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STRATEGIES GENETIQUES DE RESTAURATION VISUELLE 
CORTICALE CHEZ LE RAT ET LE PRIMATE NON-HUMAIN 

 

La stimulation corticale du cortex visual primaire (V1) est une thérapie prometteuse 

pour restaurer la vision de patients aveugles dans le cas de pathologies entraînant une 

dégénérescence du nerf optique. Des études précédentes ont démontré l’efficacité des 

prothèses corticales électriques pour restaurer la vision de formes, mais ces prothèses 

reposent sur l’utilisation invasive d’électrodes résultant en une perte progressive de la vision 

restaurée. L’optogénétique et la sonogénétique sont des techniques permettant de rendre 

sensibles les neurones à des ondes respectivement lumineuses et ultrasonores. Ces 

thérapies corticales pourraient être des solutions alternatives car elles permettraient de 

stimuler V1 depuis sa surface. Pour les valider, il est nécessaire de sélectionner un vecteur 

viral conduisent à une expression efficace du transgène au sein des neurones ciblés, 

s’assurer que les stimulations de l’opsine ou du canal mécanosensible permettent une 

activation sélective de l’aire ciblée et démontrer par une tâche comportementale que la 

stimulation induit une véritable vision. 

Sur des rongeurs, j’ai dans un premier temps établi la preuve de concept de la 

stratégie optogénétique de restauration visuelle. Les résultats obtenus par imagerie 

fonctionnelle ultrasonore (fUS) et enregistrements unitaires multi-électrodes montrent que la 

stimulation chez le rat anesthésié en surface de V1 exprimant l’opsine ChrimsonR sensible à 

la lumière rouge conduit à l’activation neuronale jusque dans les couches corticales 

profondes, même à faible irradiance. De plus, l’activité initiée au sein de V1 se propage aux 

autres aires visuelles. 

En parallèle, j’ai participé à apporter la preuve de concept de la stratégie 

sonogénétique chez le rongeur. Suite à l’expression d’un canal mécanosensible, la 

stimulation ultrasonore de V1 induit une activation neuronale avec une résolution spatiale 

(400 µm) et temporelle (10 ms, 13 Hz) compatible avec la restauration visuelle. Les latences 

des réponses corticales sont inférieures à celles des réponses visuelles naturelles. De même 

la latence de la réponse comportementale associée à la stimulation sonogénétique du cortex 

visuel est inférieure à celle induite par la perception visuelle. 

Dans la perspective d’une application clinique, j’ai amorcé la caractérisation d’aires 

corticales de primates non-humains. Ce travail abordé par une approche d’électrophysiologie 
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et d’imagerie ultrasonore m’a amené à identifier la contribution des activités neuronales 

unitaires au sein des variations de volume sanguin cérébral (CBV). Par une approche 

innovante, nous avons réalisé des co-enregistrements chez deux animaux au sein des 

cortex visuel primaire et fronto-médians lors de tâches comportementales en suivant en 

temps réel de l’insertion d’une électrode dans le cerveau. Nos résultats montrent également 

que les activités unitaires et les variations de CBV ne sont statistiquement pas corrélées 

pendant les périodes d’activité spontanées mais le deviennent lors des tâches 

comportementales. La composante des variations de CBV dues à l’activité unitaire isolée est 

inférieure à 1 mm3. Enfin, j’ai réalisé des travaux préparatoires pour l’application de la 

thérapie sonogénétique chez le primate non-humain. J’ai ainsi validé l’efficacité du vecteur 

viral AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato chez deux animaux. De plus, j’ai caractérisé 

par imagerie ultrasonore la rétinotopie de la chambre d’enregistrement d’un premier animal. 

En parallèle, nous avons entraîné cet animal ainsi que deux autres singes à réaliser une 

tâche de détection de cibles visuelles. Ces résultats ont  déterminé où injecter le vecteur 

AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato dans une région du cortex visuelle pertinente pour 

la validation physiologique et comportementale de la thérapie sonogénétique.  

En résumé, l’ensemble de mes travaux ouvre une perspective de validation 

physiologique et comportementale de la thérapie corticale sonogénétique chez le primate 

non-humain. 

 

 

Mots-clés : restauration visuelle, optogénétique, sonogénétique, primate non-humain, 

rongeur, imagerie fonctionnelle ultrasonore. 
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GENETIC APPROACHES FOR CORTICAL VISUAL 
RESTORATION IN RATS AND NON-HUMAN PRIMATES 

 

 Cortical stimulation of the primary visual cortex (V1) is a promising therapy for 

restoring vision in the case of pathologies resulting in optic nerve degeneration. Previous 

studies have demonstrated the efficiency of electrical cortical prostheses in restoring shape 

vision, but these prostheses rely on the invasive use of electrodes resulting in a gradual loss 

of restored vision. Optogenetics and sonogenetics are techniques that render neurons 

sensitive to light and ultrasound waves respectively. These cortical therapies could be 

alternative solutions because they would stimulate V1 from its surface. To validate them, it is 

necessary to select a viral vector leading to an effective expression of the transgene within 

the targeted neurons, to ensure that the stimulations of the opsin or the mechanosensitive 

channel allow a selective activation of the targeted area and to demonstrate by a behavioral 

task that stimulation induces true vision. 

 I first established the proof of concept of the optogenetic strategy of visual 

restoration in rodents. The results obtained by functional ultrasound imaging (fUS) and multi-

electrode unit recordings show that surface stimulation of V1 in anesthetized rats expressing 

the red-shifted opsin ChrimsonR leads to neuronal activation down to the deep cortical 

layers, even at low irradiance. Moreover, the activity initiated within V1 spreads to other 

visual areas. 

 In parallel, I participated in demonstrating the proof of concept of the sonogenetic 

strategy in rodents. V1 stimulation induces neuronal activation with a spatial (400 µm) and 

temporal (10 ms, 13 Hz) resolution consistent with visual restoration. The latencies of the 

sonogenetic responses are also lower than those following a light stimulus, which is 

consistent with direct cortical activation. Similarly, the latency of the behavioral response 

associated with a sonogenetic stimulation of the visual cortex is lower than when induced by 

visual perception. 

 Besides, in the perspective of a clinical application of the sonogenetic strategy, I 

started the characterization of cortical areas under the recording chamber of non-human 

primates using electrophysiological recordings and fUS imaging. This led me to identify the 

contribution of single-unit activities within the variations of cerebral blood volume (CBV). We 

performed co-recordings in two animals within the primary visual and fronto-median cortices 



5 

 

during behavioral tasks. To this aim, we developed an innovative device allowing the 

combination of fUS imaging and electrophysiological recordings, and online tracking of the 

insertion of an electrode into the brain. Our results also show that single-unit activities and 

CBV variations are not statistically correlated during periods of spontaneous activity but 

become so during behavioral tasks. The component of CBV variations due to single-unit 

activities is less than 1 mm3. 

 Finally, I carried out preparatory work for the application of sonogenetic therapy in 

non-human primates. I validated the efficiency of the AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-

tdTomato viral vector in two animals. In addition, I characterized V1 retinotopy in the 

recording chamber of a first animal using fUS imaging. In parallel, we trained this animal as 

well as two other monkeys to perform a detection task of visual targets. Using this set of 

results, we determined for this first animal a region of the visual cortex that is relevant for the 

physiological and behavioral validation of sonogenetic therapy, in which we injected the 

AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato viral vector. 

Altogether, this work opens a perspective of physiological and behavioral validation of 

sonogenetic cortical therapy in non-human primates. 

 

Key words: visual restoration, optogenetics, sonogenetics, non-human primates, rodents, 

functional ultrasound imaging. 
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AD : adénovirus 

AAV : Adeno-Associated Virus (virus adéno-associé) 

BOLD : Blood Oxygenation Level-Dependent (niveau d’oxygénation du sang) 

CBV : Cerebral Blood Volume (volume cérébral sanguin) 

CGL : Corps Genouillé Latéral 

DVA : Degree of Visual Angle (degree d’angle visuel) 

EcoG : électrocorticographie 

EEG : électroencéphalographie 

fUS imaging : functional UltraSound imaging (imagerie fonctionnelle ultrasonore) 

HRF : Hemodynamic Response Function (fonction de réponse hémodynamique) 

HSV : Herpes Simplex Virus (virus de l’herpès simple) 

IRMf : Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle 

IT : Inferior Temporal area (aire inférieure temporale) 

ITR : Inverted Terminal Repeats (répétitions terminales inversées) 

LFP : Local Field Potentials (potentiels de champs locaux) 

LIP : Lateral IntraParietal area (aire intrapariétale latérale) 

LV : lentivirus 

MEG : magnétoencéphalographie 

MscL : canal mécanosensible à grande conductance 

MT : Middle Temporal area (aire temporale moyenne) 

OCT : Optic Coherence Tomography (tomographie en cohérence optique) 

SC : Superior Colliculus (colliculus supérieur) 

SEF : Supplementary Eye Field 

V1 à V4 : cortex visuel primaire à quaternaire 
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Soigner la baisse ou la perte de vision est un objectif médical très ancien comme en 

témoignent des traces de procédures ophtalmologiques datant de plusieurs siècles avant 

J.C. dans l’Egypte, la Grèce ou l’Inde antiques. Le papyrus Ebers constitue un exemple 

d’ancien traité médical dans lequel des maladies oculaires et leurs remèdes sont décrits.  

Les progrès techniques accumulés au cours des siècles suivants ont permis par la suite de 

raffiner les procédures chirurgicales. Cependant, ce n’est qu’après la moitié du XXème siècle 

que les travaux fondateurs de Brindley et Lewin ont prouvé la possibilité de restaurer un 

signal visuel artificiel par la stimulation électrique du cortex visuel chez des patients non-

voyants. Depuis, l’augmentation des connaissances dans plusieurs domaines scientifiques 

(génétique, imagerie fonctionnelle à haute résolution spatio-temporelle, développement des 

interfaces cerveau – machine) ont permis de développer différentes stratégies de 

restauration visuelle qui agissent à différents niveaux du système visuel. 

De nombreux travaux ont démontré l’efficacité des stratégies de restauration visuelle 

rétinienne dont certaines sont en clinique aujourd’hui. Ces approches sont adaptées à des 

types de cécité dues à une perte de fonctionnalité de la rétine. Cependant, d’autres 

pathologies agissant sur le nerf optique entraînent une perte du lien entre la rétine et le 

cerveau. Une stratégie de restauration visuelle adaptée à ces pathologies doit donc 

obligatoirement cibler des structures visuelles cérébrales comme le cortex visuel primaire.    

 Dans ce manuscrit, nous établissons chez le rat les preuves de concept de deux 

stratégies génétiques de restauration visuelle corticale : la thérapie optogénétique et la 

thérapie sonogénétique. Ces dernières permettent de contrôler l’activité de neurones 

génétiquement modifiés exprimant des protéines respectivement photosensibles et 

mécanosensibles par l’application de stimulations lumineuses et ultrasonores. L’application 

de ces stratégies pour une thérapie de restauration visuelle nécessite d’enregistrer les 

activations neuronales consécutives à ces stimulations. Ceci permet d’ajuster ces dernières 

de façon à restaurer au mieux le signal visuel tel qu’il est présent au sein du cortex visuel 

primaire. Pour ce faire, nous avons utilisé les enregistrements électrophysiologiques ainsi 

que l’imagerie fonctionnelle ultrasonore. Nous avons de plus déterminé la relation entre les 

signaux détectés par ces deux méthodes d’enregistrement chez le primate non humain. Le 

choix de ce modèle animal est nécessaire afin d’obtenir une validation préclinique d’une 

thérapie de restauration visuelle. Enfin, nous avons effectué des travaux préparatoires pour 

apporter des preuves physiologiques et comportementales de l’efficacité de la stimulation 

sonogénétique du cortex visuel chez le primate non-humain.  
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 En résumé, l’ensemble de ces travaux ouvre une perspective de validation de la 

thérapie corticale sonogénétique de restauration visuelle chez le primate non-humain.  
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 Introduction générale 
 

 

 

 

 

 

 

 

Nous détaillerons dans cette partie le fonctionnement du système visuel chez le 

rongeur et le primate non-humain avant de présenter les grands ensembles de pathologies 

qui entraînent des formes de déficiences visuelles voire de cécité. Par la suite, seront 

présentées les stratégies actuelles de restauration visuelle. Ces stratégies nécessitent de lire 

l’activité neuronale générées par les stimulations afin de valider l’efficacité de la restauration 

visuelle. Dans ces travaux, l’activité neuronale est détectée par enregistrements 

électrophysiologiques et par imagerie ultrasonore fonctionnelle. La dernière partie de cette 

introduction détaillera plus précisément les caractéristiques principales de ces deux 

techniques et leur complémentarité.   
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1.1.1. Description du système visuel 

 

Le développement d’une stratégie de restauration visuelle consiste à recréer un 

signal visuel artificiel reproduisant au mieux les caractéristiques du signal naturel. Il est donc 

nécessaire de comprendre dans un premier temps comment ce dernier est traité au sein du 

système visuel. La partie suivante détaille le traitement du signal visuel chez le rongeur 

(souris et rat) ainsi que chez le primate non-humain, les deux modèles animaux utilisés dans 

ces travaux de thèse. 

 

1.1.2. Structure générale 

 

Chez les Mammifères, le signal lumineux est d’abord intégré au niveau de l’œil au 

sein de la rétine (Fig. 1). Le signal se propage ensuite via le nerf optique vers deux 

principales structures : le corps genouillé latéral (CGL, LGN en anglais) au sein du thalamus 

et le colliculus supérieur. Chez la souris, la majorité des projections rétiniennes ciblent ce 

dernier, alors que c’est l’inverse chez les primates. Le signal intégré au niveau du CGL est 

ensuite essentiellement projeté vers le cortex visuel puis vers d’autres aires corticales, où il 

génère une perception visuelle. Les informations des hémi-champs visuels droite et gauche 

sont traitées respectivement par les hémisphères gauche et droite. Chez le rongeur, les 

structures visuelles d’un hémisphère traitent très majoritairement les informations provenant 

de l’œil contralatéral uniquement. En revanche chez le primate, un hémisphère reçoit des 

signaux des deux yeux.  
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Figure 1. Anatomies comparées des systèmes visuels de la souris et du primate. ON : 
nerf optique. OC : chiasma optique. OT : tract optique. LGN : corps genouillé latéral. SC : 
colliculus supérieur. VC : cortex visuel. Modifié d’après Deng et al., 2019. Les informations 
rétiniennes convergeant vers le cortex visuel gauche sont représentées en rouge, celles 
convergeant vers le cortex visuel droit sont représentées en bleu. 

 

1.1.3. Genèse et traitement du signal visuel au sein de la rétine 

 

La rétine est l’organe sensoriel qui convertit le signal lumineux en fréquences de 

potentiels d’action. Elle est située au fond de l’œil entre l’humeur vitrée et l’épithélium 

pigmentaire rétinien. Les photorécepteurs, cellules bipolaires et cellules ganglionnaires 

traitent séquentiellement le signal lumineux après qu’il ait atteint l’œil (Fig. 2). Deux classes 

d’interneurones majoritairement inhibiteurs, les cellules horizontales et les cellules 

amacrines, assurent une régulation et complexification du traitement du signal rétinien. 
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Figure 2. Organisation cellulaire de la rétine chez la souris et le primate. La souris ne 
possède que deux types de cônes sensibles aux longueurs d’onde bleu et verte, à l’inverse 
des Primates qui en possèdent trois sensibles aux longueurs d’onde bleu, verte et rouge. 
CPR : couche des photorécepteurs. CNE : couche nucléaire externe. CPE : couche 
plexiforme externe. CNI : couche nucléaire interne. CPI : couche plexiforme interne. HC : 
cellules horizontales. BP : cellules bipolaires. AC : cellules amacrines. RGC : cellules 
ganglionnaires. Modifié d’après Baden et al., 2020 et Byrne et al., 2020. 

 

1.1.3.1. Les photorécepteurs convertissent le signal lumineux en 

amplitude d’hyperpolarisation lors de la phototransduction 

 

La centaine de millions de photorécepteurs est immédiatement située vers l’intérieur 

de l’œil depuis l’épithélium pigmentaire rétinien, au sein de la couche nucléaire externe. Ce 

sont des cellules polarisées constituées d’un segment externe, siège de la conversion du 

signal lumineux en signal électrique, relié au segment interne et sa terminaison synaptique 

qui contacte les cellules bipolaires ainsi que les cellules horizontales (Kandel et al. 2021). Au 

repos, les canaux ioniques exprimés au niveau du segment externe sont ouverts et 

maintiennent une dépolarisation de la cellule responsable de la libération de glutamate au 

niveau de la terminaison synaptique. Lorsqu’une stimulation lumineuse intervient, les 

photons entraînent l’activation d’un récepteur membranaire appelé opsine, provoquant une 

cascade enzymatique dont la conséquence est la fermeture des canaux ioniques 

responsables de la dépolarisation de la membrane plasmique. Plusieurs étapes 

d’amplification du signal ont lieu lors de ce processus : une opsine initie en parallèle 

plusieurs cascades enzymatiques qui elles-mêmes sont responsables de l’hydrolyse de 
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plusieurs GTP (guanosine triphosphate) en GMPc (guanosine monophosphate cyclique), le 

nucléotide cyclique entraînant la fermeture des canaux sensibles au GMPc (canaux CNG). 

Ce processus que l’on appelle « cascade de phototransduction » (Fig. 3) hyperpolarise la 

cellule et réduit voire stoppe la libération de glutamate au niveau de la terminaison 

synaptique. L’amplitude de cette hyperpolarisation permet de coder l’intensité du signal 

lumineux. 

 

 

 

Figure 3. Cascade de phototransduction au sein des bâtonnets chez les Vertébrés. Au 
niveau du segment externe (encadré de gauche), la lumière active la rhodopsine 
membranaire (Rh). Il s’ensuit une cascade enzymatique ayant pour conséquence la 
fermeture de canaux sensibles aux nucléotides cycliques (canaux CNG) ce qui hyperpolarise 
la cellule. Des mécanismes calciques-dépendants permettent de limiter la durée de la 
phototransduction. Modifié d’après Yau et al., 2009. 

Il existe deux types de photorécepteurs : les bâtonnets et les cônes, ces derniers 

étant vingt fois moins nombreux que les bâtonnets chez l’Homme. L’opsine exprimée par les 

bâtonnets (la rhodopsine) a une efficacité d’activation maximale pour des luminances faibles, 

et saturent à des luminances élevées (Baden et al. 2018). La phototransduction consécutive 

à cette activation est par ailleurs plus amplifiée au sein des bâtonnets que chez les cônes. 

De plus, les bâtonnets expriment un plus grand nombre de copies d’opsines que les cônes. 

Ces propriétés font que ce sont les bâtonnets qui assurent le traitement visuel lors de faibles 

luminances (vision scotopique). A l’inverse, les cônes expriment un nombre plus réduit 

d’opsines dont les efficacités d’activation sont maximales pour des luminances plus élevées. 

La phototransduction est d’ailleurs moins amplifiée chez ce type cellulaire. De plus, il existe 

différentes classes de cônes dont les opsines ont des spectres d’excitation centrés autour 

d’une longueur d’onde spécifique. Les cônes assurent ainsi une vision photopique et la base 

du traitement des couleurs. Il existe deux types de cônes chez les rongeurs (S et M, 

respectivement spécifiques d’ondes courtes (bleu) et moyennes (vert)) avec l’addition des 
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cônes L chez les primates (Seabrook et al. 2017) pour les ondes longues (rouge) (S, M et L, 

spécifiques des ondes longues) (Fig. 2). Enfin, la distribution des deux types de 

photorécepteurs n’est pas homogène. Chez les primates, les bâtonnets sont exclus de la 

fovéa, la zone centrale de la rétine qui est située au centre du champ visuel (Kandel et al. 

2021). Dans cette région, les ondes lumineuses ont directement accès aux photorécepteurs 

du fait de l’inclinaison locale des autres types cellulaires situés dans les couches plus 

internes et subissent donc le moins de phénomènes d’absorption ou de distorsion. De plus, 

l’activation des cônes suite à une stimulation lumineuse possède une plus grande résolution 

temporelle que les bâtonnets. D’autre part, au niveau de la fovéa, le signal d’un seul cône 

est transmis en sortie de rétine à deux cellules ganglionnaires rétiniennes : cette divergence 

de la connectivité amplifie le signal contrairement aux zones périphériques de la rétine où il y 

a une convergence de l’information. Ces propriétés ont pour conséquence une plus grande 

acuité visuelle au niveau de la fovéa. 

 

1.1.3.2. Les cellules bipolaires intègrent les informations provenant 

de différents photorécepteurs et établissent un premier filtre 

du signal visuel 

 

Les noyaux des cellules bipolaires se situent au niveau de la couche nucléaire 

interne. Elles intègrent dans leurs dendrites les signaux des photorécepteurs et des cellules 

horizontales au niveau de la couche plexiforme externe. Leur terminaison synaptique située 

au niveau de la couche plexiforme interne contacte les cellules ganglionnaires ainsi que les 

cellules amacrines (Kandel et al. 2021). Il existe de nombreux sous-types de cellules 

bipolaires (Euler et al. 2014) (treize chez la souris), définis selon leurs profils moléculaires, 

leur morphologie et l’architecture du réseau de cellules connectées dont elles font partie. La 

conséquence est que chaque sous-type à des propriétés spécifiques dans son traitement du 

signal lumineux. L’ensemble de ces sous-types cellulaires assure ainsi un filtrage du signal 

au sein de différents canaux d’information spécifiques. C’est par exemple le cas du codage 

des champs récepteurs. 
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Figure 4. Cellules bipolaires à champs récepteurs ON et OFF. BP : cellule bipolaire. 
Modifié d’après Kandel et al., 2009. 

 

Chaque cellule bipolaire possède un champ récepteur, qui correspond à la zone du 

champ visuel dont elle intègre les informations. Le champ récepteur d’une cellule bipolaire 

est donc défini par le nombre de photorécepteurs qui la contactent ainsi que leur distribution 

spatiale au sein de la rétine. Il existe deux types de champs récepteurs (et donc deux types 

de cellules bipolaires) : ON et OFF (Kandel et al. 2021). Chaque photorécepteur contacte 

ces deux types de cellules (Fig. 4). Les cellules bipolaires ON expriment des récepteurs 

métabotropiques au glutamate qui inversent le signal et dont l’activation entraîne une 

hyperpolarisation.  Les cellules bipolaires OFF expriment des récepteurs ionotropiques au 

glutamate qui entraînent une dépolarisation en réponse à leur activation. De part cette 

propriété, les cellules bipolaires ON et OFF répondent donc de manière opposée. Enfin, le 

signal des cellules bipolaires est influencé par l’activité des cellules horizontales inhibitrices 

qui assurent une connexion horizontale entre les cellules bipolaires.  

 

1.1.3.3. Les cellules ganglionnaires convertissent le signal en 

fréquences de potentiels d’action et filtrent plus finement les 

propriétés du signal visuel 
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Les cellules ganglionnaires constituent le dernier site de l’intégration du signal visuel 

au sein de la rétine (Kandel et al. 2021). Elles reçoivent les signaux des cellules bipolaires et 

amacrines dans leurs dendrites au niveau de la couche plexiforme interne. Leur activation 

conduit à la dépolarisation de la membrane plasmique et, puisqu’elles expriment la 

machinerie moléculaire nécessaire, à la génération de potentiels d’action. Il s’agit du premier 

stade de l’intégration du signal visuel à partir duquel ce dernier est codé non plus en 

amplitudes de dépolarisation mais en fréquences de potentiels d’action. Les cellules 

ganglionnaires possèdent de longs axones qui convergent au niveau du disque optique au 

sein de la rétine puis se regroupent en formant le nerf optique.  

Comme pour les cellules bipolaires, il existe différents sous-types de cellules 

ganglionnaires (Masland 2012b) (une quarantaine chez le rongeur) qui sont définis par leurs 

profils moléculaires ainsi que par l’architecture du réseau d’information qui les contactent 

(autrement dit, la nature et le nombre des cellules bipolaires et cellules amacrines (Masland 

2012a) qui établissent une synapse avec chaque cellule ganglionnaire). Ceci permet d’établir 

un filtre supplémentaire des propriétés du signal lumineux. Chaque type de cellule 

ganglionnaire est donc spécifique d’une information visuelle codée (couleur, mouvement…). 

Ainsi, s’il existe comme pour les cellules bipolaires des cellules ganglionnaires ON et OFF, la 

diversité des microcircuits connectant les cellules ganglionnaires permet de coder de 

nouveaux paramètres, comme des champs récepteurs ON-OFF (ce sous-type de cellules 

ganglionnaires décharge lors de l’apparition et de la disparition du stimulus visuel). Chez la 

souris, un autre exemple de cette émergence de nouvelles propriétés du signal concerne les 

cellules ganglionnaires à sélectivité de direction (Vaney, Sivyer, and Taylor 2012) (Fig. 5). 

 

 

Figure 5. Les cellules ganglionnaires codent des champs récepteurs aux propriétés 
différentes. Panels de gauche : effet de la stimulation de sous-parties du champ récepteur 
de cellules ganglionnaires ON ou OFF sur le nombre de potentiels d’action. Panel de droite : 
chez la souris, certaines cellules ganglionnaires possèdent des champs récepteurs aux 
propriétés plus complexes qui agissent différemment sur le potentiel membranaire. Modifié 
d’après Vaney et al., 2012. 
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Enfin chez le primate, les 17 (Nassi and Callaway 2009)) sous-types de cellules 

ganglionnaires peuvent être regroupés en deux catégories principales (Edward M Callaway 

2005). Les cellules parasols ont des arbres dendritiques étendues couvrant des champs 

récepteurs larges. Elles sont donc sensibles à des fréquences spatiales basses. Elles sont 

de plus achromatiques et sensibles aux variations rapides de luminance. Elles forment le 

support de la détection des propriétés générales du signal visuel, des contrastes et des 

mouvements. A l’inverse, les cellules naines (midget) sont plus nombreuses, possèdent des 

arbres dendritiques et des champs récepteurs plus petits ce qui leur confère une sensibilité 

aux hautes fréquences spatiales. Différents sous-types spécifiques d’une longueur d’onde 

existe. Elles sont donc impliquées dans la perception de couleurs et assurent une acuité 

visuelle élevée et la détection de détails fins. En revanche, elles possèdent une résolution 

temporale moins élevées que les cellules parasols. Au sein de la macula chez le primate, 

chaque cône transmet l’information à deux cellules ganglionnaires. 

 

1.1.4. Le colliculus supérieur code des informations visuelles 

responsables de comportements primaires 

 

Chez le rongeur, une écrasante majorité (environ 90%) des axones ganglionnaires 

projettent vers le colliculus supérieur (SC)  (Ellis et al. 2016) . Ces contacts sont organisés 

en une rétinotopie, c’est-à-dire une organisation spatiale des cellules du SC en fonction de la 

portion du champ visuel pour laquelle elles sont préférentiellement activées. La partie 

dorsale du SC représente les projections de l’œil contralatéral entier (Dräger and Hubel 

1976). La partie ventrale à l’inverse représente aussi la partie ventro-temporale de l’œil 

ipsilatéral (Xu et al. 2011). La majorité des cellules du SC chez le rongeur sont impliquées 

dans des circuits supports de comportements défensifs (« freezing » et fuite) (Shang et al. 

2015; Wei et al. 2015; Zhao, Liu, and Cang 2014; Sans-Dublanc et al. 2021; Farrow et al. 

2019)  ou prédateurs (Hoy, Bishop, and Niell 2019) (captures de proie). L’importance 

biologique de tels comportements explique la prépondérance des projections rétino-

colliculaires chez le rongeur. Enfin, de récents travaux ont démontré l’existence d’une 

sélectivité à l’orientation au sein du colliculus chez la souris (Ahmadlou, Zweifel, and Heimel 

2018; Feinberg and Meister 2015). En revanche, la présence de colonnes de sélectivité 

directionnelles n’a pas été démontrée (H. Chen et al. 2021). 

Chez le primate, les projections rétinotectales sont beaucoup plus minoritaires (10%) 

(Seabrook et al. 2017). Des études ont montré que chez cette espèce, le SC est constitutif 

de circuits neuronaux impliqués dans des fonctions motrices (Wurtz and Albano 1980) 

(exécution de saccades) ou dans l’attention (Krauzlis, Lovejoy, and Zénon 2013).  
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Chez ces deux groupes d’espèces, une partie des neurones du SC contacte le thalamus 

visuel (Seabrook et al. 2017). La sortie de ce circuit permet d’effectuer un contrôle de 

l’activité du corps genouillé latéral.   

 

1.1.5. Le corps genouillé latéral organise rétinotopiquement les 

informations visuelles 

 

Les axones des cellules ganglionnaires excitatrices projettent au sein du corps 

genouillé latéral (CGL), un noyau profond du cerveau. 

Chez le rongeur, ces projections sont minoritaires parmi les efférences des cellules 

ganglionnaires (30 à 40% (Seabrook et al. 2017)) et sont presque exclusivement des 

collatérales des projections ciblant le colliculus supérieur. Chaque corps genouillé latéral 

reçoit majoritairement les afférences de l’œil contralatéral, mais une partie plus dorso-

médiane reçoit localement des afférences ipsilatérales (Seabrook et al. 2017). De plus, bien 

qu’aucune ségrégation cytoarchitectonique ne soit présente au sein du CGL chez le rongeur 

(contrairement aux primates), il existe tout de même une régionalisation au sein du CGL des 

afférences selon le sous-type de cellule ganglionnaire. Chacune de ces zones spécifiques 

est organisée de façon rétinotopique (Fig. 6). Certains travaux montrent que le champ visuel 

bas chez la souris est légèrement surreprésenté au sein de cette rétinotopie. D’autre part, il 

existe différents sous-types au sein des cellules receveuses des projections rétiniennes, qui 

sont différenciés selon des critères anatomiques (Krahe et al. 2011). Il semble que les 

cellules W reçoivent préférentiellement les projections des cellules ganglionnaires à 

sélectivité de direction ON-OFF, et que les cellules X et Y sont majoritairement contactées 

par les cellules OFF non directionnellement sélectives. Ces sous-types sont organisés 

spatialement au sein du CGL : les cellules W sont localisées dans le pourtour du CGL alors 

que les cellules X et Y constituent le cœur de cette structure. Enfin, la convergence des 

projections rétiniennes sur ces cellules receveuses est encore un domaine d’investigation, 

certaines cellules recevant un nombre limité (1 à 5) d’afférences codant une propriété 

identique alors que d’autres sont contactées par près de vingt cellules ganglionnaires codant 

des paramètres distincts (Hammer et al. 2015).   
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Figure 6. Organisation fonctionnelle du corps genouillé latéral chez le rongeur. A. 
Cartes rétinotopiques obtenues pour des sections coronales du CGL situées à différents 
plans sur l’axe antéro-postérieur. B. Ségrégation des types cellulaires. Modifié d’après 
Seabrook et al., 2017 ainsi que Piscopo et al., 2013. 

 

A l’inverse, le CGL des primates présente une organisation cytoarchitectonique en six 

couches distinctes (Fig. 7). Les couches 1 et 2 sont dites magnocellulaires (M) et sont 

contactées par les cellules ganglionnaires parasols. Les couches 3 à 6 sont dites 

parvocellulaires (P) et sont contactées par les cellules ganglionnaires naines. Elles 

constituent environ 80% des cellules du CGL. Entre ces couches sont localisées les couches 

dites koniocellulaires dont les caractéristiques ne sont pas encore totalement élucidées. 

Certaines études suggèrent que ces cellules sont spécifiques aux longueurs d’onde courtes 

(bleu) et qu’elles sont sensibles à de grands champs récepteurs. Contrairement aux 

rongeurs, les couches 1, 4 et 6 sont principalement contactées par les afférences 

contralatérales alors que les couches 2, 3 et 5 reçoivent principalement des projections 

ipsilatérales. Toutes les couches ont une organisation en rétinotopie et sont alignées les 

unes par rapport aux autres, de sorte qu’un point dans le champ visuel possède une ligne de 

projection entre ces six couches. Néanmoins, cette ligne de projection n’est pas respectée 

pour certaines grandes excentricités, les couches 4 et 5 ayant une carte rétinotopique 

réduite aux excentricités inférieures à 20° (Connolly and Van Essen 1984).  
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Figure 7. Organisation fonctionnelle du corps genouillé latéral chez le primate. A. 
Anatomie tridimensionnelle du CGL et ségrégation spatiale des afférences rétiniennes. La 
flèche indique l’axe de symétrie des couches représentées sur la section horizontale en B. B. 
Organisation des six couches et des inter-couches en voies fonctionnelles parallèles 
parvocellulaires (P), magnocellulaires (M) et koniocellulaires (K). Les afférences rétiniennes 
de ces voies sont cellules-spécifiques. Chacune des six couches (P) et (M) présente une 
spécificité monoculaire propre ainsi qu’une rétinotopie alignée par rapport aux couches. 
RGC : cellules ganglionnaires rétiniennes. C. Carte rétinotopique de la couche 6. Modifié 
d’après Connolly & Van Essen, 1984. 

Enfin chez les deux groupes d’espèces décrits ci-dessus, de nombreux interneurones 

inhibiteurs sont présents au sein du CGL et permettent d’affiner le filtrage des informations 

propagées depuis la rétine. De plus, de nombreux neurones de la couche 6 du cortex visuel 

primaire exercent aussi un rétrocontrôle de l’information visuelle du CGL, soit par contact 

direct avec les cellules du CGL, ou indirectement via contact avec les neurones du noyau 

réticulaire qui est une structure thalamique voisine du CGL (Briggs and Usrey 2011). Les 

cellules du CGL reçoivent autant de contacts corticaux que d’afférences rétiniennes (Guillery 

1969; Erişir, Van Horn, and Sherman 1997), ce qui indique l’importance fonctionnelle de ce 

rétrocontrôle. Une conséquence de ces cellules sur le traitement de l’information visuelle est 

qu’elles permettent d’accentuer les champs récepteurs des cellules du CGL (Briggs and 

Usrey 2008). 
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1.1.6. Cortex visuel primaire intègre les informations visuelles 

géniculées et permet le codage de nouvelles propriétés du 

signal visuel 

 

1.1.6.1. Structure générale 

 

Le cortex visuel primaire (V1) est situé dans la partie occipitale du cerveau et est 

organisé en six couches (Kandel et al. 2021). La dominance oculaire au sein de V1 diffère 

selon les espèces. Chez le rongeur, une partie plus médiane est strictement monoculaire et 

spécifique de l’œil contralatéral. Une zone plus latérale reçoit des informations binoculaires. 

Chez le primate non-humain, les deux hémisphères sont binoculaires mais possèdent des 

sélectivités locales qui sont organisées en colonnes de dominances oculaires. Cependant, 

chez ces deux groupes d’espèces, chaque hémisphère code les informations relatives à 

l’hémi-champ visuel contralatéral. De plus, V1 est comme le CGL organisé selon une 

rétinotopie au sein de laquelle les informations fovéolaires sont surreprésentées (Wässle et 

al. 1990).  

 

1.1.6.2. Organisation des projections géniculées au sein de V1 

 

La couche 4 est le site majoritaire où projettent les cellules excitatrices du CGL 

recevant les afférences rétiniennes. Chez le rongeur, il existe une ségrégation des 

afférences du CGL en fonction de leurs types cellulaires. Les cellules X et Y du cœur du 

CGL projettent par exemple majoritairement au sein de la couche 4 en établissant des 

collatérales au sein des couches 5 et 6. Les cellules W présentes dans le pourtour du CGL 

contactent à l’inverse les cellules de la couche 2-3. Chez le primate, la couche 4 est elle-

même divisée en sous-couches (4A, 4B, 4Cα et 4Cβ) au sein desquelles les projections 

géniculo-corticales sont spatialement ségrégées selon le type cellulaire, assurant une 

ségrégation spatiale et fonctionnelle des propriétés du stimulus visuel (Fig. 8). Les cellules M 

et P du CGL projettent vers les couches 4Cα et 4Cβ, respectivement, où elles contactent les 

cellules étoilées épineuses excitatrices parmi lesquelles on trouve les cellules simples. Les 

cellules M et P projettent aussi plus minoritairement des collatérales au sein de la couche 6, 

et au sein de la couche 4A pour les cellules P seulement. En revanche les cellules K 

projettent directement au sein des couches 1 et 2-3 où leurs contacts avec les neurones 

excitateurs pyramidaux sont regroupés en structures appelées blobs. Ces trois voies 

demeurent ainsi spatialement ségrégées dans V1.  
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Figure 8. Organisation anatomique et fonctionnelle de V1 chez le primate. Les voies 
koniocellulaires (K), parvocellulaires (P) et magnocellulaires (M) ségrégent sont traités en 
flux parallèles d’information. SC : colliculus supérieur. CGL : corps genouillé latéral. Modifié 
d’après Kandel et al., 2009.  

 

1.1.6.3. V1 intègre les informations visuelles au sein de colonnes 

fonctionnelles spécialisées 

 

Chez les primates, les cellules simples de la couche 4C contactées par les 

projections géniculées possèdent des champs récepteurs (ON ou OFF) qui présentent une 

sélectivité d’orientation. La géométrie du champ récepteur d’une cellule simple s’explique par 

la somme des champs récepteurs circulaires des cellules du CGL qui la contactent, la 

superposition des centres de ces champs récepteurs permettant de tracer l’orientation 

sélective de la cellule (Fig. 9, A). 

Les neurones pyramidaux de la couche 2-3 constituent le deuxième niveau 

d’intégration au sein du cortex visuel primaire. Les cellules de la couche 4Cβ de la voie P 

contactent directement ces neurones qui sont répartis de manière uniforme entre les blobs 

directement contactés par les cellules géniculées K. Les cellules complexes constituent une 

catégorie de ces neurones récipiendaires des informations géniculées. Comme les cellules 

simples, elles conservent une sélectivité d’orientation mais l’intégration des informations des 

cellules simples confère aux cellules complexes des champs récepteurs plus grands et plus 

sensibles aux mouvements (Fig. 9, B). La sélectivité d’orientation est ainsi maintenue en 

colonnes d’environ 100 µm de diamètre traversant l’ensemble des couches de V1. Ces 

colonnes d’orientation sont elles-mêmes organisées entre elles de façon circulaire : lorsqu’on 

fait le tour complet d’un des cercles, l’orientation préférée change de manière progressive et 

l’ensemble des colonnes prises en compte permet de couvrir toutes les orientations 

possibles. Néanmoins, ces colonnes d’orientation sont localement interrompues par la 
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présence des blobs formés par les neurones récipiendaires des projections géniculées K. De 

plus, les colonnes d’orientation présentant une même sélectivité présentent une forte 

connexion horizontale entre elles. Chez le rongeur, la sélectivité d’orientation est présente au 

sein de V1, mais les colonnes sont organisées de manière aléatoire entre elles (on parle 

d’organisation poivre et sel : Fig. 9, C). 

Chez le primate, les cellules de la couche 4Cα de la voie M contactent indirectement 

les cellules de la couche 2-3 par le relais de neurones pyramidaux et de cellules étoilées 

épineuses de la couche 4B. Les neurones cibles de la voie M au sein de la couche 2-3 sont 

préférentiellement centrés sous les blobs de la voie K (E. M. Callaway 1998). Ces cellules 

présentent une faible sensibilité aux contrastes de couleurs mais une grande sensibilité aux 

variations de luminances, ainsi qu’une sélectivité pour les fréquences spatiales faibles et les 

fréquences temporelles élevées. Les zones comprenant les cellules cibles de la voie P sont 

positionnées à cheval entre deux blobs de la voie K. Les neurones cibles de la voie P 

permettent de coder les couleurs et présentent une faible sensibilité aux variations de 

luminances. Ils présentent enfin une sélectivité aux fréquences spatiales élevées ainsi 

qu’aux fréquences temporelles faibles.  

Le cortex visuel primaire présente donc chez le primate une double organisation en 

couches et en colonnes. Hubel et Wiesel ont introduit le concept d’hypercolonnes (Fig. 9, D). 

Une hypercolonne correspond à un cube de cortex visuel de 1 mm de côté comprenant 

l’ensemble des colonnes d’orientation, des colonnes de dominance oculaire d’un point donné 

du champ visuel et des blobs présents en un point du champ visuel. Elle permet de coder 

toutes les informations contenues en ce point: position (de part la position de cette 

hypercolonne au sein de la rétinotopie corticale), dominance oculaire, orientation, direction et 

couleur. 
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Figure 9. Emergence de la sélectivité d’orientation et des hypercolonnes 
fonctionnelles (chez le primate uniquement). A. Les cellules simples fusionnent des 
champs récepteurs concentriques en champ récepteur sélectif d’une orientation. B. Les 
cellules complexes maintiennent la préférence d’orientation et permettent l’émergence d’une 
composante directionnelle. C. Seuls les primates ont une organisation en colonnes 
d’orientation corticales. D. Chez les primates, une hypercolonne fonctionnelle code les 
orientations et les couleurs potentielles d’un point du champ visuel et ainsi que la dominance 
oculaire. Modifié d’après Ho et al., 2021 et Kandel et al., 2009. 

 

1.1.6.4. Les couches 5 et 6 exercent un contrôle sur les structures 

visuelles centrales profondes 

 

Les neurones pyramidaux de la couche 2-3 projettent vers ceux de la couche 5, qui 

est la seule couche de V1 à ne pas recevoir de projections géniculées. La majorité de ces 

cellules exerce un rétrocontrôle (feedback) au sein du circuit cortical en faisant synapse avec 

les cellules des couches 2 à 4 (Fig. 8). D’autres en revanche contactent des structures 

tectales, dont pour la majorité d’entre elles le colliculus supérieur (Liang et al. 2015). Cette 

organisation est conservée chez le rongeur et chez le primate. 
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Enfin, les neurones de la couche 6 exercent eux aussi un rétrocontrôle sur les 

cellules de la couche 4C (chez le primate seulement) et sur les cellules du CGL (chez tous 

les Mammifères). Ce dernier rétrocontrôle a été succinctement décrit précédemment dans la 

section 1.1.4. 

Pour finir, les neurones des couches 2-3 et 4B projettent vers d’autres aires corticales 

spécialisées dans l’extraction de paramètres plus complexes du signal lumineux. 

 

1.1.7. Les aires visuelles corticales supérieures codent des 

paramètres visuels plus complexes au sein des trajets 

d’information ventral et dorsal 
 

Le cortex visuel primaire contacte chez le primate les cortex visuels secondaire (V2), 

tertiaire (V3) et quaternaire (V4) ainsi que l’aire temporale moyenne (MT). Les neurones qui 

projettent vers ces aires sont issus de couches distinctes au sein de V1. V2 reçoit des 

projections depuis les neurones pyramidaux et les cellules étoilées épineuses de la couche 

IVB. Ces dernières projettent aussi sur les cellules de l’aire MT. Enfin, V4 reçoit 

majoritairement des afférences issues des couches 2-3 corticales.  

Ces aires sont organisées en deux trajets d’information qui codent des propriétés 

visuelles différentes : le trajet ventral qui part de V1 et contacte principalement V4 puis le 

lobe inférieur temporal (IT) et le trajet dorsal qui depuis V1 contacte d’abord MT puis l’aire 

intrapariétale latérale (LIP) notamment. Néanmoins, ces deux trajets ne sont pas 

exclusivement distincts et font intervenir des connexions indirectes. Enfin, ils partagent deux 

principes communs : si l’on suit séquentiellement chaque trajet, les aires cérébrales 

concernées présentent des champs récepteurs de plus en plus grands et codent des 

propriétés visuelles de plus en plus complexes (Kandel et al. 2021). 

Au sein du trajet ventral, des études ont démontré que V4 est impliqué dans le 

codage de la couleur, bien que ces cellules présentent aussi une sélectivité à des formes 

(Livingstone and Hubel 1988). Enfin, d’autres travaux ont démontré que l’aire IT est le 

support de la reconnaissance des visages ou de formes complexes (Tanaka 1996). Le trajet 

dorsal quant à lui est impliqué dans le codage de mouvements (Born and Bradley 2005).  

 

En conclusion, les différentes structures du système visuel et plus particulièrement la 

voie rétine-CGL-V1 agissent comme des filtres successifs de plus en plus fins permettant 

d’extraire séquentiellement des paramètres de plus en plus complexes. Chez le primate, un 

grand nombre de ces propriétés sont regroupées pour chaque point du champ visuel en 

hypercolonnes fonctionnelles au sein du cortex visuel primaire.  



34 

 

 

Comme tous les systèmes biologiques complexes, le système visuel peut être atteint 

de pathologies qui entraînent une malvoyance voire la cécité partielle ou totale. Dans les 

paragraphes suivants, je détaillerai ces principales pathologies. 

 

1.1.8. Pathologies entraînant une déficience visuelle 

 

La prévalence de l’ensemble des déficiences visuelles concerne quelques 285 

millions de personnes dans le monde, dont 39 millions atteints de cécité. Les pathologies 

entraînant une cécité partielle ou totale sont diverses et font intervenir des mécanismes 

agissant sur différents relais du système visuel. Une méta-analyse de données de santé 

publique publiée récemment (GBD 2019 Blindness and Vision Impairment Collaborators and 

Vision Loss Expert Group of the Global Burden of Disease Study 2021) a permis de dresser 

la principale répartition des causes de cécité ces dernières 30 années (Fig. 10). 

 

 

Figure 10. Répartition des principales causes de cécité dans le monde par tranches 
d’âge. DMLA : dégénération maculaire liée à l’âge. La catégorie « Autre » comprend 
notamment plusieurs formes de dégénérescence des photorécepteurs longs. Modifié d’après 
GBD 2019 Blindness and Vision Impairment Collaborators, 2021.  

 

1.1.8.1. Cataractes et autres atteintes du cristallin 

 

Les cataractes constituent la première cause de cécité totale au monde. Elles sont 

dues à une opacification du cristallin qui empêche la rétine de recevoir le signal lumineux. Il 
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existe différentes formes (Liu et al. 2017). La plus courante est la cataracte liée à l’âge qui 

résulte d’un stress oxydatif des cellules du cristallin (Vinson 2006). Dans ces situations, la 

dysfonction visuelle est progressive, les patients ayant d’abord une perte d’acuité visuelle qui 

peut évoluer vers la une cécité totale. D’autre part il existe des formes dites pédiatriques 

principalement d’origine génétique (Liu et al. 2017). Enfin, les cataractes peuvent être le 

résultat de traumas accidentels ou être la conséquence de la prise de drogues (Li, Tripathi, 

and Tripathi 2008). Les cataractes peuvent être efficacement traitées par une chirurgie et ne 

constituent donc pas des cas où une thérapie de restauration visuelle est nécessaire.   

 

1.1.8.2. Dégénérescence des photorécepteurs longs 

 

Un autre ensemble majeur de formes de cécité provient de la dégénérescence des 

photorécepteurs longs ou bâtonnets (Wright et al. 2010). Ces pathologies génétiques 

peuvent être la conséquence d’une ou d’un groupe de mutations susceptibles de se produire 

au sein d’un vaste ensemble de sites (environ 150) au sein du génome humain. Les rétinites 

pigmentaires (RP) forment le principal groupe au sein de ces pathologies. La forme la plus 

courante fait intervenir en début d’âge adulte une perte des bâtonnets dans le champ visuel 

périphérique qui s’étend graduellement vers le centre (Hartong, Berson, and Dryja 2006). 

Les patients ne gardent donc qu’une vision centrale et perdent la vision scotopique. La 

dégénérescence des cônes principalement regroupés au sein de la macula peut intervenir 

dans un second temps. La diversité des mutations responsables de ces pathologies explique 

le large spectre de fonctions cellulaires susceptibles d’être déréglées. Les atteintes de la 

physiologie du cil occupent une part importante, la raison probable est qu’elles entraînent un 

défaut des transports de métabolites de part et d’autre de ce carrefour critique de la cellule, 

responsable de sa mort (Fliegauf, Benzing, and Omran 2007). Les mutations entraînant une 

vulnérabilité à la lumière et / ou un stress oxydatif représentent aussi des mécanismes 

fréquents ayant pour conséquence la mort des photorécepteurs par apoptose (Wright et al. 

