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COMMUNICATION

DEGENERESCENCE DES PHOTORECEPTEURS : STRATEGIES
THERAPEUTIQUES ET NOUVELLES PERSPECTIVES

PHOTORECEPTOR DEGENERATION: THERAPEUTIC STRATEGIES AND
NEW PERSPECTIVES

Par Mathias FRADOT"*?| Ying YANG'** Serge ROSOLEN"?%¢ José SAHEL'?*# Serge PICAUD'***
(Communication présentée le 3 février 2011)

— RESUME

Les maladies oculaires avec dégénérescence des photorécepteurs sont toujours a I'origine de cécités.
Cependant, différentes approches thérapeutiques ont récemment été validées pour préserver la vision,
comme dans les cas de la dégénérescence maculaire liée a I'dge ou de I'amaurose congénitale de Leber.
Pour cette derniere maladie, la thérapie génique a permis de restaurer la vision de patients perdant
progressivement la vue a la suite de la dégénérescence de leurs photorécepteurs. Ce succés majeur
a ouvert la voie a de nombreuses autres formes de thérapie génique pour prévenir la cécité ou res-
taurer une certaine vision par la thérapie optogénétique. Dans ce dernier cas, un géne codant une
protéine photosensible issue d'algues ou de bactéries est introduit dans le génome d'une cellule pour
restaurer une perception a la lumiére dans la rétine aveugle. D'autres approches thérapeutiques repo-
sent sur les facteurs trophiques comme le CNTF (ciliary neurotrophic factor) ou le RACVF (rod-deri-
ved cone viability factor), ou encore les inhibiteurs des canaux Ca?*. Enfin, la transplantation de cel-
lules souches est amenée a devenir un mode thérapeutique dans un futur proche. Ces différentes
approches offrent donc un grand espoir de traitement des maladies entrainant la cécité et considé-
rées comme incurables.

Mots-clés: dégénérescence des photorécepteurs, thérapie génique, facteurs trophiques, transplantion, prothese
rétinienne, optogénétique.

— SUMMARY

Ocular diseases involving photoreceptor degeneration still lead to blindness. However, different ther-
apeutic strategies preserving vision have been validated recently, as in age-related macular degen-
eration (ARMD) or Leber congenital amaurosis (LCA). In the latter, gene therapy was found to restore
vision in patients progressively losing eyesight due the loss of their photoreceptors. This major suc-
cess opened the way for many other forms of gene therapy to prevent blindness or even restore some
degree of sight. Optogenetic therapy is one such example, where a gene coding for a photosensi-
tive protein from algae or bacteria is introduced in the genome of a cell to restore some light per-
ception in the blind retina. Other therapeutic strategies rely on trophic factors, such as Ciliary
Neurotrophic factor (CNTF) or RACVF (rod-derived cone viability factor), or calcium channel blockers.
Finally, stem cell transplantation is likely to provide new modes of treatment in a near future. These
therapeutic strategies therefore hold great promises for diseases leading to blindness and considered
as incurable.

