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Bien que ces obstacles ne soient pas
encore levés, des solutions sont envisa-
gées et jamais la mise en place de SIN a
visée clinique n’a été aussi proche. Les
efforts d’ingénierie, le développement
de matrices d’électrodes approuvées
pour I'usage chez I’homme, ainsi que
I’affinement des algorithmes chargés
de décoder I'activité neuronale et de
recalibrer le systeme sont a portée de
main. Il est maintenant nécessaire que
la communauté scientifique en fasse
une priorité pour transformer ces objec-
tifs en réalité. ¢

Neural interface systems: the future is
(almost) here

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét

concernant les données publiées dans cet article.

Télécommander Yactivité des
canaux ioniques endogenes par

la lumiere

Guillaume Sandoz2, €hud Y. Isacoff?34

> Nous avons récemment développé une
stratégie qui permet de télécommander
I'activité de canaux ioniques et de récep-
teurs natifs avec la lumieére. Ces travaux
ont permis de mettre en évidence la
contribution des canaux potassiques
TREK1 (Twik-related K* channel 1) dans
la signalisation GABAg (acide y-amino-
butyrique) hippocampique.

Les canaux potassique a deux
domaines pores

Les canaux ioniques générent les signaux
électriques qui permettent au systeme
nerveux de percevoir le monde, d’inté-
grer 'information, de créer la mémoire
et de contrdler le comportement. Une
des familles de canaux les plus impor-
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tantes et diversifiées est la famille des
canaux potassique a deux domaines
pores (Kop) [15]. Les canaux K,p ont
une fonction clé dans I’établissement du
potentiel de membrane cellulaire et dans
le contréle de I’excitabilité neuronale.
IIs jouent aussi un réle central dans la
réponse de la cellule a divers signaux
intracellulaires et extracellulaires aussi
divers que la variation de pH, I’étirement
membranaire ou encore la signalisation
intracellulaire induite par I'activation
des récepteurs couplés aux protéines G.
Nous avons développé une variante des
canaux Kyp dépendante de la lumiere,
ainsi qu’une nouvelle méthode qui rend
possible de doter les canaux ioniques
natifs d’une sensibilité a la lumiere.

Les canaux Kyp sont formés de deux
sous-unités qui contiennent deux paires
de segments transmembranaires (TM)
accompagnés chacun d’une boucle P
(dans I'ordre TM1, P1, TM2, TM3, P2, TM4)
[1]. Au repos, I'activité de ces canaux
conduit le potentiel de membrane de la
cellule a des valeurs proches du potentiel
d’équilibre des ions potassium (environ
-90 mV). Ainsi, ces canaux réduisent for-
tement I’excitabilité cellulaire. Chez les
mammiferes, 15 genes codant pour des
canaux a deux domaines P ont été identi-
fiés. Ces genes peuvent étre divisés en six
sous-familles en fonction des homologies
de séquence et des propriétés fonction-
nelles des protéines pour lesquelles ils
codent. Les membres de la sous-famille
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Figure 1. TREKlight : un canal TREK1 controlé par la lumiére. A. Le MAQ est une molécule contenant une fonction maléimide (M) qui permet d’attacher

de facon covalente la molécule sur une cystéine introduite sur le canal, une fonction azobenzeéne photoisomérisable (A) et un groupe ammonium

quaternaire (Q) qui est un bloqueur de pore. B. Représentation schématique de TREKIight. TREKIight est actif a une longueur d’onde de 500 nm et

une bréve impulsion de lumiére a 380 nm induit une obstruction réversible du canal TREK!ight. C. Courants enregistrés a différents potentiels de

membrane sur des cellules HEK transfectées avec TREKIight. Uillumination a 500 nm (verte) ou 380 nm (violette) débloque ou bloque le courant
sortant TREKIight (adapté de [14] avec la permission de Elsevier, © 2012).

TREK, TREKL, TREK2 et le plus distant
TRAAK, sont fortement exprimés dans
le systéme nerveux central. Ces canaux
TREK présentent une faible activité de
base, mais peuvent étre activés par
différents stimulus : physiques comme
I’augmentation de la température, le
stress mécanique et le gonflement cel-
lulaire ; chimiques comme I’acidification
intracellulaire, I’alcalinisation du milieu
extracellulaire [2] ; les phospholipides
[3]; I’acide arachidonique et autres
acides gras polyinsaturés, et les agents
pharmacologiques tels que le riluzole ou
les anesthésiques volatils [4].