2010). La plupart des RP sont associées à des syndromes multiples affectant d’autres 

modalités sensorielles ou motrices. Le syndrome d’Usher entraîne ainsi en parallèle une 

surdité car il fait intervenir des mutations de gènes impliqués dans la physiologie du cil des 

photorécepteurs et des stéréocils des cellules sensorielles auditives dans la cochlée 

(Michalski and Petit 2015). 

Enfin, il existe d’autres formes de rétinites pigmentaires faisant intervenir une 

dégénérescence spécifique des cônes (Wright et al. 2010). D’autre part, d’autres pathologies 

comme l’amaurose congénitale de Leber entraînent une dégénérescence des 

photorécepteurs mais se distinguent des rétinites pigmentaires du fait qu’elles interviennent 
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dès la naissance (Hartong, Berson, and Dryja 2006). A l’inverse, la dégénérescence liée à 

l’âge (DMLA) est une pathologie qui se déclare tardivement et qui cause une perte de 

l’épithélium pigmentaire rétinien par accumulations de lipides toxiques avec le temps (“Age-

Related Macular Degeneration | NEJM” n.d.; Al-Zamil and Yassin 2017). Ceci entraîne une 

perte des photorécepteurs maculaires, responsable de la perte de la vision centrale pouvant 

évoluer vers une cécité totale.  

 

1.1.8.3. Pathologies responsables d’une dégénérescence du nerf 
optique 

 

D’autres pathologies agissent sur des structures situées en aval des photorécepteurs. 

C’est le cas du glaucome, qui constitue un ensemble de pathologies ayant pour 

conséquence la dégénérescence des cellules ganglionnaires dont les axones forment le nerf 

optique (Weinreb, Aung, and Medeiros 2014). La prévalence de cette maladie est d’environ 

80 millions de personnes dans le monde. Les mécanismes moléculaires et cellulaires à 

l’origine du glaucome sont méconnus (Nickells et al. 2012). Toutefois, la majorité de ces 

causes entraîne une surpression intraoculaire. Cette augmentation de pression conduit à la 

dégénérescence du nerf optique. 

Les neuropathies optiques constituent un deuxième groupe de maladies lors 

desquels la présence de toxines ou certains déficits alimentaires peuvent entraîner une 

dégénérescence du nerf optique (Grzybowski et al. 2015). Certaines formes sont 

héréditaires et suggèrent l’existence de facteurs génétiques. 

Les rétinopathies diabétiques sont un autre ensemble de pathologies affectant les 

cellules ganglionnaires rétiniennes (Cheung, Mitchell, and Wong 2010). Ces maladies sont 

une complication du diabète, au cours desquelles la vascularisation de l’œil est 

endommagée. Cette dégradation est progressive : des micro-anévrismes locaux 

apparaissent en premier mais peuvent se compliquer et entraîner des hémorragies plus 

importantes, une ischémie, une néovascularisation anormale pénétrant la rétine neurale et 

une inflammation (Lechner, O’Leary, and Stitt 2017). L’ensemble de ces facteurs est 

responsable de l’apoptose des cellules rétiniennes, notamment les cellules ganglionnaires. 

Enfin, on peut ajouter à ces deux premiers groupes de maladie l’ensemble des 

traumas accidentels responsables de la section du nerf optique ou d’une autre structure 

située en aval au sein du cerveau. 

 

1.1.8.4. Déficiences centrales de la vision 
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Les déficiences visuelles d’origine centrale concernent une minorité des déficiences 

visuelles, la plupart étant dues aux causes évoquées plus tôt qui agissent au niveau de l’œil 

ou du nerf optique. Néanmoins, une ischémie ou une hypoxie cérébrale peuvent être 

responsables de la perte de fonction partielle de structures centrales lors d’accidents 

vasculaires cérébraux (Good 2009; Pula and Yuen 2017; Grunda, Marsalek, and Sykorova 

2013; Melnick, Tadin, and Huxlin 2016). Ces phénomènes entraînent la formation d’une 

tâche aveugle dont la taille dépend de l’étendue du dommage au sein de la structure visuelle 

cérébrale concernée.   

 

L’ensemble des pathologies évoquées ci-dessus est responsable d’une cécité 

partielle ou totale. Ces situations ont pour point commun la perte du signal visuel au niveau 

d’un point précis de la séquence d’intégration de l’information. Une stratégie générale 

permettant de contourner ce problème pourrait être de recréer le signal visuel perdu de 

façon artificielle à l’étape où ce dernier est perdu, ou du moins à une étape ultérieure au sein 

du traitement séquentiel de l’information.  

 

1.2. Peut-on recréer un signal visuel par 

génération de courants électriques 

exogènes ? 
 

Si les cataractes peuvent être efficacement traitées par un acte chirurgical, il n’existe 

toujours pas de traitement disponible pour toutes les autres formes de cécité. Cependant, de 

nombreuses stratégies ont été développées ces dernières années (Roska and Sahel 2018) 

dont certaines atteignent le stade de l’essai clinique voire de la commercialisation. Les 

techniques de restauration visuelle par utilisation d’implants électriques ou par expression de 

canaux membranaires optogénétiques ou sonogénétiques sont intéressantes car elles 

permettent de palier les cécités induites par l’ensemble des formes de cécité autres que les 

cataractes. Les applications des stratégies électriques et optogénétiques aux niveaux 

rétinien et cortical sont détaillés dans la seconde partie de cette introduction. La technique 

récente de sonogénétique sera enfin présentée ainsi que son intérêt pour la restauration 

visuelle corticale.  Je détaillerai ci-dessous les différentes stratégies thérapeutiques pour une 

restauration visuelle. 

 

1.2.1. Prothèses visuelles électriques 
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1.2.1.1. Implants rétiniens 

 

Lorsqu’une dégénérescence des photorécepteurs a lieu, les couches plus internes de 

la rétine restent intègres. La stimulation de l’une de ces couches restantes est donc une 

potentielle stratégie de restauration visuelle (Ghezzi 2015). Les implants rétiniens occupent 

une surface de quelques millimètres carrés permettant de couvrir une portion du champ 

visuel de plus de 10° x 10° (Humayun et al. 2012; Zrenner et al. 2011; Stingl et al. 2013). 

Ces prothèses sont classées selon leur lieu d’implantation au sein de l’œil (Fig. 11). 

Les implants épirétiniens de type Argus II sont insérés dans l’humeur vitrée et stimulent  

directement les cellules ganglionnaires (da Cruz et al. 2013; Humayun et al. 2012). Ils sont 

constitués d’un réseau d’électrodes (MEA, multielectrode array) relié à un stimulateur. Le 

codage de l’information repose sur une caméra (présente au sein de lunettes portées par le 

patient) qui capte la scène visuelle pour sa transformation en patterns de stimulations 

électriques par un ordinateur de poche. A l’inverse les implants sous-rétiniens sont insérés 

dans la couche des photorécepteurs à la place des cellules ayant dégénéré et permettent de 

cibler les cellules bipolaires (Stingl et al. 2013). L’avantage de cette configuration est de 

recréer un signal le plus en amont possible dans la rétine, ce qui laisse espérer que 

l’information transmise en sortie de la rétine se rapproche plus du signal naturel. Ces 

implants sont constitués d’un réseau de photodiodes (MPDA, multiphotodiode array). Dans 

cette configuration, chaque unité de base de l’implant ou pixel est composé d’une (ou 

plusieurs)  photodiode(s) qui convertit le signal lumineux en signal électrique qui est injecté 

dans le tissu par une électrode. Pour les implants de la société allemande, Retina Implant 

AG, le signal électrique produit par la lumière naturelle devait être amplifié par des circuits 

d’amplification. Ces derniers doivent être alimentés par une batterie reliée par un fil (Chow et 

al. 2004; Mathieson et al. 2012). Pour les implants PRIMA de Pixium Vision, le signal 

lumineux produit dans l’infrarouge implique le port d’un convertisseur lumineux sous forme 

de lunettes ou d’une barrette devant la paire de lunettes (Prévot et al. 2020). 
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Figure 11. Implants rétiniens. A. Emplacement des implants épirétiniens et sous-rétiniens 
au sein de l’œil (vu ici en coupe). B. Système de codage d’un implant (ici épirétinien). 
Modifié d’après Zrenner et al., 2013.  

 

D’autre part, une deuxième limitation concerne la résolution spatiale du signal visuel 

évoqué. Celle-ci est limitée par la densité des électrodes qui est bien inférieure à celle des 

photorécepteurs du fait de la différence d’échelle de ces structures. La résolution spatiale du 

signal visuel est donc environ 12 fois moins bonne (0.2 degrés) que celle assurée par une 

vision normale (Zrenner 2013). La meilleure acuité visuelle (20/460) est aujourd’hui assurée 

par l’implant PRIMA de Pixium Vision dont chaque pixel permet de stimuler une surface de 

100 µm² sur la rétine La résolution temporelle de la stimulation électrique dépend quant à 

elle de la fréquence de rafraîchissement d’images entre 5 et 30 Hz (valeur atteinte pour 

l’implant PRIMA de Pixium Vision (D. Palanker et al. 2022)), ce qui est légèrement inférieur à 

la résolution de la vision naturelle (Zrenner 2013). 

Enfin, plusieurs modèles ont atteint les essais cliniques voire ont obtenu une mise sur 

le marché. Parmi les différents implants épi-rétiniens présents dans la littérature, le modèle 

Argus II développé par Second Sight Medical comporte 60 électrodes de 200 µm espacées 

chacune de 575 µm (da Cruz et al. 2013; Stronks and Dagnelie 2014). Il a été commercialisé 

et retiré du marché. Les patients implantés atteints de rétinopathie pigmentaire (plus de 350) 

étaient capables de localiser des objets (96% de succès au sein de la population de patients) 

et de discriminer des mouvements (57%) ou des orientations (23%). L’acuité visuelle 

maximale notée est de 20/1260. L’implant sous-rétinien Alpha IMS du groupe Retina Implant 

AG a obtenu sa mise sur le marché mais n’est plus commercialisé. Il comporte un ensemble 

de 1500 photodiodes adjacentes de 70*70 µm². Les patients (11 patients au sein d’une étude 

initiale suivi d’un essai clinique dans différents centres faisant intervenir 19 patients 

supplémentaires) ayant reçu cette prothèse sont capables de percevoir de la lumière et de la 

localiser, de détecter des mouvements ainsi que certaines orientations. Trois patients ont pu 
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identifier des lettres et lire des mots. Les implants sous-rétiniens de Pixium Vision SA (Daniel 

Palanker et al. 2020; D. Palanker et al. 2022) sont quant à eux en essais cliniques. Ils sont 

constitués de 378 photodiodes hexagonales activant une surface rétinienne de 100 µm². 

L’essai clinique a démontré que cet implant offre une acuité visuelle de 20/460 à 2/565 pour 

les quatre patients atteints de DMLA et implantés en centrale avec la possibilité de lire 

(Palanker 2020) et de fusionner la vision naturelle périphérique et la vision artificielle 

infrarouge centrale (Palanker 2022).  

 

1.2.1.2. Prothèses corticales 

 

Dans les années 1960-1970, les expériences fondatrices de Brindley & Lewin puis de 

Dobelle ont prouvé la possibilité d’utiliser des stimulations électriques du système visuel afin 

de générer une perception visuelle (Brindley and Lewin 1968; Dobelle and Mladejovsky 

1974; Dobelle, Mladejovsky, and Girvin 1974; Dobelle et al. 1976). Des patients humains 

stimulés en surface du cortex visuel primaire perçoivent ainsi des phosphènes (c’est-à-dire la 

perception de tâches lumineuses localisées au sein du champ visuel). Ces travaux ont 

ouvert la voie au développement de prothèses électriques afin de restaurer une forme de 

vision par stimulation d’une structure du système visuel.  

Lorsque le nerf optique est endommagé, les stimulations électriques de V1 peuvent 

engendrer des phosphènes et la vision de formes (Brindley and Lewin 1968; Dobelle and 

Mladejovsky 1974; Dobelle, Mladejovsky, and Girvin 1974; Dobelle et al. 1976).  

Les travaux fondateurs évoqués ci-dessus reposent sur l’utilisation d’électrodes de 

surface. Cette approche est la moins invasive mais présente l’inconvénient d’activer des 

zones larges du cortex, de l’ordre de plusieurs millimètres. Le diamètre d’une colonne 

d’orientation étant d’environ 100 µm, une activation si étendue peut difficilement servir de 

support à une restauration visuelle présentant une résolution spatiale élevée. De plus les 

courants électriques utilisés sont élevés (quelques milliampères) ce qui risque d’entraîner de 

larges activations toxiques pour les neurones. Néanmoins l’espacement important des 

électrodes (quelques millimètres) permet d’obtenir des phosphènes dont les champs 

récepteurs sont disjoints et localisés à l’endroit du champ visuel prédit par la rétinotopie. Plus 

récemment, l’implant surfacique Orion développé par Second Sight a été testé chez des 

patients humains (Beauchamp et al. 2020). Le codage de forme nécessite la formation de 

différents phosphènes sans que ces derniers ne fusionnent en un plus gros phosphène 

informe. Dans le cas de la prothèse Orion, la stratégie retenue pour éviter ce risque est 

l’activation séquentielle des électrodes. Les participants à l’étude sont ainsi capables de 
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détecter correctement des lettres. Cependant, la stimulation dynamique d’une même forme 

réduit de fait la résolution temporelle du signal évoqué. 

Récemment, des prothèses reposant sur l’utilisation d’électrodes pénétrantes ont 

permis d’utiliser des courants électriques plus faibles de l’ordre de la dizaine de 

microampères. De plus, les études précliniques réalisées sur le primate non-humain 

montrent que chez les animaux implantés réalisant une tâche de détection de phosphènes, 

l’amplitude du courant nécessaire à la bonne performance de la tâche diminue avec 

l’apprentissage (Ni and Maunsell 2010). L’utilisation d’électrodes pénétrantes permet 

d’activer des zones corticales plus petites (quelques centaines de micromètres) et donc 

d’obtenir des champs récepteurs plus localisés pouvant atteindre l’ordre du dixième de 

degrés (Schiller et al. 2011). Ceci rend possible l’utilisation de réseaux d’électrodes denses, 

comprenant une centaine d’électrodes par unité, comme les modèles Utah développés par 

Blackrock dont l’espacement entre les électrodes est de 400 µm. Des primates non-humains 

implantés par ces dispositifs sont capables de discriminer différents mouvements linéaires et 

différentes formes géométriques (Xing Chen et al. 2020). 
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Figure 12. Perception de formes induites par une prothèse corticale électrique chez le 
primate non-humain. A. Emplacement des 16 matrices d’électrodes au sein du cortex 
visuel gauche. 14 matrices sont implantées dans V1, 2 dans V4. B. Centre des champs 
récepteurs des électrodes (n=1024) implantées. C. Tâche de détection. Chaque essai 
démarre par la fixation (Fix.) d’un point central. Dans la moitié des cas, une électrode est 
stimulée et induit un phosphène. Après la fin de la stimulation, l’animal doit effectuer une 
saccade vers le champ récepteur du phosphène. Dans l’autre moitié des cas, aucun stimulus 
n’est présenté et l’animal doit maintenir la fixation du point central. D. Performances 
moyennes des animaux en fonction du courant électrique utilisé. E. Tâche de discrimination. 
Après la fixation (Fix.) initiale, un stimulus visuel ou électrique représentant une lettre parmi 
deux (ici, L ou T) est présenté dans le champ visuel inférieur droit. Après une période de 
blanc, les deux stimuli sont présentés à l’écran. L’animal est alors autorisé à rompre la 
fixation du point central et doit effectuer une saccade vers la même lettre présentée plus tôt. 
F. Performances moyennes des animaux en condition visuelle ou électrique. Lors de la 
condition contrôle, les électrodes activées ne forment pas de lettres identiques à celles 
présentées dans le choix final. Modifié d’après Chen et al., 2021.  
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Dans cette étude, deux animaux sont implantés avec 16 matrices Utah de 64 

électrodes au sein du cortex visuel gauche (14 localisés dans V1 et 2 dans V4), soit un total 

de 1024 électrodes (Fig. 12, A). Les auteurs ont d’abord identifié le centre du champ 

récepteur associé à chaque électrode (Fig. 12, B). Cette étape permet de connaître la 

position dans le champ visuel du phosphène associé à la stimulation de chaque électrode. 

Ceci est nécessaire pour le choix des électrodes à stimuler pour générer la perception d’une 

forme particulière. Cette perception doit être validée par des expériences comportementales. 

Les auteurs ont d’abord entraîné les animaux à réaliser une tâche de détection de cibles 

visuelles ou de phosphènes dus à la stimulation d’une électrode Fig. 12, C). Leurs résultats 

démontrent que les animaux sont bien capables de détecter les phosphènes électriques et 

que leurs performances augmentent avec le courant électrique utilisé jusqu’à un plateau 

(Fig. 12, D). Enfin, les auteurs ont appris aux animaux à discriminer différents stimuli visuels 

(lettres L et T). Ils remplacent ensuite les stimulations visuelles par la stimulation des 

électrodes appropriées pour provoquer la perception de ces lettres (d’après les résultats de 

la cartographie obtenue en Fig. 12, B), Les résultats montrent que les animaux sont 

capables de discriminer les stimuli visuels entre eux (Fig. 12, F, courbe bleue), mais aussi 

les stimuli électriques entre eux (courbe verte). 

Enfin, une autre étude réalisée chez un patient humain implanté avec une matrice de 

96 électrodes de type Utah (similaire à celles utilisés chez les primates dans l’étude 

précédente) démontre que ce dernier est capable de reconnaître des lettres (Fernández et 

al. 2021). Il est important de noter que contrairement aux implants surfaciques, la stimulation 

des électrodes réalisée lors de ces études est statique et simultanée, ce qui permet 

théoriquement d’atteindre un codage du signal plus rapide. 

 

Les implants électriques sont donc efficaces pour restaurer partiellement la vision aux 

niveaux rétinien et cortical. Cependant, ces prothèses font face à quelques désavantages. 

Premièrement, il n’est pas possible d’activer spécifiquement un sous-type cellulaire parmi 

d’autres, ce qui est un objectif nécessaire pour recréer au mieux le signal naturel. D’autre 

part, concernant les implants corticaux, les modèles permettant d’atteindre les meilleures 

résolutions spatiales et temporelles sont ceux qui reposent sur l’utilisation d’électrodes 

pénétrantes. Ces implantations nécessitent de lourdes chirurgies, d’autant plus que le 

nombre total d’électrodes implantées doit être important pour aboutir à une résolution 

spatiale utile aux patients, ce qui est un frein notable au transfert clinique. Il faut également 

noter qu’au fil du temps, une gliose s’étend au contact des électrodes ce qui augmente 

l’impédance et diminue la transmission du signal imposé par la stimulation électrique.  
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1.2.2. Optogénétique 

 

Cette partie décrira comment contrôler l’activité de neurones par des stimulations 

lumineuses et comment adapter cette stratégie à la restauration visuelle. 

 

1.2.2.1. Principe 

 

L’optogénétique permet de contrôler l’activité neuronale au moyen de l’expression 

ectopique de canaux ioniques membranaires sensibles à la lumière appelés opsines 

(Deisseroth 2015). La majorité des opsines utilisées proviennent de gènes de micro-

organismes et en particulier de procaryotes (Zhang et al. 2011). Chez ces organismes, ils 

codent des protéines photosensibles responsables de fonctions diverses comme par 

exemple le phototactisme (Spudich 2006). 

 

Figure 13. Les trois principales classes d’opsines permettent un contrôle optique de 
l’activité neuronale. Bactériorhodopsines et halorhodopsines sont inhibitrices alors que les 
channelrhodopsines sont excitatrices. Modifié d’après Deisseroth et al., 2015. 

 

Les opsines peuvent être caractérisées selon plusieurs propriétés biophysiques. La 

première concerne le type d’ions auxquels elles sont perméables, ce qui détermine leur 

nature excitatrice ou inhibitrice (Deisseroth 2015; Fenno, Yizhar, and Deisseroth 2011) (Fig. 

13). Les bactériorhodopsines sont des pompes évacuant les protons hors de la cellule ce qui 

conduit à leur hyperpolarisation. De même, les halorhodopsines établissent un courant 

entrant d’ions chlorure résultant en une hyperpolarisation des neurones. A l’inverse, la 

plupart des variants de la famille de la channelrhodopsine sont des canaux assurant un 
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courant entrant de cations parmi lesquels on peut citer les ions sodium, potassium ou 

calcium. Les conductances à ces ions varient en fonction des protéines de cette famille, 

certaines comme ChrimsonR étant moins perméables au calcium (Klapoetke et al. 2014). 

L’ensemble des opsines présente une latence d’activation permettant de contrôler l’activité 

neuronale avec une résolution temporelle de l’ordre de quelques millisecondes (Klapoetke et 

al. 2014; Sridharan et al. 2022) (même s’il existe des différences avec des exemples 

d’opsines présentant des activations extrêmement soutenues (Gong et al. 2020)). Ces 

constantes de temps définissent aussi la fréquence maximale de potentiels d’action qu’il est 

possible d’imposer au sein des neurones exprimant l’opsine considérée. Au-delà de cette 

limite, des phénomènes de décalage d’activation peuvent se produire. 

D’autre part, le spectre d’excitation de l’opsine est une autre variable importante. 

L’ensemble des spectres d’absorption des opsines décrites dans la littérature permettent de 

couvrir toutes les longueurs d’ondes de la lumière visible (Baker and Flannery 2018). 

L’utilisation d’opsines présentant des spectres d’excitation spécifiques et distincts est 

intéressante car elle rend possible l’activation de différentes sous-populations de neurones 

(Klapoetke et al. 2014). D’autre part, la lumière rouge pénétrant mieux dans les tissus et 

étant moins toxique que la lumière bleue (Marie et al. 2020), il est intéressant d’utiliser des 

opsines sensibles aux grandes longueurs d’ondes pour activer in vivo des structures 

cérébrales plus profondes depuis la surface du cortex, ce qui évite le recours à l’insertion 

invasive de fibres optiques dans le cerveau (J. Y. Lin et al. 2013; R. Chen et al. 2021). Une 

autre propriété importante liée au spectre d’absorption est la sensibilité de l’opsine à la 

puissance lumineuse. L’utilisation d’opsines présentant une forte sensibilité permet de 

réduire la quantité de photons nécessaire à leur activation et ainsi d’éviter des activations 

thermiques aspécifiques et d’endommager le tissu. Une attention particulière à ChrimsonR 

sera portée car c’est l’opsine que j’ai utilisée au cours de mes travaux de thèse. 

 

1.2.2.2. L’opsine excitatrice ChrimsonR sensible à la lumière rouge  
 

Chrimson est une opsine sensible à la lumière rouge qui a été décrite en 2014 par le 

laboratoire d’Edward Boyden (Klapoetke et al. 2014). Elle présente des conductances 

équivalentes au sodium, protons et potassium deux fois plus élevées que celle au calcium 

(Fig. 14). Son pic d’activation se situe à 590 nm. La structure de cette protéine-canal a été 

décrite par cristallographie à une résolution spatiale de 2.6 Ǻ (Oda et al. 2018).  

Plusieurs variants de Chrimson ont été conçus dans le but de modifier une propriété 

d’intérêt. Le variant ChrimsonR développé par le même laboratoire d’Edward Boyden 

possède ainsi une constante de déactivation de 16 ms, plus courte que celle de l’opsine 



46 

 

naturelle ou que celle de ReachR, une autre opsine sensible à la lumière rouge. Ceci permet 

à ChrimsonR de répondre sans saturation jusqu’à 40 Hz, une fréquence compatible avec la 

résolution temporelle nécessaire à la restauration visuelle. Pour ces raisons, ChrimsonR est 

une candidate intéressante pour une telle thérapie : les applications de ChrimsonR pour la 

restauration visuelle seront décrites dans la section 1.2.2.4. 

 

 

Figure 14. Propriétés de Chrimson et de son variant plus rapide ChrimsonR. A. 
Chrimson est une opsine sensible à la lumière rouge dont le pic de spectre d’absorption est 
à 590 nm. B. Sélectivités cationiques normalisées par rapport au courant sodique. Chrimson 
présente une moindre affinité au calcium qu’au sodium, protons et potassium. C. Sensibilité 
de Chrimson à l’irradiance. D. Chrimson possède une constante de déactivation ne 
permettant pas de répondre sans saturation à des fréquences de stimulation supérieures à 
20 Hz. Le mutant ChrimsonR présente des réponses plus transitoires et possède une 
constante de déactivation de 16ms. Modifié d’après Kaploetke et al., 2014. 

 

D’autre part, d’autres ont développé le variant ChrimsonSA dont le pic d’excitation est 

décalé dans le rouge à 605 nm, et dont la constante d’activation est dix fois inférieure à celle 

du variant naturel (Oda et al. 2018). La conductance de ce nouveau canal photosensible est 

inférieure à celle de Chrimson mais néanmoins suffisante pour générer des potentiels 

d’action au sein de neurones. De plus, ChrimsonSA présente un spectre d’excitation plus 

spécifique de la lumière rouge que l’opsine naturelle. 
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Enfin, le groupe de Tobias Moser a produit d’autres mutants présentant eux aussi 

une cinétique bien plus élevée que le variant naturel. Ces variants nommés f-Chrimson et vf-

Chrimson (f : fast, rapide ; vf : very fast, très rapide) possèdent des constantes de 

déactivation de 3.2 et 1.6 ms, respectivement (Mager et al. 2018), mais une photosensibilité 

légèrement inférieure. Ces nouveaux variants ont été appliqués avec succès pour la 

restauration auditive. Dans ces travaux, les auteurs expriment grâce à un vecteur AAV ces 

opsines ultra-rapides au sein des cellules ganglionnaires auditives constituant le nerf auditif 

chez des souris issues d’une lignée modèle génétique de surdité. Ces animaux sont 

implantés avec un implant cochléaire optogénétique permettant d’appliquer des stimulations 

lumineuses sur ces cellules. Les résultats démontrent que l’activation optogénétique des 

cellules ganglionnaires auditives présente une résolution temporelle telle qu’elle permet des 

stimulations à des fréquences pouvant atteindre plusieurs centaines de hertz (Mager et al. 

2018). De plus, cette activation optogénétique du nerf auditif permet de rétablir des 

potentiels évoqués auditifs corticaux.  

 

1.2.2.3. Importance du vecteur d’expression 

 

Il est nécessaire d’utiliser un vecteur pour induire l’expression de l’opsine choisie 

puisqu’elle n’est naturellement pas présente au sein des neurones des structures ciblées. 

Une première stratégie communément utilisée est l’emploi de vecteurs viraux (Trapani, 

Puppo, and Auricchio 2014), parmi lesquels les vecteurs dérivés des virus adéno-associés 

(AAV), les vecteurs lentivirus (LV), les vecteurs dérivés du virus de l’herpès (HSV) ou enfin 

les vecteurs adénovirus (Ad). Le deuxième ensemble de stratégies comprend l’utilisation de 

vecteurs non-viraux comme les agents lipidiques qui enrobent les acides nucléiques et leur 

permettent de franchir les membranes biologiques, ou d’autres nanoparticules chimiques. 

Cet ensemble comprend aussi l’utilisation de procédés physiques comme l’électroporation. 

Un bon vecteur d’expression doit assurer une expression efficace, stable et sélective des 

cellules ciblées sans induire d’effets délétères, et être applicable chez l’homme dans le cas 

d’une thérapie génique. 

Les vecteurs dérivés des virus adéno-associés (AAV) répondent à ces exigences. 

Dans la nature, le génome sauvage est un brin d’ADN simple de 4.7 kb comprenant deux 

séquences codantes (CAP codant la capside virale et REP codant les protéines nécessaires 

à la réplication du génome) entourées de deux séquences de répétitions terminales 

inversées (ITR). La production de vecteurs AAV consiste à remplacer l’intégralité des 

séquences codantes par une construction génétique comprenant un transgène d’intérêt 

(dans ce cas précis, le gène de l’opsine), un promoteur permettant de restreindre 
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l’expression du transgène à une sous-population cellulaire, et d’éventuels éléments 

supplémentaires (Trapani, Puppo, and Auricchio 2014) (Fig. 15). La taille maximale de cette 

construction ne doit pas excéder celle du génome sauvage. La plupart des combinaisons de 

gènes d’opsines et des promoteurs utilisés permettent néanmoins de respecter cette 

condition. Les vecteurs LV, AD et HSV cités plus hauts ont une capacité de cargo plus 

importante mais leur emploi demeure plus risqué du fait de leur profil plus immunogène. Les 

séquences ITR restent présentes autour du transgène car elles sont nécessaires à 

l’encapsidation du matériel génétique.     

 

 

Figure 15. Structure d’un AAV sauvage et d’un vecteur AAV utilisé comme vecteur 
d’expression. ITR : terminaisons inversées répétées (Inverted Terminal Repeats). ADN sb : 
ADN simple brin. Rep et Cap sont les deux séquences génétiques codant les protéines de 
réplication du génome et de capside, respectivement. WPRE et pA sont des éléments 
régulateurs post-traductionnels communément utilisés en génie biologique. Modifié d’après 
Addgene.  

Le tropisme des vecteurs AAV dépendent de la capside (qui définit le sérotype de 

l’AAV) et du promoteur choisis. Il existe aussi des spécificités entre différents organismes. 

Ainsi, parmi la dizaine de sérotypes d’AAV existant naturellement, certains présentent un 

tropisme neuronal à la fois chez le rongeur (Trapani, Puppo, and Auricchio 2014) et le 

primate (Tremblay et al. 2020) (AAV1, AAV2, AAV5, AAV8, AAV9). De plus, l’efficacité 

d’expression dépend aussi du volume et de la concentration du vecteur AAV. Enfin, selon la 

voie d’injection, différentes barrières physiques peuvent aussi limiter l’accès des particules 

virales aux cellules cibles. Si l’on désire par exemple transduire les photorécepteurs, il peut 

être intéressant d’effectuer une injection des vecteurs AAV au sein de l’humeur vitrée car 

cette procédure est assez bénigne. Cependant, la membrane limitante interne ainsi que les 

couches externes de la rétine bloquent la progression des vecteurs vers les photorécepteurs, 

et les sérotypes naturels tels que AAV2 ou AAV8 ne permettent pas d’obtenir une expression 
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satisfaisante. Plusieurs études ont permis par mutagenèse dirigée (Petrs-Silva et al. 2011) 

ou par évolution dirigée (Dalkara et al. 2013; Byrne et al. 2020) l’obtention de variants AAV 

capables de franchir plus efficacement ces barrières anatomiques et de transduire plus 

efficacement les photorécepteurs chez la souris et le primate non-humain. De même, 

d’autres travaux ont permis le développement de variants AAV capables de franchir la 

barrière hémato-encéphalique, offrant la possibilité de réaliser une injection intraveineuse 

des vecteurs moins invasive qu’une injection intracérébrale (Chan et al. 2017). Cependant, 

cette stratégie ne permet pas d’exprimer spécifiquement un transgène d’intérêt dans une 

région donnée du cerveau sans connaître de promoteur spécifique de cette région. Ainsi, 

pour assurer une expression d’une opsine au sein du cortex visuel primaire seulement, il est 

nécessaire d’effectuer une injection intracorticale locale du vecteur d’expression en ajustant 

certains paramètres (volume injecté, concentration du vecteur, etc.) pour assurer une 

diffusion du vecteur limitée à la zone d’intérêt.   

Enfin, les vecteurs AAV présentent une immunogénicité faible ce qui rend possible 

leur utilisation en thérapie génique pour la restauration visuelle optogénétique (Trapani, 

Puppo, and Auricchio 2014).  

 

1.2.2.4. Thérapie optogénétique rétinienne 

 

1.2.2.4.1. Au sein des cellules ganglionnaires 

 

La preuve de concept de thérapie optogénétique rétinienne a été établie dès 2006 

par le laboratoire de Zhuo Pan. Ce dernier a démontré que l’expression de la 

channelrhodopsine 2 (ChR2) au sein des cellules ganglionnaires chez un modèle murin de 

dégénérescence de photorécepteurs permet de restaurer les réponses de ces cellules à la 

lumière bleue. Cette approche a été confirmée chez le ouistiti (Ivanova et al. 2010) et fait 

l’objet d’un essai clinique depuis 2015 (AbbVie 2022). D’autres travaux ont aussi démontré la 

possibilité d’utiliser CaTCh, une autre opsine microbienne sensible à la lumière bleue 

présentant une cinétique plus rapide et une plus grande sensibilité plus élevée que ChR2 

(Kleinlogel et al. 2011; Chaffiol et al. 2017; Ferrari et al. 2020). Un autre consortium utilise 

Chronos au cours d’un essai clinique en cours (Bionic Sight LLC 2021). Chronos est une 

autre opsine microbienne sensible à la lumière bleue et présentant une constante de 

déactivation encore plus faible (Klapoetke et al. 2014). Enfin, d’autres ont utilisé une opsine 

de synthèse permettant de sensibiliser les cellules ganglionnaires à la lumière blanche avec 

un seuil d’activation plus bas (Batabyal et al. 2015; 2021; Tchedre et al. 2021). Cependant, 

l’utilisation d’opsines présentant une sélectivité à des longueurs d’ondes plus élevées que la 
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lumière bleue permettrait d’éviter le risque de toxicité cellulaire (Baker and Flannery 2018; 

Marie et al. 2020). C’est le cas de l’opsine excitatrice ChrimsonR, sensible à la lumière rouge 

(Fig. 15).  

Dans la perspective d’un transfert clinique, ChrimsonR a été exprimée dans la rétine 

de primates non-humain pour sélectionner la meilleure protéine, ChrimsonR fusionné à 

tdTomato, et le meilleur vecteur, AAV2-7m8, tout en étudiant les risques d’inflammation et en 

recherchant la dose la plus adaptée. Sur ces rétine isolées, l’activation des cellules 

ganglionnaires exprimant ChrimsonR-tdTomato par des stimuli lumineux complexes (barres 

mobiles, formes géométriques) permet de démontrer la résolution spatiotemporelle procurée 

(Gauvain et al. 2021). Ces travaux ex vivo ont été complété par une autre étude démontrant 

l’activation in vivo des cellules ganglionnaires rétiniennes chez le macaque (McGregor et al. 

2020). De plus, l’activité induite au sein de la rétine engendre des potentiels visuels évoqués 

au sein de V1, même plusieurs mois après l’injection intraoculaire du vecteur AAV 

transportant le gène de l’opsine (Chaffiol et al. 2022). Cette stratégie fait actuellement l’objet 

d’un essai clinique (GenSight Biologics 2020). Un premier patient traité est capable de 

localiser, compter et saisir des objets lors de la stimulation de l’œil injecté par des lunettes 

spéciales codant la scène visuelle à 600 nm (Sahel et al. 2021). Ces lunettes sont 

indispensables pour assurer une stimulation efficace des cellules ganglionnaires pour 

compenser la perte de l’amplification du signal qui a lieu naturellement lors de la 

phototransduction. Les mêmes tests ont été effectués en l’absence de ces lunettes de 

stimulation et les résultats ne montrent pas de détection correcte. De plus, les 

électroencéphalogrammes réalisés chez ce patient lors de ces expériences confirment que 

lorsque l’œil traité est stimulé, seul le cortex visuel présente une modulation de l’amplitude 

du spectre de puissance des oscillations alpha, ce qui suggère un décodage cortical de la 

scène visuelle.   

Les travaux précédents reposent sur l’utilisation d’opsines microbiennes. Certains 

laboratoires ont questionné la sûreté d’exprimer chez un patient une protéine issue d’un 

organisme phylogénétiquement éloigné car elle pourrait être ciblée par le système 

immunitaire. C’est pourquoi d’autres études ont aussi développé l’utilisation d’opsines de 

mammifères comme la mélanopsine, naturellement exprimée par certaines cellules 

ganglionnaires impliquées dans le rythme circadien, la rhodopsine et les opsines de cônes. 

Les deux premières montrent des résolutions temporelles trop faibles pour être compatibles 

avec une stratégie de restauration visuelle (B. Lin et al. 2008; Cehajic Kapetanovic et al. 

2020; Gaub et al. 2014), mais les opsines de cônes ont montré des résultats plus 

encourageants (Berry et al. 2019). 
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1.2.2.4.2. En amont des cellules ganglionnaires 

 

Les travaux cités ci-dessus ont en commun de cibler les cellules ganglionnaires et de 

les transformer en cellules ON optogénétiques, indépendamment de leur type cellulaire 

originel. Afin de mieux mimer la diversité des réponses ganglionnaires qui ont lieu 

physiologiquement, d’autres études ont ciblé des niveaux d’intégration situés en amont. 

Cibler les cellules bipolaires permet ainsi de restaurer des réponses ganglionnaires ON et 

OFF (Lagali et al. 2008; E. Macé et al. 2015; van Wyk et al. 2015; Berry et al. 2017). Enfin, 

d’autres ont ciblé un niveau intégratif encore antérieur en exprimant des opsines inhibitrices 

au sein des cônes dormants dans des modèles de rétinites pigmentaires (Busskamp et al. 

2010; Khabou et al. 2018). Leurs résultats démontrent que cette stratégie permet de 

restaurer des réponses visuelles et l’exécution de tâches visuelles.  

Il existe donc de nombreuses stratégies de restauration visuelle rétinienne 

optogénétique qui diffèrent principalement par le choix de la protéine photosensible stimulée 

ainsi que par le type cellulaire ciblé. Cependant, tout comme les implants rétiniens, ces 

stratégies ne sont pas adaptées pour des pathologies endommageant le nerf optique.  

 

1.2.2.5. Thérapie optogénétique corticale 

 

L’utilisation de l’optogénétique pour l’étude du fonctionnement du cortex visuel chez 

le rongeur fait l’objet d’une littérature abondante (Fenno, Yizhar, and Deisseroth 2011; 

Deisseroth 2015; Emiliani et al. 2015; Marshel et al. 2019; Carrillo-Reid et al. 2019). 

Cependant les études précliniques de restauration visuelle ont principalement été 

développées chez le primate non-humain du fait de la plus grande proximité de ce modèle 

animal avec l’homme et de son répertoire comportemental plus riche. Or, la transposition 

complexe d’outils développés majoritairement chez le rongeur fait que le nombre d’études 

optogénétiques réalisées chez le primate non-humain est beaucoup plus réduit (Tremblay et 

al. 2020). Ce faible nombre nécessite donc d’étudier à la fois les études de recherche 

fondamentale et appliquée utilisant l’optogénétique dans le cortex visuel primaire chez le 

primate non-humain pour développer une stratégie de restauration visuelle corticale. Les 

sous-parties suivantes présenteront dans un premier temps l’état de l’art concernant 

l’utilisation de l’optogénétique chez ce modèle animal pour l’étude du cortex visuel, puis les 

études réalisées démontrant la perception de stimuli optogénétiques comme stimuli visuels.  

 

1.2.2.5.1. Investigation optogénétique du fonctionnement du cortex 

visuel primaire chez le primate non-humain 
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Une majorité de des travaux sur l’optogénétique dans le cortex visuel chez le primate 

ont enregistré des réponses physiologiques sans réponses comportementales. La 

stimulation de neurones de V1 exprimant ChR2 a ainsi permis d’imager les connexions inter-

hémisphériques de ces neurones chez le macaque (Nakamichi et al. 2019). L’activation 

optogénétique de colonnes de dominance oculaire ou d’orientations induit une activation des 

colonnes voisines présentant la même sélectivité (Chernov et al. 2018). D’autres travaux ont 

montré l’existence de réponses non-linéaires lors d’activations optogénétiques des neurones 

de V1 (Nassi et al. 2015). Enfin, une autre étude a inactivé les terminaisons de V2 contactant 

V1 par l’expression de l’opsine inhibitrice ArchT. Cette inhibition est responsable de 

l’augmentation de la taille des champs récepteurs dans V1 ainsi que de la diminution de leur 

effet suppresseur en leur périphérie (Nurminen et al. 2018). 

D’autres études de la physiologie de V1 chez le primate non-humain ont aussi ou 

seulement enregistré des effets comportementaux. Des animaux entraînés à détecter un 

stimulus visuel présentent un plus grand taux de réussite lorsque l’orientation du stimulus est 

identique à l’orientation préférée de la colonne de neurones de V1 activés (Andrei et al. 

2019). D’autres ont aussi établi des tâches de détection de stimuli visuels présentant 

différents contrastes et montrent que la stimulation optogénétique engendre un effet 

masquant. Par rapport à la courbe psychométrique obtenue, le contraste nécessaire pour 

obtenir 70% d’essais corrects est multiplié par 2 voire 4 selon la puissance lumineuse utilisée 

(S. C.-Y. Chen et al. 2022). D’autre part, l’effet d’une inactivation optogénétique de V1 sur 

les courbes psychométriques obtenues lors de tâches comportementales similaires entraîne 

une plus grande diversité de perturbations du taux de décharge des cellules enregistrées en 

fonction du contraste du stimulus. De plus, ces différents motifs physiologiques ségrégent en 

fonction de la profondeur corticale. Concernant la réponse comportementale, le taux de 

réussite des animaux diminue pour certains contrastes uniquement lors des sessions où la 

grande majorité des cellules enregistrées présentent une inhibition de leur taux de décharge 

pour tous les contrastes (Andrei et al. 2021). Une autre étude montre que l'inhibition des 

neurones de V1 exprimant ArchT conduit à la suppression partielle des réponses neuronales 

évoquées par des stimuli visuels, et rend plus difficile la discrimination de stimuli visuels en 

fonction de leur luminance (Rajalingham et al. 2021). De plus, les courbes psychométriques 

sont perturbées uniquement lorsque la localisation du stimulus visuel correspond au champ 

récepteur de la stimulation. 

 

1.2.2.5.2. Application de la stimulation optogénétique de V1 à la 

thérapie corticale 
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Un nombre encore plus limité d’études démontrent qu’une activation optogénétique 

de V1 en l’absence de stimulus visuel concomitant entraîne une perception visuelle. 

La première démonstration d’une perception visuelle d’un stimulus a été apportée en 

2012 par le laboratoire de Gregory Horwitz (Jazayeri, Lindbloom-Brown, and Horwitz 2012) 

(Fig. 16, A). Dans ces travaux, les animaux expriment ChR2 dans V1 et sont entraînés à 

fixer un point central. Dans la moitié des essais, V1 est localement stimulé à l’aide d’une 

fibre optique en surface du cortex. La stimulation optogénétique induit une saccade des 

animaux vers le champ récepteur de la zone stimulée. Dans deux autres études (Ju et al. 

2018; Ortiz-Rios et al. 2021), des animaux exprimant une opsine excitatrice dans V1 (C1V1 

et ChR2 pour ces travaux respectifs) ont réalisé une tâche de détection lors de laquelle ils 

doivent effectuer une saccade vers la cible visuelle ou vers le champ récepteur de la zone 

activée par optogénétique pour être récompensés (Fig. 16, B et C, respectivement). Dans la 

première étude, la stimulation est réalisée par imagerie bi-photonique. Dans les autres 

travaux (non publiés encore), elle est réalisée à l’aide d’une fibre en surface du cortex. Les 

deux études démontrent que les animaux réalisent correctement la tâche lors de la 

stimulation optogénétique. De plus, la stimulation d’une zone de V1 où l’opsine n’est pas 

exprimée n’induit pas de saccades. Les plus récents de ces travaux (non publiés) montrent 

aussi par IRM fonctionnelle que l’activité initiée dans V1 se propage à d’autres aires visuelles 

(Ortiz-Rios et al. 2021). Cependant, contrairement aux travaux établis pour les prothèses 

corticales, il n’existe pas d’études apportant une preuve comportementale de la 

discrimination entre deux motifs de stimulation optogénétique. Une telle preuve doit donc 

être apportée pour démontrer l’efficacité de la thérapie optogénétique corticale.  
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Figure 16. Exemples de stimulations optogénétiques de V1 entraînant une perception 
visuelle adaptée à une restauration visuelle corticale. A. Dans cette étude, les singes 
sont entraînés à fixer un point central. La disparition du point central entraîne une saccade 
non stéréotypée (colonne de gauche). La stimulation optogénétique additionnelle (Fix + 
Opto, colonne de droite) redirige ces saccades vers le champ récepteur de la zone 
exprimant ChR2. Adapté de Jazayeri et al., 2012. B. Dans cette étude, les animaux sont 
entraînés à effectuer une saccade vers une cible visuelle  lorsque cette dernière est présente 
(tâche de détection de type GO / NO GO). Les traces oculaires (panels du bas) montrent la 
détection correcte de la cible visuelle (cercle vert). Lors de la stimulation de la zone 
exprimant l’opsine C1V1, les animaux effectuent une saccade vers le champ récepteur de 
cette zone (cercle rose). Lors d’une stimulation contrôle d’une zone corticale proche 
n’exprimant pas l’opsine, peu de saccades sont effectuées vers ce même champ récepteur. 
Les histogrammes montrent le ratio de saccades correctes effectuées lors de chaque 
condition pour chaque animal (S1 : Singe 1, S2 : Singe 2). Adapté de Ju et al., 2018. C. Lors 
de ces travaux, les animaux sont entraînés à indiquer par une saccade vers la croix rouge 
gauche la présence d’un stimulus visuel ou optogénétique (Opto), ou vers la croix rouge 
droite l’absence de stimulation (Pas de stim.). Les traces oculaires bleues et rouges 
indiquent les essais corrects et incorrects, respectivement. Notez que lors de la stimulation 
visuelle, les traces correctes font un « détour » par la zone où la cible visuelle est présentée 
avant de bifurquer vers la croix rouge gauche. Les panels de droite indiquent le ratio de 
saccades correctes, l’index de sensibilité et la latence des saccades effectuées. Modifié 
d’après Ortiz-Rios et al., 2021 (travaux non publiés mais en libre-accès).  
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D’autre part, l’application de cette stratégie en clinique nécessite l’utilisation d’un 

dispositif de stimulation optique qui doit idéalement répondre à plusieurs critères. Il doit être 

positionné au minimum en surface de la dure-mère pour être le moins invasif possible. Dans 

cette configuration, il faut donc démontrer que la stimulation en surface du cortex active 

effectivement les couches profondes de V1, et notamment la couche 4C qui reçoit les 

informations géniculées sans engendrer d’effets thermiques (Stujenske, Spellman, and 

Gordon 2015).  De plus, le dispositif optique utilisé doit pouvoir générer différents motifs de 

stimulation pour coder des stimuli complexes. Une étude novatrice a récemment montré la 

possibilité d’utiliser une matrice de LED chez le macaque permettant d’illuminer 

spécifiquement une sous-partie de V1 (Rajalingham et al. 2021). De tels dispositifs 

pourraient être utiles à une stratégie de restauration visuelle optogénétique corticale. 

 

 Un ensemble important d’études démontrent donc l’efficacité de la restauration 

visuelle optogénétique rétinienne, qui fait l’objet de plusieurs essais cliniques chez l’homme. 

L’utilisation d’une opsine sensible à la lumière rouge telle que ChrimsonR est attrayant car 

ces ondes pénètrent mieux les tissus biologiques et sont moins toxiques que la lumière 

bleue. La thérapie optogénétique corticale, offre la possibilité de stimuler le cortex depuis la 

surface, or cette configuration présente une résolution spatiale faible dans le cas des 

prothèses électriques corticales. La mise en place d’une telle stratégie suppose d’obtenir une 

expression efficace de ChrimsonR au sein de V1 et de montrer que les couches profondes 

(notamment 4C) sont activées à la suite d’une stimulation de surface.    

