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NOUVELLE

Un fibroscope biphotonique
pour ’limagerie

et la stimulation optogénétique
des neurones chez des souris

se déplacant librement

Antonio Lorca-Cdmara, Frangois G.C. Blot,

Nicolo Accanto, Valentina Emiliani

Loptogénétique pour étudier I’activité
neuronale dans le cerveau

La mise en évidence du lien entre le
comportement animal et son activité
cérébrale représente un enjeu majeur en
neurosciences. De nouvelles techniques
permettent aujourd’hui I’enregistrement
de I'activité de populations de neurones
dans de vastes régions du cerveau au
cours du comportement animal. Parmi
ces techniques, I'imagerie optique fon-
dée sur des indicateurs calciques codés
génétiquement, tels que les GCaMP! [1],
confere aux chercheurs la possibilité
d’enregistrer I'activité individuelle de
centaines de neurones dans un vaste
champ de vue. Cependant, une étude
complete implique d’étre capable de
manipuler les circuits neuronaux paral-
lelement a I’acquisition d’images de la

! Les GCaMP sont constituées d’une GFP (green fluorescent
protein) permutée, intercalée entre une protéine liant le
calcium, la calmoduline (CaM), et un peptide synthétique
appelé M13 (identique au domaine de liaison a la CaM de la
kinase de la chaine Iégere de la myosine).

m/s n® 11, vol. 39, novembre 2023

https://doi.org/10.1051/medsci/2023150

région cérébrale étudiée, afin de déter-
miner le role de chaque neurone ou
groupe de neurones dans la produc-
tion des réponses comportementales.
Au début des années 2000, le déve-
loppement d’une nouvelle technique,
I’optogénétique, a permis le contrdle
de Pactivité neuronale de maniére
optique grace a I'expression artificielle
de canaux ioniques photosensibles, les
opsines, dans les neurones [2, 3].

Dans la plupart des expériences ayant
recours a I'optogénétique, les expéri-
mentateurs illuminent la région céré-
brale d’intérét avec de la lumiére visible
(illumination dite monophotonique) en
utilisant des diodes électrolumines-
centes (LED, light-emitting diode) ou
des lasers couplés a des fibres optiques,
afin de stimuler le groupe de neurones
dans lesquels I’expression de I"opsine
a été induite génétiquement. Grdce a
cette technique, il a été possible d’éta-
blir des liens entre différents types de
neurones et certaines fonctions céré-
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brales ou comportements de I’animal.
Néanmoins, ces approches ne permettent
pas le contréle de neurones uniques, et
entrainent un certain degré de synchro-
nisation qui difféere des conditions de
I’activité cérébrale physiologique. Afin
d’y remédier et de pouvoir étudier com-
ment des motifs spatio-temporels spéci-
fiques d’activité neuronale contrdlent le
comportement animal, il est nécessaire
de développer des techniques permet-
tant de contrdler 'activité d’un ou plu-
sieurs neurones indépendamment dans
I’espace et dans le temps.

Pour obtenir la résolution de la cel-
lule unique dans la profondeur du tissu
cérébral, des lasers a impulsions ultra-
courtes sont utilisés pour induire une
excitation optique dite biphotonique.
Grace a leur longueur d’onde située dans
I’infrarouge, ces rayonnements lasers
pénétrent mieux dans le cerveau, tandis
que I’excitation biphotonique offre un
meilleur confinement axial par rapport
a I'excitation monophotonique avec des
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lasers émettant une lumiere visible,
garantissant ainsi une précision accrue
dans le ciblage des neurones qu’on sou-
haite controler. Ueffet biphotonique est
utilisé pour I'imagerie a haute résolu-
tion de I'activité neuronale en utilisant
des systemes qui balayent le faisceau
laser dans la région cérébrale d’intérét.
Cependant, pour la manipulation de plu-
sieurs neurones simultanément, un autre
outil est nécessaire, qui doit permettre
de cibler précisément les neurones d’in-
térét tout en illuminant plusieurs neu-
rones simultanément, en conservant la
résolution d’un neurone unique. Cela
est rendu possible grdce a I’holographie
[4], une méthode optique découverte
par Dennis Gabor (lauréat du prix Nobel
de physique en 1971) et qui consiste a
moduler le front d’onde d’un laser afin
de reproduire le motif souhaité dans
le plan focal. La version moderne de
I’holographie, appelée computer gene-
rated holography (CGH), s’appuie sur
des modulateurs spatiaux de lumiere
(SLM, spatial light modulator), qui
sont des dispositifs comparables a des
vidéoprojecteurs capables de reproduire
des hologrammes en trois dimensions,
calculés a avance par ordinateur [5].
Une fois qu’une image de référence des
neurones a été acquise, il est possible
de créer un hologramme ciblant simul-
tanément plusieurs neurones que I’on
souhaite stimuler a partir de la lumiére
laser. On peut utiliser un hologramme
qui génere plusieurs points focaux qui
vont étre balayés sur les corps cellu-
laires [6], ou utiliser plusieurs disques
d’illumination qui couvrent I"ensemble
du corps cellulaire [7]. Dans ce dernier
cas, pour compenser la perte de réso-
lution axiale, on combine I’holographie
CGH avec la technique de focalisation
temporelle [8]. Ainsi, de grandes taches
sont créées pour couvrir "'ensemble du
neurone tout en conservant une réso-
lution axiale équivalente a celle d’une
cellule unique. €n fonction de I'opsine
choisie, cette stimulation permet I’ac-
tivation ou I’inhibition d’un neurone
unique ou de groupes spécifiques de
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neurones avec la résolution de la cellule
unique.