Le canal potassique TREK1 : une

cible pharmacologique pour les
antidépresseurs

Uinvalidation du géne Trekl (sou-
ris knock-out Trekl™") chez les sou-
ris entraine une sensibilité réduite aux
anesthésiques volatiles, une réduction
de I'effet neuroprotecteur des acides
gras polyinsaturés lors d’une ischémie
[5] et une altération de la sensation
douloureuse [6]. D’autre part, la perte
de la fonction du canal TREK] rend les
souris résistantes a la dépression, ce
qui suggere que ce canal peut étre une
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cible dans le traitement de la dépres-
sion [7]. €n accord avec cette hypo-
these, la spadine, un peptide dérivé de
la sortiline qui inhibe TREKL, a un effet
antidépresseur [8]. Chez ’lhomme, une
étude a également rapporté un réle de
TREKI dans la régulation de I’humeur
et dans la résistance au traitement
antidépresseur. TREKL est inhibé par des
doses thérapeutiques d’inhibiteurs de la
recapture de sérotonine (SSRI) comme
par exemple la fluoxétine (connue sous
le nom de Prozac®), une drogue antidé-
pressive actuellement trés utilisée. Ces
propriétés semblent donc indiquer que
TREKI constitue une cible pharmacolo-
gique attractive pour le développement
de nouvelles molécules antidépressives
ce qui motive I'étude plus approfondie
de ses fonctions.

Contrdle optique des canaux TREK1
endogeénes : TREKlight

Principe d’optogénétique

L’étude des canaux ioniques et des
récepteurs membranaires requiert I'uti-
lisation d’agents pharmacologiques
ou de souris knock-out (souris dont le
géne d’intérét est invalidé). Cependant,

comme de nombreuses protéines, les
canaux Kyp n'ont pas de ligands sélec-
tifs. De ce fait, I'invalidation génique
constitue I"approche principale pour
étudier leur fonction. Toutefois, les sou-
ris knock-out, bien qu’utiles pour la
caractérisation globale de la fonction
d’un gene, présentent de nombreuses
limitations lorsqu’il s’agit de déterminer
le réle précis d’un géne ; citons la com-
pensation génique (redondance) ou les
problemes développementaux. Il serait
donc intéressant de disposer d’un sys-
teme dans lequel la fonction de la pro-
téine d’intérét pourrait étre instantané-
ment bloquée de fagon réversible avec
une précision spatiale et temporelle.

Au cours des huit derniéres années, Iop-
togénétique a été initialement déve-
loppée pour télécommander a distance
I’activité neuronale via la lumiere. Deux
approches ont été utilisées : I'une est
fondée sur des canaux, des pompes et
des récepteurs a base d’opsine, issus
d’organismes simples qui sont naturelle-
ment sensibles a la lumiére grace au réti-
nal qui est disponible dans les cellules de
vertébrés [9]. autre consiste & modifier
des protéines natives avec des molé-
cules chimiques synthétiques sensibles
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a la lumiere. Ces molécules chimiques,
qu’on appelle ligands photomodulables
attachés (LPA), permettent un contrdle
rapide et réversible des canaux ioniques
de mammiféres [10] et rendent possible
le contr6le optique de I’activité neuro-
nale [10]. Sur la base de cette straté-
gie, nous avons développé TREKIight, un
canal TREKL qui est régulé par la lumiere.
Dans ce systéme, le LPA est le MAQ,
une molécule chimique qui contient :
une fonction maléimide (M) qui permet
d’attacher de fagon covalente la molé-
cule sur une cystéine introduite dans la
séquence du canal; une fonction azo-
benzéne photoisomérisable (A) ; et un
groupe ammonium quaternaire (Q) qui
bloque le pore des canaux potassiques
(Figure 14) [11]. Une bréve impulsion
de lumiére de longueur d’onde 380 nm
induit une photoisomérisation (d’une
conformation trans vers une confor-
mation cis) du MAQ. Le goupe Q entre
alors dans le pore du canal TREKIight
et, ainsi, induit son blocage. Ce blo-
cage peut étre rapidement levé par une
impulsion de lumiére de longueur d’onde

m/s n® 11, vol. 28, novembre 2012
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500 nm (Figure 1B). TREKlight constitue
de ce fait un outil tres utile pour contr6-
ler le potentiel de membrane a distance
et pour étudier les relations structure/
fonction des canaux TREK. Cette tech-
nique impose I’expression dans la cellule
du canal TREKI porteur de la muta-
tion cystéine (TREKlight). Mais le niveau
d’expression est difficilement contro-
lable et le courant n’atteint pas son
niveau physiologique. Or Iétude précise
de la fonction du canal TREK] nécessite
d’exprimer le canal @ son niveau physio-
logique (Figure 24).

Contrdle optique a distance de protéines
natives

Afin de contréler optiquement les
canaux TREK sans les surexprimer, une
possibilité est d’introduire la mutation
dans la protéine native via un knock-in
génétique : la mutation pour rendre le
TREKL endogeéne sensible a la lumiére
est alors introduite directement dans
le génome de la souris. Cependant, la
génération d’un animal knock-in est
laborieuse et coliteuse.

Figure 2. Développement d’une stratégie de
sous-unité conditionnelle photomodulable.
A. La surexpression de TREKlight induit une
densité de canaux TREKlight a la membrane
largement supérieure a la densité de canaux
TREK1 observée en conditions physiologiques.
Afin de limiter I'expression au niveau phy-
siologique, nous avons utilisé la stratégie
de sous-unité conditionnelle photomodu-
lable (SCP). B. Représentation schématique
de la stratégie de sous-unité conditionnelle
photomodulable. La délétion de I'extrémité
carboxy-terminale de TREKIight (SCP-TREK1)
induit sa rétention dans le réticulum endo-
plasmique (RE). SCP-TREK! associé au RE ne
produit pas de courant et reste donc silen-
cieux. La coexpression de SCP-TREKI avec
le canal TREK] sauvage (WT-TREK1) induit
la formation d’un canal hétéromérique
(WT-TREK1/SCP-TREK1) qui sera adressé a la
membrane plasmique (MP) par la sous-unité
sauvage WT-TREK] et qui est photosensible
grdice & la sous-unité SCP-TREK] (adaptée de
[14] avec la permission de Elsevier, © 2012).

