N

N

Un glutamate cagé protégé par une cape pour
P’activation optique des synapses in vivo

Romain Durand-de Cuttoli, Alexandre Mourot

» To cite this version:

Romain Durand-de Cuttoli, Alexandre Mourot. @ Un glutamate cagé protégé par une cape
pour l'activation optique des synapses in vivo. Médecine/Sciences, 2021, 37 (6-7), pp.588-590.
10.1051 /medsci/2021072 . hal-03273136

HAL Id: hal-03273136
https://hal.science/hal-03273136

Submitted on 28 Jun 2021

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.science/hal-03273136
https://hal.archives-ouvertes.fr

NOUVELLE
1 I

Un glutamate cagé protégé
par une cape pour ’activation
optique des synapses in vivo

Romain Durand-de Cuttolil?, Alexandre Mourot®?

> Pour comprendre un processus biolo-
gique complexe, il est nécessaire de dis-
poser d’outils permettant de manipuler
les différents acteurs moléculaires et
cellulaires impliqués. Dans ce contexte,
la lumiere est un stimulus intéressant
pour perturber un systeme de maniere
spécifique et avec une grande résolution
spatio-temporelle. Le gain de résolution
par rapport aux perturbations géné-
tiques ou pharmacologiques classiques
résulte du stimulus lui-méme — I’illumi-
nation —, qui peut étre contrdlé avec des
résolutions de Iordre de la milliseconde
et de quelques centaines de nanometres.
La lumiére posséde un autre avantage de
taille : sa nature orthogonale!, puisque
les cellules et tissus des mammiferes
ne sont en général pas intrinsequement
photosensibles. Le stimulus lumineux
permet ainsi d’atteindre une spécificité
fonctionnelle, sans effet indésirable sur
les fonctions natives de la cellule hote.
Chimistes et biologistes ont donc déve-
loppé de nombreuses méthodes permet-
tant de rendre les (macro)molécules
biologiques photo-contrdlables [1].

Parmi ces méthodes, les composés
cagés sont probablement les outils
photochimiques qui ont été les plus
utilisés en biologie [2]. Les compo-
sés cagés sont des molécules dont
I’activité biologique est masquée par
un groupement photo-décomposable
(ou photolysable). Sous I’action de la
lumiere, la cage se décompose, libé-
rant ainsi la biomolécule (Figure 14).

1 €En biologie, on appelle stimulus orthogonal un stimulus
qui produit une réaction a Iintérieur des systémes vivants
sans réagir avec les composants cellulaires naturellement
présents.
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La libération rapide de la biomolécule
au sein d’un tissu permet d’assurer
un contrdle spatio-temporel efficace,
en s’affranchissant des limites inhé-
rentes a la diffusion des molécules.
Les composés cagés doivent néanmoins
répondre a plusieurs critéres indispen-
sables : 1) ils doivent étre biologique-
ment inertes dans I'obscurité avant
photolyse, et complétement actifs
aprés irradiation par la lumiére ; 2) la
cinétique de « décageage » doit étre
plus rapide que le processus biologique
étudié ; et 3) la photolyse doit étre
efficace, pour minimiser les quantités
de composé cagé a utiliser, et éviter
ainsi les effets adverses ou I'insolubi-
lité du composé a forte concentration.
Des biomolécules de tous les types
(neurotransmetteurs, ions, messa-
gers secondaires, nucléotides...) et
de toutes les tailles (du proton aux
protéines) ont été cagées [2]. Le glu-
tamate cagé est le neurotransmetteur
cagé le plus utilisé en neurosciences.
Le glutamate est en effet le principal
neurotransmetteur excitateur du sys-
téme nerveux central — quasiment tous
les neurones sont excités par le glu-
tamate —, et son relargage rapide par
la lumiére est particulierement utile
pour stimuler les synapses et cartogra-
phier les connections neuronales [2].
Depuis la premiere description d’un
glutamate cagé, de nombreuses amé-
liorations ont été apportées au chro-
mophore (la cage) afin de renforcer
la stabilité & I’hydrolyse (décageage
imprévu a I’obscurité), d’augmenter la
cinétique et le rendement de photo-
lyse, d’améliorer I’absorption a deux-
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photons?, et de minimiser les effets
secondaires de la cage sur les tissus
biologiques (pour revue, voir [3]). Le
4-methoxy-T7-nitroindolinyl (MNI)-glu-
tamate (Figure 1A) a été développé
pour répondre a ces besoins [4, 5].
Le MNI-glutamate, commercialement
disponible, est notamment sensible
a Iactivation a deux-photons, ce qui
permet une meilleure résolution spa-
tiale de décageage (jusqu’'a I’échelle
des épines dendritiques) [5] et une
libération de glutamate en profon-
deur dans les tissus, la lumiére infra-
rouge proche utilisée pour I’excitation
a deux-photons pénétrant mieux dans
les tissus biologiques [6]. Le MNI-glu-
tamate a donc été largement utilisé en
physiologie synaptique ex vivo, sur des
tranches de cerveau, notamment pour
cartographier la distribution tissulaire
de récepteurs du glutamate, ou encore
pour induire la plasticité synaptique
d’épines dendritiques uniques [3].