Ces outils tres puissants, combinés
a I'imagerie calcique, permettent un
contréle « tout-optique » des circuits
neuronaux, et sont utilisés par diffé-
rents groupes de recherche souhaitant
enregistrer et stimuler par optogéné-
tique I'activité de populations de neu-
rones avec précision, ce qui a permis de
progresser dans notre compréhension
de la fagon dont les circuits neuronaux
influencent le comportement animal
[9]. Néanmoins, la grande majorité des
études sont menées sur des animaux
dont les mouvements sont restreints afin
de les placer sous I'objectif de micros-
copes volumineux, empéchant ainsi la
capacité de suivre et manipuler avec
précision I’activité neuronale lorsque
I’animal est libre de ses mouvements.
La restriction d’un animal engendre des
contraintes mécaniques et du stress,
tout en entrafnant une orientation des
tdches comportementales. Cela a indu-
bitablement un impact artificiel sur
I’activité neuronale, quelle que soit la
région du cerveau étudiée. Comprendre
les liens entre comportement animal et
activité neuronale nécessite de pouvoir
suivre et manipuler cette activité dans
des conditions plus naturelles, lorsque
I’animal se déplace librement.

Contrdle « tout-optique » des circuits
neuronaux chez des animaux

se déplagant librement

Au cours de la derniére décennie,
plusieurs systemes optiques ont été
développés dans le but d’enregistrer
I’activité neuronale d’animaux se dépla-
cant librement. Ces systemes peuvent
€tre regroupés en trois catégories :
1) des microscopes monophotoniques
(1P) miniaturisés, 2) des microscopes
biphotoniques (2P) ou & trois photons
(3P) [10] miniaturisés a fibre unique
(ou monoceeur), et 3) des fibroscopes
monophotoniques et biphotoniques a
fibres multicceurs, également appelés
fibroscopes. Les microscopes 1P minia-
turisés présentent comme limitation

I’absence de sectionnement optique,
ce qui implique une plus grande exci-
tation des plans hors focalisation, et
une faible profondeur de pénétration
tissulaire du rayonnements lumineux,
dont la longueur d’onde est située dans
le spectre visible [11]. Au contraire,
les microscopes biphotoniques utilisant
des fibres monocceur offrent une réso-
lution cellulaire et subcellulaire, sur
un vaste champ de vue tridimensionnel
de 400 x 400 x 200 pm® [12]. Malgré
ces avantages, ce systéme est diffici-
lement compatible avec la stimulation
optogénétique de haute résolution des
neurones en utilisant par exemple I'ap-
proche holographique.