 

1.2.3. Contrôle de l’activité neuronale par émission d’ondes 
ultrasonores 

 

Les ondes lumineuses sont progressivement absorbées au sein des tissus 

biologiques. A l’inverse, les ondes ultrasonores subissent beaucoup moins d’atténuation et 

de dispersion au sein de ces milieux. Une stratégie de restauration visuelle corticale basée 

sur l’utilisation des ultrasons pourrait donc constituer une thérapie corticale efficace. Les 

sous-parties introductives suivantes expliqueront comment les ondes ultrasonores peuvent 

moduler l’activité neuronale et comment la sonogénétique permet un contrôle ultrasonore 

plus précis et efficace des neurones.   

 

1.2.3.1. Les ondes ultrasonores peuvent moduler l’activité neuronale 
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Les ultrasons comprennent l’ensemble des ondes acoustiques dont la fréquence est 

supérieure à 20 kHz. Edmund Harvey fut en 1929 le premier à démontrer que l’émission 

d’ondes ultrasonores est capable de moduler l’activité de fibres nerveuses et musculaires 

(Harvey 1929). Un ensemble important de laboratoires a depuis développé des stratégies de 

modulation ultrasonore de l’activité neuronale (Tyler et al. 2008; Tufail et al. 2010; 2011; 

Deffieux et al. 2013; Legon et al. 2014; Kubanek et al. 2016; 2018; Guo et al. 2018; Legon et 

al. 2018). 

Deux paramètres de stimulation sont importants en regard de ces possibles 

mécanismes sous-jacents : la fréquence de l’onde ultrasonore et l’intensité acoustique I du 

signal. Cette dernière est fonction du temps et de la position dans l’espace du point 

considéré. L’intensité acoustique est égale au produit de la pression acoustique instantanée 

P et de la vitesse de déplacement de la particule mise en mouvement v. 

       

 

Les études citées précédemment utilisent dans leur ensemble des valeurs assez variées 

pour ces deux paramètres. 

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer ce phénomène. Premièrement, l’absorption 

des ondes ultrasonores dans les tissus biologiques convertit une partie de l’énergie 

acoustique en énergie thermique qui peut être responsable de l’activation neuronale. D’autre 

part, il peut se produire des phénomènes de cavitation lors desquels la formation et la 

désagrégation de microbulles peuvent engendrer des pores dans les membranes 

plasmiques. Ces deux premiers effets sont d’autant plus probables que les intensités 

acoustiques utilisées sont élevées (le risque augmentant nettement au-dessus de 1 W.cm-2). 

Ils dépendent aussi de la durée et de la fréquence de stimulations. De plus, les phénomènes 

de cavitation sont aussi plus susceptibles de se produire pour des fréquences faibles (en-

dessous de 1MHz par exemple). Troisièmement, les ondes ultrasonores peuvent engendrer 

des variations de capacitance des membranes plasmiques des neurones. Enfin, la 

modulation ultrasonore peut être due à l’expression naturelle de certains canaux potassiques 

présentant une mécanosensibilité tel que MEC-4 chez C. elegans (Kubanek et al. 2018) ou 

Piezo1 (Qiu et al. 2019) (Fig. 17).  

 



57 

 

 

 

Figure 17. Différents mécanismes sous-tendent la modulation ultrasonore de l’activité 
neuronale. A. Conversion de l’énergie acoustique en chaleur. B. Les ultrasons peuvent 
introduire la formation de microbulles par cavitation qui peuvent générer des dommages 
cellulaires. C. Certains types cellulaires expriment naturellement des canaux 
mécanosensibles. Modifié d’après Wang et al., 2020. 

 

Enfin, la résolution spatiale de la modulation dépend de la fréquence ultrasonore 

utilisée. La plupart des études citées précédemment utilisent des fréquences permettant 

d’obtenir une résolution spatiale supérieure à 3mm, ce qui n’est pas adapté à une stratégie 

de restauration visuelle corticale. La résolution temporelle est elle aussi trop importante pour 

une telle application. Augmenter la fréquence ultrasonore pourrait résulter en une meilleure 

résolution spatiale, mais des travaux montrent qu’il est nécessaire d’augmenter en parallèle 

l’intensité acoustique du signal pour garder la même efficacité de modulation, ce qui 

augmente les risques d’effets thermiques et de microhémorragies. 

 

1.2.3.2. La sonogénétique permet d’exercer un contrôle ultrasonore 
plus fin de l’activité neuronale 

 

La sonogénétique permet de contrôler l’activité neuronale au moyen de l’expression 

ectopique de canaux ioniques membranaires mécanosensibles sélectifs aux ultrasons. 

Comme pour l’optogénétique, le choix du vecteur viral transportant le gène d’intérêt permet 

de cibler plus précisément une sous-population de neurones. Dans la littérature, plusieurs 

protéines ont été testées dans ce but : la protéine Prestin naturellement exprimée dans les 

cellules ciliées auditives (Wu et al. 2020; Huang et al. 2020), les canaux ioniques des 

familles TRP (Ibsen et al. 2015; Yang et al. 2020) et Piezo (Pan et al. 2018; Prieto et al. 

2018), exprimés dans différents types cellulaires chez les Mammifères et le canal ionique 
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mécanosensible à large conductance MscL, d’origine bactérienne (Heureaux et al. 2014; 

Soloperto et al. 2018; Ye et al. 2018; Qiu et al. 2020). Cependant, une stratégie de 

restauration visuelle corticale sonogénétique nécessite d’utiliser un canal répondant à 

plusieurs critères. Il doit générer un courant excitateur de grande amplitude puisque le but 

est de mimer le signal visuel cortical par activation des neurones de V1. Ses constantes 

cinétiques doivent permettre d’atteindre une résolution temporelle d’activation de l’ordre de 

quelques millisecondes, ce qui n’est pas le cas des protéines Prestin et celles de la famille 

TRP. Dans le cas de cette dernière famille, une étude montre que les paramètres utilisés 

pour l’activation du canal TRPV1 entraînent une augmentation de température jusqu’à 42°C, 

ce qui risque de perturber l’homéostasie neuronale. De plus, doit être activé par des 

intensités acoustiques faibles pour les raisons expliquées précédemment. Le gène codant ce 

canal doit préférentiellement être court pour être inclus dans un vecteur AAV, ce qui exclut 

les gènes Prestin et Piezo1. Enfin, de nombreux canaux mécanosensibles répondent aussi à 

des stimuli d’autres natures (variations de potentiels électriques, de pH ou de température). 

Un canal purement mécanosensible est préférable car il assure un contrôle plus fin de 

l’activité neuronale. De plus, certaines des études citées précédemment co-injectaient des 

microbulles pour favoriser le contrôle ultrasonore de l’activité neuronale, une solution qui 

n’est pas compatible avec une application clinique de la sonogénétique.   

 

1.2.3.3. Le canal mécanosensible MscL 

 

Le canal MscL semble être un bon candidat pour une stratégie de restauration 

visuelle corticale sonogénétique car il respecte les critères détaillés précédemment : courant 

excitateur de grande amplitude, sensibilité à des intensités acoustiques faibles, activation à 

des stimuli mécaniques uniquement, gène de taille compatible avec une insertion dans un 

vecteur AAV. MscL est une protéine bactérienne exprimée chez de nombreux organismes 

dont E.coli, chez qui elle est impliquée dans les réponses à des changements de pression 

osmotique (Haswell, Phillips, and Rees 2011). Le canal est constitué de cinq monomères 

identiques entourant un pore central (Fig. 18). Chacun de ces monomères est constitué de 2 

hélices α transmembranaires et d’une hélice α cytosolique. Lors d’un stress mécanique un 

mouvement des hélices α transmembranaires s’engage et permet l’ouverture progressive du 

pore central (Haswell, Phillips, and Rees 2011; Sukharev et al. 2001; Walton et al. 2015). Le 

canal transite rapidement par différents sous-états d’activation avant d’atteindre l’ouverture 

complète (Sukharev et al. 2001). Il permet alors un courant excitateur cationique non-sélectif 

(aucune donnée n’indique une sélectivité ionique particulière, mais une étude démontre qu’il 

est au moins perméable au calcium (Qiu et al. 2020)) et de grande amplitude (~3 nS) 
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(Walton et al. 2015). Des expériences de patch-clamp enregistrant le courant induit par 

l’ouverture d’un canal unique démontre que ce dernier présente une latence inférieure à 5 

ms (Sukharev et al. 2001). Enfin, un variant de cette protéine présentant la mutation G22S 

présente un seuil d’activation plus faible (Soloperto et al. 2018). Une étude démontre la 

possibilité d’utiliser MscL-G22S pour un contrôle sonogénétique de l’activité neuronale avec 

une grande résolution spatiotemporelle chez le cortex moteur de la souris, sans injection de 

microbulles (Qiu et al. 2020). 

 

 

Figure 18. Structure et propriétés fonctionnelles du canal MscL. A. Lorsqu’une tension 
mécanique est appliquée à la membrane plasmique, un glissement progressif des cinq 
monomères du canal s’opère (états transitoires S1 à S3), permettant d’ouvrir le pore central 
(état ouvert, O). Les détails de la structure du canal dans les états ouverts et fermés obtenus 
par cristallographie sont présentés à gauche. B. Courant d’un canal unique obtenu par 
patch-clamp. Modifié d’après Sukharev et al., 2001 et Walton et al., 2015. 

 
 Pour parvenir à une stratégie de restauration visuelle corticale optogénétique, il faut 

démontrer la possibilité d’exprimer efficacement le canal MscL-G22S dans les neurones de 

V1 chez le rongeur puis le primate non-humain, puis d’apporter des preuves physiologiques 

et comportementales de l’efficacité de la stimulation. 
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1.3. Comment valider physiologiquement 

l’efficacité de ces stratégies de 
restauration visuelle ? 

 

1.3.1. Bref aperçu des techniques de lecture de l’activité 
cérébrale 

 

Différentes techniques sont utilisées en neurosciences pour détecter les activités 

cérébrales. Les résolutions spatiales et temporelles, la taille du champ d’observation ainsi 

que la nature du signal enregistré sont résumées pour chacune d’entre elles dans le Tableau 

1 ci-dessous. 

 

Nom 
Résolution 

spatiale 

Taille du champ 

d’enregistrement 
Fréquence 

d’acquisition 
Nature et cinétique 
du signal enregistré 

IRMf ~ 1 mm3 

Cerveau entier 

1 Hz 
BOLD.  

Réponse lente 
(plusieurs secondes) 

PET 5 mm3 1.6*10-2 Hz Activité métabolique. 
Réponse lente. 

MEG 2-3 mm3 103 Hz 

Champs magnétiques 
cérébraux. 

Détection des ondes α, 
β, γ et θ (4 - >35 Hz). 

OCT 10 µm3 Plusieurs mm3 1 Hz 
CBF. 

Réponse lente 
(plusieurs secondes). 

Imagerie 

optique 

intrinsèque 

~ 40 µm3 Limité en surface  102 Hz 

Oxygénation de 
l’hémoglobine. 
Réponse lente 

(plusieurs secondes). 

fUS 
100*100* 
400 µm3 

2D : 12.8*15*0.4 mm3 
3D : cerveau entier 

(rongeur). 
Nécessite un accès au 
cerveau (craniotomie 
ou fenêtre chronique). 

0.3 -1 Hz 
CBV.  

Réponse lente 
(plusieurs secondes) 

EEG ~ 1 cm2 

Dépend du nombre 
total d’électrodes et de 

sites par électrode. 
EEG et EcoG 
scannent des 

informations de 
surface. 

103 Hz Potentiels électriques. 

EcoG ~ 5 mm2 104 Hz  Potentiels électriques. 

Electrode 

pénétrante 

Sphère de 
rayon ~ 100 

µm3 pour 
chaque site 
(neurones 
uniques). 

104 Hz 

Potentiels électriques : 
LFP et spikes. 

Réponses rapides 
(spikes > 300 Hz, LFP 

8-300 Hz) 

Imagerie 

calcique 

Dépend du 
type de 

Limité en surface 
jusqu’à 750 µm de 103 Hz 

Fluorescence calcique-
dépendante. 

La durée de la réponse 
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microscopie 
utilisée. 

Microscopie 
bi-

photonique : 
~ 1 µm2 

(neurones 
uniques, 

sous-
compartimen

ts 
cellulaires). 

profondeur pour la 
microscopie bi-

photonique. 
 

La taille du plan 
d’imagerie est limitée 

par la taille de l’objectif 
et la surface de 

cerveau accessible. 

dépend de l’indicateur. 
Decay time de 

GCaMP6 : 100-500 ms. 

Imagerie 

voltage-

dépendante 

103 Hz 
Fluorescence voltage-

dépendante. 
Decay time : ~10 ms. 

 

Tableau 1. Principales caractéristiques des techniques d’enregistrement de l’activité 
cérébrale. IRMf : Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle. BOLD : Blood 
Oxygenation Level Dependent (effet dépendant du niveau d’oxygénation du sang). PET : 
Topographie par Emission de Positons. MEG : magnétoencéphalographie. OCT : 
Tomographie par Cohérence Optique. CBF : flux sanguin cérébral. fUS : imagerie 
fonctionnelle ultrasonore. CBV : volume sanguin cérébral. EEG : électroencéphalographie. 
EcoG : électrocorticographie.  LFP : local field potentials (potentiels de champs locaux). 

 

Dans le cadre des travaux présentés dans ce manuscrit, la réponse neuronale à la 

stimulation optogénétique ou sonogénétique est caractérisée par l’utilisation d’électrodes 

pénétrantes et / ou par imagerie fonctionnelle ultrasonore. 

 

1.3.2. Activités mesurées par les enregistrements 

électrophysiologiques 

 

Un enregistrement électrophysiologique de l’activité cérébrale réalisé avec une 

électrode intracérébrale permet d’obtenir l’évolution au cours du temps d’un potentiel 

électrique par rapport à une référence externe. Le potentiel enregistré est formé à partir de 

l’ensemble des courants électriques qui ont lieu dans le volume de cerveau scanné par 

l’électrode (Buzsáki, Anastassiou, and Koch 2012). Il est possible de séparer différentes 

composantes de ce signal en séparant le spectre de fréquences de ce dernier en différents 

intervalles. 

Les fréquences inférieures à 300 Hz correspondent aux potentiels de champs locaux 

(LFP, Local Fiel Potentials). Les LFP proviennent de la superposition d’un nombre important 

de courants nécessairement lents pour pouvoir s’additionner en un signal détectable. Ce 

sont surtout les courants post-synaptiques qui respectent ces conditions, même si d’autres 

sources minoritaires peuvent s’additionner à l’activité synaptique.  

Les fréquences élevées (plus de 300 Hz) correspondent aux potentiels d’action qui 

peuvent être associés aux cellules uniques d’où ils sont originaires : on parle d’activités 
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unitaires à l’opposé d’activités multi-unitaires. Ces informations reflètent des signaux plus 

locaux que les LFP.  

 

1.3.3. L’imagerie ultrasonore fonctionnelle 

 

1.3.3.1. L’imagerie conventionnelle par ultrason 

 

Lorsque des ondes acoustiques ultrasonores traversent un tissu biologique, elles 

traversent des milieux qui diffèrent par la résistance des particules qui les constituent à être 

mises en mouvement par les ondes. On dit que ces milieux possèdent des impédances 

acoustiques différentes, et la frontière entre deux milieux d’impédances différentes est 

nommée interface. Au niveau de ces interfaces, les ondes sont réfractées et réfléchies selon 

la loi de Snell-Descartes (Fig. 19). 

 

 

 

Figure 19. Loi de Snell-Descartes. C1 et C2 sont les célérités de l’onde acoustique au sein 
des deux milieux considérés. 

   

L’imagerie conventionnelle par ultrason permet d’obtenir une représentation 

anatomique d’un tissu par reconstitution des différents réflecteurs présents au sein du plan 

de tissu imagé (Mace et al. 2013). On appelle une image ultrasonore anatomique une image 

B-mode. Brièvement, les ondes sont générées par conversion d’un signal électrique en 

ultrasons par une sonde constituée de plusieurs éléments dits piézoélectriques. Dans le cas 

de l’imagerie conventionnelle, le plan du tissu est scanné de façon séquentielle (Fig. 19Fig. 

20, A). 

L’ensemble des éléments piézoélectriques génère un faisceau d’ondes focalisé qui 

rencontre de nombreuses interfaces le long de la colonne de tissu qu’il traverse. Les 
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différents échos (les ondes réfléchies) générés sont captés par ces mêmes éléments, qui 

calculent la position et la réflectivité de la région focale des ultrasons. L’image de ce volume 

focale est appelé pixel. En faisant varier en profondeur le point focal, on obtient ainsi une 

image de tous les pixels de la colonne. L’image du plan entier est obtenue en concaténant 

ces différentes colonnes de pixels. 

Enfin, la résolution spatiale de l’imagerie ultrasonore est d’autant plus fine que la 

fréquence des ondes est élevée. Cependant, plus cette dernière est élevée, plus les ondes 

sont atténuées par le tissu ce qui réduit le champ d’imagerie en profondeur. Typiquement, la 

plupart des acquisitions sont effectuées à 15MHz, ce qui permet d’obtenir une résolution 

spatiale de 100*100*400 µm3. La résolution temporelle dépend quant à elle du nombre 

d’éléments piézoélectriques puisque l’imagerie se fait de façon séquentielle. Pour une sonde 

typique comprenant 128 éléments, la fréquence d’acquisition est de 120 images par 

seconde. 

 

1.3.3.2. L’imagerie ultrasonore ultrarapide 

 

Cette méthode ne repose pas sur l’émission séquentielle d’ondes focalisées mais sur 

l’émission d’ondes planes par l’ensemble des éléments piézoélectriques (Mace et al. 2013). 

Les ondes réfléchies sont enregistrées simultanément et les analyses de la réflectivité des 

pixels du tissu sont effectuées en parallèle (Fig. 19Fig. 20, B). Ce processus permet de 

multiplier par près de 200 la résolution temporelle de l’imagerie. Cependant, le rapport signal 

sur bruit des images obtenues est plus réduit du fait de la perte de la focalisation des 

ultrasons. Une solution pour augmenter la netteté des ondes images consiste à faire varier 

cycliquement l’angle d’émission des ondes. La combinaison des données de chaque image 

obtenue lors d’un cycle de variation d’angle permet d’obtenir un ensemble d’ondes réfléchies 

qui présentent de nombreuses intersections. Cette méthode permet de générer une 

focalisation synthétique des ondes sur l’ensemble de l’image. Plus le nombre d’angles est 

important, plus la focalisation synthétique l’est et meilleur est le rapport signal sur bruit de 

l’image composite. Cependant, puisque cette dernière est obtenue par synthèse de 

l’ensemble des images d’un cycle, augmenter le nombre d’angles revient aussi à diminuer la 

résolution temporelle de l’imagerie. Dans la pratique, un nombre d’angles compris entre 11 

et 17 est un compromis fréquemment utilisé.    

 

1.3.3.3. Application de l’effet Doppler pour obtenir une imagerie 
fonctionnelle ultrasonore (fUS) 

 



64 

 

Pour détecter les particules en mouvement comme le flux vasculaire, la technique 

ultrasonore ultrarapide a été combinée à l’analyse de l’effet Doppler. Lorsqu’un point en 

mouvement avec une vitesse v au sein d’un milieu génère une onde acoustique de célérité c 

avec une fréquence fémise, la fréquence reçue freçue par un émetteur fixe est légèrement 

différente à cause de la vitesse de l’objet : c’est l’effet Doppler. Cette fréquence reçue 

dépend aussi de la position relative de l’émetteur par rapport au récepteur. En considérant 

l’angle θ formé à un instant donné entre la ligne reliant le récepteur à l’émetteur et le vecteur 

de la vitesse v du point en mouvement, on obtient : 

 

freçue = 2 fémise *v*cos(θ) / c 

 

Il est possible d’appliquer cette formule à l’imagerie ultrasonore du flux sanguin au 

sein d’un tissu biologique. En considérant v comme la projection de la vitesse des globules 

rouges sur l’axe vertical, θ correspond à l’angle d’inclinaison (variable) des ondes planes : 

les valeurs de θ étant faibles, il est possible de négliger sa contribution et la relation 

précédente se simplifie ainsi (Mace et al. 2013) :   

 

freçue = 2 fémise *v / c 

 

En pratique, les éléments piézoélectriques enregistrent une variation d’amplitude des 

ondes ultrasonores réfléchies au cours du temps. Pour obtenir uniquement l’effet du flux 

sanguin dans ces données brutes, il est nécessaire d’appliquer un filtre passe-haut 

permettant d’éliminer l’effet des mouvements intrinsèques du tissu (Mace et al. 2013; E. 

Macé et al. 2011) (Fig. 20). En établissant le spectre de fréquences du signal obtenu 

précédemment, il est possible d’obtenir après d’autres traitements (dont la décomposition en 

valeurs singulières (Baranger et al. 2018)) non détaillés ici deux paramètres importants pour 

chaque pixel de l’image : 

- La fréquence centrale qui correspond à la fréquence freçue de l’équation précédente. 

Elle est proportionnelle à la vitesse du flux sanguin projeté sur l’axe vertical, c’est-à-

dire v dans l’équation ci-dessus. 

- L’intensité du signal ou Power Doppler, qui correspond à l’intégration de ce signal. Le 

Power Doppler est proportionnel à la variation de volume sanguin cérébral (Cerebral 

Blood Volume : CBV). Or lors d’une activation neuronale, les cellules nécessitent de 

consommer plus d’oxygène et de métabolites ce qui provoque une augmentation 

locale de CBV. 
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Figure 20. Imagerie fonctionnelle Doppler conventionnelle et ultrarapide. A. L’imagerie 
conventionnelle repose sur l’émission de faisceaux ultrasonores convergents. Chaque image 
est construite après scans successifs de toutes les colonnes du cadre d’imagerie. 
L’application des lois physiques de l’effet Doppler aux globules rouges et divers traitements 
du signal permettent de reconstituer une carte de l’intensité du signal ou Power Doppler, 
proportionnel au volume sanguin cérébral (CBV). B. L’imagerie ultrarapide repose sur 
l’émission d’ondes planaires avec des inclinaisons variant cycliquement couvrant l’ensemble 
du cadre d’imagerie. Le recoupement de ces images et la plus grande résolution temporelle 
permettent d’augmenter le rapport signal sur bruit de la carte de Power Doppler obtenue 
après les mêmes traitements qu’en A. Modifié d’après Macé et al., 2013.  

 

L’imagerie ultrarapide ultrasonore peut donc être utilisée pour obtenir des cartes 

d’activation neurovasculaire basées sur les variations de CBV. Une sonde ultrasonore 

typique comportant 128 éléments permet de couvrir un plan d’imagerie de 12.8 mm de 

largeur et jusqu’à 15 mm de profondeur, ce qui permet d’imager une coupe coronale entière 

de cerveau de souris ou de rat. De plus, les cartes d’activation obtenues présentent une 

résolution de 100*100*400 µm3 supérieure à celle d’autres techniques d’imagerie révélant 

des activités neurovasculaires comme l’IRM fonctionnelle. Enfin, des techniques d’imagerie 

optiques fonctionnelles (imagerie de sondes calciques ou d’indicateurs voltage-dépendants 

fluorescents) permettent d’obtenir une résolution spatiale plus élevée mais sont limitées en 

profondeur du fait de l’absorption de la lumière dans le tissu. 
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1.3.3.4. Applications de l’imagerie fUS dans la littérature 

 

De nombreuses études ont utilisé l’imagerie fUS pour l’analyse de l’intégration 

sensorielle chez le rongeur anesthésié ou éveillé (E. Macé et al. 2011; Gesnik et al. 2017; 

Aydin et al. 2020; É. Macé et al. 2018; Boido et al. 2019; Bergel et al. 2018; 2020; Brunner et 

al. 2020; Sans-Dublanc et al. 2021) ou chez le primate lors de tâches comportementales 

(Dizeux et al. 2019; Blaize et al. 2020; Norman et al. 2021). Cette technique a permis des 

applications cliniques du suivi de l’activité neurovasculaire cérébrale chez des nouveau-nés 

(Demene et al. 2017; Demené et al. 2019) ou des patients humains directement en contact 

avec la dure-mère lors de chirurgies (Imbault et al. 2017) ou même en imagerie transcraniale 

(Demené et al. 2021). D’autre part, des améliorations techniques ont été effectuées. 

Premièrement, des sondes miniaturisées ont permis d’effectuer des enregistrements chez 

des rongeurs se déplaçant librement (Urban et al. 2015). D’autres sondes ont été 

développées permettant chez le rongeur l’imagerie tridimensionnelle du cerveau entier au 

lieu de l’imagerie bidimensionnelle d’un unique plan (Brunner et al. 2020). Enfin, en utilisant 

le même ensemble d’analyses décrit précédemment, il est possible d’isoler le mouvement de 

n’importe quelle particule en mouvement au sein du tissu présentant une grande réflectivité. 

Les microbulles de gaz présentent un diamètre dix fois plus petit que les globules rouge et 

possèdent une grande réflectivité des ondes acoustiques. En les injectant en intraveineuse, il 

est possible de les utiliser comme agents de contraste et d’augmenter la résolution spatiale 

d’un facteur dix. Cette stratégie a été développée depuis quelques années (Errico et al. 

2015) et permet d’obtenir des images d’une résolution de 10*10*400 µm3. 

 

L’imagerie fUS est donc une technique bien décrite dans la littérature permettant 

l’obtention de cartes d’activités fines de coupes entières de cerveau (chez le rongeur). Elle 

est donc bien adaptée pour tester l’efficacité d’une thérapie de restauration visuelle corticale 

en complément des enregistrements électrophysiologiques qui permettent la détection 

directe de l’activité neuronale locale à une résolution spatiotemporelle plus élevée. Il est 

néanmoins important de connaître le lien entre ces deux activités pour l’interprétation des 

données générées par imagerie fUS. Or, le lien entre les activités électrophysiologique et 

neurovasculaire n’est pas encore totalement élucidé dans la littérature. 

 

1.3.4. Quel est la relation entre les signaux électrophysiologique 

et neurovasculaire ? 
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1.3.4.1. La contribution des activités électrophysiologiques au sein du 

signal BOLD demeure incertaine dans la littérature 

 

La grande majorité des études ayant étudié le lien entre les activités 

électrophysiologiques et la réponse neurovasculaire ont comparé les premières avec des 

données d’IRM fonctionnelle puisque l’imagerie fUS est une technique relativement récente. 

L’IRM fonctionnelle permet de détecter des réponses neurovasculaires en révélant les 

variations d’oxygénation du sang (on parle de signal BOLD, Blood Oxygenation Level-

Dependent). La première étude ayant combiné chez le primate enregistrements 

électrophysiologiques et IMR fonctionnelle a démontré que les variations de BOLD corrèlent 

mieux avec les LFP qu’avec les activités multi-unitaires (Logothetis et al. 2001), un résultat 

partagé par un ensemble d’études qui montrent que les variations de potentiels d’action ne 

constituent pas une composante importante des variations de BOLD. Cependant, d’autres 

travaux montrent à l’inverse une plus grande similitude entre les décharges de potentiels 

d’action et les variations de BOLD qu’entre ces dernières et celles de LFP (Niessing et al. 

2005; Viswanathan and Freeman 2007; Maier et al. 2008; Bartolo et al. 2011). Enfin, des 

manipulations causales de l’activité neuronale par optogénétique permettent de générer des 

variations de BOLD qui corrèlent avec les fréquences de potentiels d’action (Nir et al. 2008; 

Rees, Friston, and Koch 2000; Lima et al. 2014; Mukamel et al. 2005; Klink et al. 2021). 

1.3.4.2. Apport de l’imagerie fUS 

 

Le débat de la contribution des activités unitaires au sein de la réponse 

neurovasculaire n’est donc pas clos. Il serait intéressant d’utiliser l’imagerie fUS dont la 

résolution spatiale est plus important que celle de l’IRM fonctionnelle pour détecter la 

contribution de ces activités très locales au sein des variations de CBV. Dans la littérature, 

peu d’études présentent à la fois des traces l’activité neuronale et de l’imagerie fUS. De 

premiers travaux ont effectué des enregistrements électrophysiologiques et de l’imagerie fUS 

chez la souris mais de manière non simultanée (Sans-Dublanc et al. 2021). Une autre étude 

a permis d’établir une fonction de transfert entre les activations révélées par de l’imagerie 

calcique et les variations de CBV (Aydin et al. 2020). Cependant, les activations révélées par 

les sondes calciques ne constituent ni des activités unitaires ni des LFP. Enfin, une récente 

étude a réalisé des enregistrements d’activités multi-unitaires et des acquisitions d’imagerie 

ultrasonore chez la souris de façon simultanée.(Nunez-Elizalde et al. 2022) Leurs résultats 

montrent que dans le cortex visuel et dans l’hippocampe, les variations de CBV corrèlent 

avec les activités multi-unitaires notamment pour celles provenant de neurones inhibiteurs. 

Par conséquent, il reste encore très incertain quel lien relie les activités unitaires et les 

variations de CBV.    
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1.4. Objectifs de la thèse 
 

Cette introduction suggère que les thérapies optogénétique et sonogénétique pourraient 

procurer des stratégies alternatives prometteuses pour l’activation sans contact du cortex 

visuel dans une démarche de restauration visuelle corticale. C’est pourquoi dans ce travail 

de thèse, j’ai étudié la possibilité de développer ces thérapies optogénétique (chapitre 2.1) et 

sonogénétique (chapitre 2.2) pour la stimulation corticale. Les conclusions de ces travaux 

ont ensuite été discutées dans une revue de la littérature incluse en annexe. Enfin dans la 

perspective d’une application clinique de ces stratégies, il est nécessaire de transférer les 

outils développés sur le rat chez le primate non-humain. J’ai ainsi commencé une 

caractérisation fine du champ visuel d’un animal pour programmer des injections virales pour 

l’une de ces thérapies. Ce travail abordé par une approche d’électrophysiologie et d’imagerie 

ultrasonore m’a amené à poser la question des corrélations entre l’activation neuronale 

mesurée par ces deux technologies d’investigation fonctionnelle (chapitre 2.3). En parallèle, 

nous avons évalué l’expression du transgène pour la thérapie sonogénétique dans le cortex 

visuel de primates non-humains et entraîné d’autres animaux à réaliser une tâche de 

détection (chapitre 2.4).  
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 Résultats 
 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats obtenus pour répondre aux objectifs de la thèse sont organisés dans ce 

manuscrit en différents chapitres successifs. Dans le premier chapitre, nous établissons la 

preuve de concept de la thérapie optogénétique corticale chez le rat par imagerie 

ultrasonore fonctionnelle et enregistrements électrophysiologiques. Puis, nous montrons 

dans le deuxième chapitre la possibilité d’utiliser la sonogénétique comme technique de 

stimulation corticale compatible avec une stratégie de restauration visuelle chez le rat 

et la souris. Dans la perspective de l’utilisation de l’imagerie ultrasonore fonctionnelle pour 

caractériser l’activation consécutive à la stimulation corticale, il apparait important de pouvoir 

déterminer la relation entre activité neuronale et variation du flux vasculaire. Nous avons 

pour cela établi dans le troisième chapitre des résultats la relation entre les activités 

unitaires et les variations de CBV chez le primate non-humain. Enfin, nous décrivons 

dans le dernier chapitre les travaux préparatoires effectués pour appliquer la thérapie 

sonogénétique corticale chez ce modèle animal nécessaire pour une validation préclinique 

d’une stratégie de restauration visuelle. 
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2.1. Chapitre 1 : preuve de concept pour la 

thérapie optogénétique au niveau 

cortical sur le rat 
 

2.1.1. Résumé 

 

Le développement d’une stratégie optogénétique de restauration visuelle corticale 

nécessite de démontrer la possibilité d’activer des neurones des couches profondes de V1 

depuis la surface du cerveau. Cette activation dépend des propriétés de l’opsine choisie 

ainsi que des paramètres de la stimulation lumineuse appliquée. Il est intéressant d’utiliser 

une opsine sensible à la lumière rouge telle que ChrimsonR car ces longueurs d’onde se 

propagent mieux à travers les tissus biologiques, notamment le cerveau. D’autre part, il 

importe de mesurer précisément le volume d’activation engendré par la stimulation afin de 

pouvoir ajuster les paramètres de stimulation.  

Pour mesurer cette activation corticale, l’imagerie fonctionnelle ultrasonore offre une 

technique de choix car elle permet de générer des cartes d’activités dans la profondeur du 

cortex sur des plans d’imagerie couvrant l’ensemble d’une coupe coronale entière de 

cerveau de rongeur avec une résolution de 100*100*400 µm3. Cependant, les premières 

expériences ayant couplé imagerie fUS et optogénétique ont montré que des stimulations 

réalisées avec de la lumière bleue ou rouge engendrent des activations non-spécifiques pour 

des puissances lumineuses au-delà de 2 mW. Notre objectif dans cette partie était de 

démontrer tant par électrophysiologie que par imagerie fUS que la stimulation en lumière 

rouge à la surface de V1 sur un rat anesthésié engendre une activation optogénétique 

spécifique et ce jusqu’au sein des couches corticales profondes. 

Dans un premier temps, nous avons démontré que le vecteur AAV9-7m8-CamKII-

ChrimsonR-tdT permet une expression efficace de l’opsine ChrimsonR au sein des neurones 

excitateurs de V1 chez le rat (Figure 1, a). Nous avons ensuite réalisé chez 10 animaux 

l’imagerie fUS des réponses à une stimulation visuelle de l’œil, puis des réponses à une 

stimulation optogénétique en surface de V1 et à une stimulation contrôle de l’hémisphère 

cérébral n’exprimant pas ChrimsonR (Figure 1, b-d). Ces acquisitions ont été réalisées de 

manière successive sur l’ensemble des plans d’imagerie compris entre -4 et -8.5 mm depuis 

le Bregma, de manière à pouvoir visualiser l’ensemble du CGL, du SC et de V1. Les 

résultats montrent que la stimulation optogénétique du cortex visuel primaire injecté 

engendre une activation spécifique jusque dans les couches corticales profondes, et ce à 

une puissance lumineuse de 7 mW (Figure 1, b-d). Nos enregistrements 
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électrophysiologiques confirment une activation neuronale dans toute la profondeur du 

cortex en accord avec l’augmentation de CBV consécutive à la stimulation optogénétique du 

cortex (Figure 1, e). Les latences très courtes de ces réponses neuronales sont en accord 

avec une activation optogénétique directe et non une activation visuelle ou une réponse non 

spécifique (Figure 1, f). Cette activité mesurée par fUS et par électrophysiologie est bien 

spécifique de l’activation optogénétique par l’opsine car la même stimulation lumineuse sur 

l’hémisphère non injecté ne produit pas d’activation de V1 (Figure S1). 

Par la suite, nous avons regardé l’évolution des réponses détectées par 

enregistrements électrophysiologiques et par imagerie fUS en fonction de l’irradiance utilisée 

(Figure 2). Les résultats démontrent une relation de dose-réponse tant par électrophysiologie 

que par fUS avec une très bonne corrélation tant pour les seuils de détection que pour le 

maximum d’activation (Figure 2, b-c). Si le nombre de neurones activés augmente avec 

l’irradiance, leur répartition dans la profondeur du cortex demeure identique  (Figure 2, c). 

Pour déterminer si cette activation neuronale se propage au-delà de V1, nous avons 

mesuré les réponses fonctionnelles dans d’autres aires visuelles connues pour établir des 

connexions fonctionnelles avec cette aire comme le CGL ou V2. Les résultats obtenus par 

l’imagerie fUS et par les enregistrements électrophysiologiques montrent que cette activité 

se propage au CGL (Figure 3). Les coupes histologiques montrent que l’expression de 

ChrimsonR au sein du CGL est uniquement axonale et / ou dendritique et n’est pas présente 

au sein des corps cellulaires (Figure S2). De plus, les latences des activations 

optogénétiques sont supérieures à celles obtenues au sein de V1 mais toujours inférieures à 

celles d’une activation visuelle naturelle (Figure 3, d). Ces deux résultats suggèrent que la 

propagation de l’activité de V1 au CGL est assurée par des neurones de la couche 6 de V1 

et contactant les neurones du CGL. D’autre part, les résultats obtenus par l’imagerie fUS et 

par les enregistrements électrophysiologiques montrent que l’activité initiée au sein de V1 se 

propage au sein de V2 (Figure 4). A nouveau, l’analyse des latences des réponses 

neuronales dans V2 (Figure 4 d) suggère que leur activation optogénétique est indirecte et 

est assurée par des neurones de V1 directement activés par la stimulation lumineuse. 

En conclusion, ces travaux démontrent la faisabilité de stimuler le cortex visuel du rat 

par une activation optogénétique et que cette activation neuronale se propage ensuite au-

delà de V1. Cette activation optogénétique est efficace dans la totalité de l’épaisseur du 

cortex visuel de rat depuis la surface. Les études suivantes devront adresser la résolution 

spatiale de ces activations pour la production de pattern lumineux.  

Ce travail a été réalisé en collaboration avec l’équipe de Mickaël Tanter à l’Institut 

Langevin, grâce à laquelle nous avons pu disposer d’un scanner à ultrasons. L’ensemble de 

ces résultats a fait l’objet d’une publication au sein du journal Scientific Reports le 

15/06/2021. L’article original est inséré ci-après.    
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Functional ultrasound imaging 
of the spreading activity 
following optogenetic stimulation 
of the rat visual cortex
M. Provansal1*, G. Labernède1, C. Joffrois1, A. Rizkallah1, R. Goulet1, M. Valet1, 
W. Deschamps1, U. Ferrari1, A. Chaffiol1, D. Dalkara1, J. A. Sahel1,2,3, M. Tanter4, S. Picaud1, 
G. Gauvain1,5 & F. Arcizet1,5

Optogenetics has revolutionized neurosciences by allowing fine control of neuronal activity. An 
important aspect for this control is assessing the activation and/or adjusting the stimulation, 
which requires imaging the entire volume of optogenetically-induced neuronal activity. An ideal 
technique for this aim is fUS imaging, which allows one to generate brain-wide activation maps with 
submesoscopic spatial resolution. However, optical stimulation of the brain with blue light might lead 
to non-specific activations at high irradiances. fUS imaging of optogenetic activations can be obtained 
at these wavelengths using lower light power (< 2mW) but it limits the depth of directly activatable 
neurons from the cortical surface. Our main goal was to report that we can detect specific optogenetic 
activations in V1 even in deep layers following stimulation at the cortical surface. Here, we show the 
possibility to detect deep optogenetic activations in anesthetized rats expressing the red-shifted opsin 
ChrimsonR in V1 using fUS imaging. We demonstrate the optogenetic specificity of these activations 
and their neuronal origin with electrophysiological recordings. Finally, we show that the optogenetic 
response initiated in V1 spreads to downstream (LGN) and upstream (V2) visual areas.

Optogenetics has revolutionized investigation of the central nervous  system1–5 by allowing fine control of neurons 
in living systems. A key aspect of optogenetic investigation of neuronal circuits is the read-out of the activity 
since it demonstrates the efficacy of the stimulation and offers the possibility to adjust it. Ideally, the technique on 
which it relies should have good spatial and temporal resolutions and a spatial extent covering the whole brain.

Electrophysiological recordings can report optogenetic-induced neuronal activity with unmatched temporal 
resolution, but over a very small spatial  area6. Besides, they need intracortical penetration. Calcium imaging 
is a technique that also allows a temporally fine read-out of the activity but it is spatially limited in depth due 
to light absorption. Conversely, Lee and colleagues have demonstrated the possibility to combine optogenetics 
with fMRI (a combination named ofMRI) in  mice7, opening up a new horizon for mapping genetically specified 
neural circuits. Since then, ofMRI has been applied for the investigation of different brain pathways in  rodents8–10 
and  primates11, and for the assessment of neural transplant  networks12. However, fMRI has a limited spatial 
resolution higher than 1 mm and requires complex  equipments13. Like fMRI, ultrafast functional ultrasound 
imaging (fUS) can provide brain-sized maps of neurovascular activity changes, with a higher spatial resolution 
(100 µm × 100 µm) even in deep structures (up to 1.5 cm)14–16. This technique has been used to investigate sen-
sory processing in  anesthetized17,  awake17–20 and  asleep21 rodents, and in behaving  primates22–24. fUS imaging 
and electrophysiological recordings can, therefore, be used to describe the dynamics of local neuronal activity 
accurately whilst scanning neurovascular activity over the entire brain.

Recent studies have showed some limitations of using fUS imaging as a read-out technique for cerebral activ-
ity after an optogenetic stimulation. For example, Rungta and colleagues showed that optical stimulation of the 
brain using blue light could generate non-specific activations in naïve  mice25, at light powers higher than 2 mW 
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(corresponding to irradiances higher than 18 mW  mm−2), restricting the range of light powers one can use to 
activate cerebral structures and consequently the depth of targeted areas. Recently, one study has demonstrated 
the possibility to detect specific optogenetic activations following blue light illumination of the retrospenial cortex 
in Thy-ChR2 mice or the illumination of specific neuronal subpopulations of the superior colliculus in other 
transgenic  lines19 using lower light power (0.3 mW, corresponding to an irradiance of 1.5 mW  mm−2) to prevent 
non-specific activation. Another publication from the same group used the same combination of parameters to 
map collicular cell-specific activation circuits and their associated  behaviors26. However, optogenetic activation at 
such low irradiances is uncertain in neurons with lower AAV-mediated expression of microbial opsins. In addi-
tion, working with blue wavelengths limits light penetration in the brain and therefore limits the maximal depth 
of neurons one can directly activate from the surface with low irradiances. Conversely, red-shifted opsins offer 
a powerful alternative for deeper neuronal stimulation, as red light propagates deeper and can be used safely at 
higher intensities to activate neurons than blue  light27–29. In the present study, we show that red light stimulation 
at the cortical surface can activate visual neurons localized in deep cortical layers without triggering a thermal 
hemodynamic response and toxicity. In addition, we scale the entire volume of V1 activation following a focal 
red light stimulation at the cortical surface. We prove the optogenetic specificity of these activations even at high 
irradiances and we recorded their electrophysiological correlates. We were also able to follow the propagation 
of this information in other visual brain structures (i.e. LGN and V2). More generally, this work shows that fUS 
imaging has the potential to provide a clear, brain-wide mesoscopic view of the neuronal activities resulting 
from optogenetic stimulation even in deep structures, such as the LGN, inaccessible to optical techniques and 
with a higher resolution than fMRI.

Results
fUS imaging of V1 optogenetic activation in rats. We used the optogenetic actuator ChrimsonR 
in the visual cortex of naïve Long-Evans rats, because of its red-shifted opsin  properties27,30,31. We maximized 
the optogenetic activation of V1 by using the CaMKII promoter to ensure expression limited to the excitatory 
neurons of V1. Indeed, a ubiquitous promoter might lead to the silencing of pyramidal neurons through the 
recruitment of inhibitory neurons. ChrimsonR was fused to the fluorescent reporter tdTomato to facilitate the 
visualization of transfected areas. Following preliminary screening, we used the AAV9-7m8 mutated viral capsid 
to express ChrimsonR in the V1 neurons of Long-Evans rats (Fig. 1a). The mean rate of neuronal transfection 
was 5.5% over all cortical layers (Fig. S1). ChrimsonR expression was not restricted to the soma, but spread to 
the axons and dendrites (Fig. 1a). We assessed the efficacy of the optogenetic stimulation of V1 cortical neu-
rons, by using fUS imaging to measure brain activity in a large proportion of the brain: from AP  − 3.5 mm to 
AP  − 8 mm, the zone in which most of the early visual system areas are located. Activity in the cortical layers was 
assessed following either direct stimulation of the contralateral eye with a white LED (58 mW  cm−2), or stimula-
tion at 595 nm delivered with an optic fiber placed at the surface of the transfected or non-transfected V1 areas 
(7 mW, ~ 140 mW  mm−2 at the brain surface) (Fig. 1b). We chose to use durations and magnitudes of parameters 
similar to those previously  used17,25 for stimulation of the eye or cortex (2 s at 4 Hz or 20 Hz for stimulation of 
the eye and cortex, respectively, separated by a 13 s period of darkness. This cycle was performed 20 times). For 
eye stimulation (Fig. 1b, left), we first imaged V1 with a single imaging plane at AP  − 7.5 mm and constructed 
an activation map including only pixels displaying significant CBV (cerebral blood volume) responses (p < 0.05 
with Bonferroni-Holm correction, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, relative to baseline activity). With fUS 
imaging, we detected strong activation in both the ipsilateral and contralateral superior colliculi (SC) (ipsilateral, 
n = 121/488 activated pixels; contralateral, n = 134/421 activated pixels), but almost no activation in the ipsilat-
eral and contralateral V1 areas (ipsilateral, n = 8/634 activated pixels; contralateral, n = 9/370 activated pixels). 
The lack of response detected with fUS imaging in both V1 areas and the strong signal in both SC may reflect the 
retinotectal nature of most rodent retinal  outputs32 or an effect of  anesthesia33. An increase in CBV was already 
clearly visible on single-cycle responses (gray dashed lines), as illustrated for the significant pixel (#14-92) in the 
ipsilateral V1 area (insert). Following direct stimulation of the contralateral eye, the mean response (black curve) 
peaked 2 s after the two-second stimulation represented by the patch in gray (mean: 19.8 ± 18.3%). For cortical 
stimulation (Fig. 1b, center), we observed a broad activation of the ipsilateral V1 area (n = 310/634 activated pix-
els). The activation spread out of the V1 area at each border (medial and ventral) with V1 projections onto other 
visual areas. Single-cycle responses of the same example pixel showed larger, less variable increases in CBV vari-
ation than for stimulation of the contralateral eye (optogenetic, mean: 65.8 ± 32.6%, p < 0.0001, Mann–Whitney). 
A previous  study25 showed that blue light delivery to the brain could itself generate non-specific changes in CBV 
at light powers higher than 2 mW (irradiances higher than 18 mW  mm−2). We therefore performed a control 
stimulation by locating the optic fiber at the surface of the non-injected V1 area, which did not express Chrim-
sonR-tdT (Fig. 1b, right). We used the same light stimulation parameters for this control as before. We detected 
no significant CBV responses in the non-injected V1 area under such optogenetic stimulation conditions.

We further characterized the V1 activation volume generated by contralateral eye stimulation or by stimula-
tion of the transfected V1 area, by imaging all the planes containing V1 (from AP  − 6 to  − 8 mm, Fig. 1c–d). As 
shown in Fig. 1b, direct eye stimulation induced CBV responses mostly in the SC areas, but very little activation 
was observed in the two V1 areas (mean: 0.05 ± 0.12%). Strikingly for the same animal shown (as shown in 
Fig. 1c), direct optogenetic stimulation of the injected V1 area generated significantly stronger CBV responses, 
with a mean active volume of 37% (range: 0.5 to 75.9%). The percentage mean active injected V1 area, over all 
animals, was higher for optogenetic cortical stimulation than for direct eye stimulation (optogenetic, mean: 
16.2 ± 17.8%, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, p = 0.001, Fig. S1). Neurovascular activity and ChrimsonR 
expression were distributed similarly along the AP axis and their amplitudes were correlated (Fig. 1d, Fig. S1). 
Again, our control experiments demonstrated that direct optogenetic stimulation of a non-transfected cortical 
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area resulted in no activation. The findings for these control conditions indicate that the parameters we used 
for optogenetic stimulation at the cortical surface did not generate CBV variations in areas into which the virus 
was not injected (mean: 0 ± 0%). These observations indicate that the optogenetic light stimulation used here 
does not trigger a vascular response detectable by fUS imaging. Consequently, with fUS imaging, we were able 
to visualize the entire volume of an optogenetically evoked response resulting from focal stimulation within the 
primary visual cortex.