Key words: photoreceptor degeneration, gene therapy, trophic factors, transplantation, retinal prosthesis, opto-
genetics.
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Premier maillon de la perception visuelle, les photorécepteurs
sont les neurones rétiniens photosensibles dont la dégénéres-
cence constitue une des principales causes de cécité ou de mal-
voyance sévere dans les pays développés. Les photorécepteurs
se répartissent en deux types distincts, les batonnets responsables
de la vision nocturne et les cones responsables de la vision diurne
et dont la densité tres élevée en région maculaire nous procure
notre trés grande acuité centrale. Les maladies rétiniennes peu-
vent étre d’origine génétique, telles les rétinopathies pigmen-
taires et I'amaurose congénitale de Leber, ou acquise telle la
dégénérescence maculaire liée a 'age (DMLA). Suivant le type
de photorécepteur atteint en premiere intention, la perte
visuelle sera périphérique dans le cas des bAtonnets comme pour
la rétinopathie pigmentaire ou centrale pour les cdnes comme
dans la maladie de Stargardt ou la DMLA. La perte de vision
périphérique associée au dysfonctionnement des batonnets ne
signifie pas que la vision périphérique est assurée par ces pho-
torécepteurs en condition diurne mais que les cones nécessitent
la présence des batonnets pour leur survie (cf. ci-dessous) et qu'ils
vont disparaitre plus rapidement en périphérie. Malgré leur hété-
rogénéité, ces maladies ont en commun, d’une part, leur irré-
versibilité, les neurones ne pouvant pas se régénérer, d’autre part,
leur évolution relativement lente, permettant de poser le dia-
gnostic généralement plusieurs années avant la cécité ou la mal-
voyance sévere. Apres la perte des photorécepteurs, le tissu neu-
ronal rétinien se maintient, laissant la possibilité de stimuler
ce tissu résiduel pour restaurer une certaine perception visuelle
par différentes approches. Si ces stratégies de réhabilitation ont
vu le jour, il serait préférable de prévenir la perte initiale des
photorécepteurs, c’est pourquoi différentes stratégies correctives
ou de neuroprotection sont développées chez I'animal. Une stra-
tégie thérapeutique a récemment été validée avec succes pour
traiter la néovascularisation dans la DMLA dite « humide »,
une complication observée dans 15% des cas. Dans ce document,
nous ne présenterons pas cette approche validée mais les nou-
velles approches thérapeutiques aux stades d’évaluation clinique
ou préclinique sur les dystrophies rétiniennes héréditaires dont
certaines de ces approches pourraient également avoir des
répercussions pour le traitement de la DMLA.

STRATEGIES CORRECTIVES

Empécher le processus de dégénérescence des photorécepteurs
peut d’abord se faire en supprimant la cause de la maladie par
thérapie génique corrective. Cette thérapie génique est restreinte
aux dystrophies d’origine monogénique et leurs fortes hétéro-
généités génétiques limitent les possibilités de traitements
standardisés pour ces maladies héréditaires. Dans le cadre des
maladies a transmission autosomique récessive, le principe est
d’induire 'expression d’une version correcte du géne muté dans
les cellules ol sa fonction est requise. La thérapie génique cor-
rective peut aussi s’appliquer aux maladies dominantes, ot I'ex-
pression du géne muté doit &tre supprimée. La thérapie génique
a été validée en ophtalmologie sur une forme d’amaurose
congénitale de Leber liée a2 une mutation sur le g¢ne RPE65

exprimé dans Iépithélium pigmentaire rétinien (EPR) et
codant une protéine impliquée dans le renouvellement du co-
facteur du pigment visuel, le 11-cis retinaldehyde. Apres des
résultats concluants obtenus chez des chiens atteints d’une muta-
tion sur ce géne (Acland et al. 2001), cette stratégie théra-
peutique a été appliquée avec succes chez ’homme (Bainbridge
et al., 2008 ; Hauswirth et al., 2008 ; Maguire et al., 2008 ;
Cideciyan et al. 2009 ; Maguire et al. 2009).

Ce premier succes de la thérapie génique en ophtalmologie ouvre
la voie a de nouvelles applications pour d’autres formes de dys-
trophies rétiniennes. Des tests précliniques ont aussi été réali-
sés pour des mutations sur des génes exprimés dans les photo-
récepteurs 2 batonnet (PDER ; Pang et al. 2011) ou dans les
photorécepteurs a cdne (GNAT2 ; Alexander et al. 2007). Une
thérapie génique est méme en cours d’évaluation a I'Institut de
la Vision pour une maladie mitochondriale conduisant & la dégé-
nérescence des cellules ganglionnaires de la rétine, la neuropa-
thie optique de Leber. La difficulté résidait dans le fait d’intro-
duire le code génétique d’une protéine mitochondriale dans le
noyau. La difficulté a été contournée en rajoutant des séquences
qui permettent I’adressage de 'ARN a la surface des mito-
chondries pour une traduction au niveau de la membrane mito-
chondriale. Cette approche a été validée sur des fibroblastes de
patients puis sur des cellules ganglionnaires en culture pure et
sur un modele de rat (Bonnet et al. 2007 ; Ellouze et al. 2008).