L'utilisation de fibres multicceurs
flexibles combinée a des micro-objectifs
ou a des microlentilles permet d’ache-
miner des motifs d’illumination spéci-
fiques jusqu’au cerveau murin. €n 2014,
nous avons utilisé cette approche pour
développer le premier endoscope fibré
1P permettant la manipulation tout-
optique de circuits neuronaux chez des
souris se déplagant librement [13]. Le
systeme comprenait deux voies optiques
pour I'imagerie calcique (excitation &
491 nm) et la stimulation holographique
(excitation a 473 nm). Chez des sou-
ris en libre mouvement, aprés la co-
injection du senseur calcique GCaMP5-
G et du canal ionique photoactivable
ChR2 (channelrhodopsine-2), un canal
ionique sensible a la lumiére bleue, nous
avons pu montrer le controle d’un ou
plusieurs neurones avec I’enregistre-
ment simultané de I'activité neuronale.
Cependant, le systéme restait limité
premiérement, par 'utilisation des lon-
gueurs d’onde d’illumination situées
dans la gamme du visible et de I'exci-
tation monophotonique, qui empéche
I’illumination en profondeur a partir de
la surface, et deuxiemement, par I’uti-
lisation d’un micro-objectif de grande
taille (diametre 2,3 mm), dont I’implan-
tation cérébrale en profondeur est assez
invasive.

Notre équipe de recherche a réussi a
surmonter cet obstacle en développant
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un nouveau fibroscope biphotonique, le
2P-FENDO. Ce systéme est spécifique-
ment congu pour enregistrer "activité
neuronale et effectuer une stimulation
optogénétique de haute résolution chez
des souris se déplacant librement, en
utilisant des lasers biphotoniques cou-
plés & une fibre multicceurs (Figure 1A)
[14]. Pour enregistrer I’activité neuro-
nale, nous utilisons un laser infrarouge
qui balaye la région cérébrale d’intérét,
préalablement traitée pour permettre
I’expression de I'indicateur calcique
GCaMP7s (laser d’imagerie & 920 nm).
Ensuite, la stimulation des neurones
exprimant I’opsine ChRmine est réalisée
a I’aide d’un second laser infrarouge
(laser de photostimulation a 1030 nm).
Enfin, pour refocaliser le faisceau lumi-
neux a la sortie de la fibre multicceurs
et collecter la fluorescence émise par
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les neurones, nous utilisons une micro-
lentille (GRIN lens, diamétre 1,3 mm)
spécialement congue pour maintenir une
haute résolution spatiale [15].

Deux problémes principaux se posent
pour la photostimulation et I'image-
rie biphotonique a travers une fibre
optique : tout d’abord, la nécessité d’il-
luminer le neurone avec un spot large et
la capacité d’illuminer plusieurs neu-
rones simultanément. Pour cela, le fais-
ceau de photostimulation, comme pour
le systéme fibré monophotonique [13],
est modulé en amont par un SLM afin de
créer des hologrammes a 'entrée de la
fibre, qui sont ensuite projetés dans le
cerveau de la souris. €n ce qui concerne
I’imagerie, le défi majeur réside dans
la limitation de puissance que chaque
cceur de la fibre peut supporter pour ne
pas distordre 'excitation biphotonique.

Figure 1. A. Schéma du systéme optique pour
I’imagerie et la stimulation holographique
biphotonique d’un ensemble de neurones dans
le cerveau de souris, avec une fibre multi-
ceeurs et une microlentille. B. Représentation
des délais temporels a travers les différents
ceeurs de la fibre lors de la propagation du
laser, résultant en une résolution spatiale
optimale afin de ne pas stimuler les neurones
avoisinants. A droite : exemple théorique sans
les délais temporels entre cceurs qui se pro-
duisent dans une fibre multicceurs : la réso-
lution neuronale disparait et la stimulation
des neurones avoisinants non ciblés direc-
tement serait inévitable. SLM : spatial light
modulator (modulateur spatial de lumiére) ;
€M : electron-multiplying (électromultipli-
cateur) ; CCD : charge-coupled device (cap-
teur photographique a transfert de charges).
Galvo-résonnant : miroirs pour le balayage du

faisceau a haute vitesse.

Les fibroscopes 2P conventionnels sur-
montent cette difficulté en utilisant de
longues durées d’illumination, mais au
détriment de la vitesse d’imagerie [16].
Au lieu de cela, nous avons proposé
d’augmenter la taille du spot illuminé
afin de collecter davantage de fluo-
rescence. Pour préserver la résolution
spatiale du signal recueilli, le systeme
a été couplé a une caméra de haute
sensibilité.