We then sought to confirm that the observed changes in blood volume following optogenetic stimulation at 
the surface of V1 were indeed due to an increase in neuronal activity, and not to indirect factors, such as heating. 
We therefore performed electrophysiological recordings of V1 during the stimulation of the contralateral eye with 
white light (200 ms, 1 Hz, 100 cycles, 58 mW  cm−2) or of the injected V1 area with light at 595 nm (200 ms, 1 Hz, 

Figure 1.  V1 neurovascular and neuronal activations resulting from cortical surface stimulation in rats. (a) 
Left: 2.5 × imaging (top) and 20× confocal imaging of a brain section showing the localization of ChrimsonR in 
V1. White dashed lines delimit the cortical surface and border between V1 and the white matter. Right: close-up 
(40×) of the area delimited by the yellow lines in the previous image, showing two ChrimsonR-expressing 
neurons. Scale bars: 500 µm, 200 µm, 20 µm. (b) fUS activation maps obtained after visual stimulation of the 
contralateral eye (left), optogenetic stimulation of the ipsilateral V1 area expressing ChrimsonR (middle) and 
control optogenetic stimulation of the uninjected contralateral V1 area (right), from a single imaging plane 
(AP  − 7.5 mm) from the same animal. White dashed lines delimit the V1 and SC areas. Colored pixels indicate 
significant CBV variation (Wilcoxon signed-rank test with Bonferroni-Holm correction). Right insets: patterns 
of single-pixel activation. Gray lines represent single-trial activity (n = 20) and the black line represents the 
mean CBV variation. Colored patches indicate light stimulation (duration: 2 s) (c) fUS activation maps for 
visual and optogenetic activation, for all imaging planes (AP  − 6 mm to AP  − 8 mm) in which V1 (delimited 
by white dashed lines) is present, from the same animal (animal #2). (d) Left: percentage of V1 activated 
during optogenetic stimulation for each fUS imaging plane, for all animals (n = 10). Right: AP distribution of 
the ChrimsonR expression area on brain sections. (e) Spike density function (SDF) of typical V1 single units 
during visual (black lines) or optogenetic (red lines) activation. Four subpopulations of neurons were identified: 
double-responsive  (nV+O = 13), responsive to the visual  (nV = 20) or optogenetic stimulus only  (nO = 81), non-
responsive  (nNone = 57). (f) Left: ON response latencies for visual (n = 33 units) and optogenetic (n = 76 units) 
stimulation (Mann–Whitney, p < 0.0001). Right: ON response durations for visual (n = 33 units) and optogenetic 
stimulation (n = 72 units). (g) Depth profile of transient (ON duration < 51 ms, n = 33 units) and sustained (ON 
duration > 197 ms, n = 22 units) neurons activated by optogenetics. (c–d) Scale bar: 2 mm. The irradiance used 
for optogenetic and control stimulation was 140 mW  mm−2.
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100 cycles, 140 mW  mm−2). We used the Spyking Circus  algorithm34 to sort the multi-unit recordings, to obtain 
single-cell responses. In total, we recorded a population of 171 neurons from nine animals expressing ChrimsonR 
in V1. These neurons displayed several distinctive patterns of activity under both direct eye and optogenetic 
stimulation conditions (Fig. 1e). We plotted the spike density function (SDF) of four V1 neurons for both direct 
eye stimulation (black lines) and optogenetic conditions (red lines), to highlight the diversity of these activity 
patterns. Based on the profiles of visual and optogenetic responses, we classified neurons into four different 
groups: neurons responding to both visual and optogenetic stimulation (V + O neurons, n = 13, 7.6%, Wilcoxon 
signed-rank test, two-tailed, p < 0.01, between baseline: [-100 0] ms, and stimulus presentation window: [0 200] 
ms), to visual stimulation only (V neurons, n = 20, 11.7%), to optogenetic stimulation only (O neurons, n = 81, 
47.4%), and non-responsive neurons (‘None’ neurons, n = 57, 33.3%). Most of the neurons responding to visual 
stimulation displayed phasic responses, with an ON response occurring after the start of stimulation followed, 
in some cases, by an OFF response. By contrast, the neurons responding to optogenetic stimulation displayed 
a unique ON response. We characterized the neuronal activation further, by comparing the onset latencies and 
durations of the V1 responses for both direct eye and optogenetic stimulation conditions, for V, O and V + O 
neurons (n = 109, Fig. 1f). As observed for the representative neurons shown in Fig. 2a, the onset latencies of V1 
responses were significantly shorter after optogenetic stimulation (mean: 1.76 ± 3.14 ms, n = 76 units) than after 
stimulation of the contralateral eye (mean: 41.24 ± 16.61 ms, n = 33 units, Mann–Whitney, p < 0.0001). These 
very short response latencies for optogenetic stimulation are consistent with the direct activation of transfected 
neuronal cell bodies, bypassing all retinal synapses, by contrast to natural visual signal transmission. We also 
analyzed the duration of visual/optogenetic responses, to determine whether V1 neurons presented transient 
or sustained activity, according to the type of stimulation. For direct eye stimulation, the duration of neuronal 
responses was tuned on a single ensemble, with a mean duration of activation of 28.09 ± 17.05 ms (n = 33). By con-
trast, in optogenetic conditions, two subgroups emerged: neurons displaying transient and sustained responses. 
Based on these results, we defined two subsets of neurons: transient (durations < 51 ms, n = 33) and sustained 
(durations > 197 ms, n = 22) neurons. The remaining neurons (n = 17) had intermediate response durations. The 
transient responses may result from inhibitory cortical feedback from interneurons or a difference in voltage-
gated channel properties between neuronal subtypes leading to the silencing of these neurons. We found no 

Figure 2.  Dose–response relationship of optogenetic activations (a) Top: fUS activation maps of a single 
imaging plane (AP  − 7.5 mm) from animal #4 at different irradiances. Scale bar: 2 mm. White dashed lines 
delimit the V1 and SC areas. Bottom: SDF from a typical V1 single unit during optogenetic stimulation for 
200 ms (gray patch) at different irradiances. (b) Left panel: mean CBV variation over all animals (n = 9) for each 
irradiance. of the values for each animal were normalized against those obtained at 106 mW  mm−2. Error bars 
represent the standard deviation. The colored patch corresponds to the 2 s optogenetic stimulation. Right panel: 
normalized active volumes of the ipsilateral V1 area for each irradiance. Open circles are individual values, bars 
represent the mean and the standard deviation (n = 9 animals, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, p < 0.05). 
(c) Left: cumulative distribution of the mean maximal firing rates of all recorded V1 single units (n = 92) during 
optogenetic stimulation, for each irradiance. Right panel, top: depth profile of V1 single units activated (black 
squares) or not (gray squares) by the optogenetic stimulation, for each irradiance (n = 92 single units). Bottom: 
percentage of active (black) and non-responsive (gray) neurons for each set of conditions.
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significant difference in the depth distribution of transient and sustained neurons (Fig. 1g), revealing an absence 
of correlation between neuronal response patterns and potential decreases in stimulus intensity with tissue depth; 
transient and sustained neurons were recorded within the same cortical layers (L2/3 to L6), suggesting a direct 
activation of cortical neurons by optogenetic stimulation at the cortical surface. We then assessed the specificity of 
optogenetic activation, by performing electrophysiological recordings on naive animals. In the animals in which 
no injection was performed (Fig. S1, n = 3 animals), almost all the recorded neurons (n = 187/188) displayed a 
total absence of response to optogenetic stimulation; the only responsive neuron had a very low response rate 
(3.89 Hz) relative to its baseline activity (1.71 Hz, p = 0.0014). In this experiment, most neurons displayed a visual 
response when the contralateral eye was stimulated (n = 80/118), whereas another group of neurons (n = 37/118) 
did not respond to either visual or optogenetic stimulation. Thus, by recording single-cell activities in transfected 
areas of V1, we were able to demonstrate that optogenetic light stimulation at the surface of the cortex triggered 
both an increase in cerebral blood volume, as shown by fUS imaging, and direct neuronal activation. We can 
therefore conclude that the fUS variations we observed reflected the optogenetic activation of V1 neurons. As 
in fUS imaging, we found that a larger number of neurons responded to optogenetic stimulation than to visual 
stimulation (Fig. 1e), consistent with the broader activation of areas in response to optogenetic stimulation than 
following direct contralateral eye stimulation and fUS imaging.

fUS imaging and electrophysiological recordings reveal the dose–response relationship of 
optogenetic activations to different irradiances. As both single-cell recording and fUS imaging can 
be used to monitor optogenetic neuronal activation, we compared the responses obtained with these two tech-
niques for different irradiances (for light power equivalences, see Table 1). We first imaged the same single V1 
plane (AP  − 7.5 mm) by fUS while optogenetically stimulating the surface of the ChrimsonR-expressing V1 
area with various irradiances (from 1.2 to 106 mW  mm−2). The size of the active volume within the injected 
V1 area increased with irradiance, with a major increase between 36 and 70 mW  mm−2 and a slight decrease at 
106 mW  mm−2 (Fig. 2a). One also found that the contralateral SC was slightly activated at irradiances above 1.2 
mW  mm−2. For each irradiance, we then calculated the mean CBV variation over all significant pixels in the V1 
area and over all trials (Fig. 2b, left panel). For each animal, we normalized these values against those obtained 
for the highest irradiance (106 mW  mm−2). Normalized CBV variation peaked 4 s after the start of stimulation. 
Peak CBV values increased as a function of irradiance. No CBV variation was recorded for the lowest irradiance 
(1.2 mW  mm−2). Difference in peak CBV values relative to that for the lowest irradiance tested started to become 
significant from 6 mW  mm−2 onwards (1.2 mW  mm−2, mean: 0 ± 0; 6 mW  mm−2, mean: 0.36 ± 0.34, Wilcoxon 
signed-rank test, one-tailed, p < 0.05). For each irradiance, we then calculated the percentage normalized acti-
vated ipsilateral V1 volume (Fig. 2b, right panel) in all animals (n = 9). We again observed an increase in the nor-
malized active volume of V1 with irradiance. Difference with respect the value obtained at the lowest irradiance 
became significant from 6 mW  mm−2 onwards (1.2 mW  mm−2, mean: 0 ± 0%; 6 mW  mm−2, mean: 22.3 ± 39.0%, 
Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, p < 0.05). We then investigated whether the variation of CBV responses 
observed with irradiance was related to the number of neurons recruited. The SDF from an example single-unit 
was determined for the different irradiances; the amplitude of this single-unit increased with irradiance: over 100 
trials, this neuron had an average peak response of 8.2 Hz (SEM ± 3.87) for 6 mW  mm−2 and 36.6 Hz (SEM ± 7.3) 
for 106 mW  mm−2 (Fig. 2a). We generalized this analysis by plotting the cumulative distribution of the mean 
maximal firing rates for each irradiance (Fig. 2c, left panel). The cumulative curves reached a plateau for lower 
maximal firing rates with decreasing irradiance. We noted a significant difference in distribution between 1.2 
mW  mm−2 and irradiances of 6 mW  mm−2 and above (1.2 mW  mm−2, median: 0 Hz; 6 mW  mm−2, 3.8 Hz, Kol-
mogorov–Smirnov test, p < 0.0001), demonstrating that electrophysiological recordings and fUS imaging had 
equivalent sensitivities. Finally, in our total population of V1 neurons, the proportion of responsive neurons 
increased with irradiance (from 28/92 units at 6 mW  mm−2 to 71/92 units at 106 mW  mm−2, Fig. 2c, right panel). 
Interestingly, the depth distribution of the activated neurons did not change with increasing irradiance (Fig. 2c, 
right panel). It was, therefore, possible to activate neurons from deep cortical layers even at very low irradiances.

Spread of optogenetic activation to downstream and upstream visual areas. The results 
described above relate to optogenetic activation in V1 with the optic fiber placed at the surface of the primary 
visual cortex. We then investigated whether the activity initiated in V1 was functionally relevant and spread to 

Table 1.  595 nm light irradiances and powers used in this study.

Irradiance (mW  mm−2) Power (mW)

142 7.1

140 7.0

106 5.3

70 3.5

36 1.8

14 0.7

6 0.3

1.2 0.06
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other visual structures up- or downstream. For the downstream pathway, LGN terminals end in V1 at the depth 
of cortical layer IV, whereas cortical V1 layer VI sends feedback connections to the LGN. We thus hypothesized 
that injecting AAV9-7m8-CaMKII-ChrimsonR-tdT into V1 would increase ChrimsonR expression in at least 
one of these two categories of fibers and that the optogenetic activation of V1 would lead to direct activation of 
the LGN via LGN terminals in V1, or to an indirect activation of the LGN through feedback connections in V1 
cortical layer VI. Histological analyses confirmed that some ChrimsonR expression occurred in the LGN, but 
we were unable to identify any ChrimsonR-expressing cell bodies in the LGN, suggesting that only retrograde 
fibers originating from cortical V1 layer VI expressed this opsin (Fig. S2). We imaged the planes containing the 
LGN (AP  − 3.5 to AP  − 5.5 mm). Figure 3a shows the fUS imaging planes at AP  − 5 mm for the direct eye and 
optogenetic stimulation conditions. We noted a slight activation of the visual cortex following visual stimula-
tion (see Fig. 1b), and a strong activation of the ipsilateral LGN (n = 85/225 active pixels) when the contralateral 
eye was stimulated with the white LED, suggesting that this kind of stimulation was more appropriate for LGN 
and SC activations than for the visual cortex. Indeed, in the 11 animals (Fig. 3b), the mean percentage of the 
LGN volume visually activated was 20.5 ± 13.7% which is much greater than the volume activation obtained for 
V1 (less than 1%). When the injected V1 surface was stimulated with the optic fiber (Fig. 3a), CBV responses 
increased significantly in the ipsilateral LGN, but with a much smaller number of activated pixels (n = 12/225 
pixels) than for visual stimulation. We also performed a control optogenetic stimulation, in which we stimulated 
the non-injected V1 area. We observed no activation of the ipsilateral LGN, confirming that, on stimulation of 
the injected hemisphere, ipsilateral LGN activation was due to optogenetic activation of LGN terminals in V1 
or feedback from the V1 area (Fig. S2). In the 11 animals tested, the active LGN volumes for visual stimulation 
were larger than those for optogenetic stimulation (visual, mean: 20.5 ± 13.7%; optogenetic, mean: 6.5 ± 12.3%, 
Wilcoxon signed-rank test, p = 0.0068). In addition, for the five animals tested by optogenetic stimulation of the 
non-transfected V1 area, we detected no significant responsive pixels (Fig. 3b, mean: 0 ± 0%, n = 5 animals). We 
also performed single-cell recordings in the LGN, to demonstrate that the neurovascular activations imaged by 
fUS in the LGN coincided with the activation of LGN neurons (Fig. 3c). We recorded a total of 153 neurons in 
the LGN. Only two units responded to both visual and optogenetic stimulation; seven units were responsive 
only to optogenetic stimulation, and 40 units were responsive only to visual stimulation (n = 7 animals). The vast 
majority of LGN neurons were unresponsive to both types of stimulation. The distribution of onset latencies 
following direct eye stimulation was broader for LGN than for V1 single units (Fig. 3d, mean: 47.88 ± 23.55 ms, 
n = 42 units, and see Fig. 1f). This may reflect the recording of both cells activated by retinal ganglion cells and 
cells retrogradely activated by the V1 area, which have higher latencies. Following optogenetic stimulation at the 
surface of the V1 area, the onset latencies for LGN neurons were shorter than those following visual stimulation 
(mean: 9.86 ± 4.95 ms, n = 7 units, Mann–Whitney, p < 0.05). However, these response latencies were greater than 
those recorded in V1 (n = 42 units. Mann–Whitney, p < 0.0001, see Fig. 1f for V1 units). This result suggests that 

Figure 3.  Spread of optogenetic activation to the LGN. (a) fUS activation maps obtained during visual 
stimulation of the contralateral eye (top) and optogenetic stimulation of the ChrimsonR-expressing ipsilateral 
V1 area (bottom) from a single imaging plane in which the LGN is present (AP  − 5 mm) from the same animal. 
White dashed lines delimit the ipsilateral LGN. Scale bar: 2 mm. (b) Percentage active volume of the LGN after 
visual, optogenetic or control stimulation. For both visual and optogenetic stimulations, we show the volumes 
of the LGN ipsilateral to the injection, whereas, for control stimulations, the volume of the contralateral LGN 
is shown. Open circles represent mean values over all imaging planes for each animal (visual and optogenetic 
stimulation, n = 11, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, p = 0.0068, n = 5 for control, Mann–Whitney test, 
one-tailed, p = 0.0288), bars represent the mean for all animals. (c) SDF of a typical LGN single unit responding 
to visual (black line) and optogenetic (red line) stimulation of the ipsilateral V1 area. (d) ON latencies of V1 and 
LGN single-unit responses to visual (V1, n = 33 units, LGN, n = 42 units) or optogenetic stimulation of V1 (V1, 
n = 29 units, LGN, n = 7 units. Mann–Whitney test, p < 0.05). The irradiance used for optogenetic and control 
stimulation was 142 mW  mm−2.
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the optogenetically activated LGN single units recorded here were activated indirectly, by retrograde fibers from 
V1 cortical layer VI, as suggested by the histological data.

We also investigated whether V1 optogenetic stimulation could spread to the direct upstream visual area 
toward which V1 projects: the V2 area. We obtained fUS activation maps in different imaging planes (AP  − 6 
to AP  − 8 mm) in which the entire V2 area was present after either direct stimulation of the contralateral eye 
or optogenetic stimulation at the surface of the V1 area. We show representative activation maps from single 
imaging planes (AP  − 8.5 mm) in Fig. 4a. Visual stimulation of the contralateral eye led to almost no activa-
tion of the V2 area on the same side as the injected V1. By contrast, optogenetic stimulation of the transfected 
V1 area led to a stronger activation of the ipsilateral V2, mostly within the ventral part of V2. As previously 
reported, within the different imaging planes, we also observed strong activation in the lower parts of V1 and 
V2 containing the axons. We next quantified the active volume over all imaging planes for the V2 area, for all 10 
animals (Fig. 4b). As for the V1 area, visual stimulation resulted in only weak activation of V2 (mean: 0.2 ± 0.3% 
of activated volume). Averaged activation volumes were significantly larger for optogenetic stimulation than for 
visual stimulation (mean: 5.6 ± 8.0% activated volume, n = 10 animals, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, 
p < 0.05). Control stimulation of the non-injected V1 area confirmed the specificity of the spread of optogenetic 
activation from V1 to V2, as no activation was observed in the contralateral V2 area (Fig. 4b, Fig. S2).

Electrophysiological recordings within V2 confirmed that the fUS variations we observed in V2 were consist-
ent with direct neuronal activation (Fig. 4c). We recorded V2 single units responding to visual and optogenetic 
stimulation. As previously described, we characterized the onset latency of these neurons, comparing the values 
obtained with those for V1 single units (Fig. 4d). Similar visual latencies were recorded for V1 and V2 single 
units (visual stimulation: V1, mean: 41.24 ± 16.61 ms, n = 33 units (see Fig. 1f); visual stimulation: V2, mean: 
39.43 ± 9.557 ms, n = 14 units). Interestingly, optogenetic onset latencies were higher for V2 single units than for 
V1 (V1, mean: 1.76 ± 3.14 ms, n = 76 units. V2, mean: 62.78 ± 77.44 ms, n = 9 units, Mann–Whitney, p < 0.0001), 
suggesting that these neurons were activated indirectly by ChrimsonR-expressing V1 neurons. Two V2 neu-
rons presented particularly long optogenetic ON latencies, possibly due to a difference in the microcircuits 
involved. We checked that this variability did not bias the latency delay for V2 and V1 neurons after optogenetic 
stimulation, by performing the same statistical test on a V2 data set restricted to the remaining seven fast V2 
units. The difference in ON latency between V1 neurons and these fast V2 neurons was conserved (fast V2 units, 
mean: 12.2 ± 9.5 ms, n = 7 units, Mann–Whitney, p < 0.0001), suggesting that all V2 neurons were activated indi-
rectly after the onset of stimulation. This conclusion is supported by the lack of ChrimsonR expression in V2 on 
brain slices from the animals used to record these single units. However, these V2 latencies were shorter than 
V2 latencies for natural eye stimulation, demonstrating that they were genuinely produced by V1 optogenetic 
activation.

Figure 4.  Spread of the optogenetic activation to V2. (a) fUS activation maps obtained during visual 
stimulation of the contralateral eye (top) and optogenetic stimulation of the ChrimsonR-expressing ipsilateral 
V1 area (bottom) and control stimulation of the uninjected contralateral area from a single imaging plane 
(AP  − 7.5 mm) containing the V2 area. White dashed lines delimit the ipsilateral V2 area. Scale bar: 2 mm. 
(b) Percentage active volume of V2 after visual, optogenetic or control stimulation. For both visual and 
optogenetic stimulation, we show the volumes of V2 ipsilateral to the injection, whereas, for the control, we 
shown the volume of the contralateral V2. Open circles represent mean values over all imaging planes for 
each animal (visual and optogenetic, n = 1, Wilcoxon signed-rank test, one-tailed, p = 0.002, n = 7 for control, 
Mann–Whitney test, one-tailed, p = 0.0004), bars represent the mean over all animals. (c) SDF of a typical V2 
single unit responding to visual (black line) and optogenetic (red line) stimulation of the ipsilateral V1 area. 
(d) ON latencies of V1 and V2 single-unit responses to visual (V1, n = 33 units, V2, n = 14 units) or optogenetic 
stimulation of V1 (V1, n = 76 units, V2, n = 8 units). The irradiance used for optogenetic and control stimulation 
was 140 mW  mm−2.
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Discussion
Coupling of optogenetics with fUS. In this study, we demonstrate that optogenetic activation can be 
detected by fUS imaging. Rungta and  colleagues25 indicated that blue light from the tip of the optic fiber per se 
could induce neurovascular responses in naïve mice, at light powers higher than 2 mW (irradiances higher than 
18 mW  mm−2). Two other recent studies reported hemodynamic responses following blue light illumination of 
the retrosplenial cortex in Thy-ChR2 mice or the illumination of specific neuronal subpopulations of the supe-
rior colliculus in other transgenic  lines19,26. We here show that even with AAV-mediated expression of microbial 
opsins, we can specifically activate neurons by optogenetics but in the red range which provides deeper light 
penetration and less light scattering. The authors explained that they used a lower light power and irradiance 
(0.3 mW/1.5 mW  mm−2) to prevent non-specific activation. By contrast, we used an AAV-mediated strategy 
to express ChrimsonR in V1 neurons, resulting in a lower density of opsin-expressing cells than in transgenic 
mice  lines35. Our results demonstrate the possibility of recording neurovascular optogenetic activation due to 
a small number of transfected neurons. Moreover, we show here that stimulation of the control non-injected 
hemisphere does not induce a vascular response, thereby demonstrating the specificity of ChrimsonR-elicited 
optogenetic activity. Single-cell recordings confirmed the neuronal optogenetic activation correlated with these 
CBV variations. We also used a higher wavelength (595 nm) for illumination than Rungta and coworkers, but 
with comparable values of power and irradiance. These results indicate that red light can be used even at high 
power, in protocols combining the optogenetic activation of red-shifted opsins and fUS imaging. Importantly, 
electrophysiological recordings from the control animals showed no neuronal activation, suggesting negligible 
thermal effects with the use of 595 nm light under the parameters used here. Indeed, we included these param-
eters in the heat propagation model of  Stujenske36, and recorded a very local (< 1 mm-diameter sphere from the 
tip of the optic fiber) increase in temperature, by 0.2 °C, which is too small to alter neuronal firing rates. Finally, 
we characterized the dose–response dependence of our recorded optogenetic activations.

The use of fUS imaging to analyze optogenetic responses has the advantage that it could potentially provide 
a mesoscopic view of the activated area. Unlike electrophysiological recordings, which extract information very 
 locally6, and calcium imaging, which is dependent on both expression of the calcium indicator and the penetra-
tion of blue light through the  tissue37, it can display information at a brain-wide spatial scale. The coupling of 
fMRI with optogenetics meets these criteria, but with a lower spatial  resolution8,10,11 (of the order of a millimeter 
per pixel). By contrast, fUS imaging can detect brain activity at a submesoscopic resolution (100 × 100 µm2), with 
less cumbersome equipment than for fMRI.

Spread of the activity within V1. We found that optogenetic neurovascular activation was well corre-
lated with ChrimsonR expression in the AP axis. We also noted that optogenetic V1 stimulation spread beyond 
the borders of V1, as indicated by the activation of both the LGN and V2 on both fUS and electrophysiology. 
This spread of activity may be due to fibers located at the base of V1, connected to the LGN and expressing 
ChrimsonR (Fig. S1). These fibers may generate the neurovascular activity detected ventrally to V1 on our acti-
vation maps. Furthermore, the mean neuronal transfection rate was 5.5% in the coronal plane displaying the 
highest fluorescence signal, whereas a larger volume of V1 was activated in this plane. A first explanation for this 
may be the spread of neuronal activation to other V1 cells, although we recorded a rather homogeneous set of 
short-onset latencies. Alternatively, neurovascular activations may be broader per se than neuronal responses. 
Some studies of rat olfactory bulb glomeruli have provided evidence of a close overlap between capillary blood 
flow and neuronal  activity38, whereas others have reported a mismatch between the areas of neurovascular and 
neuronal  activation39,40. Specifically for V1, a lack of correlation between BOLD signals and spiking activity has 
been observed in  cats41, and a lack of correlation between single-vessel hemodynamic responses and calcium 
imaging signals has been found in cats and  rats42.

Cortical visual restoration. We detected neurovascular and neuronal responses, even at low irradiance (6 
mW  mm−2), with no modification of the depth distribution of the activated neurons. One recent  study43 reported 
that the stimulation of deep V1 layers (> 1.5 mm) in non-human primates with electrical prostheses elicited 
behavioral responses. Our ability to activate neurons in deep cortical layers highlights the potential value of red-
shifted opsin ChrimsonR for optogenetic cortical vision restoration strategies. Although it would still require a 
cranial surgery for the implantation of an optic device above the dura, the optogenetic therapy would bypass the 
need to insert electrodes in the tissue unlike electrical cortical visual restoration. Besides, long-term insertion of 
electrodes in the cortex leads to signal degradation over time, an issue that an optogenetic strategy can bypass 
too. A key element of visual restoration is the induction of neuronal responses with characteristics matching 
those resulting from a natural visual  stimulus44–50. We show here that the firing rates induced by optogenetic 
stimulation were similar to those induced by visual stimulation. Optogenetically activated neurons had very 
short latencies, of the order of 1–2 ms. Theoretically, this is sufficient for the encoding of natural images into 
optogenetic stimulations at a temporal resolution matching the resolution of the natural visual signal. Moreover, 
those optogenetic onset latencies were quite homogeneous, despite being obtained for neurons located in differ-
ent layers. These results demonstrate that we can induce a signal that does not lose its temporal resolution with 
depth.

Finally, the feasibility of inducing visual percepts by optogenetic cortical vision restoration remains to be 
demonstrated. In species with a more complex hierarchical organization of cortical visual areas, such as nonhu-
man primates, a few studies have shown behavioral effects due to the optogenetic stimulation of higher visual 
areas.  Jazayeri51 and coworkers reported that saccades following fixation tasks were shifted towards the recep-
tive field of the region of V1 optogenetically activated following the fixation point offset.  Ju52 and coworkers 
demonstrated the successful detection of optogenetic percepts in a saccade task. However, we used here a single 
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optic fiber for optogenetic stimulation that led to a global activation of V1. This will hardly allow the encoding 
of precise spatial stimuli. The use of lower irradiances led to more restricted volumes of activations as shown in 
Fig. 2, which is more suitable for increasing the spatial resolution of the encoding. Subpopulation or single-cell 
activation can be achieved using more sophisticated optic techniques such as two-photon microscopy and holo-
graphic stimulation. However, coupling these activations techniques with fUS imaging remains challenging due 
to the hindrance of both an objective and a fUS probe onto a rodent cranial window. Moreover, concerning the 
optogenetic cortical therapy, the use of multiphoton microscopy will hardly be compatible with the development 
of easily-implantable prosthetics. Nevertheless, we showed a here a way to appraise the optogenetic activation 
volumes. Such information will be critical for later development of more complex stimulation system, such as 
arrays of micro-LEDs that will offer better spatial resolution. This might make it possible to generate percepts 
more complex than phosphenes and to develop discrimination behavioral tasks to assess their perception.

Materials and methods
The study was carried out in compliance with the ARRIVE guidelines.

Animals. All animal experiments and procedures were approved by the Local Animal Ethics Committee 
Charles Darwin CEEACD #5 (registration number 2018032911282465) and performed in accordance with 
European Directive 2010/63/UE. We used wild-type male Long-Evans rats (Janvier Laboratories), nine weeks 
old at the time of viral injection. Rats were maintained under a reverse 12-h light/12-h dark cycle, with ad libi-
tum access to food and water, except during surgery and electrophysiological recordings.

AAV production. The AAV9-7m8-CaMKII-ChrimsonR-tdT vector was packaged as previously described, 
by the triple transfection method, and purified by iodixanol gradient  ultracentrifugation53. The AAV9-
7m8-CaMKII-ChrimsonR-tdT vector was titered by qPCR with SYBR  Green54 (Thermo Fisher Scientific). The 
titer used in this study was 4.39 ×  1012 vg  mL−1.

Immunostaining and confocal imaging. Following electrophysiological recordings, rats were eutha-
nized, and their brains were extracted and fixed by overnight incubation in 4% paraformaldehyde (100496, 
Sigma-Aldrich) at 4 °C. Brains were then cryoprotected in 30% sucrose (84097, Sigma-Aldrich) and 50 µm sagit-
tal slices were cut with a microtome (HM450, Microm). The slices with the most intense tdT fluorescence from 
each brain were selected for further immunohistochemistry and imaging. Cryosections were permeabilized by 
incubation with 0.5% Triton X-100 in PBS for 1 h at room temperature and were then incubated in blocking 
buffer (PBS + 1% BSA + 0.1% Tween 20) for 1 h at room temperature. Samples were incubated overnight at 4 °C 
with monoclonal anti-NeuN antibody (1:500; Mouse, MAB377, Merck Millipore), in a 50% dilution of blocking 
buffer + 0.5% Triton X-100. Secondary antibodies conjugated with Alexa Fluor dyes (1:500; Molecular Probes) 
and DAPI (1:1000, D9542, Merck Millipore), were incubated with the samples for 1 h at room temperature. An 
Olympus FV1000 laser-scanning confocal microscope with a 20× or 40× objective (UPLSAPO 20XO, NA: 0.85) 
was used to acquire images of brain sections.

Viral injections. Viral injections were performed in aseptic conditions with a digital small-animal stere-
otaxic instrument (David Kopf Instruments). Ear bars were covered with xylocaine to ensure that the animals 
felt no pain. Rats were anesthetized in a sealed box containing gaseous isoflurane (5%), and maintained under 
anesthesia in the stereotaxic frame (25% ketamine, 10% medetomidine and 65% saline injected intraperito-
neally) for the entire surgical procedure, and animal body temperature was maintained at 37 °C with a heating 
pad. Buprenorphine was injected subcutaneously to reduce inflammation, and Lubrithal was applied to the 
eyes to prevent them from drying out. Xylocaine, 70% ethanol and Vetedine were applied successively to the 
scalp before incision, to minimize pain and maintain sterile conditions. Cranial sutures were cleaned to remove 
connective tissue, by applying  H2O2, to facilitate localization of the injection coordinates. We injected a total 
volume of 1.2 µL of viral suspension unilaterally into rates, via two injection tracks, at a flow rate of 50–75 nL/
min, with a 5 or 10 µL microsyringe (Hamilton) equipped with a microinjector (Sutter Instrument) and control-
ler (World Precision Instruments). The coordinates for viral injection were + 2.8/ + 3.2 mm from midline (M-L 
axis),  − 6.5/− 7.5 mm from Bregma (A-P axis) and 1.6–1.35–1.1 mm ventral to the skull surface (D-V axis), 
based on the 2004 edition of the Paxinos and Franklin rat brain atlas. Viral efflux was prevented by leaving the 
needle in a 1.8 mm ventral position for two minutes before beginning the injection, with a three-minute inter-
val left between injections before complete withdrawal of the needle from the cortex. After surgery, rats were 
brought round from anesthesia with a subcutaneous injection of Antisédan (0.15 mL).

In vivo electrophysiological recordings. Bilateral craniotomies were performed with a digital small-
animal stereotaxic instrument (David Kopf Instruments), at least 30 days after viral injection, to allow time for 
opsin expression. Ear bars were covered with xylocaine to prevent pain. Rats were anesthetized in a sealed box 
containing gaseous isoflurane (5%) and maintained under anesthesia in the stereotaxic frame (25% ketamine, 
10% medetomidine and 65% saline injected intraperitoneally) for the entire surgical procedure, and electrophys-
iological recordings were taken with body temperature maintained at 37 °C with a heating pad. Buprenorphine 
was injected subcutaneously to reduce inflammation, and Lubrithal was applied to the eyes to prevent them from 
drying out. Cranial sutures were cleaned to remove connective tissue, by applying  H2O2, to reveal the injection 
tracks. Parietal bones were removed by drilling rectangular flaps and gently moving the bone away from the dura 
mater, exposing the cortex from 3 to 8.5 mm from Bregma (A-P axis), to cover the injection tracks. The dura was 
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then gently removed. During drilling, the skull was regularly cooled with PBS, and once the cortex was exposed, 
it was protected from dehydration by the regular application of cortex buffer. After surgery, electrophysiologi-
cal recordings were performed with 16-channel electrodes (A1 × 16–5 mm-50–703-OA16LP) coupled with a 
400 µm-core fiber (Thorlabs M79L005 Fiber Cable, MM, 400 µm 0.39NA, FC/PC to 1.25 mm ferrule, 0.5 m) at 
various positions close to the injection sites. Electrophysiological data were acquired with MC RACK software. 
For visual stimulation, a white LED (Thorlabs MNWHL4 Mounted LED, 60 mW/cm2) was placed 15 cm in front 
of the eye on the contralateral side of the cranial window. Electrophysiological recordings were digitized with a 
16-channel amplifier (model ME32/16-FAI-µPA, MultiChannel Systems). The sampling rate was 25 kHz.

Acquisition protocol for electrophysiological recordings. For optogenetic stimulation, we con-
nected the optic fiber (reference above) to a light source (Thorlabs M595F2 (fiber coupled LED @595 nm), Ø400 
µm, 150 µW/cm2) delivering light at the ChrimsonR excitation wavelength (595 nm). We targeted the trans-
fected region of V1 by imaging tdT fluorescence with a Micron IV imaging microscope (Phoenix Research Labo-
ratories) before recordings. The fiber was placed on the surface of the cortex while the electrode was inserted 
in the tissue. Both stimulations consisted of 100 repeats of 200 ms flashes at 1 Hz. The onset of the flashes was 
aligned with electrophysiological data, with Clampex 9.2 software. We used several different irradiances of light 
at 595 nm in this study. Power at the fiber tip was measured with a power meter (Thorlabs, PM100D), by placing 
the fiber tip in contact with the sensor. The irradiance corresponding to each power was calculated as previously 
 described25.

Spike sorting. Offline spike sorting of the electrophysiological recordings (linear 16-channel electrodes) was 
performed with the SpyKING CIRCUS  package34. Raw data were first high-pass filtered (> 300 Hz) and spikes 
were detected when a filtered voltage trace crossed the threshold. Automatic cluster extraction was performed 
and candidate clusters were curated. Refractory period violations (< 2 ms, > 1% violation) and noisy spike shapes 
led to cluster deletion. Spike templates with coordinated refractory periods in the cross-correlogram together 
with similar waveforms led to the merging of cluster pairs.

Electrophysiological data analysis. All electrophysiological data were extracted and analyzed with a 
custom-made Matlab script. Responsive units were defined as those displaying a significant difference in neu-
ronal activity between the pre-stimulation period (averaged 100 ms before stimulus onset) and the stimula-
tion interval (averaged 200 ms following stimulus onset, Wilcoxon signed-rank test, p < 0.01). For each unit, 
responses are represented as the spike density function (SDF), which was calculated from the mean peristimulus 
time histogram (PSTH, bin size: 1 ms, 100 trials) smoothed with a Gaussian filter (2 ms SD).

Calculation of latencies and response durations. The latency of the units displaying activation was 
defined as the first time point at which the SDF crossed the value of the baseline plus 2SD and remained higher 
than this value for at least 10 ms. Conversely, the offset of activation was defined as the first time point after 
latency that the SDF crossed back below the value of the baseline plus 2SD and remained lower than this value 
for at least 10 ms. Not all active neurons from a given population met these criteria, accounting for the slight 
difference between the number of active neurons and the number of latencies presented here.

Generation of functional ultrasound images. fUS imaging was performed as previously  described17, 
with a linear ultrasound probe (128 elements, 15 MHz, 110 µm pitch and 8 mm elevation focus, Vermon; Tour, 
France) driven by an ultrafast ultrasound scanner (Aixplorer, Supersonic Imagine; Aix-en-Provence, France).

Acquisition protocol for fUS imaging. 3D fUS acquisitions were performed after craniotomy and elec-
trophysiological recordings, as previously described. When optogenetic responses were observed, the position 
of the optic fiber on the surface of the cortex was kept unchanged until control acquisitions were performed, in 
which the fiber was moved to the other hemisphere. The cortex buffer on the surface of the cortex dried out, and 
1  cm3 of ultrasound coupling gel was placed between the cortex and the linear ultrasound probe. Acquisition 
protocols consisted of 20 stimulation blocks, each consisting of 13 s of rest followed by 2 s of stimulation. For 
visual stimulation, the white LED used for electrophysiological recordings was kept in the same position, and the 
2 s stimulation consisted of eight repeats of 125 ms flashes at 4 Hz. For optogenetic stimulation, the 2 s stimula-
tion consisted of 40 repeats of 25 ms flashes at 20 Hz. Acquisitions were performed on coronal planes from 3 to 
8.5 mm from Bregma (AP axis), with a 0.5 mm increment corresponding to the thickness of the imaging plane.

Building activation maps. For each pixel, we averaged, for each block, the intensity of Doppler power at 
baseline (2 s before stimulus onset) and during a response window (4 s after stimulus onset). The signals were 
then compared in one-tailed Wilcoxon signed-rank tests. Only pixels with p-values < 4.03 ×  10–6 (corresponding 
to a global p-value < 0.05 with Bonferroni correction) were considered significant. On the maps, CBV during the 
response window is presented as a percentage of the baseline value. Region of interest (ROI) as V1, V2, SC and 
LGN were determined for each imaging plane, based on the Matt Gaidica rat brain atlas.

Data availability
The datasets generated during and/or analyzed during the current study are available from the corresponding 
author on reasonable request.
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2.2. Chapitre 2 : stimulation sonogénétique 

du cerveau à une résolution 

spatiotemporelle adaptée à la 

restauration visuelle 
 

2.2.1. Résumé 

 

L’objectif de ce chapitre est d’apporter une preuve de concept que la sonogénétique 

peut être utilisée chez le rongeur comme une stratégie de restauration visuelle corticale. 

Plusieurs étapes doivent être validées pour ce faire. Premièrement, il faut démontrer la 

possibilité d’exprimer un canal mécanosensible dans les neurones ciblés et d’apporter des 

preuves physiologiques de l’efficacité de la stimulation avec une résolution spatiotemporelle 

compatible avec la restauration visuelle.  

Pour évaluer l’efficacité de différentes protéines décrites pour leurs propriétés 

mécanosensibles, celles-ci ont été exprimées par thérapie génique dans la rétine de rat. 

Ainsi, nous avons  établi que le canal mécanosensible MscL et son variant MscL-G22S 

présentant un seuil d’activation plus faible peuvent être exprimés au sein des cellules 

ganglionnaires rétiniennes de rat. Cette expression est révélée par la fluorescence rouge de 

la protéine reportrice tdTomato fusionnée au canal MscL (Figure 2, a-d). Nous avons ensuite 

enregistré les réponses ex-vivo de ces neurones suite à une stimulation ultrasonore à 15 

MHz sur des matrices d’électrodes. Deux ensembles de réponses sont observés : un groupe 

présentant des latences courtes (inférieures à 20 ms) et un groupe présentant des latences 

longues (supérieures à 20 ms) (Figure 2, g). Seules ces réponses à latences longues 

demeurent présentes lors de la stimulation de rétines contrôle n’exprimant pas MscL (Figure 

2, h-i). De plus, ces réponses à latences longues sont sensibles à des bloqueurs 

pharmacologiques inhibant la transmission synaptique et sont majoritairement absentes chez 

des rétines de rat P23H présentant une dégénérescence des photorécepteurs (Figure 2, l). 

Ces résultats indiquent que seules les réponses à latences courtes sont de nature 

sonogénétique alors que les réponses à latences longues apparaissent liées à une 

modulation ultrasonore naturelle des photorécepteurs. 

D’autre part, nous avons caractérisé les propriétés fonctionnelles de MscL-G22S au 

sein des cellules ganglionnaires. Les résultats montrent que la résolution temporelle de ce 

canal permet aux cellules qui l’expriment de répondre jusqu’à une fréquence de stimulation 

de 10 Hz (Figure 3, b). De plus, la sensibilité de MscL-G22S permet de répondre à des 

durées de stimuli de l’ordre de 10 ms (Figure 3, a). Enfin, nous avons démontré une co-
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variation entre la surface de rétine activée et la fréquence ultrasonore utilisée pour les 

stimulations (Figure 3, f-j). En outre, une fréquence de 15 MHz permet de générer une 

surface activée de quelques centaines de micromètres, qui suit le déplacement du faisceau 

d’activation. 

Notre intérêt se portant sur l’application corticale, nous avons évalué cette approche 

sonogénétique sur le cortex visuel primaire du rat. Les résultats montrent que le vecteur 

AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdT induit une expression efficace de MscL dans les 

neurones de V1 comme l’indique à nouveau la fluorescence rouge de tdTomato (Figure 4, a-

b). D’autre part, nous avons réalisé des enregistrements électrophysiologiques à l’aide 

d’électrodes pénétrantes ainsi que des électrocorticogrammes (EcoG) à l’aide d’électrodes 

de surface. Les résultats démontrent des activations neuronales détectées par une 

augmentation de la fréquence de décharge des neurones isolés avec à nouveau une latence 

très courte en accord avec une stimulation directe des neurones (Figure 4, o). La mesure par 

matrice d’électrodes EcoG à la surface du cerveau montre des réponses en potentiels 

évoqués dès 10ms de stimulation (Figure 4, e). Ces réponses se déplacent lors du 

déplacement du stimulateur ultrasonore indiquant la possibilité de produire des patterns 

lumineux (Figure 4, k).  Ces activations sont bien spécifiques de l’expression ectopique de 

MscL puisqu’elles sont absentes chez les animaux contrôles non injectés (Figure 4, e). 

Enfin, pour évaluer si un tel stimulus sonogénétique au sein de V1 apparait comme 

un phosphène, nous avons entraîné des souris à effectuer une tâche de détection d’un flash 

lumineux. Au bout de 4 jours, l’animal passe de 23.57 % d’association entre le flash et le 

comportement de prise d’eau à 76.09 % (Figure 5, b). A l’issue de cet apprentissage, lorsque 

le stimulus visuel est remplacé par une stimulation sonogénétique au niveau du cortex 

visuel, les animaux conservent le même comportement mais avec une latence écoutée en 

accord avec la différence des latences au niveau des neurones corticaux entre stimulation 

visuelle naturelle et stimulation sonogénétique du cortex (Figure 5, b-c). A nouveau, en 

absence d’injection corticale d’AAV, la stimulation ultrasonore du cortex visuel n’induit pas le 

comportement de prise d’eau comme après les stimulations visuelle et sonogénétique 

(Figure 5, d).  

L’ensemble de ces résultats fait l’objet d’une publication qui est actuellement en revue au 

sein du journal Nature Nanotechnology. J’y figure en troisième auteur pour avoir contribué à 

la conception, réalisation et analyse des expériences relatives à la démonstration de 

l’efficacité de la stimulation sonogénétique corticale chez le rat. La dernière version de 

l’article au cours du processus en cours de revue est insérée ci-après 
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2.2.2. Article scientifique 
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Remote and precisely controlled activation of the brain is a fundamental challenge in the 

development of brain-machine interfaces (BMI) for neurological treatments. Low-frequency 

ultrasound stimulation can be used to modulate neuronal activity deep in the brain especially 

after expressing ultrasound-sensitive proteins. But so far, no study has described an 

ultrasound-mediated activation strategy whose spatiotemporal resolution is compatible with 

the mandatory needs of BMIs, in particular for visual restoration. Here we combined the 

expression of large-conductance mechanosensitive ion channels (MscL) with uncustomary 

high-frequency ultrasonic stimulation to activate retinal or cortical neurons over millisecond 

durations at a spatiotemporal resolution and acoustic energy deposit compatible with vision 

restoration. The in vivo sonogenetic activation of the visual cortex generated a behaviour 

associated to light perception. Our findings demonstrate that sonogenetics can deliver 

millisecond pattern presentations via an approach less invasive than current BMIs for visual 

restoration and a wide range of applications in neurological disorders. 
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It was anticipated that brain-machine interfaces (BMIs) based on multi-electrode 

arrays would provide solutions for many neurological disorders or deficits, including 

blindness1, 2. Multi-electrode arrays have met with increasing success in peripheral sensory 

system rehabilitation strategies, for restoring hearing in the cochlea or sight in the retina, for 

example. The restoration of vision is, perhaps the most demanding challenge for BMIs, as it 

ultimately requires the 13Hz rate transmission of complex spatial patterns of stimulation3. 

Although form perception can be achieved by large surface electrodes with a slow dynamic4 

or by penetrating electrodes at the expense of invasiveness5, the need for non-contact distant 

activation of neuronal circuits has emerged. Optogenetic therapy provides an alternative for 

the non-invasive stimulation of neurons at higher resolution, as demonstrated on the retina 

even at the clinical level6. However, despite encouraging preliminary results in studies aiming 

to elicit visual perception at the cortical level7-9, approaches for optical stimulation of the 

cortex are hindered by the dura mater and by the scattering and absorption of light by tissues. 

Penetrating light guides have therefore been proposed as a means of maintaining the 

resolution of optical stimulation and its intensity within the brain after removal of the dura10. 

Ultrasound (US) waves could potentially overcome these limitations, making it possible 

to focus at depth and to achieve the non-contact neuromodulation of cortical and subcortical 

areas of the brains11-17. However, this neuromodulation would require a craniotomy (Fig 1.a) 

and the use of high US frequencies to reach the required spatial resolution. Indeed, achievable 

resolution is increased by 30 when switching from 0.5 MHz to 15 MHz, the excited volume 

being then reduced by 27000. In the present study, the factor 2 in numerical aperture 

between the 0.5 MHz and the 15 MHz transducers reduces these numbers to a factor ~15 in 

resolution (Fig. 1c-e) and ~1700 in volume). Unfortunately, most existing US neuromodulation 

strategies are restricted to low-frequency transmissions13, resulting in poor spatial resolution 

(>3 mm) and long-lasting responses. A dual-crossed 5 MHz transducer system was proposed 

to improve the spatial resolution18 while an inhibitory neuromodulation was demonstrated at 

a 30 MHz high frequency19. In fact, other attempts at high-frequency neuromodulation have 

resulted in high levels of acoustic energy20, with a risk of thermal heating21 and US-mediated 

tissue damage17. This inevitable trade-off between spatial resolution and acoustic intensity 

has greatly limited the applicability of US neuromodulation for BMI. 

Sonogenetic therapy has proposed to generate a neuronal mechano-sensitivity by the 

ectopic expression of US-sensitive proteins like the TRP1 ion channel22, the mechanosensitive 
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ion channel of large conductance (MscL)23, or the auditory-sensing protein prestin24. However, 

all these in vivo studies did not show a spatiotemporal resolution compatible for vision 

restoration. A high temporal resolution was shown for the MscL channel under pressure 

application but only in primary cultured hippocampal neurons25. This channel was also 

mutated to enhance its pressure sensitivity25, 26. The MscL-G22S mutant was then successfully 

expressed in vivo in the mouse motor cortex and striatum to boost the ultrasound sensitivity 

of neurons23. For various in vivo applications of sonogenetics, AAV gene delivery was also 

reported to target the protein expression toward specific cell populations23, 27, 28. 