Nous avons donc développé une nouvelle
stratégie pour le contrdle optique a dis-
tance de protéines natives en utilisant
une sous-unité conditionnelle photo-
modulable (SCP). SCP-TREK1 contient
le site d’ancrage du ligand photomo-
dulable attaché ainsi qu’une mutation
supplémentaire qui empéche le canal
d’atteindre la membrane plasmique.
Dans les cellules n’exprimant pas natu-
rellement TREK], la SCP-TREKI reste non
fonctionnelle a Iintérieur de la cellule
au niveau de son site de production, le
réticulum endoplasmique. €n revanche,
dans les cellules qui expriment le canal
TREKI sauvage endogéne (WT-TREKL),
les sous-unités WT-TREKI et SCP-TREK1
s’associent et le complexe WT-TREK1/
SCP-TREKI accede a la membrane plas-
mique. La protéine native WT-TREKI
passe alors sous le controle optique
de la SCP-TREKI qui lui est associée
(Figure 2B). On peut ainsi télécomman-
der Iactivité du canal TREK] endogeéne
avec une résolution spatiale de 'ordre
du micrométre et temporelle de I'ordre
de la milliseconde.



TREKlight révele que TREK1 est impliqué
dans le courant GABAg

Nous avons utilisé cette approche pour
déterminer le role de TREKI au niveau
de I’hippocampe, structure cérébrale
impliquée notamment dans la mémoire.
Dans I’hippocampe, les récepteurs
GABAp postsynaptiques sont impliqués
dans P'activation de courants potas-
siques (courant GABAg) décrits il y a
30 ans par Newberry et Nicoll [12]. Ce
courant GABAg est a I’origine des poten-
tiels postsynaptiques inhibiteurs lents
(PPSI-lents) et il résulte du seul cou-
plage GABAg-GIRK (GIRK étant un canal
potassium d’une autre famille) [13].
€n comparant les courants ioniques
obtenus lors d’impulsions lumineuses a
des longueurs d’onde de 500 nm (canal
TREKI actif) et 380 nm (canal TREK1
non fonctionnel), nous avons pu établir
que TREK] est également impliqué dans
le courant GABAg. Ainsi, TREKI, jusqu’a
présent considéré comme un canal de
fuite, contribue activement a la réponse
GABAg hippocampique, ce qui rompt
avec I'idée classique selon laquelle la
réponse GABAg hippocampique implique
seulement le couplage GABAg-GIRK [14].

Notre approche expérimentale offre
donc un moyen facile et attractif pour
caractériser, a I’échelon moléculaire,
les canaux ioniques et les récepteurs
impliqués dans des réponses biologiques
variées (courant, élévation du calcium
intracellulaire, etc.), et ainsi pallier
I’absence d’outils pharmacologiques
pour une telle étude. ¢

Optical remote control of native ion
channels
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Nés pour sentir ?

Samuel Bernard

> Est-ce que de nouveaux neurones
sont formés au cours de la vie dans le
bulbe olfactif humain ? Non, selon une
étude menée par K.L. Spalding et ).
Frisén, de P'Institut Karolinska a Stoc-
kholm (Suede) [1]. Dans cette étude
parue récemment dans la revue Neu-
ron, Bergmann et al. [1] montrent que
les neurones du bulbe olfactif humain
sont aussi dgés que I'individu. Chez les
mammiferes rongeurs, deux régions du
cerveau, I"hippocampe et le bulbe olfac-
tif, possedent la capacité de former de

m/s n® 11, vol. 28, novembre 2012
DOl :10.1051/medsci/20122811012

nouveaux neurones a I’dge adulte [2,
3]. Les jeunes neurones proviennent
de deux zones germinatives riches en
cellules souches neuronales : la zone
sous-granulaire (ZSG) du gyrus denté
dans I’hippocampe et la zone sous-ven-
triculaire (ZSV) le long des ventricules
cérébraux. La ZSV contient des cellules
souches neuronales qui se différencient
en neuroblastes pour ensuite migrer vers
le bulbe olfactif tout au long de la vie
[4]. La neurogenése du bulbe olfactif a
été démontrée chez les rongeurs et les
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primates. Cependant, chez "humain, la
migration des neurones vers le bulbe
olfactif décline de fagon abrupte durant
la petite enfance [5, 6], et la per-
sistance d’une neurogenese du bulbe
olfactif chez ’lhomme adulte n’a pas été
établie.

La seule présence de neuroblastes ne
suffit pas a quantifier le rythme d’in-
tégration des neurones dans le bulbe
olfactif. La différenciation des neuro-
blastes peut se solder par une neuro-
genése transitoire et un renouvellement
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