STRATEGIES DE NEUROPROTECTION

Les stratégies neuroprotectrices visent a ralentir voire bloquer
le processus neurodégénératif. Si la thérapie corrective se doit
d’étre spécifique d’'un gene, les approches neuroprotectrices peu-
vent généralement s’appliquer aux différentes formes d’'une mala-
die car elles visent un mécanisme commun de dégénéres-
cence. Lorsqu'il s’agit d’'une neuroprotection par une protéine,
généralement un facteur trophique, ce dernier peut étre apporté
de différentes fagon :

1) l'injection de la protéine,

2) Pintroduction d’une capsule contenant des cellules produi-
sant le facteur trophique,

3) la thérapie génique pour faire exprimer le facteur par un type
cellulaire et ainsi augmenter sa production locale.

Si les injections locales et répétées de facteur trophique dans
I’ceil peuvent paraitre problématiques, il faut se rappeler que la
stratégie anti-angiogénique pour la DMLA fait actuellement
appel a de telles injections mensuelles sur une période de trois
ans sans induire de lésions majeures.

En ce qui concerne cette néo-vascularisation dans les maladies
comme la forme humide de la DMLA ou la rétinopathie diabé-
tique, des approches par application de facteurs trophiques sont
actuellement a 'étude. Dans ces affections, la formation aberrante
de néo-vaisseaux dans la région maculaire conduit a terme a une
dégénérescence de ses photorécepteurs. Ceci a pour conséquence
la formation d’un scotome central et une baisse importante de
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Iacuité visuelle. Cette néovascularisation serait la conséquence
d’un déséquilibre entre les facteurs pro-angiogéniques, notamment
le vascular endothelial growth factor (VEGF), et anti-angiogé-
niques. La stratégie thérapeutique actuelle vise a rééquilibrer cette
balance par le blocage du VEGF mais d’autres approches envisa-
gent également de renforcer les facteurs anti-angiogéniques
(Campochiaro 2007). S'il n’existe pas réellement de modele animal
de ces maladies, notamment parce que chez les mammiferes, seuls
les primates sont dotés d’'une macula, il est cependant possible de
générer la formation de néo-vaisseaux en provoquant une rupture
de la membrane de Bruch par un traitement par laser, permettant
ainsi de vérifier l'efficacité de traitements anti-angiogéniques (Ryan
1982). Des souris ont été traitées par thérapie génique afin d’ex-
primer au niveau de la rétine différents facteurs anti-angiogéniques,
tels le pigment epithelium-derived factor (PEDF ; Mori 2001), I'an-
giostatine (Lai et al. 2001) et une isoforme de fms-like tyrosine kinase
(sFle-1; Lai et al. 2002), avant d’étre soumises a un traitement par
laser destiné a provoquer une néo-vascularisation. On observe, chez
ces animaux, une inhibition de la néovascularisation rétinienne
par rapport a des animaux témoins. Cette approche a aussi été
appliquée avec succes chez le primate en utilisant un vecteur

codant sFlt-1 (Lai et al. 2005 ; Lai et al. 2009).

Lapproche neuroprotectrice a également été utilisée pour cibler
directement la survie des photorécepteurs. Ainsi, dés 1990, le rdle
neuroprotecteur du basic fibroblast growth factor (bFGF) fut mis
en évidence chez un rat, modele de dystrophie rétinienne