Malgré ces avancées majeures en termes
de photochimie, le MNI et les autres
cages développées pour cager le gluta-
mate ont une limitation majeure : elles
ont toutes des propriétés antagonistes
des récepteurs GABA, et ne sont donc pas
complétement inertes a I'obscurité [3].
Les tentatives pour diminuer cet effet
adverse ont jusqu’ici échoué. Si Ianta-
gonisme des récepteurs GABA, n’est pas
nécessairement préjudiciable a I’étude

2 Absorption simultanée de deux photons pour faire
passer une molécule (ici la cage) dans un état excité.
C’est un processus non linéaire, permettant I’excitation
dans un minuscule volume focal limité par la diffraction.
Les longueurs d’onde utilisées sont en général situées dans
I’infra-rouge proche, afin de pénétrer profondément dans les
tissus biologiques.
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Figure 1. Photolyse de glutamate chez la souris dans une tdche comportementale. A. €n haut : principe du glutamate cagé. Le glutamate cagé est

inactif a "obscurité. Sous I"action de la lumiére, la cage libére le glutamate. €n bas : structure chimique et photolyse du MNI-glutamate. B. Simi-

laire & (4), pour le G5-MNI-glutamate. C. Expérience de préférence de place conditionnée par photolyse de glutamate dans I’aire tegmentale ven-

trale de la souris. La trajectoire de la souris dans I’environnement est montrée par le trait noir. La souris passe plus de temps dans le compartiment

associé a la stimulation lumineuse que dans le compartiment témoin (injection de G5-MNI-glutamate sans stimulation lumineuse).

du fonctionnement synaptique dans des
tranches de tissu cérébral, il interdit en
revanche Iutilisation in vivo, en raison
du risque de déclencher des crises d’épi-
lepsies. Nous avons donc développé, en
collaboration avec Graham Ellis-Davies
(Mount Sinai school of medicine, New
York, €tats-Unis), un glutamate cagé
complétement inerte envers les récep-
teurs GABA,, et montré qu’il pouvait étre
utilisé chez la souris pour manipuler des
tdches comportementales [7].

L’idée, pour empécher le MNI-gluta-
mate d’interagir avec les récepteurs
GABA, a été d’envelopper le groupement
MNI dans un dendrimére’ de cinquieme
génération (G5), qui agit comme une
cape d’invisibilité (Figure 1B). Les den-
drimeres ont une excellente biocom-
patibilité, une grande stabilité dans
les tampons biologiques, et ils ne pré-
sentent aucune toxicité pour les cellules
[8]. Un dendrimére avait d’ailleurs déja
été utilisé avec succes pour rendre un
GABA cagé completement inerte a I’obs-
curité [9]. Nous avons montré que le
nouveau composé, appelé G5-MNI-glu-

3 Un dendrimére est une molécule dont la forme ressemble
a celle des branches d’un arbre. Les dendriméres sont des
macromolécules particulierement intéressantes pour un
grand nombre d’applications dans des domaines variés.
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tamate (Figure 1B), posséde les mémes
propriétés photochimiques que le com-
posé parent MNI-glutamate, et que le
décageage l-photon sur tranches de
cerveau induit des courants glutama-
tergiques entrants dans les neurones
pyramidaux de I"hippocampe similaires
a ceux observés avec le MNI-gluta-
mate [7]. Nous avons ensuite examiné
les courants inhibiteurs GABAergiques
dans ces neurones, et trouvé que le
G5-MNI-glutamate, pour des concen-
trations allant jusqu’a 1 mM, n’a aucune
propriété antagoniste des récepteurs
GABA,.