In the present study, we have investigated if we can use the MscL channel29-32 1) to 

boost the neuronal sensitivity to US not only ex vivo but also in vivo , 2) to target a locally 

defined subset of neurons by gene therapy, which is not currently possible with non-specific 

US neuromodulation strategies, 3) to induce responses with a temporal precision (millisecond 

time delay and recovery) sufficient for visual restoration and 4) to gain more than one order 

of magnitude in spatial resolution through the in vivo use of high-frequency US, which was 

previously considered impossible in vivo without considerably increasing acoustic intensities 

and potential adverse effects20. 

We first studied sonogenetic therapy in the retina, which serves as an easily accessible 

part of the central nervous system. In this natural mammalian neuronal circuit, we targeted 

the mechanosensitive ion channel of large conductance (MscL) specifically into rat retinal 

ganglion cells (RGCs), with in vivo intravitreal delivery by an adeno-associated vector (AAV). 

Here, RGCs were simply used as a neuronal model suitable for the ex vivo screening of acoustic 

parameters for effective sonogenetic stimulation in a realistic neural circuit, avoiding potential 

US interference with the auditory system in vivo
33, 34. Vectors were produced with the MscL 

gene from Escherichia coli in its wild-type (WT) form and with a mutation, G22S26, which 

increased the sensitivity of cultured neurons to mechanical and ultrasonic stimulation25, 26. An 

AAV2.7m835 serotype vector was used to encode the MscL channels fused to the red 

fluorescent protein tdTomato, under control of the SNCG promoter to target the RGC 

population specifically among the retinal neurons36. Following AAV injections, tdTomato 

expression was detected in vivo, on the eye fundus (Fig. 2a). Examination of the flat-mounted 

retina showed that tdTomato expression was restricted to the ganglion cell layer and the optic 

fiber bundles (Fig. E1b). We further demonstrated that expression was limited to RGCs, by 

labeling these cells with a specific antibody, RPBMS (Fig. 2b). Expression of the MscL gene 
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seemed to be concentrated at the cell membrane on the soma and axon (Fig. 2c). The staining 

indicated that, in the transfected area, 24% and 46% of RPBMS-positive cells expressed 

tdTomato, for the MscL-WT and MscL-G22S proteins, respectively (Fig. 2d). 

We then evaluated RGC sensitivity to US, by performing ex vivo recordings of the retina 

on a multi-electrode array (Fig. 2e). In a retina expressing the MscL channel, RGCs displayed 

strong and sustained ON responses to focused 15 MHz US stimulation (Fig. 2f- left). These 

responses were different from that recorded in a non-transfected (NT) retina, in which RGCs 

presented an increase in spiking activity after the start of the stimulus (Fig. 2f-right) with 

relatively long latencies, 50.4 ± 4.2 ms (Fig. 2g). By contrast, many RGCs of transfected retinas 

presented responses with a very short latency, 12.2±2.5 ms, (Fig. 2f- left), whereas others 

continued to respond with longer latencies (Fig. 2g). RGCs were classified into SL and LL (short 

and long latency cells) in terms of their response, with SL corresponding to a latency of less 

than 45 ms. Even if some RGCs of MscL-expressing retinas continued to respond with longer 

latencies, they presented a significantly shorter overall geometric mean latency, 24.35 ms 

(GSD: 6.06) than non-transfected RGCs, 46.62 ms (GSD: 1.42) (p<.0001, unpaired t-test on log- 

transformed values) (Fig E2c-d). The generation of SL ON US responses was not related to a 

specific RGC type (Fig. E2a), as they were measured both in cells with ON responses to light, 

and those with OFF responses to light (Fig. 2f-left). MscL expression decreased latency and 

increased the mean number of cells per retina responding to US (Fig. 2h). SL responding cells 

expressing MscL were sensitive at much lower US pressures than non-transfected cells and 

their number increased with increasing US pressures (Fig. 2i). SL US responses also involved 

higher firing rates and were more sustained than LL US responses (Fig. 2j). Moreover, we 

observed that the G22S mutation further enhanced the sensitivity of SL RGCs to lower US 

pressures (Fig. 2k). 

We further investigated the origin of the sonogenetic responses, by adding a mixture 

of synaptic blockers (CNQX-LAP4-CPP) to the bath perfusing the retina. These synaptic 

blockers were found to abolish US responses in non-transfected retinas but not in MscL- 

transfected retinas, in which they did not suppress the SL US responses and only decreased 

the number of LL US responses (Fig. 2l, Fig E2c-d). This observation suggests that the MscL- 

mediated SL US responses are initiated by MscL-transfected RGCs, whereas most LL US 

responses in the transfected and non-transfected retina originate upstream from RGCs. 

However, LL US responses generated directly in RGCs could be related to low levels of MscL 
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expression. These conclusions were supported by data recorded with the retinas of blind P23H 

rats. No US responses were recorded for the non-transfected P23H retina (Fig. 2l), 

demonstrating that the LL US responses required synaptic transmission, as previously 

reported41, and suggesting a possible origin in photoreceptors. The US mechanosensitivity in 

photoreceptors of the non-transfected retina is highly reminiscent of the mechano-electrical 

transduction in auditive cells of the cochlea. The two sensory cells also express the Usher 

proteins known to play a role in the hearing mechanical transduction and likely involved in the 

phototropism of photoreceptors suspected in the Stiles Crawford effect37. This very high 

natural US sensitivity appears specific to sensory cells and therefore limited to sensory 

systems as indicated by the absence of such a natural ultrasound mechanosensitivity in the 

visual cortex (see below). 

MscL-transfected P23H retinas displayed many SL US responses and few LL US 

responses, further demonstrating that MscL expression generates the SL responses in RGCs 

(Fig. 2l, Fig E2c-d). The residual LL responses for P23H and for blocker-bathed retinas may 

originate from RGCs with a lower level of MscL expression or from US wave reverberations in 

the recording chamber. The geometric mean latencies in all the MscL-tested groups were 

already very different from those for the non-transfected retina (Fig. E2c), but the cumulative 

distribution of latencies further highlighted these differences between the non-transfected 

retina and the other tested conditions in terms of latency distribution (Fig. E2d). We 

subsequently restricted our analyses to SL US responses. We investigated the temporal 

kinetics of US responses under various durations of US stimulation (Fig. 3a) and at various 

repetition rates (Fig. 3b). Neurons responded to even very short stimulation durations (10 ms), 

with responses showing a fast return to the control level of activity (Fig. 3a). For longer stimuli 

(100 ms or longer), habituation began to occur, with a reduction of the maximum firing rate 

(Fig. 3c). US response durations were correlated with stimulus duration (Fig. 3d). Using a 

different repetition rate of a 15 MHz US stimulus, RGCs were able to follow the rhythm up to 

a stimulus repetition frequency of 10 Hz (Fig. 3b-e). The Fano factor in the previous 

experiments indicated that the response had a low variability in spike count and possibly high 

information content (Fig. 3c-e). 

We then investigated whether different US frequencies (0.5, 2.25 and 15 MHz) affected 

the spatial resolution of the response, in accordance with the measured US pressure fields, 

which became smaller at higher US frequencies (Fig. E3). Transducers were designed with a 

6 



  

 

 

  

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

74 

75 

76 

77 

78 

79 

80 

81 

82 

83 

84 

85 

86 

87 

88 

89 

90 

91 

92 

93 

94 

95 

96 

97 

98 

99 

00 

01 

02 

03 

04 

05 

similar focal distance (F = 31.7 mm for the lower frequency and F = 25.4 mm for the two higher 

frequencies) and numerical apertures (diameter Ø = 25.4mm for the lower frequency and Ø = 

12.7 mm for the 2 higher frequencies, corresponding respectively to an aperture number F/Ø= 

1,25 and 2 respectively), for the transmission of focused beams over different frequency 

ranges (f = 0.5 MHz, f = 2.25 MHz and f = 15 MHz, corresponding to wavelengths of 3.0, 0.7 

and 0.1 mm, respectively) (Fig. 1c-e). Increasing the frequency of ultrasound stimulation from 

0.5 MHz (typical of neuromodulation) (Fig. 1c) to 15 MHz (Fig. 1e) has a major impact on the 

resolution that can be achieved: in our case the volume of the focal spot and therefore of the 

stimulated locus is diminished by a factor ~4100 when replacing the 0.5 MHz transducer by 

the 15 MHz transducer. The features of the responses evoked by the different US frequencies 

were found to be similar (Fig. E2e-f). Figure 3f illustrates the distribution of responding cells 

on the recording chip under different US stimulation frequencies with the expected FWHM 

(full width at half maximum) distribution of the US pressure field (colored rings). Cells 

responding to US were widespread over the recorded area for 0.5 and 2.25 MHz, but appeared 

to be more confined for 15 MHz (Fig. 3f). The acoustic parameters used for this comparison 

were highly similar for the 2.25 MHz and 15 MHz beams (respectively 100 ms/1.1 MPa and 

100 ms/1.3 MPa). The acoustic pressure at 0.5 MHz was lower (0.5 MPa) due to electric power 

limitation of our electronics at low transmit frequency but it already resulted in a very large 

spatial extent of activated cells. For each stimulated retina, we then calculated the spatial 

dispersion of activated cells; this value decreased significantly from 1.48±0.12 mm and 

1.30±0.18 mm at 0.5 MHz and 2.25 MHz, respectively, to 0.59±0.03 mm at 15 MHz (Fig. 3g). 

These distances were consistent with the size of the measured ultrasound pressure fields (Fig. 

1c-e); for the 0.5 MHz transducer, the focal spot of which was much larger than the MEA chip. 

This distance is close to the mean distance between randomly selected pairs of electrodes on 

the MEA chip (1.73 mm). The density of activated cells increased significantly with increasing 

US frequency and activated cells were more widely dispersed on the larger stimulated area at 

lower frequencies (Fig. 3h). US stimulation is more effective at higher frequencies, because 

lower acoustic power values are required to activate an equivalent number of cells. Indeed, 

even if the acoustic intensities at 2.25 and 15 MHz were quite similar, the acoustic power 

delivered was almost two orders of magnitude lower at 15 MHz (0.03 W) than at 2.25 MHz 

(0.82 W). Interestingly, at 15 MHz, the stimulated area was small enough for the focal spot of 

the US probe to be moved above the isolated retina, triggering a shift in the responding cells 
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(Fig. 3i). This shift followed the probe’s focal spot over the retina, in the same direction and 

with a consistent displacement amplitude. The center of the response was found to move in 

accordance with the displacement of the US transducer (Fig. 3j). These results demonstrate 

that our sonogenetic therapy approach can efficiently activate neurons with a millisecond and 

sub-millimetric precision. 

Following this ex vivo demonstration on the retina, we then investigated whether the 

approach could also be applied to the brain in vivo, paving the way for a sonogenetic BMI using 

high frequency ultrasonic arrays implanted on a cranial window (Fig. 1A). As the G22S 

mutation enhanced the US sensitivity of RGCs ex vivo, we expressed this channel in the cortical 

neurons of the primary visual cortex (V1) in rats. We injected a AAV9.7m8 vector encoding the 

MscL-G22S channel fused to tdTomato under the control of the neuron-specific CamKII 

promoter into V1. TdTomato fluorescence was detected in the brain (Fig. 4a) and in cortical 

slices (Fig. 4b). V1 neurons expressed tdTomato, particularly in layer 4 (Fig. 4b). Staining with 

an anti-NeuN antibody showed that 33.4% of cortical neurons in the transfected area 

expressed tdTomato (Fig. 4c). 

For investigation of the ability of a 15 MHz US stimulus to activate cortical neurons, we 

placed a micro-EcoG (µEcoG) electrode array on the cortical surface of V1 (Fig. 4d). In non- 

transfected (NT) animals, no US-evoked signal was recorded (Fig. 4e-right, n=3 rats), whereas, 

in V1 expressing MscL-G22S, US stimulation of the cortical surface elicited large negative 

µEcoG potentials (Fig. 4e-middle, n=6 rats). These US-evoked negative deflections were 

different from the recorded visual-evoked potentials, which presented typical P0, N1 and P1 

positive and negative deflections (Fig. 4e-left). The US-evoked response was less complex due 

to the synchronous firing of all MscL-expressing neurons. The duration of the US responses 

was clearly related to the duration of the US stimulation (Fig. 4f). The amplitude of US-evoked 

potentials increased with both increasing US pressure (Fig. 4g) and increasing US stimulus 

duration (Fig. 4h). V1 cortical responses were again able to follow a repetition rate of up to 13 

Hz (Fig. 4i) even if peak amplitude decreased slightly for increasing stimulation frequencies. 

We then investigated the spatial distribution of US-evoked neural activity. The peak 

depolarization of each channel was measured and linearly interpolated to build pseudocolor 

activation maps (Fig. 4j). The size of the US-responding cortical area was dependent on the US 

pressure (Fig. 4j-k), and ranged from 0.58 ± 0.17 mm2 (n=6 rats) to 1.41 ± 0.23 mm2 (n=5 rats) 

for US pressures of 0.26 and 1.27 MPa, respectively (Fig. 4l). We investigated the possibility of 
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achieving patterned US stimulations, by moving the US transducer in 0.4 mm steps over the 

recorded area. When the ultrasound probe was moved laterally, the source of the generated 

neuronal activity moved in a similar direction (Fig. 4k). The spatial location of the evoked 

potentials moved, on average, by 0.29 ± 0.09 mm (n=6 rats) from the previous location (Fig. 

4m), even though we moved the US transducer in 0.4 mm steps. This discrepancy between 

the displacement of the activated area and movement of the transducer was certainly related 

to the 300 µm discrete spatial pitch distribution of the electrodes and the lateral spread of 

activity in the circuit. These results suggest that our approach to sonogenetic therapy could 

yield a spatial resolution of within 400 µm for stimulations at 15 MHz, the focal spot of our 15 

MHz transducer being 276 µm wide (Fig. 1d). This opens up the possibility of targeting small 

areas (down to 0.58 mm2 for 0.26 MPa), depending on the pressure level. These very localized 

US-evoked responses and their dependence on the position of the US probe confirmed that 

they were due to the activation of MscL-G22S-expressing neurons and not to an indirect 

response related to auditory activation, as previously suggested by others33, 34. 

The possibility of using US stimulation to activate neurons at different depths was then 

explored. V1 neurons were recorded with a 16-site penetrating multi-electrode array (Fig. 4d). 

In V1 neurons expressing MscL-G22S, US stimulation at 15 MHz generated sustained 

responses even to 10 ms-long US stimuli (Fig. 4n). The latency of these responses was short 

(5.10 ± 0.62 ms n=27 cells and 7.51 ± 1.00 ms n=58 cells, for 10 ms and 50 ms stimuli 

respectively, Fig. 4o), consistent with direct US activation of the recorded cortical neurons. 

Responding neurons were recorded at various cortical depths, ranging from 100 µm to 1 mm 

(Fig. 4p), the focal spot diameter of the US probe being 3.75 mm in the xz plane. Deep neurons 

responded reliably to stimuli of decreasing duration, from 50 ms to 10 ms, with similar firing 

rates to stimuli of different durations, whereas longer stimuli induced responses in a broader 

population of neurons (Fig. 4q-r). To investigate if an US pattern could be applied for visual 

restoration at a refreshing rate of up to 13 Hz, we increased progressively the sequence of 

stimuli. Cortical neurons were able to generate distinct responses to each US stimulus up to a 

13 Hz repetition rate (Fig. 4s), but the number of responding cells decreased with increasing 

stimulus frequency (Fig. 4t). 

To define if the US-elicited synchronous activation of MscL-expressing excitatory 

cortical neurons, can induce light perception, we assessed mouse behaviour during an 

associative learning test including 15 MHz US stimulation of V1 in MscL G22S-transfected 
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(n=14) and non-transfected (n=9) animals (Fig. 5 and E5). Mice subjected to water deprivation 

were trained to associate the visible-light stimulation of one eye with a water reward, as 

previously described38 (Fig. 5a). This task was learned within four days, as indicated by the 

increasing success rate during this period, from 30.9 ± 17.9% (SD) to 86.2 ± 14.1% (SD) for 

MscL-G22S-transfected mice (Fig. 5b) and from 30.5 ± 28.2 % (SD) to 91.7 ± 10.3 % (SD) for 

non-transfected mice (Fig. E5c). The success rate was determined by assessing the occurrence 

of an anticipatory lick between the light being switched on and the release of the water reward 

500 ms later (Fig. 5a). Only mice reaching a 60% success rate on the 4th day were retained for 

this analysis and sessions showing a compulsive licking rate were excluded. Following this 

associative learning phase, the mice were subjected to US stimulation of V1 on day 5 (Fig. b). 

Following US stimulation at the highest pressure, MscL-G22S-transfected mice achieved a 

success rate 69.3 ± 25.4 % (SD), the difference of which showed no statistical difference with 

the success rate following light stimulation on day 4 (86.2%) (Fig. 5b). After a pause during the 

weekend (day 6-7), the animals retained the task, their success rates showing no statistically 

significant differences with the one following light stimulation (Fig. 5b). By contrast, in non- 

transfected animals, the success rate following the US stimulation of their visual cortex 

dropped to 38.1 ± 18.5 % (SD), the difference with the success rate following light stimulation 

on the 4th day was highly significant (p<0.0001). In the AAV-injected mice, we found that the 

latency of the first anticipatory lick was shorter for sonogenetic stimulation (187.1 ± 37.3 ms; 

n=14, SD) than for stimulation with a light flash (265.9 ± 46.5 ms; n=23, SD) (Fig. 5c). This 

shorter latency for the US response is consistent with the faster activation of cortical neurons 

for sonogenetic stimulation than for light stimulation of the eye (Fig. 4e), suggesting a shorter 

delay in the transfer of visual information from the eye to V1. Non-transfected animals were 

unable to associate the US-stimulation of their cortex to a light stimulation (Figs 5d, E5c), 

demonstrating that the sonogenetic activation of cortical neurons was truly the triggering 

factor, as opposed to the auditory perception of US, as previously reported for low-frequency 

US stimulation33, 34. We applied different US pressures to the visual cortex in transfected mice 

and found that success rates increased with pressure (Fig. 5d), suggesting a brighter and/or a 

larger US-elicited percept with a greater US pressure as described with increasing currents in 

human patients5. Interestingly, the licking frequency during the 500 ms before delivery of the 

water reward also increased with US pressure (Fig. 5e). These results indicate that the 
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sonogenetic stimulation of the visual cortex generates a perception in mice that is likely 

associated to a visual perception. 

The development of remotely controlled cortical and subcortical deep neuronal 

stimulation techniques is of considerable interest for the treatment of diverse neurological 

diseases and sensory handicaps. Optogenetics has been developed for this purpose in non- 

human primates39, but its potential for transfer into clinical practice is limited by the low level 

of light penetration and scattering into the brain tissue unless using an invasive optrode 

array10. A recent study with the very sensitive opsin, ChRmine, has however shown the 

possibility to stimulate deep into the rodent brain even from above the skull but without 

investigating the spatial resolution of the stimulations40. US stimulation can overcome these 

scattering and penetration limitations11, 13, 41, 42, but the optimal conditions for sonogenetic 

approaches, in terms of both genetic constructions and acoustic parameters, are far from 

clear. Most previous sonogenetic studies focused on the use of low-frequency US22-24 as, in 

particular, in the recent demonstration of MscL-based sonogenetic activation in mice brain 

with long bursts of low-frequency US23. However, such low-frequency US waves lead to limited 

centimetric spatial resolutions (typically around 5x5x45 mm3) and an uncontrolled spatial 

beam distribution, due to the formation of standing waves43. In the rodent brain, this 

phenomenon generates reverberations throughout the entire braincase44, with the probable 

activation of non-target structures, such as the auditory pathway33, 34. An alternative approach 

to spatially containing the US stimulation involves the use of higher US frequencies, but this 

was thought to demand higher energy levels, exceeding safety limits and favoring tissue 

damage20. The bacterial MscL channel has been reported to sensitize neurons to US23, 25, 26 and 

to lower the pressure for neuronal activation, but its use for high-spatiotemporal resolution 

sonogenetic stimulation has yet to be shown to be effective in vivo. We first demonstrated 

the expression of MscL in vivo in the neurons of the retina. We then determined the most 

appropriate conditions for activating the MscL-transfected retinal neurons with high- 

frequency US providing thereby the combined temporal and spatial precisions. 

The temporal precision of sonogenetics is lower than that achieved with optogenetic 

(> 40Hz) by the fastest opsins45 and ChrimsonR46, which is successfully restoring vision at the 

retinal level in patients6. MscL only follows a 13 HZ frequency in vivo, which is in the same 

range as the 5-20 Hz achieved in vivo by the very sensitive opsin, ChRmine40, a frequency range 

likely sufficient for vision3. As for all gene therapies in non-dividing cells, the protein 
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expression is expected to be life long lasting as indicated by expression for nearly a decade in 

a previous dog study47 although the corresponding treatment did not stop the ongoing 

degeneration of photoreceptors in patients48-50. 

Working towards our goal of cortical visual restoration, we then showed that MscL- 

G22S was effectively expressed in cortical neurons. The activation of these MscL-expressing 

neurons resulted in responses with millisecond latencies and a spatial resolution of at least 

400 µm in the xy plane, consistent with neuronal responses throughout the depth of the 

cortex (Fig. 4m-p). Moreover, MscL G22s expression in the visual cortex led to a behavioral 

response upon US stimulation, suggesting light perception following sonogenetic activation of 

the visual cortex. These sonogenetic responses were genuinely related to MscL expression, as 

they were not observed in non-transfected animals. Following previous demonstrations that 

the MscL channel is a suitable sonogenetic actuator23, 25, 26, we provide evidence that the MscL 

channel has appropriate kinetics for the activation of neurons at a precise spatiotemporal 

resolution in situ and in vivo. To preserve this spatiotemporal resolution, the ultrasound 

stimulator will require to be placed directly above the dura matter or above an ultrasound 

transparent artificial skull51. 

Considering the safety issues, the sonogenetic approach presented here greatly 

decreased the US pressure required for the activation of RGCs and V1 cortical neurons by high- 

frequency US with stimulation sequences remaining below FDA safety limits (510k, Track 3) 

for US imaging (e.g. for a 10 ms US stimulus of 0.6 MPa, the non-derated Isptp is 12 W/cm2 

and the non derated Ispta value is 0.12 W/cm2). These very low acoustic pressures and 

acoustic intensities prevent tissue damage, as they are similar to those that have been widely 

used in clinical diagnostic imaging for decades52-54. Moreover, simulations of US-induced 

heating in brain tissue revealed that typical US parameters (i.e. 20 ms, 1.27 MPa) (Fig. 4e-h) 

increased the local temperature by an estimated 0.12 °C (see methods), with even high 

repetition rates (up to 13 Hz) leading to a moderate temperature increase (<0.3 °C) (Fig. E4c- 

f). These low-temperature fluctuations (corresponding to “worst-case” scenarios as we used 

non derated US parameters) and stimulation sequences compliant with FDA limits suggest 

that our approach had no toxic side effects and that US-elicited responses were not 

temperature-driven and were therefore probably mediated by mechanical activation of the 

MscL channel by US. The clinical translation of this sonogenetic visual restoration will require 

further careful attention to the impact of hours-long exposure to ultrasonic waves on brain 
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tissues. Nevertheless, the fact that acoustics intensities and pressure used here remained far 

below the FDA requirements for conventional ultrasonic imaging in clinics55 combined with 

very low temperature increase even for high activation repetition rate (13 Hz) in comparison 

with thermal damaging effects56 raises high hopes for a smooth clinical translation. Moreover, 

a very recent safety study by Cheng et al19 demonstrated an absence of brain tissue damages 

using high frequency activation at ten times higher acoustic intensities (continuous 

insonication at 11.8 W/cm2 compared to our “worst case” Ispta 1.56 W/cm2 for repeated 

stimulations at 13 Hz rate). To further reduce the ultrasound load on the visual cortex, visual 

restoration can take advantage of event-based camera, heat-sensitive camera or depth 

filtering imaging to limit visual information thus reducing the pixel number in an image57-60. 

Restoration of form vision at cortical level was previously achieved with 0.5 to 1 mm 

surface electrodes spaced more than 1 mm apart4, 61, 62 or with 1.5-mm-long penetrating 

electrodes spaced 400µm apart5. The spatial resolution of the proposed sonogenetic therapy 

therefore appears to be compatible with the cortical restoration of form vision but with a 

remote non-contact device. To preserve this spatiotemporal resolution, the ultrasound 

stimulator will require to be placed directly above the dura mater or above an ultrasound 

transparent artificial skull51. At 15 MHz, the typical penetration depth with negligible heating 

is typically 20 mm as extensively shown in neurofunctional ultrasound imaging in rodents63 

and primates64. Moreover, the resolution of the approach could be increased by using gene 

therapy to drive expression in specific cell populations and cell compartments36, 65. By 

contrast, the PRIMA retinal prosthesis has a better resolution at the retinal level with 100µm 

individual units66, 67 whereas our sonogenetic strategy approaches the spatial distribution of 

activated cells by Argus-2 electrodes (200µm) on the isolated retina68. Further studies are 

required to generate an interface for coding visual information into US patterns transmitted 

by an ultrasonic matrix array onto the visual cortex at a video rate. Computer algorithms will 

probably be required in the pattern US encoder to model complex visual features, such as 

flicker fusion. However, our approach provides great hope for the development of high- 

resolution visual restoration at the cortical level, through its unique combination of a rapid 

response, high spatial resolution, and some cell selectivity with promoters, all features 

essential for video-rate brain-wide pattern stimulation. Even if this approach requires 

craniotomy, as for other existing visual prostheses, it provides a less invasive approach based 

on deep and distant cortical activation from above the dura mater following AAV cortical 
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injections. The reported long-term expression of genes following AAV gene therapy69 suggests 

that this strategy could provide stable sight restoration. More generally, it paves the way for 

a new type of genetic-based brain-machine interface capable of compensating for disabilities 

and suitable for use in the treatment of neurological disorders. 
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Animals 

All experiments were conducted in accordance with the National Institutes of Health Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animals. The experimental protocols were approved by 

the Local Animal Ethics Committee (Committee Charles Darwin no. 5, registration number 

9529 and 26889) and conducted in agreement with Directive 2010/63/EU of the European 

Parliament. All rats included in this study were Long Evans rats from Janvier Laboratories or 

P23H (line 1) transgenic rats. Wild-type mice (C57BL/6J) were obtained from Janvier 

Laboratories. Before being included in experimental procedures, at least 5 days of adaptation 

to the local animal facility were allowed to animals in which they were enclosed in a controlled 

environment with a half-day dark/light cycle with nutrition ad libitum with enrichment. 

Plasmid cloning & AAV production 

Plasmids containing the Escherichia coli MscL sequence in the WT form and with the G22S 

mutation were obtained from Francesco Difato (Addgene plasmids #107454 and #107455)26. 

For the targeting of retinal ganglion cells, the SNCG promoter36 was inserted into an AAV 

backbone plasmid containing the MscL sequence fused to the tdTomato gene and the Kir2.1 

ER export signal, to drive expression at the plasma membrane. An AAV2.7m8 vector was used 

for intra-vitreal delivery. For the targeting of neurons in the cortical layers of V1, the SNCG 

promoter was replaced by the CamKII promoter and an AAV9.7m8 vector was chosen. All the 

recombinant AAVs used in this study were produced by the plasmid cotransfection method, 

and the resulting lysates were purified by iodixanol purification as previously described, to 

yield high titer recombinant AAV virus70. 

US stimulus 

Three focused ultrasound transducers with different central frequencies were used, to obtain 

focal spots of different sizes: a low-frequency transducer at 0.5 MHz (diameter Ø = 1 inch = 
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25.4mm, focal distance f = 1.25 inch = 31.7 mm) (V301-SU, Olympus), a transducer at an 

intermediate frequency of 2.25 MHz (Ø = 0.5 inch = 12.7 mm, f = 1 inch = 25.4 mm) (V306-SU, 

Olympus) and a high-frequency transducer at 15 MHz (Ø = 0.5 inch = 12.7 mm, f = 1 inch = 

25.4 mm) (V319-SU, Olympus). In order to rely on comparable geometries for the focal spots 

at these different US frequencies (0.5 MHz, 2 MHZ and 15 MHz), it was more relevant to use 

single focused elements creating conventional bessel beams rather than linear arrays. 

Acoustic fields radiated by those three focused transducers are presented in Figure 1 

(simulations) and extended figure E3 (experimental measurements). A TiePie Handyscope 

(HS5, TiePie Engineering) was used to produce the stimulus waveform, which was then passed 

through an 80 dB RF power amplifier (VBA 230-80, Vectawave) connected to the transducer. 

Transducer pressure outputs (pressure at focus, 3D pressure maps) were measured in a 

degassed water tank with a Royer-Dieulesaint heterodyne interferometer71. The US stimuli 

used for ex vivo and in vivo stimulation had the following characteristics: 1 kHz pulse repetition 

frequency with a 50% duty cycle, sonication duration between 10 and 200 ms and inter- 

stimulus interval between 0.01 and 2 s. Peak acoustic pressures were ranging from 0.11-0.88 

MPa, 0.3-1.6 MPa, 0.2-1.27 MPa, for the 0.5, 2.25 and 15 MHz transducers, respectively. The 

corresponding estimated Isppa values were 0.39-25.14 W/cm2, 2.92-83.12 W/cm2 and 1.30- 

52.37 W/cm2. 

Ex vivo 

Intra-vitreal gene delivery and retinal imaging 

Rats were anesthetized with isoflurane (5% for induction, 3% for maintenance) and 2 µl of 

AAV suspension, containing between 8 and 14 x 1010 viral particles, was injected into the 

center of the vitreous cavity with direct observation of the tip of the needle. One month after 

injection, fluorescence imaging was performed on the injected eyes, with a Micron IV retinal 

imaging microscope (Phoenix Research Laboratories) used to observe MscL expression via the 

fluorescent tdTomato tag. Electrophysiological recordings were performed at least one month 

after injection. 

MEA recordings 

Retinas were isolated under dim red light, in Ames’ medium (A1420, Sigma-Aldrich) bubbled 

with 95% O and 5% CO at room temperature. Pieces of the retina were flattened on a filter 2 2 
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membrane (Whatman, GE Healthcare Life Sciences) and placed on a poly-L-lysine (0.1%, 

Sigma) coated multi-electrode array (electrode diameter 30 µm, spacing 200 µm, MEA256 

200/30 iR-ITO, MultiChannel Systems) with retinal ganglion cells facing the electrodes. The 

retina was continuously perfused with bubbled Ames medium at 34 °C, at a rate of 2 ml/min, 

during experiments. 

TdTomato fluorescence was checked before recordings, by using a stereo microscope (SMZ25, 

Nikon) to observe transgene expression in the recorded area. For some experiments the 

AMPA/kainate glutamate receptor antagonist 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX, 

25 μM, Sigma-Aldrich), the NMDA glutamate receptor antagonist [3H]3-(2-carboxypiperazin- 

4-yl) propyl-1-phosphonic acid (CPP, 10 μM, Sigma- Aldrich) and a selective group III 

metabotropic glutamate receptor agonist, L-(+)-2-amino-4-phosphonobutyric acid (L-AP4, 50 

μM, Tocris Bioscience), were freshly diluted and bath-applied through the perfusion line 10 

minutes before recording. Full-field light stimuli were delivered with a digital micro-mirror 

display (DMD, Vialux, resolution 1024x768) coupled to a white light LED light source 

(MNWHL4, Thorlabs) focused on the photoreceptor plane. An irradiance of 1 µW/cm2 was 

used. The US transducers were coupled with a custom-made coupling cone filled with 

degassed water, mounted on a motorized stage (PT3/M-Z8, Thorlabs) and placed orthogonally 

in the recording chamber above the retina. For positioning of the US transducer over the 

retina, the reflected signal of the MEA chip and the retina was detected with an US-key device 

(Lecoeur Electronique). The distance between the retina and the transducer was equal to the 

focal length of the transducer; this was verified with the flight time of the reflected signal. RGC 

recordings were digitized with a 252-channel preamplifier (MultiChannel Systems). Spikes 

from individual neurons were sorted with SpykingCircus software72. RGC responses were then 

analyzed with custom scripts written in Matlab (MathWorks). They were classified as ON, ON- 

OFF or OFF, with the response dominance index73. The latency of each cell relative to the start 

or end of the stimulus was calculated as the time between the start of the stimulus and the 

maximum of the derivative of spike density function. For cells responding to US stimulation, 

two classes were identified on the basis of latency — short and long latency — by fixing a 

threshold equal to the minimum of the latency distribution of the responses of non- 

transfected cells to US (45 ms). We determined the peak value A of spike density function for 

the calculation of response duration, which was defined as the time interval between the two 

time points for which the SDF was equal to A/e (e: Euleur’s number). The percentage of cells 
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responding to US stimulation of increasing US pressure was calculated as the ratio of the 

number of activated cells to the maximum number of responding cells for all the US pressures 

considered. The Fano factor, quantifying spike-count variability, was calculated as the ratio of 

the variance of the spike-count to the mean. Values close to 1 indicate that information can 

be transmitted. The Euclidean distance between two activated cells was weighted according 

to the maximum firing rate of the cells. The ratio of the number of activated cells to the size 

of the area stimulated on the MEA chip was calculated considering the size of the US focal 

spot for 2.25 and 15 MHz and the size of the MEA for 0.5 MHz, because the focal spot was 

larger than the MEA for this frequency. The center of the response was estimated by weighting 

the maximum firing rate of each cell by its distance from other responding cells, and the 

displacement of the response was calculated as the Euclidean distance between two center- 

of-response positions. 

In vivo 

Intracranial injections 

Rats or mice were anesthetized with a ketamine/medetomidine mixture (40 mg/kg / 0.14 

mg/kg) or ketamine/xylazine (80 mg/kg / 8 mg/kg) respectively, and injected subcutaneously 

with Buprenorphine (0.05 mg/kg - Buprecare, Axience) before surgery. The surgical site was 

shaved, cleaned with antiseptic solution and a midline incision was made to expose the skull 

bone after local injection of Lidocaïne (4 mg/kg) (Laocaïne, Centravet). During all procedure, 

body temperature was maintained at 37°C by a thermostatically regulated heating pad, and 

eyes were covered with black tissue. The animal was placed in a stereotactic frame and holes 

were drilled at the injection sites. AAV suspensions were injected into the right hemisphere at 

two different locations in rats (2.6 mm ML, 6.8 mm AP and 3.1 mm ML, 7.2 mm AP from 

bregma) or at one location in mice (2.5 mm ML, 3.5 mm AP from bregma). In rats, for each 

injection site, 200 nl of viral vector (containing 0.2-8 x 1015 viral particles) was injected at three 

different depths (1100, 1350 and 1500 µm DV) with a micro-syringe pump controller (Micro4, 

World Precision Instruments) operating at a rate of 50 nl/min and a 10 µl Hamilton syringe. In 

mice, 1 µl of viral vector (containing 0.2-8 x 1015 viral particles) was injected at -400 µm DV at 

a rate of 100 nL/min. At the end of surgery, animals were awakened with subcutaneous 

injection of Atipamazole (0.9 mg/kg) (Antidorm, Axience) 
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All animals were injected subcutaneously with Buprenorphine (0.05 mg/kg) one day after the 

intracranial injections (Buprecare, Axience). Electrophysiological recordings or craniotomy 

surgery for behavioral training in mice were performed at least one month after injections. 

In vivo extracellular recordings 

Rats were anesthetized with a mixture of ketamine and medetomidine (40 mg/kg / 0.14 

mg/kg). Pupils were dilated with tropicamide (Mydriaticum, Dispersa). A small craniotomy 

(5x5 mm square) was drilled above V1 in the right hemisphere. Before recording, tdTomato 

fluorescence was checked with a Micron IV retinal imaging microscope (Phoenix Research 

Laboratories). A 32-site µEcog electrode array (30 µm electrode diameter, 300 µm electrode 

spacing, FlexMEA36, MultiChannel Systems) was positioned over the transfected brain region 

for rats expressing MscL G22S or in a similar zone for control rats. After µEcog recordings, 

multi-electrode (MEA) recordings were performed with a 16-site silicon microprobe (electrode 

diameter 30 µm, spacing 50 µm, A1x16-5mm-50-703, NeuroNexus Technologies). The MEA 

probe was advanced 1100 µm into the cortex with a three-axis micromanipulator (Sutter 

Instruments, Novato, CA). The US transducer was coupled to the brain with a custom-made 

coupling cone filled with degassed water and US gel, and was positioned over the region of 

interest with a motorized stage. The probe and the US transducer were perpendicular for 

µEcog recordings and tilted at 45° for intracortical recording. The distance between the target 

in the cortex and the transducer was equal to the focal length of the transducer, as defined by 

custom-made US transducer coupling cones. Visual stimuli were generated by a white light- 

collimated LED (MNWHL4, Thorlabs) placed 15 cm away from the eye. Light irradiance at the 

level of the cornea was 4.5 mW/cm2. The µEcog and extracellular signals were digitized with 

a 32-channel amplifier and a 16-channel amplifier, respectively (model ME32/16-FAI-μPA, 

MultiChannel Systems). µEcog recordings were further analyzed with custom-developed 

Matlab scripts. MEA recordings were further analyzed with SpykingCircus software, and 

single-cell events were analyzed with custom-developed Matlab scripts. For µEcog recordings, 

response duration was calculated as the interval between the two time points at which the 

cortical evoked potential was equal to A/e (where A is peak depolarization and e is Euleur’s 

number). The peak depolarization of each channel was linearly interpolated to build 

pseudocolor activation maps. The activated area was defined as the area of the pseudocolor 

activation map over which peak depolarization exceeded the background noise level 
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calculated as 2 times the standard deviation of the signal. The center of the response was 

estimated by weighting the peak depolarization of each electrode by its distance from other 

electrodes. For intracortical recordings, cell latency was estimated as the time between the 

stimulus onset and the maximum of the derivative of spike density function. 

Surgery for in vivo behavioral testing 

Before surgery, mice were injected subcutaneously with Buprenorphine (0,05 mg/kg mouse) 

(Buprécare, Axience), and Dexamethasone (0,7 mg/kg) (Dexazone, Virbac). Animals were 

anesthetized with Isoflurane (5% induction, 2% maintenance, in air/oxygen mixture) and the 

head was shaved and cleaned with antiseptic solution. Next, animals were head-fixed on a 

stereotactic frame with an Isoflurane delivering system, eye ointment was applied and a black 

tissue was placed over the eyes. During all procedures when mice were under anesthesia, 

body temperature was maintained at 37°C by a thermostatically regulated heating pad. After 

a local injection of Lidocaïne (4 mg/kg) (Laocaïne, Centravet), an incision of the skin was made. 

Two screws were fixed in the skull, after a small craniotomy (approximately 5 mm x 5 mm) 

was drilled above V1 in the right hemisphere (0.5 mm steel drill) and cortex buffer was applied. 

The cortex was covered with a TPX plastic sheet (125 µm thick) and sealed with dental acrylic 

cement (Tetric Evoflow). For behavioral experiments, a metallic headbar (Phenosys) for head 

fixation was then glued to the skull on the left hemisphere with dental cement (FUJUCEM II). 

At the end of the surgery, animals were placed in a recovery chamber, with subcutaneous 

injection of physiological serum and ointment on the eyes (Ophtalon, Centravet). 

Buprenorphine was injected during post-surgery monitoring. Behavioral training in mice was 

performed at least 10 days after the surgical procedure. 

Mouse behavioral tests 

C57BL6J mice were placed on a water restriction schedule, in which they received ~ 0.5-1 mL 

of water per day until they reached approximately 80-85% of their weight with water supplied 

ad libitum. Mice were progressively habituated to drinking from a syringe, and head fixation 

and enclosure in a cylindrical body tube for the first five days. They were then trained to 

respond to a light stimulus by performing a voluntary detection task: licking a waterspout 

(blunt 18G needle, approximately 5 mm from mouth) in response to white light full-field 

stimulation (200 and 50 ms long) of the left eye (dilated with tropicamide, Mydriaticum 

1 9 



  

 

 

  

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

6 

87 

88 

89 

90 

91 

92 

93 

94 

95 

96 

97 

98 

99 

00 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

Dispersa). Water (~4 μL) was automatically dispensed 500 ms after the light was switched on, 

through a calibrated water system. The behavioral protocol and lick detection were controlled 

by a custom-made system, as previously described43. Visible light training lasted four days, 

with a typical training session lasting approximately 30 minutes and including 75-100 trials. 

After light stimulation training, four days (the first and second days were separated by a two- 

day break during the weekend) of US stimulation of the right hemisphere V1 were performed. 

During these four days, US stimulation was delivered for 50 ms at three different pressure 

values (0.2, 0.7 and 1.2 MPa). These pressure values were delivered each day but in a different 

order. Inter-trial intervals during the sessions varied randomly and ranged between 10 and 30 

s. The 15 MHz US transducer was coupled to the brain with a custom-made coupling cone 

filled with water and US gel, positioned over the region of interest with a motorized stage. We 

investigated the impact of light and US stimulation on mouse behavior, by assessing the 

success rate by counting the number of trials in which mice performed anticipatory licks 

(between the start of the stimulus and the opening of the water valve). The session 

anticipatory lick rate shown in Fig. 5e was calculated by subtraction from the anticipatory lick 

rate of a trial, the spontaneous lick rate (calculated on all the 1 s time windows before each 

individual stimulus onset (see figure 5a) for all trials) and multiplication by the success rate. 

Lick latency was calculated by determining the time to the first anticipatory lick after stimulus 

onset. All mice retained for the analysis presented a success rate superior or equal to 60% on 

the 4th day following light stimulation (LS). Then, Light or US sessions showing a compulsive 

licking behaviour were excluded based on the outlier identification made using ROUT method 

(Q = 1%) on the session spontaneous lick rate averaging the measurements on all the trials of 

the session in the 1s time window before the stimulus onset of the trial (see Fig. 5e). 

Immunohistochemistry and confocal imaging 

Transduced retinas and brains were fixed by incubation in 4% paraformaldehyde (100496, 

Sigma-Aldrich) for 30 minutes for retinas, and overnight for brains. Brains were cryoprotected 

in 30% sucrose (84097, Sigma-Aldrich), and 50 µm thick sagittal slices were cut with a 

microtome (HM450, Microm). The slices displaying the highest levels of tdTomato 

fluorescence from each brain were selected for further immunohistochemistry and imaging. 

Retinas and sagittal brain cryosections were permeabilized by incubation in 0.5% Triton X-100 
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in PBS for 1 h at room temperature and then incubated in blocking buffer (PBS + 1% BSA + 

0.1% Tween 20) for 1 h at room temperature. Samples were incubated overnight at 4 °C with 

a monoclonal anti-RBPMS antibody (1:500, Rabbit, ABN1362, Merck Millipore) for the retina, 

with a monoclonal anti-NeuN antibody (1:500; Mouse, MAB377, Merck Millipore) for brain 

sections in 0.5x blocking buffer supplemented with 0.5% Triton X-100. The sections were then 

incubated with secondary antibodies conjugated with Alexa Fluor (1:500; Molecular Probes) 

and DAPI (1:1000, D9542, Merck Millipore) for 1 h at room temperature. An Olympus FV1000 

laser scanning confocal microscope with 20x objective (UPLSAPO 20XO, NA: 0.85) was used to 

acquire images of flat-mounted retinas and brain sections. 

For the assessment of transduction efficiency, confocal images were processed with FIJI 

(ImageJ). RBPMS- and NeuN-positive cells were counted automatically with the Analyze 

particles FIJI plugin. MscL-tdTomato- and MscL-tdTomato-RBPMS/NeuN-positive cells were 

counted manually by two different users, with the CellCounter FIJI plugin. For the retina, 

quantification was performed by identifying the transfected area in each retina and acquiring 

confocal stacks in at least four randomly chosen regions of 0.4 mm2 per retina (Fig. E1). For V1 

neurons, the sagittal brain slice with the largest MscL-expressing zone was selected for each 

animal. In some slices, tdTomato also diffused outside V1. A ROI in V1 was, therefore, manually 

defined and quantifications were performed in at least six randomly chosen regions of 0.4 

mm2. 

US-induced tissue-heating simulations 

When considering cell stimulation at higher US frequencies (15 MHz) than usually described 

in the US neuromodulation literature, it is essential to estimate thermal effects as they can 

become important. A three-fold process was used for this estimation: 1) simulation of the 

acoustic fields generated by the three transducers used, with realistic acoustic parameters, 2) 

verification that non-linear acoustics did not play an important role in heat transfer and 3) 

realistic simulations of the heat transfer and temperature rise induced at the focus by US in a 

linear regime for the parameters used in this study. 

For non-linear simulations we used Matlab’s toolbox kWave, by defining the geometry of the 

transducer in 3D, and using the following parameters for the propagation medium (water): 

sound speed = 1500 m s-1, volumetric mass = 1000 kg m-3, non-linearity coefficient B/A = 

5, attenuation coefficient = 2.2 10-3 dB cm-1 MHz-y, and frequency power law of the 
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attenuation coefficient y = 2 74. We simulated quasi-monochromatic 3D wave-fields using long 

bursts of 50 cycles; this gave us both the maximum pressure field in 3D and the waveform at 

the focus. Simulations were calibrated by adjusting the input pressure (excitation of the 

simulated transducer) to reach the pressure at the focus measured in the water tank with the 

real transducers. The FWHM focal spot diameter in the xy plane was 4.36, 1.61 and 0.276 mm, 

and the major axis in the xz plane was 32.3, 20.6 and 3.75 mm long for the 0.5, 2.25 and 15 

MHz transducers, respectively (Fig. 1b-d). Non-linear effects were evaluated by estimating the 

relative harmonic content of the waveform at the focus. In the 15 MHz focus transducer 

example in figure 1d, the experimental and simulated signals at the focal spot were compared 

and found to be highly concordant (Fig. E4a). Furthermore, the amplitude of the second 

harmonic is 19.8 dB below the fundamental (20.9 dB in the simulated case), meaning that if 

the fundamental energy is E, the second harmonic has energy E/95 (Fig. E4b). Therefore, we 

can reasonably neglect the non-linear effects in the calculations of the thermal effects, as they 

account for ~1% of the energy involved. The same conclusions were drawn at 0.5 MHz and 15 

MHz. The use of linear wave propagation approximations considerably decreased the 

computing cost of the simulations. Linear propagation simulations were conducted with the 

Field II toolbox in Matlab75, 76, in monochromatic mode, with the same medium properties as 

kWave (water), to obtain the 3D maximum pressure fields. These maximum pressure fields 

2 

6 69 were used to build a heating source term = , where is the absorption 

6 

6 

6 

70 

71 

72 

coefficient of the brain at the considered frequency (59.04 Np m-1 at 15 MHz, calculated from 

= 0.21 dB cm-1 MHz-y and y = 1.18), the brain volumetric mass = 1046 kg m-3, the 

brain sound speed = 1546 m s-1 61,64, and is the 3D maximum pressure field. This 

source term was then used in the resolution of a Penne’s bioheat equation 

in kWave, where is the blood specific 

heat capacity (3630 J.kg-1 °C-1), the brain thermal conductivity (0.51 W.m-1 °C-1), 

blood density 1050 kg m-3, the blood specific heat capacity (3617 J.kg-1 °C-1), 

blood perfusion coefficient (9.7 10-3 s-1), the arterial temperature (37°C), and 

with 

condition for brain temperature was set to 0 = 37 °C. 
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This simulation corresponds to the worst-case scenario regarding the temperature rise given: 

1) that the acoustic propagation is simulated in water only (non derated value), with a lower 

attenuation coefficient (2.2 10-3 dB cm MHz-2) than the brain (0.59 dB cm MHz-1.27), even if a 

part of the propagation occurs within the brain. maps are, therefore, overestimated. 2) 

thermal absorption is simulated in brain tissue only, with a higher absorption coefficient (0.21 

dB cm MHz-1.18) than water, even if a part of the maximum pressure field is actually located 

within the water of the acoustic coupling cone. is, therefore, slightly overestimated. We 

mapped the temperature in three spatial dimensions and time, and looked for the point of 

maximal temperature rise (Fig. E4 c-f). 