A

N

(Faktorovich et al. 1990). Par la suite, 'introduction d'un trans-
géne codant le bFGF dans la rétine d’un rat modele de rétino-
pathie pigmentaire, permit un ralentissement du processus de
dégénérescence des photorécepteurs, démontrant ainsi la faisa-
bilité de cette approche in vivo (Lau et al. 2000). Cependant, I'uti-
lisation du bFGF est limitée par son activité angiogénique,
conduisant a une néo-vascularisation rétinienne pathogeéne
(Perry et al. 1995). Parmi les autres protéines identifiées pour leur
activité neuroprotectrice, la plus efficace est le ciliary neurotro-
phic factor (CNTF) dont 'expression dans la rétine d'un modele
murin de rétinopathie pigmentaire, la souris rd1, ralentit consi-
dérablement la dégénérescence des photorécepteurs (Cayouette
etal. 1997 ; Cayouette et al. 1998). Depuis, ce facteur trophique
amontré une activité neuroprotectrice dans d’autres modeles de
dystrophie rétinienne (Liang et al. 2001 ; Huang et al. 2004). Le
seul inconvénient serait une dédifférenciation des photorécep-
teurs conduisant de ce fait 2 une diminution de leur activité fonc-
tionnelle mesurée par 'électrorétinogramme (Rhee et al. 2007;
McGill et al. 2007). Pour pallier cet inconvénient par la possi-
bilité d’une régulation du taux d’expression du facteur, la stratégie
thérapeutique actuellement a 'étude est l'utilisation d’'une cap-
sule contenant des cellules exprimant le facteur trophique.
Cette capsule introduite et fixée dans 'humeur vitrée va permettre
la diffusion du facteur vers la rétine. Dans un premier temps, cette
approche a été validée chez le chien (Tao et al. 2002) avant le
lancement d’essais cliniques en cours aux Etats-Unis.

Figure 1 : Démonstration de effet trophique des batonnets sur les cones par transplantation de photorécepteurs sains chez le rat P23H, un modele de rétinopa-

thie pigmentaire.

A : Photographie d’'une rétine de rat P23H avec un greffon sain aprés immunomarquage des batonnets par un anticorps dirigé contre la rhodopsine. Une couche

pure de photorécepteurs sains, préparée au vibratome, a été transplantée dans la rétine d’un rat P23H agé de trois mois, puis I'animal a été sacrifié a I'age de neuf
mois. Les fleches blanches montrent 'emplacement du greffon exprimant la rhodopsine, alors que I'absence de marquage de la rétine hote démontre qu’elle est dépour-

vue de batonnets a ce stade de la maladie.

B, C, D, E : Morphologie des cones dans des rétines non transplantées (B, D) et transplantées (C, E). Aprés dégénérescence des batonnets, les cones perdent les seg-
ments internes et externes devenant ainsi non fonctionnels (B, D). (C, E) Dans une rétine transplantée, les cones conservent une morphologie proche de la normale
indiquant une préservation de leur fonction. Cette préservation s’observe a distance du greffon démontrant la nature diffusible de cet effet (d’apres Yang et al. 2010).
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Plusieurs approches neuroprotectrices ont été développées suite
a la démonstration d’un effet neuroprotecteur de la transplan-
tation de photorécepteurs a batonnet sur la survie des photo-
récepteurs a cone. En effet, si la transplantation de neurones réti-
niens fut d’abord effectuée dans I'espoir de remplacer les
photorécepteurs perdus, les études de cette approche ont montré
qu’un greffon adulte sain, bien qu’incapable de s’intégrer, exer-
¢ait un effet neuroprotecteur sur les cones de la rétine hote chez
la souris rd] comme chez le rat P23H, un autre modele de réti-
nopathie pigmentaire (figure 1, Mohand-Said et al. 1998 ; Yang
etal. 2010). Des expériences de co-culture compartimentée met-
tant en présence une rétine malade a un stade de dégénérescence
ol seuls les cones sont encore présents et des photorécepteurs
a batonnet ont permis de mettre en évidence 'effet trophique
de ces derniers (Mohand-Said et al. 2000). La nature protéique
de cet effet trophique fut démontrée par différentes manipula-
tions du milieu de culture (Fintz et al. 2003). Enfin, un criblage
a haut débit réalisé sur des cultures enrichies en cones de
poulet a permis d’identifier le facteur de survie des cdnes rod-deri-
ved cone wiability factor (RACFV ; Leveillard et al. 2004).
Linvalidation du géne codant cette protéine conduit chez la
souris 2 une dégénérescence des photorécepteurs a cdne en accord
avec son effet trophique sur ces cellules (Cronin et al. 2010).
Certaines formes de 'amaurose congénitale de Leber seraient
associées a des variants génétiques du géne (Hanein et al.
2006). Lutilisation de RACVF pour le traitement des rétino-
pathies pigmentaires est actuellement en cours d’expérimenta-
tion.