Encouragés par ces résultats, nous avons
ensuite testé la possibilité de manipuler
un comportement chez la souris par
décageage de glutamate. Notre équipe a
été pionniére dans le développement de
méthodes de photocontrdle des récep-
teurs naturellement présents dans les
neurones [10]. Pour utiliser le G5-MNI-
glutamate, nous avons di utiliser une
sonde opto-fluidique (Doric lenses) qui
permet d’injecter le composé cagé dans
une région du cerveau tout en illuminant
cette région a I’aide d’une fibre optique.
Nous avons placé cette sonde opto-
fluidique juste au-dessus de I'aire teg-
mentale ventrale, un noyau dopaminer-

gique impliqué dans "apprentissage par
renforcement, et utilisé la tdche com-
portementale de préférence de place
conditionnée [10]. C’est une forme de
conditionnement pavlovien, qui permet
de mesurer |'effet récompensant d’un
stimulus donné, par exemple une drogue,
une récompense naturelle ou encore une
interaction sociale. Dans notre cas, nous
avons mesuré le temps que passe la
souris dans un compartiment qui a été
préalablement associé a un stimulus
artificiel, le décageage de glutamate,
et "avons comparé avec le temps passé
dans un autre compartiment témoin, ou
le G5-MNI-glutamate est injecté dans
I’aire tegmentale ventrale, mais sans
illumination de cette région (Figure 1C).
Si le décageage de glutamate dans I'aire
tegmentale ventrale est efficace, il
devrait conduire @ I’activation des neu-
rones dopaminergiques de cette zone, a
la production de dopamine, et donc a
un conditionnement de I’animal pour le
compartiment associé a la stimulation
lumineuse. C’est effectivement ce que
nous avons observé : les souris pas-
saient en moyenne plus de temps dans
le compartiment associé au décageage
que dans le compartiment témoin. Le
décageage de glutamate a donc per-
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mis a la souris d’apprendre a retourner
dans le compartiment ou ses neurones
dopaminergiques ont été stimulés (un
apprentissage par renforcement).

Le G5-MNI-glutamate posséde donc
toutes les qualités photochimiques
et pharmacologiques requises pour la
manipulation des circuits neuronaux
chez la souris dans des tdches comporte-
mentales. Contrairement aux techniques
optogénétiques de stimulation neuro-
nale, fondées sur I'expression d’opsines
microbiennes, le décageage ne néces-
site pas de manipulation génétique, et
permet donc le photocontrole de tissus
natifs [1]. Un autre atout de la cape
de dendrimére est qu’elle augmente
considérablement la solubilité des com-
posés auxquels elle est attachée [9], un
avantage considérable pour les cages,
qui sont des composés chimiques géné-

Le toucher favorise

les interactions sociales

via Pocytocine

Arthur Lefevrel2, Louis Hilfigerl, Alexandre Charlet!

> |l est désormais largement admis que
la qualité et la quantité des contacts
sociaux influent sur la santé physique
de I'individu et son espérance de vie,
et peuvent jouer un réle dans I'appari-
tion ou I’évolution de maladies graves
comme les dépressions et les maladies
cardio-vasculaires [1]. Cependant, les
mécanismes physiologiques sous-jacents
restent obscurs. Aussi est-il important
de tenter de comprendre comment les
stimulus sensoriels qui accompagnent une
interaction sociale agissent sur le corps
humain. La résultante est probablement
multifactorielle, et il est possible que
chaque modalité sensorielle (visuelle,
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ralement hydrophobes. Nous prévoyons
la possibilité que la cape de dendrimére
soit facilement greffée sur n’importe
quel neurotransmetteur cagé, ouvrant la
voie a la manipulation optique de I"acti-
vité synaptique in vivo. ¢

A cloaked caged glutamate for in vivo
optical activation of synapses
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auditive, tactile, olfactive ou gustative)
ait des effets différents. Si de nombreuses
études se sont intéressées aux roles de la
vision et de I'audition dans le compor-
tement social [2], le rdle du toucher, en
revanche, a été peu exploré. Une équipe
internationale coordonnée par Alexandre
Charlet (France) et Valery Grinevich (Alle-
magne) a récemment montré I'importance
du toucher et sa capacité a provoquer la
libération d’une neurohormone, I"ocyto-
cine, qui agit sur le « cerveau social » [3].

Ocytocine et comportement social
Connue depuis plus d’un siécle pour son
role dans I'accouchement et la lacta-

tion, I'ocytocine, isolée en 1927, est
une neurohormone nonapeptidique syn-
thétisée principalement dans I’hypo-
thalamus, et agissant a la fois dans le
systeme nerveux central et dans d’autres
organes [4]. Ses effets sont trés divers,
puisqu’elle agit aussi sur la mobilité
gastrique, I"appétit, le rythme cardiaque,
ou encore la douleur. Cependant, depuis
la découverte de son importance dans
I’attachement affectif, le contrdle des
émotions, ou les comportement sexuels
et parentaux, 'attention des chercheurs
et des cliniciens s’est portée principale-
ment sur son role dans les interactions
sociales [2].
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