Statistical analysis 

Statistical analysis was carried out with Prism software (Prism 7, GraphPad). All values are 

expressed and represented as means ± the standard error of the mean (SEM) on figures and 

in the text unless specified. Standard deviations (SD) are provided in figure legends. Data were 

analyzed in unpaired Welch’s t-tests (two-tailed) or an unpaired multiple t-tests with Sidak- 

Bonferroni correction for multiple comparisons. The statistical tests performed are detailed in 

the figure legends. 

Data availability 

The data supporting the findings of this study are available from the corresponding author 

upon reasonable request. 

Code availability 

The custom Matlab codes are available from the corresponding author upon reasonable 

request. 
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Fig. 1 Sonogenetics using focused ultrasound beams for visual restoration through the intact dura 

mater: impact of ultrasonic transmision frequency. (a) Concept of visual restoration with US matrix 

arrays implanted in a cranial window for localized US neuromodulation of the primary visual cortex in 

humans. The US beam can be adaptively focused at different locations in the V1 cortex while passing 

through the intact dura mater, subdural and subarachnoid spaces. (b) Proof-of-concept setup used in 

this study for V1 sonogenetic activation in rodents, using a high-frequency focused transducer on a 

craniotomized mouse. (c) Characterization of the radiated field for the 0.5 MHz transducer used in this 

study. (top) Longitudinal view of the maximal pressure for a monochromatic acoustic field radiated at 

0.5 MHz by the 25.4 mm Ø, 31.75 mm focus transducer. Pressure maximum is reached at 25.9 mm, 

slightly closer to the transducer than the geometric focal point, which is a documented effect 66. 

(middle) Transverse section of the maximal pressure field at depth z = 25.9 mm. (bottom) One- 

dimensional profile of this transverse section giving the FWHM of the focal spot (4.36 mm at 0.5 MHz). 

(d) Same characterization for the 2.25 MHz 12.7mm Ø 25.4 mm focus transducer. (e) Same 

characterization for the 15 MHz 12.7mm Ø 25.4 mm focus transducer. Note that the maximum 
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focus) for this configuration. The FWHM of the focal spot is 0.276 mm. 
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Fig. 2 Sonogenetic therapy in retinal ganglion cells. (a) Retinal fundus image showing MscL-tdTomato 

expression in the in vivo rat retina. (b) Representative confocal stack projection across the RGC layer 

of a flat-mounted retina expressing MscL-tdTomato (red) and labeled with anti-RBPMS antibody 

(green). (c) Magnification of a few RGCs expressing MscL-tdTomato, showing its expression at the soma 

and axonal levels of the membrane. (d) Density of RBPMS-positive, MscL-positive and double-labeled 
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cells for 5 MscL G22S and 5 MscL WT retinas. (*, p=0.0140, SD: 224.5, 123.8 for RBPMS(+); *, p=0.0465, 

SD: 164.0, 62.7 for RBPMS(+)/MscL(+);ns, SD: 192.9, 98.0 for MscL(+); for MscL G22s and WT 

respectively, unpaired t test). (e) (Left) Schematic diagram of the experimental setup for focused US 

stimulation of the isolated retina on a multielectrode array (MEA). (Right) Retina expressing MscL- 

tdTomato on a MEA chip. White dots represent electrodes. (f) Representative peristimulus time 

histograms (PSTH) for RGCs, for different stimuli. (Left) PSTH of three RGCs expressing MscL, showing 

a short latency and a sustained response after the start of a 15 MHz US stimulus (1.27 MPa). (Middle) 

Corresponding PSTH of the same RGCs in response to a visual stimulus, showing typical ON, ON-OFF 

and OFF responses. (Right) PSTH of two RGCs from a non-transfected (NT) retina in response to a 15 

MHz US stimulus (1.27 MPa), showing a response to the start and end of the stimulus. (g) RGC latencies 

in response to a 15 MHz US stimulus for MscL (n=300 cells, 9 retinas) and NT (n=41 cells, 4 retinas) 

retinas at 1.1MPa. The dotted line represents the 45 ms threshold that divides cells into short latencies 

(SL: black dots) and long latencies (LL: white dots) cells. (h) Mean number of cells per retina responding 

to 15 MHz US stimuli (0.98-1.27 MPa) for MscL (n=9, SD: 9.5, 13.5 for SL and LL respectively) and NT 

(n=4, SD: 1.2, 3.8 for SL and LL respectively) retinas and for LL and SL cells (*, p=.0002, unpaired t test). 

(i) Mean number of SL-responding RGCs per retina following stimulation with US stimuli of increasing 

pressure for MscL (n=9) and NT (n=4) retinas. ***, p=.00008, ***, p=0.0010, ***, p=0.0008, multiple 

unpaired t test. (SD: 0, 0.3, 4.1, 8.1, 10.4, 8.5, 8.3 for MscL; 0,0,0,0,0.5, 0.9, 1.4 for NT at increasing 

pressure levels) (j) Mean maximum firing rate (SD: 36.5, 19.1 Hz for SL and LL respectively) and mean 

response duration (SD: 22.1, 27.0 ms for SL and LL respectively) of SL and LL RGCs from MscL retinas in 

response to 15 MHz stimuli of increasing pressure (0.2-1.27 MPa) (n=9, **, p=0.0017, *, p=0.0418, 

unpaired t test). (k) Percentage of SL RGC cells (normalized against the maximum number of responsive 

cells in the experiment) responding to US stimuli of increasing pressure for MscL WT (n=3, SD: 0, 0, 6, 

7, 27, 8, 16 % for increasing pressure values) and MscL G22S (n=6, SD: 0, 3, 13, 11, 8, 10, 12 % for 

increasing pressure values) retinas. **, p=0.0065, **, p=0.0083, multiple unpaired t test. (l) Percentage 

of RGCs responding to US stimulation, for retinas in normal conditions (n=9 retinas for MscL and 4 for 

NT, SD: 25 and 12 % respectively), and following the application of a cocktail of synaptic blockers 

(CNQX-CPP-LAP4) (n=3 retinas each for MscL and NT, SD: 10 and 0 % respectively), and for P23H retinas 

with (n=3 retinas) and without (n=3 retinas) MscL expression (SD: 4 and 0 % respectively). The ratio of 

SL to LL is shown for each set of conditions. 
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78 Fig. 3 Spatiotemporal properties of sonogenetic retinal responses. (a-b) Spike density functions of 

two representative RGCs from a MscL-expressing retina for various 15 MHz stimulus durations (a, 0.5 

Hz stimulus repetition rate) and stimulus repetition frequencies (b, stimulus durations: 10, 20, 50, 200 

ms) . (c) Mean maximum firing rates (SD: 39.4, 60.0, 74.5, 40.6, 37.5 Hz) for different 15 MHz stimulus 

durations and mean Fano factor values (SD: 0.54, 0.39, 0.30, 0.26, 0.25) for all cells (n=9 retinas, except 

for stimulus durations of 10 and 20 ms n=8). (d) Correlation between response duration and stimulus 

duration, confirmed by the linear regression line (n=9 retinas). (e) Mean maximum firing rates (SD: 

37.5, 62.2, 72.4, 25.4 Hz) for different stimulus repetition frequencies and mean Fano factor values 

(SD: 0.25, 0.28, 0.45, 0.39) for all cells (n=9 retinas, except for stimulus frequencies of 5 and 10 Hz n=8). 
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(f) (Top) Retinas on a MEA chip and corresponding size of the incident US pressure beam (circles 

represent the FWHM and are centered on the estimated center of response), for 0.5, 2.25 and 15 MHz. 

(Bottom) Corresponding activation maps following US stimulation. Each square box represents an 

electrode with at least one US-activated cell. Color map representing the normalized firing rates of the 

cells. (g) Spatial dispersion of activated cells calculated as the mean Euclidean distance between 

activated cells weighted according to maximum firing rate (SD: 0.42, 0.41, 0.11 mm for 0.5, 2.25 and 

15 MHz respectively) and (h) ratio of the number of activated cells to the area stimulated on the MEA 

chip for the three US frequencies (SD: 1.66, 2.58, 123.2 mm2 for 0.5, 2.25 and 15 MHz respectively). 

****, p<0.0001, **, p=0.0008,*, p=.0169, unpaired t test. n=12 retinas for 0.5 MHz (0.29-0.68 MPa), 

n=5 retinas for 2.25 MHz (1.11-1.62 MPa), n=9 retinas for 15 MHz (1.12-1.27 MPa). (i) Heatmaps 

showing the activated cells of a MscL-transfected retina following a relative displacement (0, +0.4 and 

+0.8 mm) of the 15 MHz US transducer. Each colored box represents an activated cell; the color map 

shows the maximum firing rate. Circles represent the estimated center of the response. (j) Relative 

displacement of the center of the response following displacement of the 15 MHz US transducer. ****, 

p<.0001, **, p=.0018, unpaired t test. n=9, 9, and 6 positions for 4, 4 and 2 retinas for displacements 

of 0, 0.4 ± 0.20 and 0.8 ± 0.18 mm (SD), respectively. The dotted gray line represents the theoretical 

displacement. 
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Fig. 4 In vivo sonogenetic therapy in V1 cortical neurons. (a) Image of a rat brain expressing MscL- 

G22S-tdTomato (red) in V1. The dotted line illustrates the location of a sagittal slice. (b) Representative 

confocal stack projection of a sagittal brain slice expressing MscL G22s-tdTomato (red) and labeled 

with anti-NeuN antibody (green) and DAPI (blue). The layers of V1 are delineated by dashed white 

lines. (Lower right) Magnification of layer 4 of V1. (c) Density of NeuN-positive, MscL-positive and 

double-labeled cells for 3 brain slices (SD: 60.4, 254.4 cells/mm2 for NeuN(+) and MscL (+) 

respectively). (d) Schematic diagram of the setup used for in vivo electrophysiological recordings and 

US stimulation; (Top right) µEcoG electrode array placed on V1 of a MscL-transfected rat. (e) (Left) 

Representative visual-evoked cortical potentials in response to a 100 ms flash. (Middle) Representative 

sonogenetic evoked potentials for 15 MHz US stimuli of various durations. (Right) Representative 

responses of a non-transfected (NT) rat to a 15 MHz US stimulus. Black traces represent the mean 

evoked potential over 100 trials. Each gray trace represents one trial. The black arrow indicates the 

start of the stimulus. (f) Duration of sonogenetic µEcog responses for stimuli of different durations (10 

ms n=58, 20 ms n=32 and, 50 ms n=56 trials on 6 animals). (g) N1 peak amplitude for increasing US 

pressure (SD: 62.1, 53.9, 42.9, 69.4, 85.0, 116.2, 173.7 µV), (h) increasing duration (SD: 50.6, 68.3, 75.9 

µV) and (i) frequency (SD: 43.6, 66.9, 63.8, 60.6, 66.4 µV; n=6 rats). (j) Pseudocolor activation maps for 

stimuli of increasing US pressure and (k) for a horizontal displacement of the US transducer by 0.8 mm 

(the arrow indicates the direction of the displacement). Each black dot represents an electrode of the 

electrode array. The color bar represents N1 peak amplitude in µV. (l) Area activated for various US 

pressure values (SD: 0.4, 1.1, 1.1, 0.8, 1.1, 0.9, 0.5 mm2; n=6 animals). (m) Displacement of the 

activation center relative to the previous position following movement of the US transducer by 0.4 

mm. p<0.0001, one-sample t test, n=37 positions on 6 animals (Mean: 0.29 ±: 0.16 mm, SD). (n) Spike 

density functions (SDF) of 58 and 27 neurons following US stimulation for 50 and 10 ms, respectively, 

for MscL rats. (o) Response latencies following 50 and 10 ms US stimuli (50 ms n=58 cells, mean: 7.5 ± 

7.6 ms (SD), 7 rats; 10 ms, n=27 cells, mean: 5.1 ± 3.2 ms (SD), 5 rats). (p) Depth of US-responding cells 

(n=58) in MscL-expressing rats (n=7). (q) Instantaneous SDF of responses to US stimuli of different 

durations (1 Hz stimulus repetition frequency). (r) Maximum firing rates and numbers of activated 

neurons upon US stimulations of different durations (US pressure: 1 MPa). (s) Instantaneous SDF of 

responses to US stimuli of different repetition frequencies (10 ms stimulus duration). (t) Maximum 

firing rate and number of activated neurons upon US stimulation at different stimulus repetition 

frequencies (10 ms, 1MPa, SD: 55.8, 50.8, 55.7, 41.5, 58.2 Hz). 
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Fig. 5 Behavioural response induced by sonogenetic activation of the V1 cortex in mice following 

associative visual training. (a) Schematic diagram of the behavioral task performed by mice. Water- 

restricted animals trained in an associative learning paradigm for light stimulation with a water reward 

are subjected to either a visual stimulation (day 1-4) or a US stimulation of V1 at 15 MHz (day 5 and 8- 

10). A trial is considered successful if the animal performs at least one anticipatory lick within the 500 

ms time lag between stimulus onset and water reward. The spontaneous lick rate of the session is 

calculated by measuring the lick rate in a 1s time window prior to the Light or US stimulations (b) Mean 

rates of successful trials for 4 days of training during learning of the association between light 

stimulation (50 ms) and water reward (LS green) followed by the US stimulation (US orange) for MscL- 

G22S transfected mice (Between Day 4 LS and Day 5 US : 50 ms 1.2 MPa, ns, p=0.0570, unpaired t test. 

Between Day 5 US and Day 8 US : 50 ms 1.2 MPa, ns, p=0.6079. SD: 17.9, 31.2, 13.9, 14.1, 25.4, 35.4, 

37.1, 27.7%) (c) Time to first lick after light (50 ms) and US stimulation (50 ms, 1.2 MPa) (****, p<.0001, 

unpaired t test (****, p<0.0001, unpaired t test, SD: 46.5, 37.3 ms for LS and US respectively). (d) Mean 

rate of successful trials over 4 days of US stimulation for non-transfected (NT) and MscL-G22S 

transfected mice, following 50 ms of US stimulation at increasing US pressure (ns p=0.9452, *** 

p=0.0003, **** p<0.0001, unpaired t test, for 0.2, 0.7 and 1.2 MPa, respectively, SD: 17.5, 24.4, 23.6% 

for MscL G22s; 12.4, 11.0, 13.2% for NT). (e) Session anticipatory lick rates for NT and MscL-G22S 

transfected mice at increasing US pressures (ns, p=0.6934, *, p=0.0119, ****, p<0.0001, unpaired t 

test, for 0.2, 0.7 and 1.2 MPa, respectively, SD: 0.4, 1.7, 1.8 Hz for MscL G22S and 0.3, 1.1, 0.5 Hz for 

NT). 
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Extended data figures: 
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062 Fig. E1 Retinal expression of MscL. (a) Whole-mount retina expressing MscL WT (red) and labeled with 

the RGC-specific anti-RBPMS antibody (green), with DAPI staining of the nucleus (white). Yellow boxes 

represent the 8 zones selected for the counting of MscL- and RBPMS-positive cells. (b) Optical section 
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of a confocal stack showing MscL expression limited to the ganglion cell layer. The scale bars represent 

1 mm in (a), 50 µm in (b). 
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072 
073 Fig.E2 Retinal sonogenetic response characteristics for US stimuli of different frequencies. (a) 

Distribution of the different RGC cell types (ON, OFF, ON-OFF) among short (SL) and long latency (LL) 

responses in retinas (n=9) expressing MscL (WT and G22s form) following a 15 MHz US stimulus (SD: 

21.6, 28.0, 21.8 % for SL, 34.7, 19.4, 30.3 % for LL cells, for ON, ON-OFF and OFF cells respectively). (b) 

Numbers of RGCs responding to a 15 MHz stimulus of increasing acoustic pressure for MscL WT (n=3), 

MscL G22s (n=5) and NT (n=4) retinas (0.39 MPa: * p=0.0163; 0.54 MPa: ns p=0.1480, * p=0.0168; 0.74 

MPa: ns p=0.1334, * p=0.0312; 0.96 MPa: * p=0.0462, * p=0.0279; 1.15 MPa: ns p=0.1617, * p=0.0145; 

1.27 MPa: ns p=0.1580, * p=0.0144; unpaired t test between MscL WT and NT in gray and MscL-G22s 

and NT in blue, SD: 0, 0, 3.5, 8.5, 5.2, 10.1, 18.5 cells for MscL WT, 0, 0.8, 11.9, 18.8, 20.5, 18.3, 16.2 

cells for MscL G22s, 0, 0, 0, 2.4, 6.3, 0.8, 4.5 cells for NT). (c) Scatter plots and geometric means of RGC 

latencies in response to a 15 MHz US stimulus for MscL (n=300 cells SD: 48.8), Blockers+MscL (n=57 

cells, SD: 68.0), P23H+MscL (n=97 cells, SD: 37.5), and NT (n=41 cells, SD: 27.4) retinas (****, p<.0001, 

unpaired t-test on log-transformed values). (d) Cumulative frequency distribution of RGC latencies for 

MscL, Blockers+MscL, P23H+MscL, and NT retinas. (e) Percentage of cells responding to US stimuli 

(normalized against the maximum number of responsive cells in the experiment) of increasing acoustic 

pressure for 0.5 MHz (ns p=0.1661;* p=0.0292; * p=0.0260; ns p=0.8628; ns p=0.1316; ns p=0.7731; 

unpaired t test, SD: 7.8, 32.8, 34.0, 37.4, 37.7, 12 % for MscL; 0, 0, 22.4, 34.9, 50, 0% for NT), 2.25 MHz 

(ns p=0.1474; ns p=0.0522; * p=0.0140; *** p=0.0005; **** p<0.0001; ns p=0.5000; unpaired t test, 

SD: 0, 37.8, 39.4, 43.6, 33.6, 19.2, 36.6 % for MscL; 0 % for all for 2.25 for NT) and 15 MHz US (* 

p=0.0382;** p=0.0065; * p=0.0218; ns p=0.8628; ns p=0.5859; ns p=0.4223; unpaired t test, SD: 0, 2.0, 

21.6, 23.8, 20.1, 19.3, 13.2 % for MscL; 0, 0, 0, 19.2, 34.1, 22.1, 28.5 % for NT) US. The lower x axis 

represents the corresponding acoustic intensity (Ispta). (f) Mean response latencies of SL cells for 0.5 

and 2.25 MHz (n=9 and 8 retinas, SD: 2.4, 5.4 ms for 0.5 MHz and 2.25 MHz respectively). 
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Fig. E3 Experimentally measured US pressure fields. US pressure fields near the focus for 0.5, 2.25 

and 15 MHz focused transducers, measured in water. Color-coded pressure maps in the xy and xz 

planes, for 0.5, 2.25 and 15 MHz. 

1 102 

4 3 



  

  

1 103 

1 104 
1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

105 

106 

107 

108 

109 

110 

111 

112 

113 

114 

115 

116 

117 

118 

119 

120 

121 

122 

Fig. E4 Simulated acoustic fields and temperature increases. (a) Comparison between a water tank 

measurement at the focus with a calibrated hydrophone (black) obtained with the 2.25 MHz 

transducer and reaching -1.11 MPa peak negative pressure, and a simulated waveform at the focus 

(blue) reaching the same negative pressure. The two waveforms match very well (0.42% error) 

ensuring a good match between our simulation setup and physical parameters. (b) Power spectral 

density of the measured (black) and simulated (blue) waveforms, showing that simulations can be used 

to estimate the importance of non-linear propagation. A second harmonic 20 dB below the 

fundamental indicates a factor of 100 in terms of energy, meaning that absorption can be calculated 

in a linear approximation. (c-f) Thermal simulations are performed in a two-fold process corresponding 

to a worst-case scenario (see methods): propagation in a water medium, and thermal absorption in a 

brain-mimicking medium. (h) 3D temperature map at the end of a 200 ms stimulation (at 15 MHz and 

1.27 MPa). (d) Temperature rise at the focus for a 15 MHz 200 ms stimulation with the 7 pressures 

used in Fig. 1I (0.26, 0.39, 0.54, 0.74, 0.96, 1.15, 1.27 MPa). A zoom on the increasing curve reveals the 

fluctuations due to the 1 kHz on-off cycles. (e) Temperature rise at the focus for a 15 MHz 50 ms 

stimulation with the same 7 pressures. (f) Temperature rise at the focus for 15 MHz 10ms stimulations 

(1 kHz modulation) at a repetition rate of 8 Hz and 13 Hz (used in figure 3o), for focus pressures of 0.96 

MPa and 0.54 MPa. 
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Fig. E5: MscL G22S expression with the US and light-associative training in mice. (a) Representative 

confocal stack projection of a sagittal brain slice expressing MscL G22s-tdTomato (red) and labeled 

with DAPI (blue). (b) Head-fixed and water-restricted mice were trained for four days to respond to a 

full-field stimulation of one eye (200 and 50 ms long) that preceded a water reward. Mice respond by 

licking before (anticipation — successful trial) or after the delivery of water. The success rate increased 

progressively and mice had learnt the task (upon 50 ms and 200 ms light stimulation) after four days 

of training (ns p=0.9387, SD: 17.4, 24.8, 23.6, 10.4% for 200ms, 22.2, 31.0, 17.5, 12.8% for 50ms). (c) 

Mean rates of successful trials in non-transfected (NT) mice for 4 days of training with light stimulation 

(50 ms, LS green) and for 4 days of US stimulation (US orange) (Between Day 4 LS and Day 5 US : 50 ms 

1.2 MPa, **** p<0.0001, unpaired t test. Between Day 5 US and Day 8 US : 50 ms 1.2 MPa, ns p=0.1850. 

SD: 28.2, 31.6, 22.1, 10.3, 18.5, 25.5, 21.1, 24.4 %). (d) Pearson correlation scatter plot for time to first 

lick after either light (LS) or US stimulation. (e) Identification and exclusion of outlier sessions (in red) 

based on the ROUT method, (Q = 1%) for the session spontaneous lick rate measured on a 1s time 

window prior to all trials of the session e Q = 0.9 Hz, Median = 1.7 Hz, Q = 2.8 hz, Mean= 2.3 Hz, SD= 1 3 

2.3 Hz. 
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2.3. Chapitre 3 : co-variations du CBV et de 

la décharge de potentiels d’action de 
neurones isolés chez le primate non-

humain 
 

2.3.1. Résumé 

 

Dans la perspective d’évaluer les thérapies optogénétique et/ou sonogénétique sur le 

cortex visuel du primate non-humain, nous avons amorcé la caractérisation des aires 

visuelles sous la chambre d’enregistrement physiologique de primates. Cette caractérisation 

était menée en parallèle par imagerie fonctionnelle ultrasonore et par électrophysiologie par 

électrodes pénétrantes. Cette double caractérisation nous a amené à poser la question du 

corrélat fonctionnel entre ces deux technologies. Dans ce chapitre, nous avons donc cherché 

à identifier la contribution de la décharge de neurones isolés (activités unitaires) au sein de 

la réponse neurovasculaire chez le primate non-humain. Préalablement, cette relation avait 

principalement été étudiée au cours d’expériences combinant IRM fonctionnelle et 

enregistrements électrophysiologiques. Cependant, ces publications ont produit une disparité 

de résultats qui ne permettent pas encore d’identifier précisément le lien entre ces deux 

signaux. Il peut être intéressant de combiner les enregistrements électrophysiologiques avec 

l’imagerie fUS pour trancher ce débat car cette technique possède une résolution spatiale 

plus élevée que l’IRM fonctionnelle. De plus, peu de résultats existent quant au lien entre 

activités unitaires et les variations de CBV révélées par l’imagerie fUS. Nous avons donc 

réalisé des co-enregistrements chez deux animaux au sein des cortex visuel primaire et 

fronto-médians lors de tâches comportementales (tâche de fixation passive et tâche 

d’exécution de saccades, respectivement). 

Le premier défi auquel nous avons répondu était de développer un adaptateur 

permettant de réaliser simultanément de l’imagerie fUS et des enregistrements 

électrophysiologiques de neurones situés dans ou proche du plan d’imagerie chez le primate 

non-humain. Ce dispositif innovant nous a également permis de visualiser en temps réel la 

position d’une électrode au sein lors de sa descente dans le cerveau (Figure 1). 

Pour quantifier l’activité neurovasculaire globale et l’activité neurovasculaire liée aux 

activités unitaires, nous avons mis en place des analyses de modèles linéaires généralisés 

(GLM) des données fUS. Les résultats montrent que la composante de la réponse 

neurovasculaire due aux activités unitaires est inférieure à 1 mm3 ce qui est plus localisée 

que l’activité neurovasculaire globale (Figures 2-3). Cette conclusion expliquerait 
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l’impossibilité de faire la corrélation à l’IRM fonctionnelle puisqu’elle se situerait en-dessous 

de sa résolution spatiale. De plus, nos résultats montrent également que les activités 

unitaires et les variations de CBV ne sont statistiquement pas corrélées pendant les périodes 

d’activité spontanées mais le deviennent lors des tâches comportementales (Figure 4, c et f). 

Inversement, pendant l’activité spontanée, les activités CBV dans les zones cérébrales 

connectées sont corrélées mais cette corrélation diminue lors des tâches (Figure 4, d et g). 

En conclusion, ces résultats sur l’interprétation des données neurovasculaires jettent une 

nouvelle lumière pour leur analyse et la compréhension du fonctionnement du cerveau tant 

pour l’examen des cerveaux primates et plus précisément humains. Ces travaux ont été 

réalisés en collaboration avec l’équipe de Pierre Pouget à l’Institut du Cerveau ainsi qu’avec 

l’équipe de Mickaël Tanter à l’Institut Langevin. Ils font l’objet d’une publication en cours de 

revue au sein de Cell reports.   

 

2.3.2. Article scientifique. 
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ABSTRACT 19 

To be�er understand how the brain allows primates to perform various set of tasks, the ability 20 

to simultaneously record the ac�vity of the brain at mul�ple temporal and spa�al scales is 21 

challenging but necessary. In non-human primates, combined fMRI and electrophysiological 22 

recordings have not disentangled the contribu�ons of spiking ac�vity to the neurovascular 23 

response. Here, we combined func�onal ultrasound imaging (fUS) of cerebral blood volume 24 

(CBV) and recording of single-unit ac�vi�es (SUA) in visual and fronto-medial cor�ces of 25 

behaving macaques. We computed task-induced and SUA-induced CBV ac�va�on maps. We 26 

demonstrate that SUA provides a significant es�mate of the neurovascular response below the 27 

typical fMRI voxel spa�al resolu�on of 2mm3. Furthermore, our results also show that single 28 

unit and CBV ac�vi�es are sta�s�cally uncorrelated during the res�ng states but correlate 29 

during behaving tasks. Conversely, during the res�ng states, CBV ac�vi�es across known 30 

connected brain areas are correlated but decorrelate at the onset of the tasks as expected if 31 

par�cipa�ng in the default mode network (DMN). These results have important implica�ons for 32 

interpre�ng func�onal imaging findings collected with fMRI or fUS while one constructs 33 

inferences of spiking ac�vi�es during res�ng-state or while primates perform tasks. 34 
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Awe-inspiring progress was enabled by novel technologies for imaging the entire brain 40 
at microscopic scale and a very high temporal resolution to study neural functions in flies, fishes 41 
or even rodents1–3. In large animals, the pioneering studies from Logothetis and colleagues 42 
showed that the impulse response of the neurovascular system correlates better with LFPs 43 
compared to multi-unit activity, suggesting that the BOLD signal predominantly reflects the 44 
input and intra-areal processing4. Similarly, other studies found that BOLD fluctuations loosely 45 
relate to action potential frequencies but are rather coupled to LFP oscillations in cats5,6 and in 46 
non-human primates7,8. However, other studies have shown that the BOLD signal provided a 47 
reliable measure of firing rates in cats9, non-human primates10,11 and humans12. For example, a 48 
recent study showed that BOLD-derived population receptive fields (pRF) were more like pRFs 49 
based on multi-unit activity compared to LFPs13. Others demonstrated that visual stimuli-50 
induced early variations of oxygen are reliable estimates of spiking activity. Moreover, 51 
hemodynamic activity is also dependent on other non-neural fluctuations14. Finally, optogenetic 52 
driving of neuronal activity generates BOLD signals that correlate with firing rate in rodents15,16. 53 
This disparity of results can be resolved using an imaging technique with higher spatial 54 
resolution than fMRI to investigate the contribution of single unit spiking to the neurovascular 55 
system. 56 

Functional ultrasound imaging (fUS) is an innovative imaging technique which can 57 
provide whole-brain maps of neurovascular activity changes17 even in deeper regions (up to 1.5 58 
cm) with an approximately 5 to 10-fold better spatiotemporal resolution and sensitivity than 59 
fMRI (100 µm, 1Hz, even if uniplanar fMRI sequences allow the same temporal resolution, the 60 
spatial resolution is unachieved with typical fMRI sequences). Like fMRI, fUS technique relies on 61 
the neurovascular coupling of brain activity but unlike BOLD signals, fUS measures changes in 62 
the Cerebral Blood Volume (CBV) within microvessels using ultrafast doppler18 combined with 63 
spatiotemporal clutter filtering19. fUS technique requires no large magnetic machinery and so 64 
has been applied in freely moving small animals using miniature, head-mountable 65 
transducers20. Several studies used fUS to investigate sensory processing in rodents21–25 and in 66 
behaving primates26–28. Besides, an increasing number of studies have demonstrated that fUS 67 
can monitor brain activity in humans during surgeries29, but also through the skull bone in 68 
neonates25,30,31, or even adult patients32. Further knowledge of the contribution of neuronal 69 
activity to the CBV variations in humans and close species is therefore important for future 70 
interpretations of such basic and preclinical studies. To our knowledge, fUS and recording of 71 
nearby spiking activity has been achieved in rodents only33,34. However, the rodent model does 72 
not allow complex behavioral studies and brain architecture is quite far from that of humans, 73 
and therefore, NHP model might allow to transpose the ins and outs more easily to the human 74 
brain. One recent publication concomitantly performed neural activity recordings and fUS for 75 
the first time in mice35. Their results show that CBV variations match the smoothed firing rates 76 
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of nearby neurons, especially inhibitory, in the visual cortex and the hippocampus. A direct 77 
comparison between fUS imaging signals and spiking activity has not been achieved in behaving 78 
primates. Furthermore, such comparison permits to characterize a bit more the nature of 79 
resting state in primates, which has been extensively studied in humans36,37 but rarely to a 80 
coupled neuronal/vascular point of view. Consequently, new protocols are needed to achieve 81 
simultaneous recordings of CBV and neural spiking in behaving primates. Most fUS studies have 82 
assessed the significance of CBV variations17,21,27 sometimes in comparison with spiking 83 
activity33, using covariate statistical analysis. To go a step further, we implemented from the 84 
fUS signal a Generalized Linear Model methods (GLM) estimate allowing us to separate 85 
stimulus-induced, neural spiking and noise signals. This approach facilitates direct comparison 86 
of our results with those from fMRI studies. 87 

Using a new protocol including ultrafast and high-resolution ultrasound imaging techniques 88 
(fUS) combined with commonly used electrophysiological systems in awake non-human 89 
primates. We recorded both fUS and single unit activities in visual cortex and SEF for Monkey L 90 
and Monkey S respectively while animals performed passive fixation and saccade tasks. We 91 
chose to focus on two different cortical areas to generalize the relationship between neural 92 
spiking and CBV variations. Our method permits online micro-electrodes position tracking and 93 
the recording of electrophysiological and CBV signals in awake behaving animals. We computed 94 
stimuli-induced and spiking-induced activation maps using a GLM. Our results demonstrate that 95 
individual unit activities provide a significant estimate of the neurovascular system response. 96 

 97 
 98 

Our first main result is that we could use our imaging method to perform precise online 99 
tracking and guidance of micro-electrodes. The chambers were located above the 100 
Supplementary Eye Field (SEF) and the visual cortex V1 for Monkeys S and L, respectively (Fig. 101 
1.a and Fig. 1.b). The adaptor was designed and 3D printed to allow the technical challenge of 102 
co-recording nearby spiking signal and CBV variations of the imaging plane. By slowly inserting 103 
the microelectrode into the brain, we detected on the image a precisely localized high rise in 104 
the Power Doppler in the region of interest at z=5mm (Fig. 1c), indicating that the tip of the 105 
electrode reached the imaging plane. When we inserted the electrode further, the high-Power 106 
Doppler signal extended vertically downward, allowing us to detect the electrode progression 107 
through the thickness of the imaging plane from z=5mm to z=12mm (Fig 1.c). Indeed, we 108 
noticed a higher power doppler signal localized at the position of the tip of the electrode (Fig 109 
1.c) characterizing its motion during the insertion. Thus, our method permits precise online 110 
tracking of micro-electrodes in the brain in awake behaving primates. 111 
  112 
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Having established a method to place micro-electrodes accurately in or near the fUS 113 
plane, we concomitantly recorded CBV and single unit activity while the animals performed 114 
behavioral tasks. Monkey S performed a visual stimuli-guided pro-saccade or anti-saccade task 115 
with equal proportion for both conditions (Fig 2.a., see Methods). Monkey L performed a 116 
passive fixation task during which a peripheral visual stimulus was presented (Fig. 2.b.). We 117 
used a repertoire of different visual stimuli (see Methods) to generate different activation maps 118 
of the visual cortex. For most sessions, a single stimulus was presented. For others, hemi-119 
concentric bands of varying eccentricities or squared-shape gratings with varying spatial 120 
frequencies were used (Fig. Supp. 2). For Monkey S, we recorded a total of n=18 fUS imaging 121 
sessions and for Monkey L, n=79 fUS imaging sessions (53 in which we also co-recorded single-122 
units). For V1, we assessed that there were no significant differences of maxima, minima and 123 
their respective timings between the mean CBV responses of each stimulus type (Kruskal-124 
Wallis, p>0.05, Fig S1). Therefore, we generated a single hemodynamic response function (HRF) 125 
by averaging the mean CBV response over sessions and computing the gamma inverse function 126 
that fit best. Hence, we computed the activation map induced by all stimuli presentations 127 
(independently from their nature) using the GLM approach. We did not focus on the spatial 128 
regionalization of the activation among stimuli, but see the works of Blaize and colleagues for 129 
detailed retinotopic maps in the visual cortex27. For further analyses about the dynamic of 130 
activation between pro- and anti-saccade, see previous works of Claron and colleagues38. In our 131 
model, we took as input the spatiotemporal Doppler images and took a stimuli-induced 132 
regressor (Fig 2.c. and Fig 2.d). Briefly, for each pixel, all visual stimulus presentation timings 133 
were convoluted with the fUS-determined HRF of the investigated cortical area to obtain a CBV 134 
signal prediction. From the fit between these signal predictions and the real CBV variations Z-135 
score and p-value map were obtained (Fig. 2.e for SEF and Fig 2.g for V1). 136 

 137 
The activation maps show the Z-score of all pixels in the images with a p-value < 0.001 138 

(after Benjamini-Hochberg correction to decrease false discovery rate). Fig. 2.e shows a 139 
representative activation map induced by the presentation of both pro-saccade and anti-140 
saccade stimuli for correct trials for Monkey S (see Methods for GLM application). We detected 141 
significant pixels in both hemispheres although the right SEF (dashed green line) displayed more 142 
significant pixels, corresponding to an activated volume around 2 mm3. All sessions were 143 
balanced in terms of ratio pro- v.s. antisaccades and left vs right. Fig. 2f represents the 144 
population analysis of median z-scores and volume of activations in SEF for sessions in which 145 
activation was detected in the region of interest (n=11). The mean stimuli-induced volume of 146 
activation in the SEF was 1.64±0.54 mm3. Figure 2.g shows a representative activation map in 147 
the visual cortex induced by the stimulus presentation for correct trials for Monkey L. We 148 
detected significant pixels in the superficial and deeper layers of the region of interest (V1 and 149 
V2, respectively) corresponding to an activated volume of 3.7 mm3. Fig. 2h represents the 150 
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population analysis of median z-scores and volume of activations in the visual cortex for 151 
sessions in which activation was detected in the region of interest (n=17). The mean stimuli-152 
induced volume of activation was 2.5 ± 0.7 mm3. 153 
  154 

For Monkey S, among n=18 imaging sessions, we recorded n=18 single-units. Among this 155 
pool of 18 neurons, we obtained n=11 single-units displaying significant response locked to the 156 
saccade execution. For Monkey L, among n=53 imaging sessions, we recorded n=17 single-units 157 
displaying significant response locked to the stimulus presentation. We then investigated the 158 
neurovascular response associated with isolated single-unit activities. To visualize the dynamics 159 
of the CBV responses, we plotted the averaged variation of CBV over time for all correct trials 160 
and for all pixels of each region of interest (delimitated by dotted lines in Fig. 2). The SEF CBV 161 
variation rose after a dip synchronized with the stimulus presentation (t=0s) and reached a 162 
plateau around 3% 1.8s later, before decreasing back to its initial value after 4s (Fig 3.a., bottom 163 
panel, red curve). Here, during the same example session, we recorded the activity from a 164 
single unit located in the right SEF. The raster plot (Fig. 3.a, top panel) and the spike density 165 
function (Fig 3.a., bottom panel, blue curve) show a transient increase of the firing rate (up to 166 
30 Hz) that corresponds to the saccade execution, followed by a less active period. Note the 167 
different kinetics between the fast neuronal activation and the slower neurovascular response; 168 
the peak of the CBV response occurred 1.6 s after the firing rate peak.  169 
 We next wanted to test whether the spiking activity recorded with the single electrode 170 
at a close location could contribute to the neurovascular response. To do so, we used another 171 
GLM approach based on the spike’s activity. Here, we convoluted for each animal the single 172 
unit spike onsets with the HRF extracted from the same region of interest (Fig. 3.c for SEF, Fig 173 
3.d for V1) to obtain a CBV signal prediction. As previously, the representative co-activation 174 
maps show the Z-score of all pixels in the images with a p-value < 0.001 (before Benjamini-175 
Hochberg procedure to decrease false discovery rate) obtained from the fit between the 176 
predicted signal and the real CBV variations (Fig 3.e). We also represented the task-related 177 
activities displayed in Fig 2.e for comparison (green transparent colored pixels). For Monkey S, 178 
the co-activation map showed a spikes-correlated neurovascular response in the SEF 179 
corresponding to a volume of ~ 1.1 mm3 (Fig 3.g, left panel) compared to 2 mm3 with the GLM 180 
based on stimuli. Interestingly, the spread of this co-activation was more localized than the 181 
activation detected with the GLM approach based on the stimulation pattern. Furthermore, the 182 
spread of this correlated activation was constrained around the electrode recording site 183 
(indicated by the dashed white line). We repeated these analyses for the visual cortex that 184 
revealed a different pattern of CBV variation. Indeed, the CBV variation displayed a biphasic 185 
increase up to 1.3% (Fig3.b, bottom panel, red curve). Interestingly and unlike for the SEF 186 
response, we detected a large undershoot in the visual cortex neurovascular response (from 4 187 
to 8s) before the signal went back to its initial value. The raster plot (Fig.3.b, top panel) and the 188 
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spike density function (Fig 3.b, bottom panel, blue curve) of simultaneous single unit recording 189 
show a transient increase of the firing rate (up to 11.5Hz). Here, the neuronal activation was 190 
also faster than the neurovascular response with a difference of 2.45 s.  We reported consistent 191 
results for Monkey L (Fig 3.g, right panel). As for Monkey S, the spread of the spikes-correlated 192 
activity was smaller (~0.6 mm3, Fig 3.h) than the activation induced by stimuli onsets but was 193 
not particularly restricted around the electrode recording site. To conclude, these results 194 
demonstrate our method allows examining specific links between single-unit activities and 195 
cerebral blood volume variations in behaving non-human primates. 196 

To assess that the single unit-induced activation is more localized than the stimuli -197 
induced activation, we computed the volumes and median Z-scores of activations for each 198 
condition over our entire pool of data (Fig 2.f and Fig 3.f for SEF, Fig 2.h and Fig 3.h for V1). For 199 
Monkey S, we showed that the mean stimuli-induced volume of activation in the SEF is 200 
1.64±0.54 mm3 whereas the SUA-induced volume of activation is 0.86±0.68 mm3. (Student T-201 
test between the stimuli-induced- and the SUA-induced activities gives the former significantly 202 
higher than the latter, with p = 0.016, T-test is chosen as data are gaussian (Shapiro-Wilk test, p 203 
= 0.82 and p = 0.58 respectively) and F-test gives similar variances (p = 0.49)). Peak Z-score of 204 
GLM-calculated maps was found slightly higher for the stimuli-induced map (7.81±0.47) than 205 
the Z-score for the spikes map (6.39±1.00; p = 0.0084, Shapiro-Wilk test assures both Z-scores 206 
for stimuli-induced and SUA-induced are gaussian, F-test assures that variances are unequal). 207 
We confirmed these results in the second animal: for Monkey L, the mean stimuli-induced 208 
volume of activation of the visual cortex was significantly higher than the SUA-induced volume 209 
of activation (stimuli-induced: 2.5 ± 0.7 mm3, n=17 acquisitions; SUA: 0.8 ± 0.5 mm3, n=8 210 
responsive units, p=1.3915.10-4, two-sample T-test with unequal variances as samples are 211 
gaussian according to Shapiro-Wilk test (p = 0.6064 and p = 0.8096 for stimuli-induced and SUA-212 
induced, respectively) as illustrated in Fig 3.g for the example session. Interestingly, the median 213 
Z-score of stimuli-induced activation was also significantly higher than the median Z-score of 214 
SUA-induced activation (stimuli-induced: 5.19 ± 0.17, n=17 acquisitions; SUA: 4.58 ± 0.55 mm3, 215 
n=8 responsive units, p=0.0024, two-sample T-test as samples are gaussian according to 216 
Shapiro-Wilk test (p = 0.2882 and p = 0.4771 for stimuli-induced and SUA-induced, respectively) 217 
and have equal variances according to F-test (p = 0.0947). Altogether, these results 218 
demonstrate that single-unit activities partially contribute to the cerebral blood flow variations 219 
in behaving non-human primates. 220 

With GLM analyses, we spatially characterized the relationship between neural spiking 221 
and CBV in two different cortical areas during behavioral tasks. One could also ask how both 222 
CBV and neural spiking are temporally linked. We next investigated how neural spiking 223 
contribution to the neurovascular activity changes between resting state (i.e. BL=baseline, 100 224 
to 120s-long period before task onset) and the start of the task. We first represented display 225 

(which was not certified by peer review) is the author/funder. All rights reserved. No reuse allowed without permission. 
The copyright holder for this preprintthis version posted June 22, 2022. ; https://doi.org/10.1101/2022.06.20.496840doi: bioRxiv preprint 

https://doi.org/10.1101/2022.06.20.496840


examples of CBV variations and SDF over one unique session for SEF and V1, respectively (Fig. 226 
4.a. and Fig. 4.b).  We computed the moving non-overlapping cross-correlation across resting 227 
state and task between the fUS signal in the ROI and the SDF of the recorded single-unit. Fig. 4.c 228 
and Fig. 4.d. left graphs represent the mean and s.e.m. of these moving cross-correlations 229 
across sessions for SEF (n=9) and V1 (n=15, two sessions missing initial baseline), respectively. 230 
We quantified the average values of cross-correlation during resting state and task for SEF and 231 
V1, and for two control areas: median cingulate cortex (MCC) for monkey S and a 1x1 mm² 232 
squared ROI located at the bottom left corner of fUS images for monkey L (see the locations of 233 
these areas in the maps Fig 4.c. and Fig. 4.d). Interestingly, both in the SEF and in V1, there is no 234 
correlation between SDF and fUS signal during resting state (t-test comparison to null 235 
distribution, SEF : p = 0.96, V1 : p = 0.56) but these signals became correlated in SEF and 236 
anticorrelated in V1, respectively, after the task began (SEF r = 0.2 +/- 0.03 s.e.m, p = 2.6e-3, V1 237 
r = -0.06 +/- 0.0096 s.e.m, p = 0.0204, t-test). The anticorrelation in V1 might be due to the 238 
undershoot of the HRF in this cortical area. Finally, we computed the correlation between CBV 239 
variations of different areas of the brain, both during resting state and during task in order to 240 
characterize the vascular component of the default mode network and the variation due to the 241 
beginning of a behavioral task. In the median wall of primate brain, we observe a correlation 242 
between SEF and the MCC during resting state (Fig 4.c, right panel, r = 0.42 +/- 0.07 s.e.m., p = 243 
3.4e-4 t-test comparison to null distribution) and a decrease of this correlation between the SEF 244 
and the MCC during the task ( r = 0.15 +/- 0.11 s.e.m., p = 0.20 compared to null distribution, p 245 
= 0.03 compared to resting state, t-test) suggesting a vascular component of the default mode 246 
network and an alteration of vascular co-oscillations during active behavior whereas neuron 247 
spiking and vascular activities synchronize during behavioral tasks. Similarly, in the visual cortex, 248 
the correlation between V1 and V2 during the baseline is higher during the resting state (Fig. 249 
4.d, right panel, r = 0.66 +/- 0.019, p = 5.0e-11 compared to null distribution) than it is during 250 
task (r = 0.39 +/- 0.083, p = 3.66e-4 compared to null distribution, p = 0.0038 compared to 251 
resting state, t-test).  252 

We have developed a methodology and associated setup to record simultaneous CBV 253 
and electrophysiological signals in awake behaving macaques. Our method offers first to report 254 
online tracking of the microelectrode localization in the brain of behaving non-human primates. 255 
The spatial resolution of ultrasound imaging offers an unprecedented ability to co-register 256 
micro-electrode and micro-sensor and potentially any rigid pipettes around 100 µm wide within 257 
the Ultrasound imaging referential frame. Further studies might combine our method to 258 
localize viral injections' pipette and may help quantify the spread of compound perfusion 259 
during surgeries with a deeper field of view than allowed by optical imaging39, possibly allowing 260 
injections in subcortical areas. Functionally, fUS and electrophysiology do not seem to interfere 261 
with one another, or at least we were not able to measure the interference between them 262 
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both, thus the coupling of the techniques is far easier than fMRI, optical imaging, and 263 
electrophysiology in awake behaving primates. Previous studies have found that fUS could be 264 
combined with acute or chronic EEG recordings in awake rodents40,41 and multi- or single-unit 265 
recordings in anesthetized or awake rodents33,34. These pioneering studies in awake rodents 266 
have shown a marked change of fUS activity at the initiation of tasks but were limited to 267 
explore sensory or cognitive functions in deep cortical folded brain areas. Our study 268 
demonstrate that our methodology allows using standard protocols to record simultaneous 269 
CBV and electrophysiological signals in awake behaving macaques without movements or 270 
electromagnetic artifacts. For the statistical assessment of CBV, some of these fUS studies used 271 
correlation methods of time evoked variations of CBVs compared to the more standard 272 
protocols used in other imaging techniques such as fMRI. In this study we report fUS analysis 273 
based on GLM standard statistical assessment in NHP42. It depicts for each voxel associated 274 
time-series Y, as the linear combination of regressor of interest (e.g., oculomotor or visual 275 
tasks) including spiking activity of our awake behaving primates. This analysis proved the high 276 
sensitivity of our recording method and showed that brain activity could be investigated with 277 
minimal adaptation for different brain areas or electrophysiological systems (SEF and V1) in 278 
awake behaving primates. We hypothesized that single unit-induced activation is more 279 
localized than the stimuli-induced activation based on the significantly activated area estimated 280 
from the thresholded Z-score maps. This assumes that there is no large difference in the 281 
statistics between both maps so that thresholding does not artificially reduce the activated area 282 
size. This seems to be generally the case as both maps are constructed from the same 283 
acquisitions and parameters.  284 