Ces résultats montrant ’effet trophique des photorécep-
teurs 2 batonnet sur les photorécepteurs a cone a suggéré qu'’il
devait étre possible de protéger indirectement les cdnes par
la préservation des batonnets, méme si ces derniers n’étaient
pas fonctionnels du fait de 'expression d’'une mutation
pathogéne. Des les années 1970, il avait été montré dans dif-
férents modeles animaux de rétinopathies pigmentaires
(Farber & Lolley, 1974; Woodford et al. 1982 ; Barbehenn et
al. 1988 ; Kommonen et al. 1996), et méme chez un patient
atteint par cette maladie (Farber et al. 1987), que les pho-
torécepteurs contenaient une concentration tres élevée de
GMPcyclique (cGMP). Clest ainsi le cas pour des setters irlan-
dais (Barbehenn et al. 1988), des colleys (Woodford et al.
1982) et des labradors retrievers (Kommonen et al. 1996). Ce
résultat a pris toute son importance aprés la découverte des
canaux activés par le cGMP et responsables du courant
d’obscurité dépolarisant les photorécepteurs. Ces canaux
étant perméables au Na* et au Ca?*, leur suractivation pou-
vait &tre tenue responsable de la mort des photorécepteurs a
batonnet. Pour tester cette hypothése, nous avons adminis-
tré du diltiazem, un bloqueur de canaux Ca?*, a des souris rd1
car ce composé bloque les canaux activés par le cGMP
(Koch & Kaupp, 1985). Nos résultats indiquent une préser-

vation modeste des photorécepteurs 2 batonnet ainsi que des
photorécepteurs a cone (Frasson et al. 1999). Cette neuro-
protection a ensuite été reproduite avec d’autres bloqueurs
de canaux calciques (Takano et al. 2004). Lintérét de réduire
les flux calciques dans ces photorécepteurs en voie de dégé-
nérescence fut confirmé par le croisement de la souris rd1 avec
une souris invalidée pour les canaux Ca** (Read et al. 2002).
Si cette approche des bloqueurs de canaux Ca** ne s’applique
pas a tous les modeles de rétinopathies pigmentaires (Bush
etal. 2000 ; Pearce-Kelling et al. 2001), elle a été validée chez
le rat RCS? (Yamazaki et al. 2002), chez un modele de réti-
nopathie associée au cancer (Ohguro et al. 2001) et un
modele de dégénérescence induit par la lumiere (Donovan
& Cotter, 2002). Lutilisation d’explants rétiniens in vitro a
permis de montrer que la dégénérescence est bien liée a une
activation excessive des canaux activés par le cGMP
(Vallazza-Deschamps et al. 2005). Enfin, plusieurs études cli-
niques ont déja mis en évidence l'intérét thérapeutique des
bloqueurs de canaux Ca?* pour ralentir I'évolution de la réti-
nopathie pigmentaire (Pasantes-Morales et al. 2002).

