Fare luce sul cervello: manipolare i neuroni
con l'optogenetica

Dimitrii Tanese
Dipartimento di Fotonica, Institut de la Vision, Parigi

La scienza studia 'uvomo —22.10.2020



Neuroni e circuiti neurali

- 100 miliardi di neuroni

- differenti tipi di neuroni
con diversi compiti
- Infinite connesioni

NEURONE RO R

J\f POTENZIALE D’AZIONE

t

Boyden Lab, MIT

Multipli input -> spike o potenziale d’azione -> output

-> attivazione e rapida progazione del segnale (1/1000 sec )



Studiare circuiti di neuroni

“See it, block it, move it”

“Guardare, bloccare, manipolare’’

Osservare |'attivita cerebrale Manipulare l'attivita cerebrale



Osservare l'attivita cerebrale

EEG — elettroencefalogramma Risonanza magnetica funzionale
Segnale elettrico Flussi sanguigni

Limiti: <+ Bassarisoluzione spaziale -> Macro-aree Microscopia Ottica

* Bassavelocita -> risposte lente



I neuroni

ttica per vedere
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v Il metodo di Golgi

v" Le osservazioni di Santiago Ramon y Cajal
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Camillo Golgi,
(1843-1926)

Premi Nobel

1906

Museo Cajal, Madrid

Santiago Ramon y Cajal(1852-1934)



Microscopia a fluorescenza

v Molecule fluorescenti espresse geneticamente

\ N ~
Es. GFP, proteina fluorescente verde irﬂ,ﬁ o f’j’b

v" Microscopio a fluorescenza eI

Camera

LED/lampada

Lente
obiettivo




Microscopia a fluorescenza

Visualizzazione di oggetti a diverse scale spaziali

cm mm um=1/1000 mm nm=1/1000 um

Dall’intero cervello ...

... ai piu’ piccoli dettagli

10 pm

A super-resolution image of a living neuron reveals its
dendritic spines In unprecedented detall.

Stefen Hell Lab, Max Planck Institute




Microscopia a fluorescenza ... in profondita

Tessuti cerebrali non trasparenti

-> limite all'imaging in profondita

- Microscopia multifotone
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Visualizzazione di grande populazioni di
neuroni, in profondita e in-vivo

Soluzioni:

- Microscopia multifotone

(lunghezze d’onda piu’ lunghe-
luce infrarossa)

Fluorescence

-> fino a 1 mm di profondita

- Endoscopia

- Fibre ottiche e microlenti
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E possibile visualizzare anche Iattivita cellulare ?




Osservare l'attivita cerebrale ...

Indicatori fluorescenti di attivita neurale

Convertire l'attivita neuronale in segnale luminoso

frontal view

Ahrens Lab, Janelia Farm

lateral view

dorsal view
0.000 s

A. Cohen Lab, Harvard

Pesce zebra

Imagqging dell’intero cervello

> 1000 neuroni




Osservare l’attivita cerebrale ...

Microscopio miniaturizzato

Golshani Lab, UCLA

Identificazione di neuroni implicati in compiti specifici:

- moto

- vista e riconoscimento oggetti
- olfatto

- orientamento



Osservare l’attivita cerebrale ...

Microscopia ottica + indicatori fluorescenti

-> (Osservazione dell’attivita di circuiti di neuroni
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Come riprodurre o modificare la melodia?



Controllare l’attivita dei neuroni

Canali fotosensibili: opsine

BLUE LIGHT

o
canale ionico

Chlamydomonas reinhardltii (alga)

Neuroni sensibili alla luce
attivazione
, 'O Hz

J

Controllo ottico dell’attivita neuronale: optogenetica



https://www.youtube.com/watch?v=Nb07TLkJ3Ww
https://www.youtube.com/watch?v=Nb07TLkJ3Ww
https://www.medscape.com/viewarticle/885098
https://www.medscape.com/viewarticle/885098

Controllare ottico dell’attivita dei neuroni

Controllo ottico del movimento

- Neuroni motori fotosensibili grazie a I'espressione di un opsina

- Eccitazione ottica di motoneuroni nell’'emisfero destro grazie a una fibra ottica

Fiberoptic Control

of Locomotion In
ChR2 Mouse

V. Gradinaru et al. J Neurosci. 2007



Scolpire la luce nel cervello...