The relationship between both vascular and neuronal signals is still debated. Recent 285 
studies report striking inconsistencies between the fMRI and electrophysiological signals43. 286 
Previous fMRI studies have shown that the neurovascular activity (BOLD signal) provided a 287 
reliable measure of multi-unit activities9–11. Conversely, other studies have reported a poor 288 
correlation between multi-unit activities and the BOLD signal5,7,8. Importantly, we 289 
demonstrated here the cortical volume in which SUA correlate significantly with CBV variations 290 
is smaller than the cortical volume in which task events correlate with cue presentation timings. 291 
Indeed, few works have spatially characterized spikes' contribution to the neurovascular 292 
system.  It has been shown that blood flow variations in the olfactory bulb of rodents show a 293 
similar linear relationship with locally measured neuronal Ca2+ 22. A recent publication showed 294 
that neural signals from the visual cortex and hippocampus in mice, and more particularly firing 295 
rates from inhibitory neurons, also correlate with fUS imaging signals in mice. Co-activation 296 
maps from an fMRI study carried out in human subjects12 have shown that SUA correlation with 297 
BOLD signal in Heschl’s gyrus is more localized than the activity predicted by LFP, although this 298 
result was more qualitative than quantitative. However, the authors tested the correlations 299 
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between SUA recorded in a first group of patients and the BOLD signals from other patients, 300 
whereas we perform here an intra-individual analysis. At least four hypotheses have been 301 
discussed that can explain the discrepancies between the two LFP and SUA methods: (1) the 302 
BOLD signal follows local field potential (LFP) signals closer than spikes4, (2) the BOLD signal is 303 
reflecting electrophysiological signals that are occurring later due to feedback delay44, (3) the 304 
BOLD signal is more sensitive than traditional electrophysiological methods due to massive 305 
pooling by the hemodynamic coupling process45, and finally (4) there is no real inconsistencies, 306 
and instead, small but reliable effects on firing rates may be obscured by differences in 307 
experimental design and interpretation of results across methods and  statistical analysis46. Our 308 
main result demonstrates that a fifth explanation prevails. Indeed, fUS imaging enables us to 309 
show that the cortical volume in which SUA correlates significantly with CBV variations is 310 
smaller than the cortical volume in which task events correlate with cue presentation timings. 311 
We demonstrated this in two behaving non-human primates’ primary visual and fronto-medial 312 
cortices. It consequently indicates that single-unit activities correlate with CBV variations 313 
recorded if and only if the blood dependent signal is extracted at sufficiently high spatio-314 
temporal resolutions. As this is the case in fUS imaging, we showed that single unit activities 315 
provide a significant estimate of the neurovascular response with an activated area smaller 316 
than usual fMRI spatial resolution. Thereby, fUS seems a technique of choice in order to study 317 
neurovascular coupling in the brain of awake behaving primates because of a higher spatial 318 
resolution (~200 microns). 319 

 fUS imaging in awake behaving NHP allowed us also to study the difference of 320 
neurovascular responses between resting state and task. Resting state is believed to be the 321 
reflection of brain activity during rest47 but it is still unclear if this vascular activity, measured 322 
with fMRI, is the reflection of the neuronal activity, even though some studies use fMRI 323 
combined with EEG or MEG to assess link between them both36,48–50. We demonstrated in this 324 
study that CBV and single unit activities are uncorrelated during resting state and become 325 
correlated during various tasks. Furthermore, we found that CBV activities across known 326 
connected brain areas are correlated but decorrelate at the onset of the tasks as expected if 327 
participating in the default mode network (DMN). Therefore, BOLD measured in fMRI, as well as 328 
CBV measured with fUS, during resting state might not much reflect the neuronal activity but 329 
basal metabolic changes through glia and astrocytes or intrinsic connectivity through slow 330 
synchronized neuronal oscillations across distant brain areas.  331 

With the current 2D visualization, displacement of the probe is required to map a large 332 
volumetric area. The 2D view remains one intrinsic limitation of our method to investigate the 333 
3D brain activity. However, ongoing development to perform direct 3D ultrasound imagery with 334 
micro-probes would certainly offer new options soon as it is already done in rodents using 3D 335 
array probe51 or row-column addressed probes52. Finally, the use of multi-contact electrodes 336 
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possibly introduced over an entire cortical region will allow the study of the dynamics and 337 
propagation of the relationship between electrophysiological signals and the vascular response. 338 
Within various parts of cortical areas of primates, the use of such a technique could 339 
undoubtedly allow the study of electrophysiological and vascular responses in layers and thus 340 
succeed in studying neuro-vascular coupling in primates at a spatial and temporal resolution 341 
never achieved. 342 
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METHODS 480 
 481 
Animal model and behavioral data. 482 
All experiments were ethically approved by the French “Ministère de l’Education, de 483 
l’Enseignement Supérieur et de la Recherche” under the project references APAFIS #6355-484 
2016080911065046 and #9013-2017021515254591. Functional data were acquired from two 485 
captive-born rhesus monkeys (Macaca mulatta), S and L, each one trained to perform different 486 
visual tasks.  487 
Monkeys were seated in a primate chair (Crist Instruments) with their head fixed and placed in 488 
front of a cathodic computer screen, 58cm away in a darkened booth. Mean screen luminance 489 
was controlled (1.15 mW.cm-2).  Eye position of the primate was monitored at 1 kHz using an 490 
infrared video eye tracker (Eyelink 1k, SR-Research), which enabled live control of the 491 
behavioral paradigm and the delivery of a reward (sugary water) based on the success or failure 492 
of a visual task. Experiments were controlled by EventIDE software (Okazolab, Netherlands). 493 
Primates were under mild fluid restriction (approximately 30 mL/kg/day) and could drink ad 494 
libitum while working. 495 
   496 
Behavioral paradigm for SEF data. Monkey S was trained to perform an active oculomotor task 497 
consisting of successive and randomized pro-saccades and antisaccades. After a baseline (100 498 
to 120 seconds, random), the monkey had to perform a pro-saccade (look at the presented 499 
target) if the presented cue was a vertical rectangle or an anti-saccade (look on the opposite 500 
side of the presented target) if the above-mentioned rectangle was horizontal. After a 501 
successful trial, the monkey received a sugary water reward (few drops) and an intertrial of 3 to 502 
4 seconds (time between the end of a trial and the beginning of the next trial) was applied. If 503 
the trial was wrong, no sugary water was delivered and the intertrial started. The monkey 504 
worked for approximately one hour. 505 
 506 
Behavioral paradigm for V1 data. Monkey L was trained to perform passive fixation tasks. All 507 
sessions (except two) began with a 100s-baseline during which no stimuli were presented. The 508 
animal started the trial by fixing a central green square subtending 0.2 degrees of visual angle 509 
(DVA) for a random duration between 500 and 1000 ms within a tolerance window of 1.5 DVA. 510 
A visual stimulus of the peripheral location was then presented for 1s. We used different types 511 
of stimuli among sessions that were all localized in the left visual field. For most sessions, a 512 
single stimulus was presented. First, we used hemi-concentric bands of 2 DVA width centered 513 
on the central fixation point, filled with sinusoidal gratings with a fixed temporal frequency (one 514 
cycle per degree). The eccentricity was locked to 6 DVA. Second, we used polar angle stimuli 515 
that were 15 DVA of angular width extending from 1.5 to 15 DVA filled with sinusoidal gratings 516 
with a fixed temporal frequency (one cycle per degree). Third, we used gratings with varying 517 
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spatial frequencies (3, 6, 9, 15 cycles per degree) in a rectangle area that covered the bottom-518 
left quarter of visual field (DVA: -8 to 0 in the X axis, -7 to 0 in the Y axis). Fourth, we used a 519 
local checkerboard of 4*4 DVA center at R=6 DVA and theta = -¾π radians. The animal was 520 
rewarded by a small drop of liquid (sugary water) at the end of each correct fixation trial. We 521 
imposed an intertrial interval of 9 s to ensure that the CBV value came back to the initial value. 522 
We also used control trials with the same temporal organization but without any peripheral 523 
visual stimulus. All conditions were randomly interleaved.  524 
 525 
Implant and probe for functional  ultrasound  imaging For Awake Cooperative Monkeys.  526 
The head of the monkey was fixed using a surgically implanted titanium head post (Crist 527 
Instrument, MD, USA). After behavioral training of the animals, a recording chamber (CILUX 528 
chamber, Crist Instrument, MD, USA) was implanted and a craniotomy (diameter 19 mm) was 529 
performed (for monkey S: mediolateral: +0mm, anteroposterior: +26mm; for monkey L: 530 
mediolateral: +7 mm, anteroposterior: -10 mm, dorso-ventral: +38 mm). A custom ultrasonic 531 
probe (128 elements, 15 MHz, 100 x 100 μm² of spatial resolution) with sterile ultrasonic gel 532 
was used in the chamber. The acquired images had a pixel size of 100 x 100 μm and a slice 533 
thickness of 400 μm. We could image 12 mm along the cortical surface and up to 15 mm in 534 
depth. 535 
 536 
 537 
Functional ultrasound (fUS) recordings. 538 
Changes in CBV were measured using a real time functional ultrasound scanner prototype 539 
(Iconeus and Inserm U1273, Paris, France) with a custom 15-MHz linear probe. Data were 540 
acquired by emitting continuous groups of 11 planar ultrasonic waves tilted at angles varying 541 
from -10° to 10°. Ultrasonic echoes were summed to create a single compound image acquired 542 
every 2 ms. Final Doppler images were sampled at 2.5Hz by averaging 200 compound ultrasonic 543 
images after spatiotemporal filtering based on the singular value decomposition of the 544 
ultrasonic images.  545 
 546 
Eye movements and pupil recordings. 547 
Eye movements and pupil diameter were recorded during the tasks using a video eye tracker 548 
(Eyelink 1k, SR-Research) connected to an analog-to-digital converter (Plexon Inc, TX, USA). All 549 
data were collected using Plexon software and analyzed using MATLAB (The MathWorks 550 
Inc.,Massachusetts, USA). Saccades were detected when the eye’s horizontal velocity went over 551 
30°/.s. 552 
 553 
Online microelectrode position monitoring 554 
 555 
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We slowly (5 µm.s-1) inserted a microelectrode through the cortex via the adapter tube while 556 
performing live fUS imaging of the region of interest. The microelectrode is not visible in 557 
ultrasonic images and its location in the imaged plane is obtained by estimating local motion 558 
thanks to the Singular Value Decomposition (SVD) of the ultrasonic raw data. Because the 559 
electrode moved slowly, we adjusted the SVD clutter filter from λ = 30 to λ = 2 to track the 560 
electrode movement accurately rather than blood flow. We determined the optimum value for 561 
the SVD clutter filter in NPH using the adaptive spatiotemporal SVD as described by Baranger et 562 
al.53 and determined λ = 30 as the optimum SVD clutter filter for the discrimination between 563 
tissue motion and blood flow in NHP. However, as the electrode is moving slower than red 564 
blood cells in vessels, we changed the clutter filter to isolate the insertion motion signal from 565 
the electrode and experimentally determined λ = 2 as the optimal value for the SVD clutter 566 
filter for online electrode monitoring. 567 
 568 
Extracellular electrophysiological recordings. 569 
Extracellular neuronal activity and local field potential (LFP) were recorded in vivo 570 
simultaneously with fUS recording, using tungsten microelectrodes of impedance ranging from 571 
8 to 10 MΩ for monkey S (ref UEWLGASEFN1E, FHC Inc, ME, USA) or glass-coated tungsten 572 
electrodes of impedance ranging from 0.5 to 2.5 MΩ for monkey L (reference 366-120615-00, 573 
Alpha Omega, USA). The microelectrode was inserted into a 60 to 70mm stainless steel tubing 574 
and the tip of the microelectrode was connected to an amplifier with a male gold-plated pin 575 
connector (Ref. #520200, A-M Systems, WA, USA). The extracellular signal was amplified and 576 
collected using Plexon software. Offline spike analysis was performed manually using Plexon 577 
Offline Sorter (Plexon  Inc,  TX,  USA). The microelectrode motion into cortical layers was 578 
performed using a micro-descender. 579 
 580 
Setup preparation: 581 
The bottom of the recording chamber was filled with sterile ultrasonic gel. The ultrasonic probe 582 
and microelectrode with steel guide tube were inserted into the designed co-recording device. 583 
Hereafter, the device was inserted into the recording chamber, until contact with the ultrasonic 584 
gel. Appropriate position of the device was verified by fUS live view acquisition. 585 
 586 
fUS data processing: 587 
Doppler data were analyzed using a generalized linear model approach implemented in Matlab. 588 
The stimulation pattern, consisting of a Dirac comb with all cues presentations, in the design 589 
matrix was convoluted with the fUS-determined hemodynamic response function and a Z-score 590 
and p-value map were obtained. The activation maps show the Z-score of all pixels in the 591 
images with a p-value < 0.001 (before Benjamini-Hochberg procedure to decrease false 592 
discovery rate). We chose the region of interest (ROI) within the supplementary eye field based 593 
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on the Z-score map and Paxinos atlas for macaque brains and the signal was averaged to obtain 594 

a single temporal signal. The spa�ally averaged signal was then expressed as the rela�ve 595 

increase in CBV (in percent) by subtrac�ng the baseline CBV (calculated during the baseline at 596 

the beginning of an acquisi�on) followed by division of the difference by the baseline CBV. 597 

Same analysis was run for V1. 598 

Processing of electrophysiological signals 599 

Electrophysiological data were spike-sorted both online and offline, using Plexon so�ware 600 

(Plexon Offline Sorter v4.5.1, Plexon, Dallas, TX, USA) during and a�er data acquisi�on. A�er 601 

the spike sor�ng, spikes are realigned on different �me events (�me of the cue presenta�on, 602 

�me of the saccade for monkey S. and �me of the reward) to determine the nature of the 603 

recorded neuron and the spike density func�on (SDF). The spike-density func�on was produced 604 

by convolving the spike train from each trial with a func�on resembling a postsynap�c poten�al 605 

specified by τg, the �me constant for the growth phase, and τd, the �me constant for the decay 606 

phase as R(t) = (1 − exp(−t/τd)*exp(−t/τd). Based on physiological data from excitatory synapses 607 

τg was set to 1 ms and τd to 20 ms / 50ms for Monkey S and Monkey L, respec�vely (Sayer et al. 608 

1990). The magnitude of the visual response was determined for each cell as the maximum 609 

value of the spike-density func�on during the �me interval between the onset and the end of 610 

visual response. For the sta�s�cal parametric mapping, we needed an input signal linked to the 611 

neural ac�vity. Here, we simply convolved spikes trains with the haemodynamic response 612 

func�on determined for each animal for their respec�ve studied brain region (SEF for Monkey 613 

S. and V1 for Monkey L.) sampled at 1kHz and downsampled this signal to fUS imaging rate (2.5 614 

Hz) before applying the generalized linear model for the sta�s�cal parametric mapping 615 

algorithm.  616 

Cross-correla�on between signals 617 

In order to calculate the cross-correla�on between fUS signal and spikes density func�on, we 618 

down-sampled the SDF to fUS signal frequency (2.5Hz). Signals were then cut in non-619 

overlapping 10 seconds windows and cross-correla�ons were calculated using MATLAB xcorr 620 

func�on with ‘normalized’ op�on (in order to normalize signals in such a way that auto-621 

correla�on at null lag is equal to 1). Same protocol was used to calculate fUS-fUS cross-622 

correla�on. A�erwards, we took in account the delay for which the absolute value of correla�on or623 

an�-correla�on between signals was obtained:  2s (SEF) and 5.2s (V1)  for  fUS-SDF and 0s for fUS-fUS624 

cross-correla�on. As we wished to compare the cross-correla�on during the baseline and the625 

cross-correla�on during the task, we used the paired T-test a�er verifica�ons of data normality 626 

using the Shapiro-Wilk test. 627 

 628 

 629 
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Figure 1: experimental setup. (a) Co-localization adaptor. We used this set-up on both animals; 632 
here it is illustrated for the recording of SEF activities. Top panels: a custom cylindric adapter 633 
allowed the placement of a custom fUS probe (128 elements, 15 MHz, 100 x 100 μm² of spatial 634 
resolution) into the recording chamber. A micromanipulator was screwed on top of the adaptor 635 
and controlled the insertion of a single-channel electrode through the cortex via a tilted guide 636 
tube so that the tip of the electrode was placed in the fUS imaging plane. Bottom: fUS of the 637 
SEF. (b) Co-recording adapter. We used this set-up on both animals; here it is illustrated for the 638 
recording of the visual cortex activities. Same as the co-localization adapter except the single-639 
channel electrode is inserted parallel to the fUS imaging plane. Spatial scale bar: 2mm (c) Online 640 
tracking of micro-electrodes. fUS of the region of interest (visual cortex here) was performed 641 
while inserting a single-channel electrode through the brain tissue. A high Power Doppler signal 642 
was detected when the tip of the electrode reached the fUS imaging plane at z=5mm. This high 643 
Power Doppler signal extended downward when further inserting the microelectrode (z=7mm, 644 
z=10mm and z=12mm, respectively).  645 

Figure 2. Task-related CBV responses. (a-b) Behavioral tasks. Both tasks began with a baseline 646 
period (no stimulus). (a) Saccade task. Following an initial fixation of a central spot, the animal 647 
had to perform a saccade or anti-saccade depending on the cue that appeared on screen 648 
(vertical or horizontal bar, respectively). (b) Passive fixation task. Following an initial fixation of 649 
a central spot, the animal had to maintain its gaze during 1s while a visual stimulus (see 650 
Methods for the different stimuli) appeared on screen. (c-d) Task-based Generalized Linear 651 
Model (GLM). For each animal and cortical area (blue: SEF, green: visual cortex), we computed 652 
a behavior-based ΔCBV prediction by convoluting the stimulation pattern (timings of cue 653 
presentation) with the hemodynamic response function (HRF). We then obtained activation 654 
maps that represent the Z-score for all voxels above a significance threshold (p<0.001 after 655 
Benjamini-Hochberg correction). (e) and (g) respectively display representative activation maps 656 
of the SEF and the visual cortex. Coloured dashed lines represent the regions of interest. (f) and 657 
(h) display scatter plots of the median Z-score of activation of each session against its volume 658 
for SEF and visual cortex, respectively. Plain symbols display mean data. Ellipses represent the 659 
SD in each dimension. Spatial scale bar: 2 mm. 660 

Figure 3. Spike's contribution to the CBV response. (a) Top: raster plot of the SEF single-unit 661 
that was co-recorded with fUS, for correct trials only. Bottom: spike density function (SDF, blue 662 
curve) of the same single-unit as above and ΔCBV from the ROI delimited in the SEF map in (e). 663 
(b) Same but for the visual cortex activities extracted from the same example session than the 664 
visual cortex activation map in (g). t=0 refers to the cue presentation. Data presented are mean 665 
+/- s.e.m. (c-d) GLM based on spike activities. Diagrams in each panel: same as Fig. 2. (c-d) but 666 
the stimulus pattern is replaced by the spikes onset. (e) and (g) Representative spike-induced 667 
activation maps of the SEF and the visual cortex, respectively. Coloured dashed lines represent 668 
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the regions of interest. Stars represent the electrode insertion axis (distance circa 1mm tangent 669 
to the imaging plane). Green-colored pixels represent the behavior-induced CBV response 670 
(shown in Fig 2.(e) and (g)) which is more spread. (f) and (h) display scatter plots of the median 671 
Z-score of activation of each session against its volume for SEF and visual cortex, respectively. 672 
Task-induced and SUA-induced activations are represented by blue diamonds and red triangles, 673 
respectively. Plain symbols display mean data. Ellipses represent the SD in each dimension. 674 
Spatial scale bar: 2mm. 675 

Figure 4. Intra- and inter-areas cross-correlation of neural spiking and CBV variations shift 676 
when behavioral task is engaged.  (a) Left panel: example of CBV variations (red curve) and SDF 677 
(blue curve) during session for SEF. Right panel: mean sliding cross-correlation between CBV 678 
variations and SDF in SEF across all sessions (n=9). Grey shaded area represents s.e.m. (b) Same 679 
as (a) for V1 (n=15 sessions). (c) Left graph: mean cross-correlation between CBV variations and 680 
SDF during resting state (i.e., initial baseline (BL) of the recording session) and task for SEF and 681 
median cingulate cortex (MCC). Right graph: cross-correlation between CBV variations of SEF 682 
and MCC during resting state and task. Map: locations of the areas used before. (d) Same as (c) 683 
for V1 and V2. Control area is a 1x1 mm² squared ROI located at the bottom left corner of fUS 684 
images for monkey L.  685 

Supplementary Figure 1. Mean CBV variations among sessions for each stimulus used. Shaded 686 
areas represent standard deviation. The number of sessions per stimulus is indicated (n=79 in 687 
total). ‘Exc’ refers to hemi-concentric bands of 2 DVA width with varying eccentricities. ‘SF’ 688 
refers to gratings with varying spatial frequencies in a rectangle area that covers the bottom-689 
left quarter of visual field (DVA : -8 to 0 in the X axis, -7 to 0 in the Y axis). ‘Polar angle’ refers to 690 
the polar angle stimulus with 15 DVA of angular width extending from 1.5 to 15 DVA. ‘CB’ refers 691 
to local checkerboard. 692 

Supplementary Figure 2. All GLM stimuli-induced maps for SEF and V1. Stimuli used for each 693 
session for V1 are indicated. 694 

Supplementary Figure 3. All GLM spikes-induced maps for SEF and V1. Stimuli used for each 695 
session for V1 are indicated. 696 
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2.4. Chapitre 4 : développement de la 

stratégie sonogénétique de restauration 

visuelle corticale chez le primate non-

humain 
 

2.4.1. Introduction. 

 

Suite aux travaux sur le rat, nous avons décidé de poursuivre ce travail de 

restauration visuelle au niveau cortical sur la thérapie sonogénétique. Pour évaluer la 

possibilité de transférer cette stratégie en clinique, nous avons commencé le développement 

de cette approche sur le primate non-humain. L’objectif est de démontrer la possibilité 

d’exprimer le canal mécanosensible dans le cortex visuel de primate, prouver la possibilité 

de l’activer fonctionnellement, puis, par une étude du comportement de l’animal, apporter la 

preuve d’une vision des formes et des mouvements. Dans cette partie, nous présenterons 

les travaux préparatoires effectués pour tester physiologiquement et de façon 

comportementale le succès de la stratégie corticale de restauration visuelle sonogénétique.  

 La première question à laquelle nous avons voulu répondre est de savoir si le vecteur 

AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdT testé chez le rongeur permet aussi une transduction 

efficace des neurones de V1 chez le primate non-humain (Macaca mulatta). Pour cela, nous 

devons également développer une technique qui permette d’opérer en toute sécurité les 

injections d’AAV au niveau cortical du primate. Enfin, il nous faut également implémenter les 

analyses histologiques sur le cerveau de primates non-humains. Dans un premier temps, 

pour démontrer l’activation du canal mécanosensible, nous prévoyons de mesurer l’activité 

par imagerie ultrasonore fonctionnelle et par électrophysiologie mais aussi de tester si 

l’activation du canal se traduit par la perception d’un phosphène.  

Dans ce chapitre, nous montrerons comment nous avons entraîné trois animaux 

(deux Macaca mulatta et un Macaca fascicularis) à effectuer une tâche de détection de 

cibles visuelles par exécution de saccades visuelles. Pour connaître la correspondance entre 

champs récepteur et les zones ciblées et donc par extension, la localisation du phosphène 

attendu produit dans le du champ visuel, nous avons réalisé des cartes rétinotopiques du 

cortex visuel au sein de la chambre d’enregistrement d’un premier animal (Macaca mulatta) 

par imagerie ultrasonore. Nous montrons dans ce chapitre comment ces résultats peuvent 

nous permettre de définir la zone d’injection d’AAV à privilégier dans la chambre 

d’enregistrement.  
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2.4.2. Résultats 

 

2.4.2.1. Test du vecteur d’expression 

 

Les résultats des chapitres précédents ont démontré l’efficacité du vecteur AAV9-

7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato chez le rat et la souris. Nous avons évalué son  

efficacité chez le primate non-humain sur les animaux A et E. Le vecteur viral a été injecté 

dans le cortex visuel primaire droit d’un premier animal, le singe A (Macaca mulatta, voir 

Méthodes). Deux mois après injection, nous avons extrait le cerveau et retiré la dure-mère. 

Le cortex présentait des dommages au niveau des trois zones correspondant aux 

craniotomies effectuées lors des injections (Fig. 21 A et B). L’origine de ces dommages n’est 

pas certaine : il peut s’agir d’une surpression due au ciment chirurgical déposé en surface 

des tracks d’injection afin de recouvrir ces derniers ou d’un dommage provoqué par 

l’arrachement de la dure-mère au niveau de ces zones plus fragilisées (voir Méthodes). 

Néanmoins, l’expression de MscL-G22S est détectable sur cerveau entier au niveau de deux 

des tracks d’injection (Fig. 21 A). Dans le cas du track le plus caudal, la zone d’expression 

est légèrement plus postérieure qu’anticipé. L’injection étant tangente à la surface du cortex, 

une explication possible est que le vecteur d’expression a diffusé dans la direction caudale. 

Nous avons par la suite effectué des coupes coronales de V1 (Fig. 21 B). 67 coupes (soit 

3.35 mm selon l’axe antéropostérieur) présentent un signal tdTomato indiquant l’expression 

de ChrimsonR. L’exemple représentatif correspond à un plan situé à 21 mm de la ligne 

reliant les barres d’oreille sur le cadre stéréotaxique (Ear Bar Zero, EBZ) dans la direction 

caudale. Le site d’injection le plus profond était de 2.5 mm depuis la surface corticale (voir 

Méthodes). Les résultats montrent que l’expression de MscL-G22S est visible mais située 

dans une zone de V1 bien plus ventrale qu’attendue. L’explication la plus probable est que 

l’origine de l’axe vertical des coordonnées des injections a été déterminée plus bas que sa 

position théorique qui correspond au niveau de la surface corticale. Enfin, l’imagerie des 

coupes au microscope confocal permet de voir que des corps cellulaires montrent bien 

l’expression de MscL-G22S dans leur membrane cellulaire (Fig. 21 C, image de gauche). 

Ces derniers co-localisent avec le marquage NeuN, ce qui confirme que ces cellules sont 

des neurones (Fig. 21 C, image de droite). 

Ces premiers résultats chez le singe A montrent que le vecteur AAV9-7m8-CamKII-

MscL-G22S-tdTomato permet bien une expression de MscL-G22S au sein des neurones de 

V1 chez le macaque rhésus. Pour confirmer ce résultat, un second animal a été injecté tout 

en raffinant nos procédures expérimentales pour limiter les lésions du cortex. 
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Figure 21. Expression de MscL-G22S au sein des neurones de V1 obtenue chez le 
singe A. A. Vue générale du cortex visuel primaire droit et de la localisation des zones 
d’expression de MscL-G22S après avant découpe au microtome. B. Exemple de coupe 
coronale (située 21 mm en caudal depuis l’EBZ). L’expression de MscL-G22S est plus 
ventrale qu’attendu. C. Détails d’images confocales de coupe, grossissement 20X. Image de 
gauche : exemples de corps cellulaires exprimant MscL-G22S. Image de droite : Le co-
marquage NeuN confirme la nature neuronale des corps cellulaires. M : médian. L : latéral. 
R : rostral. C : caudal. D : dorsal. V : ventral. 

 

Nous avons injecté un deuxième animal (singe Z) pour tester un protocole différent 

d’injection et d’extraction du cerveau de l’animal (voir Méthodes). Le but est ici d’obtenir des 

coupes non endommagées et de vérifier que nous pouvons cibler les bonnes couches 

corticales. Nous avons donc décidé d’injecter de l’encre de Chine et non pas notre vecteur 

viral. Pour ce test, nous n’avons pas appliqué de ciment chirurgical pour recouvrir les tracks 

après injections et nous n’avons pas retiré la dure-mère du cerveau après extraction. Pour 

ce singe, deux tracks distants de 0.5 mm ont été injectés au niveau du cortex visuel primaire 

gauche, ainsi que deux autres tracks distants de 1.5 mm situés plus en postérieur. Après 

extraction et fixation, le cerveau ne présente pas de dommages tissulaires visibles, ni en 

aspect général (Fig. 22, A) ni sur les coupes coronales (Fig. 22, B et C). Les coupes 

coronales exemples correspondent à deux plans situés à 15 et 22 mm de la ligne reliant les 
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barres d’oreille sur le cadre stéréotaxique (Ear Bar Zero, EBZ) dans la direction caudale, 

respectivement. Elles recoupent les deux zones d’injections. Les résultats montrent que 

l’encre de Chine est bien située dans les profondeurs où les injections ont été faites sans 

reflux (voir Méthodes). Ces résultats permettent de valider ce protocole. 

 

 

 

Figure 22. Localisation de l’encre de Chine injectée chez le singe Z. A. Vue générale du 
cortex visuel primaire gauche. Les tracks d’injection sont indiqués par les flèches blanches. 
La pigmentation noire en surface est due à un reflux de l’encre de Chine lors des injections. 
La dure-mère (structure opaque blanche visible sur la partie droite de l’image) est 
délicatement ouverte après extraction et fixation du cerveau : aucun dommage tissulaire est 
apparent. B. Exemple de coupe coronale recoupant les injections les plus rostrales (située 
15 mm en caudal depuis l’EBZ). Les flèches pointent vers la localisation de l’encre de Chine. 
C. Exemple de coupe coronale recoupant les injections les plus caudales (située 22 mm en 
caudal depuis l’EBZ). Les flèches pointent vers la localisation de l’encre de Chine. M : 
médian. L : latéral. R : rostral. C : caudal. D : dorsal. V : ventral. 

 

Nous avons donc injecté un troisième animal, le singe E, en conservant les 

modifications des protocoles d’injection et d’extraction du cerveau validées précédemment. 

Pour ce singe, deux tracks distants de 1 mm ont été injectés au niveau du cortex visuel 

primaire droit. Chez cet animal, les résultats montrent aussi qu’après extraction et fixation, le 

cerveau ne présente pas de dommages tissulaires visibles, ni en aspect général (Fig. 23 A) 

ni sur les coupes coronales (Fig. 23 B). 96 coupes (soit 4.8 mm selon l’axe antéropostérieur) 

présentent un signal tdTomato indiquant l’expression de ChrimsonR. La coupe coronale 

exemple correspond à un plan situé à 14 mm de la ligne reliant les barres d’oreille sur le 

cadre stéréotaxique (Ear Bar Zero, EBZ) dans la direction caudale. Les résultats montrent 
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que la zone d’expression est bien située dans les plis supérieurs de V1 comme attendu. De 

plus, la zone d’expression résultant des deux tracks d’injection présente une largeur de 3.5 

mm. Enfin, les images confocales confirment aussi chez cet animal la co-localisation du 

marquage MscL-G22S et de NeuN. 

En conclusion, nous avons donc confirmé chez deux animaux l’efficacité du vecteur 

AAV9-7m8-CamKII-MscL-G22S-tdTomato à transduire efficacement les neurones du cortex 

visuel chez le macaque rhésus. Nous avons de plus réussi à raffiner nos procédures pour 

éviter toute lésion du cortex et cibler plus précisément la zone d’expression de MscL-G22S. 

 

 

Figure 23. Expression de MscL-G22S au sein des neurones de V1 obtenue chez le 
singe E. A. Vue générale du cortex visuel primaire droit et de la localisation des zones 
d’expression de MscL-G22S après avant découpe au microtome. B. Exemple de coupe 
coronale (située 14 mm en caudal depuis l’EBZ). L’expression de MscL-G22S est est 
localisée au niveau des replis supérieurs de V1 comme attendu. C. Image confocale de 
coupe, grossissement 20X : exemples de corps cellulaires exprimant MscL-G22S. Le co-
marquage NeuN confirme la nature neuronale des corps cellulaires. M : médian. L : latéral. 
R : rostral. C : caudal. D : dorsal. V : ventral. 

 

2.4.2.2. Tâche de détection 
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En parallèle du test du vecteur AAV9-7m8-CaMKII-G22S-tdTomato, nous avons 

entraîné deux macaques rhésus et un macaque fascicularis (L, U et F) à réaliser une tâche 

de détection de cibles visuelles présentées en périphérie (Fig. 24, A). Les animaux doivent 

réaliser des saccades visuelles depuis le point central de l’écran vers la cible visuelle 

présentée pour recevoir une récompense. Les cibles visuelles sont des disques de 2 DVA 

contenant un grating composé de l’alternance de teintes sombres et claires. Ces teintes sont 

variables. Nous avons défini pour chaque condition le contraste de la cible comme étant le 

contraste de Michelson entre la teinte du fond d’écran et la teinte de couleur la plus éloignée 

(voir Méthodes). Au cours d’une même séance, la cible occupe aléatoirement deux places 

symétriques par rapport au point central. 

La figure 22 représente les performances d’une séance exemple réalisée par le singe 

L. Le nombre total d’essais de cette séance est 1149, dont seulement 90 sont avortés, c’est-

à-dire que l’animal n’a pas initié la fixation du point central. Au sein des 1059 essais restants, 

le taux de succès est de 87.6% (Fig. 24, B). Le panel C représente les traces des yeux pour 

tous les essais corrects d’une séance quotidienne exemple montrent bien la réalisation des 

saccades depuis le centre du champ visuel vers les deux positions où la cible visuelle peut 

apparaître (coordonnées polaires, R = 8 9443 DVA et θ = 0.4636 ou 0.4636 + π rad). Les 

traces des yeux pour les saccades initiées dans une mauvaise direction confirment qu’elles 

ne sont pas dirigées vers ces deux positions de la cible visuelle. De plus, ces traces ne 

montrent pas de biais vers une trajectoire particulière. 

Le panel D montre la probabilité des saccades correctes effectuées en fonction du 

contraste de la cible. Les résultats pour les saccades effectuées vers la position de la cible 

dans l’hémi-champ visuel gauche montrent une courbe psychométrique des performances 

en fonction du contraste : la probabilité des saccades correctes augmente avec le contraste. 

De même, les résultats pour les saccades effectuées vers la position de la cible dans l’hémi-

champ visuel droit montrent aussi une augmentation due la probabilité des saccades 

correctes avec le contraste. 

D’autre part, les latences d’exécution des saccades visuelles (calculées à partir de la 

disparition du point de fixation qui correspond au signal d’exécution de la saccade) montrent 

une décroissance avec le contraste, ce qui corrobore la forme des courbes psychométriques 

décrites précédemment. Les valeurs de latences moyennes extrêmes sont de 403 ms et 258 

ms pour les saccades gauches, et de 445 ms et 281 ms pour les saccades droites (Fig. 24, 

E). 

Nous avons examiné le type d’erreurs qu’effectue l’animal lors des essais où il 

n’obtient pas de récompenses (Fig. 24, F). Plusieurs types d’erreurs peuvent se produire : 

l’animal peut ne pas faire de saccade (PS, pas de saccade) et continuer à fixer le centre de 

l’écran ; il peut exécuter une saccade non anticipée dans une mauvaise direction (MS) ; il 
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peut exécuter une saccade anticipée (latence inférieure à 100 ms) dans la bonne (BS Ant.) 

ou mauvaise direction (MS Ant.) lorsque la cible visuelle apparaît mais que le point de 

fixation n’a pas encore disparu ; enfin, il peut correctement exécuter la saccade mais 

dégager trop rapidement son regard de la cible (PM, pas de maintien du regard). Le panel F 

montre la distribution de ces cinq types d’erreur en fonction des contrastes. Logiquement, les 

résultats montrent que moins la performance par contraste est bonne, plus le pourcentage 

cumulé d’essais incorrects est important. D’autre part, les résultats montrent que pour les 

contrastes faibles, ce sont surtout les mauvaises saccades qui constituent la plus grande 

source d’erreurs. L’absence d’exécution de saccades constitue aussi une source d’erreurs 

importante pour cet animal. 
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Figure 24. Performances du singe L pour une séance exemple de la tâche de détection 
de cibles visuelles. A. Description de la tâche de détection. L’animal initie un essaie en 
fixant un point central (Fixation), ce qui entraîne l’apparition d’une cible visuelle en périphérie 
(Stimulus). La disparition du point central autorise l’animal à effectuer une saccade vers la 
cible (Saccade). Une bonne exécution de saccade est récompensée par la délivrance d’une 
récompense. Les cibles possèdent des contrastes variables et prennent aléatoirement deux 
positions symétriques par rapport au point central. B. Répartitions des essais utilisés et des 
essais corrects. C. Traces des saccades correctement effectuées et effectuées dans une 
mauvaise direction. D. Probabilité de saccades correctes en fonction du contraste pour les 
saccades gauches et droites. E. Latences des saccades correctes en fonction du contraste. 
F. Distribution des types d’erreurs sur l’ensemble des essais pour chaque contraste pour les 
saccades gauches et droites. PS : Pas de Saccade (fixation du point central). MS : Mauvaise 
Saccade (saccade dans une direction autre que la cible). BS Ant : Bonne Saccade Anticipée. 
MS Ant : Mauvaise Saccade Anticipée. PM : Pas de Maintien du regard dans la cible visuelle 
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Nous avons par la suite regroupé les résultats obtenus sur l’ensemble des séances, 

animal par animal, afin de déterminer la significativité des courbes psychométriques 

illustrées précédemment. 

La figure 25 illustre l’ensemble de ces résultats pour le même singe L. Le panel A illustre la 

répartition du nombre d’essais avortés et utilisés pour chaque séance (médianes : 428 et 

610 essais, respectivement), ainsi que la distribution des pourcentages d’essais corrects et 

d’erreurs parmi les essais utilisés (médianes, 74% et 26%, respectivement). Les ratios 

moyens de saccades correctes (Fig. 25, B) sont calculés sur l’ensemble des séances 

effectuées (n=133). De plus, les définitions de contraste ayant varié en fonction des séances, 

le nombre d’essais cumulés diffère entre les contrastes présentés ici (375 ≤ n ≤ 16206). Les 

résultats montrent que le ratio des saccades correctes augmente significativement avec le 

contraste pour les saccades gauches (test de Kruskal-Wallis, p = 1.4698.10-66) ainsi que 

pour les saccades droites (test de Kruskal-Wallis, p = 9.3693.10-57).D’autre part, les latences 

d’exécution des saccades visuelles (Fig. 25, C) montrent une décroissance significative avec 

le contraste (test de Kruskal-Wallis pour les latences des saccades à gauche, p = 0; test de 

Kruskal-Wallis pour les latences des saccades à droite, p = 0), ce qui corrobore la forme des 

courbes psychométriques décrites précédemment. Les valeurs de latences moyennes 

extrêmes sont de 391 ms et 220 ms pour les saccades gauches, et de 383 ms et 191 ms 

pour les saccades droites). Enfin, concernant la répartition des erreurs (Fig. 25, D), les 

résultats globaux montrent aussi une diminution de la performance avec la diminution des 

contrastes. D’autre part, les résultats montrent que pour les contrastes faibles, ce sont 

surtout les mauvaises saccades, majoritairement anticipées, qui constituent la plus grande 

source d’erreurs. L’absence d’exécution de saccades constitue aussi une source d’erreurs 

importante pour cet animal. Enfin, nous avons analysé le taux de saccades correctes en 

fonction de la localisation de la cible pour chacun des contrastes testés (Fig. 25, E). Le 

nombre de localisations testées par contraste (44 au total) n’est pas constant ce qui explique 

la différence du nombre de cibles présentées pour chaque condition. De même, le 

pourcentage de succès calculé pour chaque cible l’est pour l’ensemble des essais cumulés 

pour la condition donnée (contraste et localisation). Le nombre moyen d’essais par condition 

est de 382 avec une grande variabilité (les extrêmes étant 9 et 7924 essais par condition). 

Les résultats montrent que le pourcentage de succès diminue avec le contraste quelle que 

soit la localisation. De plus, pour un même contraste, les performances pour les saccades 

exécutées vers des cibles proches de l’axe vertical sont légèrement moins bonnes que celles 

concernant les saccades exécutées vers des cibles placées sur ou proches de l’axe 

horizontal. 
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Figure 25. Performances du singe L pour la tâche de détection de cibles visuelles. A. 
Distribution du nombre d’essais avortés et utilisés. Panel de droite : distribution du 
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pourcentage d’essais corrects et du pourcentage d’erreurs. B. Ratio de saccades correctes 
C. Latences des saccades correctes D. Distribution des types d’erreurs sur l’ensemble des 
essais cumulés (375 ≤ n ≤ 16206) pour chaque contraste pour les saccades gauches 
(colonne de gauche) ou droites (colonne de droite). PS : Pas de Saccade (fixation du point 
central). MS : Mauvaise Saccade (saccade dans une direction autre que la cible). BS Ant : 
Bonne Saccade Anticipée. MS Ant : Mauvaise Saccade Anticipée. PM : Pas de Maintien du 
regard dans la cible visuelle. E. Détails du ratio de saccades correctes en fonction du 
contraste et de la localisation des cibles visuelles sur l’ensemble des essais cumulés 
concernés (9 ≤ n ≤ 7924). Le cercle concentrique extérieur a un rayon de 10 DVA. 

 

Nous avons réalisé les mêmes analyses pour les singes U et F (Fig. 26 et 27). Les 

nombres médians d’essais avortés et utilisés sont de 281 et 691 pour le singe F et de 377 et 

994 pour le singe U, respectivement (panels A). Les pourcentages médians d’essais corrects 

sont 75 et 25% pour le singe F et de 67 et 33% pour le singe U, respectivement. Les courbes 

psychométriques (panels B), montrent pour ces deux autres animaux une augmentation de 

la performance avec le contraste. Pour ces deux singes, moins de contrastes ont été testés 

pour ces deux animaux par rapport au singe L, cependant le nombre d’essais est moins 

variable entre les conditions (2125 ≤ n ≤ 4529 pour le singe F, 2660 ≤ n ≤ 5414 pour le singe 

U). Les résultats montrent pour ces deux autres animaux une augmentation de la 

performance avec le contraste (test de Kruskal-Wallis, p = 3.57.10-17 et p = 3.35.10-18 pour 

les saccades gauches et droites, respectivement, pour le singe F ; test de Kruskal-Wallis, p = 

6.81.10-13 et p = 2.34.10-11 pour les saccades gauches et droites, respectivement, pour le 

singe U). Pour le singe F, les latences d’exécution des saccades ne diminuent pas avec le 

contraste contrairement à ce qui est observé chez le singe L (panels C, test de Kruskal-

Wallis, p = 0.18 et p = 0.09 pour les saccades gauches et droites, respectivement). 

Cependant, c’est le cas chez le singe U (test de Kruskal-Wallis, p = 1.54.10-237 et p = 9.5.10-

236 pour les saccades gauches et droites, respectivement). La répartition des types erreurs 

(panels D) montrent aussi chez ces deux animaux une prépondérance des mauvaises 

saccades, anticipées et non-anticipées, qui augmente lorsque le contraste diminue, et 

d’absence d’exécution de saccades, en particulier pour le singe U.   

Enfin, nous avons aussi détaillé le taux de succès par contraste en fonction de la 

localisation de la cible visuelle (panels E). Pour le singe F, 54 localisations différentes ont été 

testées. Le nombre moyen d’essais par condition est de 101 (avec des extrêmes entre 18 et 

513 essais). Les résultats montrent bien une diminution du succès avec le contraste pour 

chaque position testée, et ce d’autant plus que la cible visuelle occupe une position 

excentrée. Pour le singe U, le nombre moyen d’essais par condition est de 460 (avec des 

extrêmes entre 93 et 3196 essais). 
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Figure 26. Performances du singe F pour la tâche de détection de cibles visuelles. A. 
Distribution du nombre d’essais avortés et utilisés. Panel de droite : distribution du 
pourcentage d’essais corrects et du pourcentage d’erreurs. B. Ratio de saccades correctes.  



177 
 

C. Latences des saccades correctes. D. Distribution des types d’erreurs sur l’ensemble des 
essais cumulés (2125 ≤ n ≤ 4529) pour chaque contraste pour les saccades gauches 
(colonne de gauche) ou droites (colonne de droite). E. Détails du ratio de saccades correctes 
en fonction du contraste et de la localisation des cibles visuelles sur l’ensemble des essais 
cumulés concernés (18 ≤ n ≤ 513). Le cercle concentrique extérieur a un rayon de 20 DVA. 
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Figure 27. Performances du singe U pour la tâche de détection de cibles visuelles. A. 
Distribution du nombre d’essais avortés et utilisés. Panel de droite : distribution du 
pourcentage d’essais corrects et du pourcentage d’erreurs. B. Ratio de saccades correctes.  
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C. Latences des saccades correctes.  D. Distribution des types d’erreurs sur l’ensemble des 
essais cumulés (2660 ≤ n ≤ 5414) pour chaque contraste pour les saccades gauches 
(colonne de gauche) ou droites (colonne de droite). E. Détails du ratio de saccades correctes 
en fonction du contraste et de la localisation des cibles visuelles sur l’ensemble des essais 
cumulés concernés (93 ≤ n ≤ 3196). Le cercle concentrique extérieur a un rayon de 10 DVA. 

 

L’ensemble de ces résultats démontre un apprentissage correct de la tâche de 

détection pour ces conditions contrôles visuelles, chez 3 animaux différents. 

 

2.4.2.3. Rétinotopie du cortex visuel 

 

Pour démontrer qu’un animal entraîné perçoit une stimulation sonogénétique comme 

un phosphène visuel, la cible visuelle présentée lors de la tâche de détection doit être 

remplacée par une stimulation sonogénétique ciblant un groupe de neurones dont le champ 

récepteur est localisé dans cette zone du champ visuel. Ceci implique donc de connaître la 

rétinotopie du cortex visuel primaire dans la chambre d’enregistrement. 

Nous avons donc réalisé cette rétinotopie grâce à l’imagerie ultrasonore chez le singe 

L possédant une chambre d’enregistrement. 

Pour réaliser ces cartes, l’animal exécute une tâche de fixation passive (voir 

Méthodes). Pour déterminer la sélectivité à l’excentricité, nous avons utilisé deux protocoles 

différents (Fig. 28, A). Dans le premier protocole, les stimuli visuels sont des arcs de cercle 

de 2.5 DVA de large et d’envergure fixe de π/8 radians. Ces arcs de cercle occupent quatre 

excentricités différentes (entre 2.5 et 10 DVA pour la bordure extérieure) et deux angles 

polaires différents (entre π et 5π/4 radians pour le segment supérieur de l’arc de cercle) au 

sein du quart inférieur gauche de l’écran. Dans le deuxième protocole, les stimuli visuels 

sont des demi-cercles de 2 DVA de large occupant aléatoirement toutes les positions 

espacées de 2 DVA entre 2 DVA et 14 DVA dans la moitié gauche de l’écran. Pour les deux 

protocoles, chaque condition est présentée au minimum n=10 essais lors d’une séance 

d’enregistrement. Pour analyser les résultats d’une séance, nous avons utilisé un modèle 

linéaire généralisé comme expliqué lors du chapitre 2.3. Pour chaque condition, nous avons 

établi un vecteur d’entrée contenant des valeurs non nulles pour les temps de présentation 

de cette condition, ainsi que des valeurs deux fois plus basses pour les temps de 

présentation des excentricités voisines (Fig. 28, B). Nous avons introduit cette subtilité pour 

refléter la courbe de réponse des neurones à une condition particulière qui n’est pas tout ou 

rien mais plutôt en cloche. La prédiction de variations de CBV d’un pixel est ensuite 

confrontée aux données réelles. En répétant ces opérations pixel par pixel, et pour toutes les 

conditions, nous obtenons une carte d’activation pour chaque excentricité (Fig. 28, C). Pour 

obtenir la carte rétinotopique d’excentricités préférées pour cette séance exemple, nous 
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avons ensuite sélectionné tous les pixels apparaissant significatifs sur au moins une carte 

d’activation à une condition. Pour chacun de ces pixels, le code couleur indique l’excentricité 

présentant le Z-score le plus élevé. 

 

 

Figure 28. Méthode pour l’obtention de la carte d’excentricités préférées pour une 
séance d’enregistrement. A. Protocoles utilisés. B. Modèle linéaire généralisé utilisé. C. 
Cartes d’activation pour chaque condition. La condition contrôle correspond à une absence 
de stimulus. D. Carte d’excentricité préférée résultante : chaque couleur de pixel indique la 
condition pour laquelle le Z-score maximal est obtenu. Les barres d’échelles représentent 2 
mm.   