STRATEGIES UTILISANT DES CELLULES
SOUCHES

Si les cellules souches sont actuellement considérées pour rem-
placer les photorécepteurs, les applications cliniques les plus
imminentes ont pour objet un renouvellement de I'épithélium
pigmentaire rétinien (EPR) visant & une neuroprotection des
photorécepteurs adjacents. En effet, la difficulté de I'utilisa-
tion des cellules souches est de parvenir & une différenciation
correcte de celles-ci : chez la souris rd] et d’autres modeles
murins, aprés transplantation, dans la rétine en dégénéres-
cence, de cellules souches rétiniennes, celles-ci se différencient
préférentiellement en glie ou en cellules ganglionnaires
(Canola et al. 2007). Prétraiter les cellules souches avant leur
utilisation, afin de les orienter dans la voie de différenciation
désirée, devrait permettre de contourner ce probléme. Ces cel-
lules peuvent étre d’origine embryonnaire ou provenir de dif-
férentes régions du systéme nerveux adulte (Ahmad 2001) mais
récemment, il a été possible de transformer des cellules de peau
ou de cheveux en cellules souches pluripotentes pouvant par
la suite étre différenciées en photorécepteurs ou en cellules de
I’épithélium pigmentaire rétinien (Buchholz et al. 2009 ;
Lamba et al. 2010).

Lépithélium pigmentaire rétinien est indispensable aux pho-
torécepteurs pour leur métabolisme et le renouvellement du pig-
ment visuel, il est aussi impliqué dans le renouvellement des seg-
ments externes. Des mutations exprimées par les cellules de
’EPR sont responsables de certaines dystrophies rétiniennes avec
perturbation de la phagocytose des segments externes, le rat RCS
procurant un modele de ces formes de rétinopathies pigmen-

(7) RCS : Royal College of Surgeons. Modele naturel de dégénérescence rétinienne héréditaire chez le rat lié a I'abolition de la phagocytose des segments externes des

photorécepteurs.
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taires. La transplantation de cellules de ’EPR chez ce modele
retarde considérablement la perte des photorécepteurs. Cette
amélioration de la survie des photorécepteurs passe par la res-
tauration d'un métabolisme normal (Lavail et al. 1992), mais
aussi par la diffusion de facteurs trophiques (Sahel et al. 2001).
Des essais ont également été réalisés chez ce modele avec des
cellules souches embryonnaires humaines différenciées en cel-
lules de I'épithélium pigmentaire rétinien avant transplantation
(Lu et al. 2009). Des essais cliniques utilisant cette approche
sont actuellement en cours de réalisation chez des patients

atteints de DMLA.

STRATEGIES DE REHABILITATION

Le principe général des stratégies de réhabilitation réside dans
le remplacement des photorécepteurs absents par un dispositif
capable d’une part, de transformer les signaux lumineux en
signaux électriques et d’autre part, de transmettre ces derniers
au systeme visuel résiduel. La plupart de ces stratégies s’appuient
sur la persistance d’une rétine résiduelle apres la perte des pho-
torécepteurs, méme si les neurones de la rétine interne (cellules
bipolaires et cellules ganglionnaires) entrent dans un proces-
sus secondaire de dégénérescence chez les modeles animaux
(Marc et al. 2003 ; Kolomiets et al. 2010) comme chez ’homme
(Humayun et al. 1999). Les approches développées dans ce but
sont la greffe de neurones rétiniens, l'utilisation de neuropro-
theses et la thérapie génique optogénétique.

Transplantation visant au remplacement des
photorécepteurs

Des essais de remplacement des photorécepteurs par trans-
plantation ont été effectués en utilisant différents types de gref-
fon d’origine rétinienne (Gouras et al. 1994 ; Aramant & Seiler,
1995 ; Klassen et al. 2004 ; Klassen et al. 2008). Chez la souris,
les résultats les plus prometteurs ont été obtenus en utilisant des
précurseurs post-mitotiques des batonnets sélectionnés sur la
base de leur expression du marqueur neural retina leucine zipper
(Nrl) spécifique des batonnets. Transplantées dans une rétine
dépourvue de photorécepteurs, ces cellules se différencient sys-
tématiquement en batonnets et forment des connexions synap-
tiques fonctionnelles avec la rétine résiduelle (MacLaren et al.
2006). Cette approche est cependant limitée par le fait qu'il faille
sélectionner les cellules du transplant 2 un stade précis du déve-
loppement.

