécule (fluorophore ou outil optogénétique)

passe de I’état de repos a I’état excité. La probabilité de cet effet dépend du carré de I’intensité

d’excitation mais aussi de la durée d’impulsion, T, et de la fréquence de répétition du laser, f.

Dans la configuration classique (focalisation spatiale), la lumiére est focalisée par I’objectif du

microscope qui concentre I'intensité, et donc I’effet biphotonique, au point focal. La dépendance

quadratique explique le confinement axial amélioré par rapport a I’excitation monophotonique.

Quant a la focalisation temporelle, elle obtient un sectionnement optique en allongeant la durée

d’impulsion en dehors du plan focal (d’oti la diminution de la probabilité de I’effet biphotonique).

Dans cette configuration, le confinement axial est conservé indépendamment de la surface exci-

tée [6] (imuge : Brad Amos/Science Photo Library, Londres).

fet cumulatif de I'excitation est suffi-
sant pour déclencher un potentiel d’ac-
tion dans des neurones en culture, mais
méme a puissance saturante, le temps
nécessaire pour atteindre le seuil de
potentiel d’action est plus long (envi-
ron 30 ms) que le temps de fermeture
des canaux de la ChR2 (environ 10 ms).
Cette technique n’est donc pas idéale
pour la génération de trains de poten-
tiels d’action ou I"excitation de groupes
de cellules.

Une autre solution envisagée fut d’aug-
menter le volume d’excitation au-dela
du volume biphotonique classique.
Cependant, le confinement axial se
dégrade avec I'accroissement du diame-
tre du spot d’excitation. Andrasfalvy et
al. [5] ont proposé de coupler P’illumi-
nation biphotonique par balayage avec
la technique de focalisation temporelle
(FT) (Figure 1 a droite) [6] pour rétablir
un sectionnement optique indépendam-
ment de la résolution latérale de la zone
d’excitation et pouvoir ainsi utiliser de
plus larges spots d’excitation. Cette
combinaison permet la génération de

m/s n® 10, vol. 27, octobre 2011

potentiels d’action sur des comparti-
ments cellulaires ou sur le soma, mais la
zone d’excitation n’est pas adaptable a
la morphologie cellulaire. De plus, 'ac-
tivation simultanée de plusieurs cellules
reste difficile en raison du temps de
balayage.

Combinaison de la focalisation
temporelle avec le contraste de phase
généralisé (CPG-FT)

€n alternative au balayage, des métho-
des d’illumination paralléle peuvent
étre utilisées pour photoexciter plu-
sieurs structures simultanément. Ces
derniéres années, notre laboratoire a
développé des méthodes d’illumina-
tion paralléle (telle que I’holographie
numérique) qui, couplées avec la FT,
permettent de générer des patrons
complexes d’illumination laser, tout en
contrdlant le confinement axial [7, 8].
Dans la continuité de cette démarche,
nous avons implémenté la technique du
contraste de phase généralisé (CPG),
qui permet de définir des zones d’exci-
tation de forme arbitraire avec une pré-

cision latérale micrométrique [9]. Le
CPG, issu d’une évolution de la micros-
copie a contraste de phase, se base sur
I’interférence entre deux composantes
du faisceau laser, le « signal », qui
porte I'information spatiale du patron,
et la « référence » (non modulée spa-
tialement), qui est retardée par un
filtre de phase de facon a maximiser le
contraste. Dans le CPG, le signal et la
référence sont générés par une matrice
de cristaux liquides, I'interférence entre
ces deux composantes se produisant au
plan de ’échantillon [9].

Fort de notre expérience avec la FT, nous
avons couplé cette technique avec le CPG
biphotonique (Figure 2). Nous avons uti-
lisé ce systeme pour I’excitation de neu-
rones exprimant la ChR2. Deux exemples
de résultats sont montrés dans la Figure
2 C-D pour des neurones pyramidaux du
cortex dans des tranches de cerveau
[10]. Afin de maximiser les réponses
neuronales a I’activation biphotonique
de la ChR2, trois parametres ont di étre
optimisés : la surface d’excitation, la
puissance et la durée de Iillumination.
Pour chaque expérience, nous avons
déterminé la surface d’excitation sur
la base de la morphologie cellulaire,
en exploitant la flexibilité du CPG. La
durée d’impulsion était limitée par la
désensibilisation de la ChR2, tandis que
le seuil maximal de puissance était dicté
par la nécessité d’éviter les dommages
liés a Iillumination et de contenir le
volume d’excitation. €n général, un spot
de 10 pm de diametre, placé sur le soma
du neurone, permettait de déclencher
un potentiel d’action, avec une puis-
sance de 0,5 mW/pm? environ et une
durée d’impulsion de 10 ms. Des trains
de potentiels d’action (jusqu’a une fré-
quence de 30 Hz) pouvaient aussi étre
générés par une séquence d’impulsions
laser. Ce résultat a été obtenu dans
plusieurs cellules simultanément, ce qui
constitue un avantage de notre tech-
nique par rapport aux autres méthodes
de photostimulation biphotonique de la
ChR2. Nous avons également adapté les
patrons de stimulation a des structures



fines telles que les dendrites, apicales et
basales, des neurones pyramidaux.

€n conclusion, notre technique per-
met la photoactivation biphotonique de
la ChR2 avec une précision latérale et
axiale micrométrique. Pour la premiere
fois, nous avons démontré 'activation
simultanée de plusieurs neurones ainsi
que celle de sous-compartiments cel-
lulaires. Cette technique pourrait étre
également utilisée avec d’autres outils
optogénétiques ou composés cagés (on
appelle ainsi des composés biologiques
rendus inactifs par une « cage » photo-
lysable) pour répondre a des questions
biologiques importantes, aussi bien
sur la connectivité locale des circuits
neuronaux (étude de paire connectée,
inhibition locale) que sur I'intégration
dendritique (organisation spatiale des
afférences synaptiques, plasticité). ¢
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et CPG-FT (droite) : le confinement axial
est amélioré par I'utilisation de la FT.
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