L'utilisation des grands spots pour
I’imagerie et la photostimulation holo-
graphique a I’aide d’un microscope
conventionnel entrafnerait une perte
de la résolution axiale, ce qui néces-
siterait I'utilisation de la focalisa-
tion temporelle [8]. Dans le cas du
fibroscope 2P-FENDO, une haute réso-
lution axiale est obtenue grdce a un
effet intrinséque de la fibre multicceurs
(Figure 1B). €n effet, la fibre disperse
temporellement les différentes frac-
tions de I'impulsion laser lorsque cette
derniére se propage a travers les diffé-
rents cceurs de la fibre, en raison d’in-
fimes différences géométriques entre
ces ceeurs. Par conséquent, la résolu-
tion axiale de la lumiére produite dans
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Figure 2. A. Images d’une souris se déplacant
librement, avec la fibre multiceeurs couplée a
la microlentille fixée a la surface du cerveau
grdce a un implant. B. Exemple d’un champ de
vue (250 x 250 pmz) dans le cortex sensoriel
W1 d’une souris préalablement injectée avec
des vecteurs viraux permettant [’expression de
lindicateur calcique jGCaMP7s et de I'opsine
ChRmine pour la stimulation optogénétique,
a deux moments différents de ’expérience.
Les fleches indiquent les neurones (numérotés
en blanc) ciblés et activés par optogénétique
a un instant t. D’autres neurones non ciblés
sont numérotés en bleu. C. Enregistrements de
Pactivité des différents neurones ciblés dans
le champ de vue en B. Les tracés des neurones
ciblés et activés pendant une courte durée
sont indiqués en rouge, et ceux des neurones
non ciblés, en noir. Les lignes verticales rouges

signalent le temps des stimulations lumi-

neuses successives. Ces stimulations déclenchent une augmentation de I’activité des neurones ciblés (augmentation du rapport de fluorescence

AF/F & la suite de la stimulation).

le plan de ’échantillon reste similaire a
celle d’un seul ceeur, indépendamment
de la taille du spot d’illumination. Du
point de vue d’un neurone, le faisceau
qui illumine plusieurs cceurs de la fibre
arrive a des instants trés légerement
différents (quelques picosecondes de
différence), mais le neurone « per-
coit » le faisceau avec la résolution
d’un seul ceeur (haute résolution) et
non pas avec celle de plusieurs cceurs
(basse résolution). Cette propriété de
la fibre multicceurs, combinée a I'uti-
lisations de lasers a impulsions ultra-
courtes, a permis de saisir jusqu’a 50
images successives par seconde a des
profondeurs pouvant atteindre 150 pm
a partir de la surface du cerveau, tout
en réalisant une photostimulation
optogénétique avec une résolution cel-
lulaire, c’est-a-dire en activant des
neurones individuels sans activer les
neurones environnants (Figure 2).

Perspectives

Cette technique permet, pour la pre-
miére fois, d’étudier et d’interroger les
systémes neuronaux chez des animaux
se déplagant librement avec une haute
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résolution spatiale et temporelle, ce
qui ouvre de nouvelles perspectives
pour la recherche en neurosciences.
Nous avons démontré la capacité d’en-
registrer rapidement I’activité neuro-
nale, tout en ciblant précisément les
neurones choisis grdce a des holo-
grammes pour stimuler leur activité. La
micro-lentille (diameétre 1,3 mm) que
nous utilisons actuellement permettra
également d’accéder a des régions
plus profondes du cerveau, telles que
I’hippocampe, I"amygdale ou le thala-
mus, et d’approfondir ainsi notre com-
préhension de I'intégration neuronale
dans ces circuits neuronaux liés a la
mémoire spatiale, aux comportements
provoqués par la peur, ou encore, a
I’intégration des informations senso-
rielles et motrices.

De futures optimisations et améliora-
tions optiques dans le but d’élargir le
champ d’acquisition et d’améliorer 'ef-
ficacité de transmission de la lumiére
permettront la manipulation simulta-
née d’un nombre croissant de neurones,
dans des régions plus étendues du cer-
veau. Si le systeme est actuellement
limité a la manipulation de neurones

dans un seul plan, implémentation de
lentilles réglables positionnées apres
la fibre multicceurs pourrait permettre
d’élargir le champ d’excitation a plu-
sieurs plans. ¢

A two-photon fiberscope for imaging
and optogenetic photostimulation

of neurons in freely moving mice
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