Prothéses rétiniennes

Des dispositifs destinés a stimuler la rétine, le nerf optique ou
méme le cortex visuel sont en cours de développement et cer-
tains ont déja été testés chez des modeles animaux et des patients
humains (Lee et al. 2000 ; Zrenner 2002 ; Humayun et al. 2003;
Chader et al. 2009). Les protheéses rétiniennes peuvent étre pla-
cées dans 'espace sous-rétinien a I'emplacement des photoré-
cepteurs manquant (implant sous-rétinien ; Zrenner 2002) ou
du c6té de ’humeur vitrée en face des cellules ganglionnaires

(implant épi-rétinien ; Chader et al. 2009). Pour un implant
sous-rétinien, les neurones cibles de la stimulation sont les cel-
lules bipolaires, normalement post-synaptiques des photoré-
cepteurs, les signaux transmis par I'implant seront donc traités
par la rétine résiduelle avant d’étre transmis au cerveau par le
nerf optique. A 'inverse, un implant épi-rétinien, s'il présente
I'avantage d’étre moins invasif, fonctionne en stimulant direc-
tement les cellules ganglionnaires, I'information transmise
nécessitera donc un codage dont les modalités sont cours de
caractérisation. D’autres aspects essentiels de ces protheses sont
ceux de leur géométrie (Sommerhalder et al. 2004) et de leur
biocompatibilité. Des études sont actuellement en cours chez
I'animal pour évaluer Peffet des stimulations électriques sur le
réseau neuronal in vivo et in vitro (Stett et al. 2000 ; Salzmann
et al. 2006 ; Kolomiets et al. 2010).

Thérapie génique optogénétique

Contrairement 2 une transplantation ou a I'insertion d’une pro-
theése qui consistent A remplacer les photorécepteurs absents par
un élément exogeéne, la thérapie optogénétique vise a réintro-
duire une photosensibilité biologique dans le réseau résiduel.
Cette approche présente comme avantages d’étre nettement
moins invasive et de limiter les risques liés aux rejets et a la bio-
compatibilité. Cette stratégie est permise par 'existence de pro-
téines issues de bactéries ou d’algues et capables de générer des
courants membranaires de maniére photodépendante. Parmi
celles-ci se trouvent la channelrhodopsin-2 (ChR2), un canal
cationique photodépendant provenant de I’algue verte
Chlamydomonas reinhardtii, et ’halorhodopsine de Natronomas
pharaonis (NpHR ), une pompe 2 ion chloride photodépendante
(figure 2A). Alors que dans les photorécepteurs de vertébrés,
la transformation de la lumiére en signal électrique est due a
la phototransduction, une cascade d’événements enzymatiques
faisant intervenir de nombreuses protéines, les protéines ChR2
et NpHR combinent les fonctions de photodétection et de trans-
port membranaire des ions. U'insertion d'un transgéne codant
une de ces protéines dans un neurone doit donc lui conférer une
photosensibilité. Plus précisément, des neurones exprimant
ChR2 ou NpHR seront respectivement dépolarisés et hyper-
polarisés par une stimulation lumineuse. Une limite de cette
technique est qu’elle nécessite un ciblage précis de 'expression
du transgene (figure 2B) ; ceci est notamment di a 'existence
en aval des photorécepteurs de deux systémes visuels paralléles :
les voies ON et OFF qui répondent respectivement a une incré-
mentation et une décrémentation de I'illumination. Chacune
de ces voies possédent ses propres cellules bipolaires et gan-
glionnaires et leur activation simultanée générerait des signaux
non interprétables par le cerveau.