Applicazioni:

- studio di connesione tra macropopolazioni
g di neuroni
( - epilepsia, alzheimer, dipendenza
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Scolpire la luce nel cervello... Con lI'olografia

w5 e llluminazione olografica
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L'olografia

Olografia: riproduzione 3D di un oggetto in assenza dell’'oggetto stesso

Fronte d’'onda

y Lastra fotografica
‘ Fronte d’'ond
A o distorto
Dennis Gabor
(Premio Nobel in Fisica, 1971) ‘




L'olografia

Olografia: riproduzione 3D di un oggetto in assenza dell’'oggetto stesso

Immagine Virtuale
ologramma

Dennis Gabor
(Premio Nobel in Fisica, 1971)




'olografia oggi

Dai film di fantascienza

ai proiettori 3D

iions of U
¢ conditions
F\? found, pleose rel

fino alla criptografia



Olografia generata al computer

Basata su: sorgenti di luce laser e sull’'uso di un modulatore spaziale di fase

Profilo di fase

Schermo riflettente
a cristalli liquidi

Laser

©
°

[lluminazione

Forma desiderata

Generazione di forme di illuminazione arbitraria all’'uscita dell’'obiettivo del microscopio




Ologrammi dinamici

Forma desiderata Profilo di fase




Ologrammi sui neuroni

A partire da immagini di fluorescenza, si possono illuminare
- Singoli o multipli neuroni
- Specifiche parti di essi
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Olografia 3D per |I'attivazione optogenetica di gruppi di neuroni
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Olografia combinata a:

- Specifiche sorgenti laser
- Avanzate tecniche di modulazione della luce

- Correzione per maggiore penetrazione nel tessuto

!

Multipli spot di illuminazione per I'attivazione di grandi gruppi neurali




Stimulazione e imaging: controllo optico dell’attivita neurale in-vivo

Combinazione di: indicatori d’attivita + opsine

l

Osservazione + manipulazione dell’attivita

200m

Controllo ottico di circuiti neuronali




Attivazione ottica, stimoli sensoriali e comportamento

microscopio Stimolo visivo

Neuroni attivati dallo stimolo
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Fase 1: Stimolo sensoriale -> Azione ‘
allenamento
Fase 2: Stimolo sensoriale Attivazione optogenetica

Stimolo optogenetico -> Azione

Riproduzione «artificiale» di uno stimolo sensoriale

Legame diretto tra attivita neuronale (microscopica) Deisseroth Lab, Standford

Yuste Lab, Columbia

e comportamento (macroscopico) Shoham lab, NYU




Optogenetica e olografia: applicazioni e prospettive cliniche

Combinazione di tecniche ottiche e genetiche : /

-> un modo nuovo di interagire con il cervello /%

e QOsservazione e manipolazione dei circuiti neuronali:

- non invasivo
- risoluzione del singolo neurone
- in-vivo (in modelli animali)

* Riproduzione di stimoli esterni e ... creazione ex-novo di emozioni, ricordi

Applicazioni cliniche:

* Stimulazione ottica di neuroni coinvolti in specifiche patologie

(ad esempio malattie neurodegenerative come Parkinson, Alzheimer )

 Comprensione dei circuiti neuronali coinvolti nelle percezioni sensoriali
-> Miglior design di protesi (visive, uditive, motorie) o strategie curative

in caso di disfunzioni sensoriali Esempio: il sistema visivo




Optogenetica e visione

r O
- INSTITUT DE
Corteccia LAVISION

PPPPP
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Nervo ottico

Flusso d'informazione

Perdita di funzionalita della retina

(patologie come la retina pigmetosa)

Protesi retinali

- Completa comprensione del trattamento
dell’informazione visiva

e ) , - > terapia optogenetica: opsine per
-> miglior design delle protesi P P

re-introdurre sensibilita alla luce
nella retina

- trial preclinici in modelli animali in corso




per
l'attenzione

Wave front engineering microscopy group, diretto da Valentina Emiliani