La premiere application de 'optogénétique a la rétine a
consisté a faire exprimer ChR2 par I'ensemble des cellules gan-
glionnaires d’une souris rd1 (Bi et al. 2006). Il a ensuite été
démontré que malgré I'absence de photorécepteurs, ces
rétines modifiées étaient capables de générer des signaux
visuels et que ceux-ci étaient transmis au cortex visuel.
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Cependant, ChR2 était exprimée indistinctement par les cel-
lules ganglionnaires ON et OFF et aucun comportement
visuel n’a pu étre constaté sur les souris. Par la suite et tou-
jours chez la souris rd1, une expression de ChR2 restreinte
aux cellules bipolaires ON a été réalisée en utilisant un pro-
moteur spécifique de ces cellules (figure 2C ; Lagali et al.
2008). Cette fois-ci, un rétablissement de la fonction visuelle
a pu étre démontré par des tests optomoteurs a un stade ou
tous les photorécepteurs sont dégénérés ou non fonctionnels.
Cependant, 'impossibilité de produire un vecteur viral
capable de transfecter ces cellules n’a pas permis le transfert
clinique de cette approche (Fradot et al. 2010). La présence
de nombreux photorécepteurs a cone non fonctionnels chez
les patients aveugles atteints de rétinopathies pigmentaires
(Lietal. 1995) a suggéré 'idée de réactiver ces cellules dites
« dormantes » (figure 2D; Busskamp et al. 2010). Les pho-
torécepteurs étant normalement hyperpolarisés par la lumiere,
c’est la protéine NpHR qui a été introduite chez la souris rd 1
a un stade ol subsistent des cdnes non fonctionnels
(Busskamp et al. 2010). Les tests optomoteurs réalisés par la
suite ont montré un rétablissement de la fonction visuelle
démontrant le succes de cette approche. Cette technique a
aussi été appliquée sur du tissu rétinien humain ex vivo, mon-
trant que I'expression de NpHR pouvait aussi induire des pho-
tocourants dans des photorécepteurs humains incapables de

ChR2
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phototransduction, premiére étape dans une translation du
traitement vers les patients humains (Busskamp et al. 2010).
Par rapport aux approches visant les neurones de la rétine
interne, celle-ci présente 'avantage de se conformer a la phy-
siologie de la rétine et de réactiver correctement les voies ON
et OFF du systéme visuel.

CONCLUSIONS

Si la multitude des stratégies de neuroprotection déja disponibles
ou en cours de développement pronostique des possibilités de
traitement pour 'ensemble des maladies rétiniennes associées
a une dégénérescence des photorécepteurs, leur application res-
tera dépendante d’un pronostic précoce de la maladie. Les stra-
tégies de réhabilitation pourront étre appliquées aux phases les
plus tardives de la dégénérescence mais ne permettent pas, pour
I'instant, de restaurer une vision chromatique et Iacuité
visuelle d’origine. Les améliorations futures résident notamment
dans la mise au point de prothéses avec des matrices compor-
tant un nombre croissant de pixels et dans la réalisation de greffe
préparée 2 partir de précurseurs des photorécepteurs notamment
a cone. Lensemble de ces travaux porte de grand espoir dans
"apparition de nouveaux traitements dans la prochaine décen-
nie et pour tous les stades de la maladie.

NpHR

TP779T
$8884488

Figure 2 : La thérapie optogénétique.

A : Représentation des protéines channel-
rhodopsine 2 (ChR2) et halorhodopsine
(NpHR). La protéine ChR2 est un canal
ionique photoactivable par la lumiére bleue et
son ouverture permet une diffusion passive des
cations (K* et Na*). La protéine NpHR est
une pompe photoactivable et son fonction-
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nement entraine un transport actif d’ions

D CI du milieu extracellulaive (MEC) wers le

milieu intracellulaire (MIC).

B : Schéma illustrant les différentes couches
de lavétine (PR : photorécepteurs, CB : cel-
lules bipolaires, CG : cellules ganglionnaire) .
C : Schéma illustrant la thérapie optogénique
ciblant 'expression de ChR2 dans les cellules
bipolaires de type ON. L ouverture de ChR2
par la lumiere dépolarise ces cellules.

D : Schémaillustrant la thérapie optogénétique
ciblant l'expression de NpHR dans les pho-
torécepteurs & cone dormants (plus de segment
externe et donc plus de cascade de photo-
transduction) . Lactivation de NpHR par la
lumiére hyperpolarise & nouveau ces photo-
récepteurs dormants (d’apres Lagali et al.
2008 et Busskamp et al. 2010).
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