 

Pour déterminer la sélectivité aux angles polaires pour une séance d’enregistrement 

(Fig. 29), nous avons utilisé le premier des deux protocoles décrits plus tôt. En regroupant 

les conditions par angle polaire, seuls deux angles sont testés. Nous avons donc utilisé un 

modèle linéaire généralisé ne faisant intervenir que les temps de présentation de l’angle 

considéré dans le vecteur d’entrée (Fig. 29, B). De la même manière, nous obtenons ainsi 

deux cartes d’activation spécifiques de ces conditions (Fig. 29, C) et la carte rétinotopique de 

sélectivité aux angles polaires finale (Fig. 29, D). 
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Figure 29. Méthode pour l’obtention de la carte d’angles polaires préférés pour une 
séance d’enregistrement. A. Protocole utilisé. B. Modèle linéaire généralisé. C. Cartes 
d’activation pour chaque condition. La condition contrôle correspond à une absence de 
stimulus. D. Carte d’angles polaires résultante : chaque couleur de pixel indique la condition 
pour laquelle le Z-score maximal est obtenu. Les barres d’échelle représentent 2 mm.  

  

Par la suite, nous avons répété ces séances d’enregistrement sur différents plans 

d’imagerie. Des adaptateurs de la sonde d’imagerie ultrasonore nous ont permis de cibler de 

manière reproductible sept plans différents (Fig. 30, A), et d’obtenir des cartes de sélectivité 

aux excentricités (Fig. 30, B) et aux angles polaires (Fig. 30, C) moyennes. Le sens des 

flèches bleues sur le panel A est identique à celui des panels B et C ce qui permet de situer 

les cartes rétinotopiques selon les axes rostro-caudal et médio-latéral.  

Pour les plans I à VI, V1 constitue la couche la plus superficielle de la moitié droite du 

cadre d’imagerie. V2 constitue la couche située immédiatement en-dessous. Enfin, V3 est 

présent sur les plans I à IV et correspond à la zone située en-deçà de V2 (Fig. 30, B et C). 

Pour le plan VII, V1 et V2 sont situés sur la moitié gauche du cadre d’imagerie. 

Les cartes d’angles polaires préférés des plans d’imagerie I et II montrent une 

segmentation nette de la spécificité entre V1 / V2 d’une part dont les pixels sont 

majoritairement spécifiques d’un angle de 11π/8 radians et V3 d’autre part dont les pixels 

sont spécifiques d’un angle de 9π/8 radians. Sur le plan III, les zones imagées de V1 à V3 

sont plus occipitales et latérales. Les résultats montrent une plus grande diversité de 

spécificité d’angles polaires pour V1 et V2 mais V3 reste spécifique d’un angle de 9π/8 

radians. Sur les plans IV et V, les zones imagées du cortex visuel sont plus rostrales et 

latérales. V1 et V2 n’y présentent pas de spécificité homogène dans ces deux couches. Le 

nombre de pixels colorés est plus réduit, ce qui suggère qu’un plus grand nombre de pixels 
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ne présentent pas de spécificité pour les conditions présentées. Sur le plan VI, aucune 

spécificité n’est détectée. Enfin, le plan VII présente une spécificité pour un angle polaire de 

11π/8 radians au sein de V2, comme pour le plan I dont il est voisin. 

Concernant les excentricités préférées, l’ensemble des plans d’imagerie montre que 

V1 présente une spécificité entre 2 DVA et 6 DVA, les plus petites valeurs étant obtenus 

pour les plans où la partie de V1 imagée est la plus latérale (plans V et VI). Pour les plans I à 

III et le plan VII qui rendent compte des excentricités préférées pour les zones les plus 

médianes imagées, les pixels de V2 présentent une spécificité d’excentricité qui augmente 

progressivement depuis 4 DVA pour les zones les plus latérales jusqu’à 8 DVA pour les 

zones les plus médianes. De façon cohérente avec ces résultats, les zones de V2 encore 

plus latérales présentent sur les plans III à VI sont spécifiques d’excentricités encore plus 

faibles, comprises entre 2 et 6 DVA. Enfin, V3 présente une préférence pour les excentricités 

les plus élevées (supérieures à 8 DVA). 

Enfin, nous avons représenté la position préférée de chaque pixel au sein du champ 

visuel (Fig. 30, D). Chaque pixel présentant à la fois une spécificité d’angle polaire et une 

spécificité d’orientation peut être défini par ces deux coordonnées polaires. Les pixels de V1, 

V2 et V3 sont représentés en bleu, vert et rouge respectivement. Afin de visualiser 

l’ensemble des points, nous avons introduit une légère variabilité au sein des coordonnées 

pour éviter d’obtenir des points superposés (voir Méthodes). Les graphiques ainsi obtenus 

montrent que les cartes rétinotopiques décrites précédemment permettent d’identifier les 

localisations préférées d’un grand nombre de pixels pour les plans I à III, et dans une 

moindre mesure pour le plan V comparé aux autres plans. De plus, les plans I et II 

présentent une ségrégation nette entre la localisation préférée des pixels de V1 / V2 et de 

V3. Enfin, les pixels de V1 et V2 pour les plans I et III recouvrent une plus grande surface du 

champ visuel que pour le plan II. L’expression de MscL-G22S dans l’ensemble des régions 

de V1 et V2 imagées au niveau du plan I permettrait ainsi de pouvoir effectuer des stimuli 

sonogénétiques locaux dans une zone située entre 4 et 8 DVA d’excentricité et entre des 

angles polaires de 9π/8 radians à 11π/8 radians, où le singe L effectue correctement des 

saccades (Fig. 25, C). 
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Figure 30. Cartes rétinotopiques du cortex visuel primaire situé sous la chambre 
d’enregistrement du singe L. A. Position de la chambre d’enregistrement sur le cortex 
visuel droit de l’animal. Les agrandis montrent la localisation de chaque plan imagé (en 
gras). Les flèches pointent vers la droite de chacun des cadres d’imagerie. La position de V1 
en surface, calculée d’après les images ultrasonores, est indiquée en gris. B. Cartes 
rétinotopiques moyennes des angles polaires préférées. Le nombre de sessions 
d’enregistrement est indiqué dans le quart inférieur droit des images. C. Cartes 
rétinotopiques moyennes des excentricités préférées. (B-C). Les barres d’échelles 
représentent 2 mm. Le nombre de sessions moyennées pour chaque carte est indiqué dans 
le quart inférieur droit. D. Projection dans le champ visuel de la position préférée de chaque 
pixel présentant une spécificité d’angle polaire et d’excentricité. 

 

2.4.2.4. Etablissement d’un plan d’injection du vecteur viral 

 

En se basant sur les résultats des cartes rétinotopiques établies précédemment, nous 

avons choisi d’exprimer la protéine MscL-G22S au sein de l’ensemble des sections de V1 et 

V2 imagées dans le plan I. 

Les résultats du test du vecteur AAV9-7m8-CaMKII-ChrimsonR-tdT chez le deuxième 

primate montre que la fusion des sphères d’expression issues par les deux tracks d’injection 

produit une zone d’expression d’une largeur de 3.5 mm (Fig. 31, A). Compte tenu de 

l’espacement de 1 mm entre les tracks, ce résultat suggère l’existence d’un rayon 

d’expression de 1.25 mm autour de chaque track d’injection. Selon cette hypothèse, nous 

avons choisi quatre tracks d’injection espacés de 1.5 mm chacun afin d’obtenir une 

expression putative de MscL-G22S dans l’ensemble de V1 et V2 sur le plan I (Fig. 31, B, voir 

Méthodes). 
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Figure 31. Plan d’injection du plan d’imagerie I chez le singe L. A. Expression de MscL-
G22S au sein d’une coupe coronale (située 14 mm en caudal depuis l’EBZ). La zone 
d’expression résultant des deux tracks d’injection est de 3.5 mm de large. B. Sur le plan 
d’imagerie fUS I, la position des quatre tracks d’injection suggère d’obtenir une expression 
de MscL-G22S dans l’ensemble de V1 et V2.  

 

2.4.3. Conclusion 

 

Dans cette partie, nous avons présenté les travaux préparatoires effectués pour 

tester physiologiquement et de façon comportementale le succès de la stratégie corticale de 

restauration visuelle sonogénétique. 

 Nous avons démontré chez deux animaux que le vecteur AAV9-7m8-CaMKII-MscL-

G22S-tdT permet une transduction efficace des neurones de V1 chez le primate non-

humain. Une revue détaillant le succès des injections de vecteurs viraux parmi l’ensemble 

des études d’optogénétique réalisées chez le primate non-humain montre que la capside 

AAV9 et le promoteur CaMKII sont associés à une efficacité importante de l’expression du 

transgène utilisé (Tremblay et al. 2020). Nos résultats sont donc en accord avec la littérature 

actuelle, bien que nous utilisons ici un variant de la capside AAV9. Néanmoins la protéine 

exprimée ici n’est pas une opsine : ces résultats constituent la première démonstration de la 

possibilité d’exprimer un canal mécanosensible sonogénétique chez le primate non-humain. 

Enfin, nous avons de plus pu améliorer notre expertise afin de cibler correctement la zone 

d’expression souhaitée au sein du cortex.  

 D’autre part, nous avons apporté la preuve que trois animaux sont correctement 

entraînés à effectuer une tâche de détection de cibles visuelles dans des positions variées 

du champ visuel. Nous avons pu établir les courbes psychométriques en fonction des 

différents contrastes utilisés pour chaque animal. Il reste désormais à obtenir les résultats de 

cette tâche lors de stimulations sonogénétiques seules ou combinées aux mêmes 

stimulations visuelles.   

  Enfin, nous avons obtenu des cartes rétinotopiques d’excentricités préférées et 

d’angles polaires préférés pour sept plans d’imagerie différents au sein de la chambre 

d’enregistrement d’un premier animal. Ces cartes permettent de compléter la rétinotopie du 

cortex visuel par imagerie ultrasonore précédemment établie sur un nombre de plans 



185 
 

d’imagerie plus réduit (Blaize et al. 2020). De plus, nous avons pu établir les coordonnées 

des champs récepteurs pour chaque pixel présentant une sélectivité d’angle polaire et 

d’excentricités. Grâce à ces informations, nous avons pu identifier une zone où il est 

pertinent d’exprimer MscL-G22S en regard des performances de cet animal pour la tâche de 

détection. Ainsi, nous avons injecté le vecteur AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdT de 

manière à obtenir une expression de MscL-G22S dans l’ensemble de la zone de V1 et V2 

détectée au sein du plan d’imagerie I. Il reste désormais à apporter une preuve 

physiologique puis comportementale de l’efficacité de la stimulation sonogénétique. 

   

2.4.4. Méthodes 

 

2.4.4.1. Animaux utilisés 

 

Toutes les expériences réalisées ont été validées par le Ministère de l’Enseignement 

Supérieur et de la Recherche ainsi que par le comité d’éthique de l’Institut du Cerveau au 

sein du projet APAFIS #9013-2017021515254591. 

Pour les tests de vecteurs viraux, nous avons utilisé deux macaques rhésus (Macaca 

mulatta) mâles âgés entre 8 et 15 ans (singes A et E) ainsi qu’un macaque rhésus femelle 

âgé de 19 ans (singe Z).  

Pour les tests comportementaux, nous avons utilisé un macaque rhésus femelle âgée 

de 12 ans (singe L) ainsi qu’un macaque rhésus et un macaque crabier (Macaca fascicularis) 

mâles âgés de 17 et 11 ans (singes U et F). 

2.4.4.2. Injection du vecteur AA9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato 

 

Les chirurgies des injections se sont déroulées en conditions stériles. 

L’anesthésie des trois animaux A, E, L et Z a été induite par injection d’un mélange 

kétamine (3 mg/kg) / dexdomitor (0.015 mg/kg) puis relayée par une anesthésie gazeuse à 

l’isoflurane (entre 1.5 et 2.5%) lors de la mise en barres d’oreille sur cadre stéréotaxique 

(Kopf). Les animaux ont été intubés et oxygénés à partir de ce moment-là. Pour assurer 

l’analgésie, des injections de Buprécare (0.01 mg/kg) et de Solumédrol (0.5 mL/kg) ont été 

réalisées à l’induction de l’anesthésie puis toutes les 12 h. De plus, les barres d’oreille ont 

été induites de xylocaïne. Trois injections de Clamoxyl espacées de 48 h à partir de 

l’induction de l’anesthésie permettent d’assurer une couverture antibiotique. Pour assurer le 

bien-être des animaux, ces derniers ont été perfusés en intraveineuse par un mélange 
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glucose 5 % 2/3 et Ringer 1/3 (20 mL/kg/h pendant 1 h puis 10 mL/kg/h). Pour assurer le 

maintien de la température corporelle, les animaux ont de plus été placés sur un tapis 

chauffant et bordés par une couverture chauffante. Enfin, les yeux des animaux ont été 

enduits de Lubrithal pour prévenir d’une sécheresse oculaire. Le crâne des animaux non 

implanté est rasé, nettoyé au savon puis à la Bétadine. 

Les animaux A, E et Z ne possédaient pas de chambre d’enregistrement. Après 

incision au scalpel, la peau et les muscles sous-jacents sont écartés afin de faire apparaître 

la portion du crâne protégeant le cortex visuel primaire. Une ou plusieurs petite craniotomies 

sont ensuite réalisées à l’aide d’une fraiseuse afin d’atteindre la dure-mère.  

Pour le singe A, le titre du vecteur viral était de 7.8. 1015 vg/mL (vg = génome viral). 

Nous avons effectué pour chaque animal trois tracks d’injection au sein du cortex visuel 

primaire comprenant chacun trois sites d’injection espacées de 500 µm. Le site le plus 

profond était situé entre 2.5 et 1.5 mm depuis la surface du cortex, selon les tracks. Le 

volume injecté par site d’injection est de 1.5 µL.  

Pour le singe E, le titre du vecteur viral était de 1.33. 1012 vg/mL. Nous avons effectué 

deux tracks d’injection au sein du cortex visuel primaire comprenant chacun onze sites 

d’injection espacées de 500 µm, répartis entre 5.5 et 0.5 mm depuis la surface du cortex. Le 

volume injecté par site d’injection est de 1.2 µL. 

Pour le singe Z, nous avons injecté de l’encre de Chine. Dans la craniotomie la plus 

rostrale, nous avons effectué deux tracks d’injection au sein du cortex visuel primaire gauche 

comprenant chacun tous les sites d’injection espacées de 500 µm, répartis entre 5 et 2 mm 

depuis la surface du cortex, ainsi qu’un site à 1 mm sous la surface du cortex. Le volume 

injecté par site d’injection est de 1.2 µL. Pour le deuxième track, espacé de 0.5 mm vers la 

droite, nous avons effectué des injections à 5 mm, 3 mm, 1.5 et 0.5 mm sous la surface, 

avec un volume de 1 µL. Nous avons observé un reflux pour la partie basse (<2 mm) des 

injections du premier track ainsi que pour la partie haute (>1.5 mm) du deuxième track. Dans 

la craniotomie la plus caudale, deux tracks d’injection ont également été effectués. Nous 

avons effectué tous les sites d’injection espacées de 500 µm, répartis entre 5 et 1.5 mm 

depuis la surface du cortex. Le volume injecté par site d’injection est de 0.5 µL. Nous avons 

observé un reflux pour les sites supérieurs à 4 mm sous la surface. Enfin, un dernier track 

d’injection a été effectué 1.5 mm vers la gauche, mais nous avons observé du reflux pour 

l’ensemble des trois sites d’injections (2 mm, 1.5 mm et 0.7 mm sous la surface). 

Le singe L possède une chambre d’enregistrement. Nous n’avons donc pas eu 

besoin d’effectuer de craniotomie. Nous avons utilisé une grille adaptatrice afin de 
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positionner les tubes guides des injections aux positions déterminées à l’aide des cartes 

rétinotopiques de la chambre d’imagerie. Pour le singe L, le titre du vecteur viral était de 

1.33. 1012 vg/mL. Nous avons effectué 4 tracks d’injections alignés sur le plan 0 (voir Figure 

X), espacés tous les 1.5 mm entre 1.5 et 6 mm dans la direction du côté médio-caudal de la 

chambre d’enregistrement à partir de son centre. Chaque track possède 8 sites d’injection (7 

pour le track le plus médian) espacés de 400 µm entre 3.2 et 0.2 mm sous la surface du 

cortex. 1 µL de vecteur est injecté par site.  

Pour tous les animaux, les injections ont été réalisées à l’aide de seringues Hamilton 

10 µL (Gastight 1701) ainsi que d’aiguilles biseautées (Gastight, sur-mesure). Le débit (0.2 – 

0.5 µL/min) est contrôlé par un microinjecteur (Harvard Apparatus). 

Après injection pour le singe A, du ciment chirurgical a été appliqué au niveau des 

tracks d’injection afin de les protéger.  Pour les singes A, E et Z, la peau incisée est suturée 

et désinfectée à la Bétadine pour les animaux. L’intubation et la perfusion intraveineuse sont 

coupées. L’arrêt de l’anesthésie gazeuse permet le réveil progressif des animaux. 

2.4.4.3. Préparation des coupes histologiques de cortex visuels 

primaires de primates non-humains 

 

L’anesthésie des deux animaux A et E est induite par injection d’un mélange 

kétamine (3 mg/kg) / dexdomitor (0.015 mg/kg) puis relayée par une anesthésie sous 

perfusion intraveineuse d’Alfaxan (0.1 mg/kg/min). La mise à mort des animaux est 

provoquée par surdose d’anesthésique (5 mL euthasol). Les corps des animaux sont ensuite 

perfusés avec du paraformaldéhyde 4% (Sigma-Aldrich, 100496). Les cerveaux sont ensuite 

extraits, rincés au NaCl puis transférés dans des bains de sucrose successifs (10, 20 puis 

30% - Sigma-Aldrich, 84097) à 4°C. Dans le cas du singe A, la dure-mère est détachée du 

cerveau avant fixation. Pour éviter de potentiels dommages tissulaires corticaux, elle est 

laissée intacte sur le cerveau des singes E et Z. Les cerveaux ainsi cryoprotégés sont 

ensuite sectionnés dans le plan coronal en coupes de 50 µm d’épaisseur au microtome à 

congélation (Microm, HM450). 

2.4.4.4. Immunomarquages 

 

Les coupes sont d’abord perméabilisées en étant transférées dans un mélange PBS 

(tampon phosphate salin ou phosphate-buffered saline) 1X et Triton X-100 0.5% pendant 1 

h. Elles suivent ensuite une étape de saturation en étant transférées dans un mélange PBS 

1X, BSA (sérum d’albumine bovine) 1% et Tween 20 0.1% pendant 1 h. Le marquage avec 

les anticorps primaires est réalisé pendant une nuit dans un mélange comprenant le tampon 
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de saturation dilué de moitié dans du PBS, du Triton 0.5%, et les anticorps primaires. Pour le 

marquage des neurones, nous avons utilisé un anticorps monoclonal anti-NeuN (souris, 

Merck-Millipore, MAB377) dilué à 1/500. Pour le marquage des microglies, nous avons utilisé 

un anticorps anti-Iba1 (chèvre, Abcam, ab5076) dilué à 1/500. Après rinçages successifs au 

PBS, les coupes sont transférées pendant 1 h dans le même tampon que pour les anticorps 

primaires mais en présence des anticorps secondaires conjugués avec un fluorophore (anti-

souris, λ = 488 nm ; anti-chèvre, λ = 647 nm, Molecular Probes). Les noyaux cellulaires sont 

aussi marqués au cours de cette étape par du DAPI (Merck Millipore, D9542) dilué à 1/1000.  

2.4.4.5. Acquisition des images histologiques 

 

Les images de cerveau entier et de coupe entières sont réalisées avec une loupe 

binoculaire à épifluorescence (Nikon, SMZ18) munie d’un objectif 2X. 

Les images des coupes présentant des immunomarquages sont réalisées par 

microscopie confocale (Olympus FV1000 avec objectif 20X et 40X (UPLSAPO 20XO, NA : 

0.85)). Les images ont ensuite été traitées avec le logiciel FIJI (ImageJ). 

2.4.4.6. Sortie des animaux entraînés à réaliser une tâche 

comportementale 

 

Lors de chaque séance quotidienne d’entraînement, les animaux sont assis dans une 

chaise (Crist Instruments) en tête fixe et sont placés en face à 58 cm d’un écran (Iiyama ; 

Prolite XB2783HSU ; correction gamma ; résolution 1920 x 1080 pixels, fréquence de 

rafraîchissement de 60 Hz). La luminance moyenne de l’écran est de 9 cd/m². La position 

des yeux est enregistrée à l’aide du système infrarouge Eyelink 1000 (SR Research). Les 

protocoles des expériences sont contrôlés à l’aide du logiciel EventIDE (Okazolab).  

2.4.4.7. Tâche de détection 

 

Les animaux L, U et F étaient entraînés à réaliser une tâche de détection de cibles 

visuelles. Chaque essai débute par l’apparition d’un point carré central de 0.2 degrés d’angle 

visuels (DVA) que l’animal doit fixer (avec une fenêtre de tolérance de 3 DVA de diamètre) 

pendant une fenêtre de 1000 à 2500 ms pour engager l’apparition de la cible visuelle. 

L’animal doit ensuite continuer de fixer le point central pendant une durée de 150 à 800 ms. 

La disparition du point central constitue le signal d’exécution de la saccade vers la cible 

visuelle, avec une fenêtre de tolérance de 5 DVA de diamètre. Les saccades en retard 

(exécutées avec une latence au-delà de 800 ms) ne sont pas considérées comme correctes. 

Les animaux sont récompensés avec de la grenadine s’ils exécutent correctement cette 

saccade.  
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Pour chaque séance d’enregistrement, deux positions en périphérie symétriques par 

rapport au point central sont choisies. Les cibles sont des cercles de 2 DVA de diamètre 

comprenant un grating noir et blanc fixe de fréquence spatiale de 2.5 cycles par DVA. De 

plus, ces cibles présentent aléatoirement des contrastes différents au cours d’une séance. 

Les contrastes sont calculés selon la définition du contraste de Michelson. Nous avons 

mesuré la puissance lumineuse associée à chaque triplet de couleurs attribués aux bandes 

claires et sombres du grating en fonction des conditions, ainsi que la puissance lumineuse 

associée au triplet de couleur du fond d’écran. Le contraste de Michelson est défini comme 

la différence de puissances lumineuses divisé par la somme de puissances lumineuses entre 

le fond d’écran et la bande dont la valeur du triplet de couleur est la plus éloignée de celle du 

fond d’écran. 

Les valeurs de contraste choisies diffèrent entre les séances d’enregistrement. 

Cependant, toutes les séances comprennent une condition pour laquelle la cible présente un 

contraste nul (elle est donc invisible). Pour cette condition, l’animal est récompensé s’il 

continue à fixer une la zone centrale avec une fenêtre de tolérance de 5 DVA de diamètre. 

 

2.4.4.8. Tâche de fixation passive (rétinotopie) 

 

Le singe L était entraîné à exécuter deux tâches de détection passive concomitantes 

avec l’imagerie ultrasonore afin d’établir la rétinotopie du cortex visuel au niveau de la 

chambre d’enregistrement. Chaque séance commence par une période de 100 s durant 

laquelle aucun stimulus n’est présenté. Les essais débutent à la fin de cette période. Chaque 

essai débute par l’apparition d’un point carré central de 0.2 degrés d’angle visuels (DVA) que 

l’animal doit fixer (avec une fenêtre de tolérance de 3 DVA de diamètre) pendant une fenêtre 

de 500 à 1000 ms pour engager l’apparition du stimulus visuel. Ce dernier apparaît ensuite 

en périphérie pendant 1000 ms. L’animal est récompensé s’il maintient la fixation du point 

central pendant cette période La période entre deux essais successifs est de 9 s. 

Pour le premier protocole, les stimuli visuels sont des arcs de cercle de 2.5 DVA de 

large et couvrant π/8 radians d’envergure dans le quart inférieur gauche de l’écran, centrés 

sur le point de fixation. Les stimuli possèdent un motif intérieur en damier noir et blanc 

dynamique : la longueur de chaque carré du damier est de 1 DVA, et la fréquence temporelle 

de l’inversion de teinte des carrés est de 10 Hz. L’arc de cercle présenté occupe 8 positions 

aléatoires : la courbure extérieure de l’arc de cercle est positionnée tous les 2.5 DVA entre 

2.5 DVA et 10 DVA. Le segment supérieur de l’arc de cercle prend deux positions du cercle 

trigonométrique : π et 5π/4. A ces huit conditions se rajoutent une neuvième lors de laquelle 
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aucun stimulus n’est présenté. Ce protocole est utilisé à la fois pour déterminer les 

excentricités préférées et les angles polaire préférés. 

Pour le deuxième protocole, les stimuli visuels sont des demi-cercles de 2 DVA de 

large situés dans la partie gauche de l’écran, centrés sur le point de fixation. Les demi-

cercles possèdent un motif intérieur en grating sinusoïdal fixe dont la fréquence spatiale est 

de 1 cycle par DVA. Le centre des hémi-bandes circulaires occupe aléatoirement toutes les 

positions espacées de 2 DVA entre 2 DVA et 14 DVA. A ces sept conditions s’ajoute une 

huitième lors de laquelle aucun stimulus n’est présenté. Ce protocole est utilisé pour 

déterminer les excentricités préférées. 

2.4.4.9. Traitement des données comportementales 

 

Les données sont importées dans Matlab et les graphes présentés sont générés par 

des scripts maison. 

Pour la tâche de détection, seules les séances présentant un taux de réussite 

supérieur à 60% (nombre d’essais corrects divisé par le nombre d’essais utilisés par 

l’animal) sont prises en compte.  

2.4.4.10. Enregistrements d’imagerie ultrasonore 

 

 Les enregistrements sont réalisés à l’aide d’un scanner ultrasonore fonctionnel 

prototype (Iconeus et Inserm U1273, Paris, France) connecté à une sonde ultrasonore 

linéaire (128 éléments, 15 MHz, résolution spatiale de 100 x 100 x 400 µm3). La sonde est 

logée dans la chambre d’enregistrement (18 mm de diamètre) à l’aide d’un adaptateur. Du 

gel ultrasonique stérile est déposé à l’interface entre la sonde et le tissu afin de faciliter la 

transmission des ondes ultrasonores. Le plan d’imagerie est de 12.8 mm de large et de 10 

mm de profondeur. Les données sont acquises en émettant des groupes continus de 11 

ondes ultrasonores planaires inclinées à des angles variant de -10° à 10°. Les échos 

ultrasonores sont additionnés pour créer une seule image composée acquise toutes les 2 

ms. Les images Doppler finales ont été échantillonnées à 2.5 Hz en faisant la moyenne de 

200 images ultrasonores composées après filtrage spatio-temporel basé sur la 

décomposition en valeurs singulières des images ultrasonores.  

 

2.4.4.11. Traitement des images ultrasonores 

 

 Les données Doppler sont analysées à l'aide d'une approche de modèle linéaire 

généralisé implémentée dans Matlab. Le motif de stimulation constitue l’entrée du modèle. Il 
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correspond à un peigne de Dirac (un vecteur temps où les valeurs non nulles situées aux 

niveaux des temps de présentations des stimuli sont égales à 1). Pour établir la rétinotopie, il 

est nécessaire d’obtenir la réponse à chaque condition. Pour chacune d’entre elles, le motif 

de stimulation ne comporte des valeurs non nulles uniquement pour les temps 

correspondant à la présentation du stimulus en question. Dans le cas du protocole de 

rétinotopie comportant la présentation des demi-cercles, une subtilité supplémentaire est 

introduite : le motif de stimulation d’une excentricité comporte en plus des valeurs égales à 

0.5 aux temps de présentations des excentricités voisines de la condition donnée. Ceci 

permet de prendre en compte la physiologie de la préférence des neurones à une condition 

particulière : l’amplitude de la réponse en fonction des excentricités n’est pas centrée de 

manière tout ou rien autour d’une excentricité préférée mais suit plutôt une courbe en cloche 

autour de cette condition préférée. 

 Par la suite, le modèle opère une convolution entre le motif de stimulation et la 

fonction de réponse hémodynamique. La fonction de réponse hémodynamique est quant à 

elle déterminée préalablement par la moyenne de plusieurs réponses CBV à la suite d’une 

stimulation visuelle (1 s). La convolution effectuée précédemment permet d’obtenir une 

prédiction de la variation de CBV pour chaque pixel. L’adéquation entre cette prédiction et 

les données réelles permet d’obtenir pour chaque condition une carte de Z-scores et une 

carte de p-values. Les cartes d'activation montrent le Z-score de tous les pixels possédant 

une p-value inférieure à 0.001 (après correction avec la procédure Benjamini-Hochberg 

utilisée pour diminuer le taux de faux positifs). Nous avons ensuite comparé pour chaque 

pixel apparaissant comme significatif sur au moins une des cartes obtenues précédemment 

les p-values obtenues pour chaque condition et retenu la condition présentant la plus faible 

p-value. A l’issue de cette étape nous obtenons la carte rétinotopique d’une séance 

d’enregistrement. Les cartes réalisées sur le même plan d’imagerie sont ensuite recalées les 

unes par rapport aux autres grâce à des repères anatomiques et moyennées entre elles. 

Chaque pixel de couleur présente donc l’excentricité préférée moyenne ou l’angle polaire 

préféré moyen. Le pixel en question est considéré comme significatif pour au minimum une 

condition d’une séance.   

 

2.4.4.12. Obtention du centre des champs récepteurs des pixels 

 

Pour chaque pixel présentant une double spécificité d’angle polaire et d’excentricité, 

ces deux paramètres permettent d’obtenir les coordonnées parallèles du centre du champ 

récepteur du pixel. Pour chaque plan, nous avons ainsi généré les représentations des 

centres des champs récepteurs des pixels doublement spécifiques imagés. Pour éviter 
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d’obtenir des points superposés, nous avons introduit une variabilité aléatoire de 0 à 0.2 

radians pour les angles polaires et de 0 à 0.5 DVA pour les excentricités.    
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 Conclusion et discussion générale 
 

 

 

 

 

 

 

 

Au cours de cette section seront d’abord résumés les principaux résultats obtenus au 

sein de l’étude présentée dans ce manuscrit. Puis, nous approfondirons les intérêts 

respectifs des thérapies optogénétique et sonogénétique pour une restauration visuelle 

corticale. D’autre part, l’imagerie fonctionnelle ultrasonore permet de valider l’activation 

consécutive à la stimulation avec une résolution spatiale élevée (100*100*400 µm3) au sein 

d’un large volume cérébral. Il est donc important d’identifier la relation entre activité 

neuronale et variation de CBV pour l’évaluation de l’activation neuronale de ces thérapies 

génétiques corticales. La discussion de ces résultats fera l’objet de la quatrième partie de 

cette discussion générale. Enfin, nous présenterons quels sont les défis à relever pour une 

possible application de la thérapie sonogénétique corticale chez l’homme. 
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3.1. Synthèse des principaux résultats 
 

Le premier chapitre de résultats de ce manuscrit a permis d’établir la preuve de 

concept de la stratégie optogénétique de restauration visuelle corticale à l’aide de l’imagerie 

fonctionnelle par ultrasons (fUS) et d'enregistrements unitaires multi-électrodes. Grâce aux 

enregistrements sur le rat anesthésié, j'ai démontré que la stimulation en surface de V1 

conduit à l'activation neuronale de couches les plus superficielles jusque dans les couches 

corticales profondes, même à faible irradiance (36 mW.mm-2). De plus, les latences 

optogénétiques sont inférieures à celles consécutives à un stimulus lumineux, ce qui est 

cohérent avec une activation corticale directe. D’autre part, l’activité initiée au sein de V1 se 

propage aux autres aires visuelles. La première partie de la discussion est consacrée à cette 

preuve de concept de la thérapie corticale optogénétique. 

En parallèle, j’ai participé à démontrer la preuve de concept de l’utilisation de la 

sonogénétique comme thérapie corticale chez le rongeur. Les résultats obtenus dans le 

chapitre 2.2 montrent que la stimulation sonogénétique du cortex visuel primaire induit une 

activation neuronale avec une résolution spatiale (400 µm) et temporelle (10 ms, 13 Hz) 

compatible avec la restauration visuelle. Les latences des réponses sonogénétiques 

mesurées sont de plus inférieures à celles consécutives à un stimulus lumineux, ce qui est 

cohérent avec une activation corticale directe. Enfin, nous avons démontré que des souris 

exprimant MscL-G22S au sein de V1 sont capables de percevoir un stimulus sonogénétique 

comme un phosphène. Ces deux preuves de concept invitent à établir une confronter ces 

deux stratégies de restauration visuelle. Cette discussion fait l’objet d’une revue de la 

littérature incluse en annexe et fait l’objet de la deuxième partie de cette discussion générale 

D’autre part, dans la perspective d’une application clinique de la stratégie 

sonogénétique, j’ai amorcé la caractérisation d’aires corticales sous la chambre 

d’enregistrement physiologique de primates. Ce travail abordé par une approche 

d’électrophysiologie et d’imagerie ultrasonore m’a amené à identifier la contribution des 

activités unitaires au sein des variations de CBV. Nous avons réalisé des co-enregistrements 

chez deux animaux au sein des cortex visuel primaire et fronto-médians lors de tâches 

comportementales. Ce travail a permis de développer un dispositif innovant capable 

d’associer imagerie fUS et enregistrement électrophysiologique, et permettant le suivi en 

temps réel de l’insertion d’une électrode dans le cerveau. Les résultats montrent que la 

composante des variations de CBV dues à l’activité unitaire isolée est inférieure à 1 mm3 ce 

qui est plus localisée que l’activité neurovasculaire globale. Cependant, les cartes 

d’activations obtenues montrent que de nombreux pixels indiquent une contribution de 

l’activité unitaire aux variations de CBV locales, alors même que ces pixels sont éloignés du 
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site d’enregistrement de l’activité unitaire isolée. Ce point sera discuté dans la troisième 

partie de cette discussion générale. 

Enfin, j’ai réalisé des travaux préparatoires pour l’application de la thérapie 

sonogénétique chez le primate non-humain. J’ai ainsi validé l’efficacité du vecteur AAV9-

7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdTomato chez deux animaux. De plus, j’ai caractérisé par 

imagerie ultrasonore la rétinotopie de la chambre d’enregistrement d’un premier animal, ce 

qui a permis de localiser le centre des champs récepteurs des pixels présentant une double 

sélectivité d’angle polaire et d’excentricité. En parallèle, nous avons entraîné cet animal ainsi 

que deux autres singes à réaliser une tâche de détection de cibles visuelles. Grâce à cet 

ensemble de résultats, nous avons déterminé où injecter le vecteur AAV9-7m8-CaMKII-

MscL-G22S-tdTomato chez un premier animal dans une région du cortex visuelle pertinente 

pour la validation physiologique et comportementale de la thérapie sonogénétique. La 

dernière partie de cette discussion générale permet de décrire les perspectives pour une 

application de la thérapie corticale sonogénétique chez l’Homme. 

 

3.2. Sélection d’une stimulation corticale : la 

thérapie optogénétique ? 
 

3.2.1. Activation directe ou indirecte des neurones des couches 

profondes 

 

La thérapie optogénétique a été appliquée avec succès à la rétine pour restaurer la 

vision de patients aveugles. Nos travaux sur l’évaluation de l’efficacité de l’opsine 

ChrimsonR au niveau rétinien (article inclus en annexe) m’ont amené à tester si une 

approche analogue au niveau cortical permettrait de restaurer la vue de patients avec une 

atrophie optique. Les résultats sur la sécurité de l’opsine choisie tant chez les primates non-

humains que chez l’Homme nous encourageait dans cette voie d’autant que son activation 

en lumière rouge devait faciliter une stimulation en profondeur du cortex visuel. Mes résultats 

obtenus par électrophysiologie et imagerie fUS démontrent une activation de V1 jusque dans 

ces couches les plus profondes (< 800 µm). Au sein de V1, nous avons enregistré un 

ensemble homogène de latences optogénétiques très courtes (moyenne: 1.76 ± 3.14 ms, n = 

76 neurones) ce qui suggère que les neurones enregistrés sont directement activés par la 

stimulation optique. Cependant, pour les neurones activés au sein des couches profondes, 

une incertitude supplémentaire subsiste : la réponse enregistrée au niveau du soma peut 

être la conséquence d’une activation optique au niveau du soma ou / et la conséquence 
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d’une activation optique dendritique plus en surface. En effet, les coupes histologiques 

montrent que l’expression de ChrimsonR est présente dans l’ensemble des couches et 

qu’elle est présente dans l’ensemble des compartiments neuronaux (soma, dendrites et 

axone). De plus, de précédents travaux réalisés par enregistrements de neurones 

pyramidaux de l’hippocampe et de la couche corticale 5 par la technique de patch-clamp in 

vitro et in vivo démontrent qu’une activation dendritique suffisamment importante permet de 

générer des potentiels d’action axonaux (Spruston 2008; Losonczy and Magee 2006; 

Golding, Staff, and Spruston 2002). Ces travaux ne quantifient pas la différence de latences 

entre ces deux évènements mais d’après les traces d’activation présentées dans ces 

publications elle paraît trop courte (< 5 ms) pour que ces deux mécanismes conduisent à 

deux groupes de latences facilement identifiables. Une solution pour démontrer ou réfuter 

l’importance de cette activation dendritique dans nos résultats serait de dupliquer les mêmes 

expériences en utilisant un vecteur viral permettant de restreindre l’expression de 

ChrimsonR aux somas, une stratégie déjà appliquée pour l’expression d’autres opsines 

(Shemesh et al. 2017; Linghu et al. 2022). De plus, il serait intéressant d’affiner les 

paramètres d’injection du vecteur viral afin de restreindre l’expression de ChrimsonR (ou 

d’une version de ChrimsonR assurant une expression somatique) à une couche corticale 

unique. Répéter les expériences réalisées précédemment en utilisant ces nouveaux 

paramètres pourrait nous renseigner sur l’importance d’une couche corticale pour la 

propagation de l’activité à l’ensemble de V1 ou à d’autres structures.   

3.2.2. Dispositif optique 

 

D’autre part, nous démontrons ici la possibilité d’activer les couches profondes de V1 

depuis une stimulation en surface en ayant utilisé une simple fibre comme dispositif optique. 

La fibre optique utilisée possède un diamètre de 400 µm et son ouverture numérique (0.39) 

entraîne une dispersion de la lumière de 23° de manière symétrique par rapport à l’axe 

constitué par le prolongement de la fibre. Elle ne permet donc pas une stimulation 

optogénétique locale puisque ChrimsonR est exprimée sur une zone large de V1. 

Idéalement, il serait préférable d’utiliser un dispositif optique permettant d’illuminer une 

surface comprise dans un disque de 100 µm de diamètre qui correspond au diamètre des 

colonnes d’orientation chez le primate. L’imagerie multi-photons permet d’atteindre une telle 

résolution mais son application pour une potentielle stratégie thérapeutique semble 

difficilement réalisable. L’utilisation de fibres optiques connectées à une lentille convergente 

permettrait de focaliser le faisceau lumineux excitateur dans une telle zone. En combinant ce 

dispositif optique avec l’imagerie fonctionnelle ultrasonore, il serait possible de mesurer la 

résolution spatiale de l’activation en ajustant les paramètres de stimulation. De plus, il serait 
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intéressant de tester si le barycentre de l’activation se déplace en changeant la fibre de 

position à la surface du cerveau. Une fois les paramètres de stimulation adaptés déterminés, 

il serait envisageable de développer une matrice composées de telles fibres optiques 

focalisées. 

3.2.3. Spécificité de l’activation optogénétique 

 

Enfin, nos résultats démontrent la possibilité de combiner l’optogénétique avec 

l’imagerie fUS pour l’étude fonctionnelle de circuits neuronaux.  Une telle combinaison avait 

déjà été effectuée dans une première publication dans laquelle les auteurs démontrent que 

la stimulation optique du cortex de souris naïves n’exprimant pas d’opsines avec de la 

lumière bleue engendre des activations hémodynamiques non spécifiques pour des 

puissances en sortie de fibre supérieures à 2 mW (Rungta et al. 2017). Nous démontrons 

dans les résultats présentés ici que l’utilisation de ChrimsonR, une opsine sensible à la 

lumière rouge, permet d’exercer un contrôle optogénétique spécifique de l’activité neuronale 

même à des puissances lumineuses en sortie de fibre de 7.1 mW. Cependant, le contrôle 

optogénétique de circuits neuronaux reste possible en utilisant des opsines sensibles à la 

lumière bleue tant que la puissance utilisée n’excède pas cette valeur limite de 2 mW. Une 

première étude a comparé chez des souris Thy-ChR2 exprimant ChR2 au sein de la couche 

corticale 5 les profils d’activation optogénétique du cortex moteur détectés par IRM 

fonctionnelle et par imagerie fUS, et ce à différentes puissances lumineuses. Leurs résultats 

démontrent que l’imagerie fUS est une technique plus sensible pour détecter des activations 

optogénétiques (Edelman et al. 2021). De façon intéressante, ils rapportent que les fonctions 

de réponse hémodynamique à la stimulation optogénétique diffèrent entre les deux 

techniques. Enfin, les auteurs confirment de plus l’origine neuronale de ces activations par 

des enregistrements électrophysiologiques. Enfin, un autre groupe a appliqué la même 

stratégie pour l’étude des circuits neuronaux associés à différentes sous-populations au sein 

du colliculus supérieur ainsi qu’à leur rôle dans différents comportements (Sans-Dublanc et 

al. 2021).    

   

3.3. Sélection d’une stimulation corticale : la 

thérapie sonogénétique ? 
 

3.3.1. Rappel des principaux résultats 
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Dans ce manuscrit, nous avons évalué en parallèle deux stratégies génétiques de 

restauration visuelle corticale : la thérapie optogénétique qui repose sur l’expression 

d’opsines, et la thérapie sonogénétique basée sur l’expression de canaux mécanosensibles. 

L’approche de thérapie sonogénétique est apparue dans le cours de ma thèse, ce qui nous a 

amené à faire une analyse comparative de ces deux stratégies dans le cadre d’une 

restauration visuelle corticale. La revue incluse en annexe permet de comparer les résultats 

obtenus pour ces deux approches corticales. De plus, il est intéressant de comparer de 

façon plus générale les propriétés des opsines et des activateurs mécanosensibles et de 

confronter l’intérêt d’utiliser l’optogénétique et la sonogénétique en recherche fondamentale. 

3.3.2. Comparaison des propriétés des activateurs 

optogénétiques et sonogénétiques 

 

La littérature de l’optogénétique montre que plusieurs dizaines d’opsines différentes 

peuvent être utilisées. Ce répertoire de protéines photosensibles est donc plus vaste que les 

quelques protéines mécanosensibles utilisées dans la littérature sonogénétique et décrites 

dans le paragraphe 1.2.3.2. de l’introduction. Le tableau 2 ci-dessous permet de comparer 

les différences de propriétés fonctionnelles entre des deux groupes de molécules 

activatrices. 

 

 Opsines Protéines mécanosensibles 

 

Effet excitateur / 

inhibiteur 

 

Excitateur : channelrhodopsines 

 

Inhibiteur : bactériorhodopsines et 

halorhodopsines 

Excitateur seulement 

 

Sélectivité 

ionique 

 

Bactériorhodopsines : H+ 

Halorhodopsines : Cl- 

Channelrhodopsines : sélectivité 

cationique variable (Na+ / K+ / Ca2+) 

Courant cationique non sélectif 

(dont Ca2+) 

 

Conductance 

(pour une 

molécule) 

 

ChR2 : 50 - 250 fS 3 pS (dPiezo) – 3 nS (MscL) 

 

Cinétique 

 

 

Temps pour atteindre le pic 

d’activation : quelques ms. 

 

Constante de déactivation τoff : 2.7 

ms (vfChrimson) – 1000 ms 

(CnChR2). 

 

Temps pour atteindre le pic 

d’activation : quelques ms dans 

les conditions physiologiques, de 

quelques ms (MscL, Piezo) à 1 s 

(TRP-4) ou plus (Prestin) dans le 

cas d’une application 
sonogénétique. 
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Sélectivité à une 

longueur d’onde 
d’activation 

 

Spectre d’absorption plus ou moins 
étroit centré sur une longueur d’onde 

d’excitation maximale. 
 

445 nm (PsChR) – 590 nm 

(ChrimsonR). 

Peu d’informations mettent en 
évidence une sélectivité pour 

une fréquence ultrasonore 

particulière. 

 

Activation par 

d’autres 
modalités 

 

Non 

Prestin : activation voltage-

dépendante 

 

TRP4 : activation chimique, 

thermique ou par gradient 

d’osmolarité 

 

Piezo et MscL : seulement 

mécanosensibles. 

 

Tableau 2. Comparaison des propriétés fonctionnelles des opsines et des protéines 
mécanosensibles utilisées en sonogénétique. 

 

Le vaste répertoire des opsines disponibles permet de contrôler d’une manière plus 

diversifiée l’activité neuronale que par utilisation des activateurs sonogénétiques 

actuellement testés. Ainsi, il ne serait pas possible d’inhiber l’activité neuronale d’une sous-

population par sonogénétique car les protéines mécanosensibles utilisées sont toutes 

excitatrices. De plus, il est possible de combiner plusieurs opsines avec des spectres 

d’excitations distincts pour activer en parallèle plusieurs sous-populations neuronales 

(Klapoetke et al. 2014), ce qui ne semble pas possible en sonogénétique pour l’instant car 

peu d’informations suggèrent une sélectivité d’une molécule pour une fréquence d’ultrasons. 

Les paramètres utilisés dans la littérature pour l’utilisation de la protéine Prestin et du canal 

TRP-4 montrent d’autre part que les activations générées sont beaucoup plus lentes que la 

plupart des opsines. Enfin, les opsines sont exclusivement photosensibles alors que 

certaines protéines mécanosensibles (Prestin, TRP-4) sont activables par d’autres 

modalités. 

Parmi les protéines utilisées pour la sonogénétique, certaines sont activées par 

l’augmentation de la température liée à la stimulation ultrasonore tandis que d’autres sont 

comme le canal MscL semblent activées par la déformation mécanique de la membrane par 

les ultrasons. Ces dernières permettent un contrôle temporel de l’activation plus précis tandis 

que l’augmentation de température est plus lente et plus durable dans le temps ce qui n’est 

pas souhaitable dans le cadre de la restauration visuelle. 

Le canal MscL est d’origine bactérienne, comme un grand nombre des opsines 

couramment utilisées en optogénétique. Son utilisation en sonogénétique pour une 
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application humaine soulève par conséquent de nombreuses questions sur les risques 

d’inflammation consécutive à son expression. Etonnamment, dans toutes les études sur 

l’expression de ChrimsonR ou CatCh chez le primate non-humain ou l’homme, aucune 

inflammation majeure n’a été rapportée par rapport à l’expression ectopique de l’opsine dans 

la rétine. De même pour MscL, nos travaux ne montrent pas d’inflammation majeure qui 

aurait affecté le tissu. Cependant, des études plus spécifiques sur ce point précis seront 

nécessaires notamment dans des conditions d’activation de MscL sur plusieurs heures. Si 

les propriétés de MscL semblent adaptées pour une activation neuronale compatible avec la 

restauration visuelle, une recherche par criblage génétique à partir d’échantillons variés de 

micro-organismes pourrait permettre d’identifier de nouveaux canaux mécanosensibles et 

ainsi enrichir le répertoire de molécules actuellement utilisées. Une telle approche a été 

appliquée avec succès pour l’optogénétique (Klapoetke et al. 2014; Marshel et al. 2019).  

L’imagerie fUS permet d’accéder à l’activité neuronale dans la profondeur du cerveau 

avec une résolution spatiale de 100*100*400 µm3. Par conséquent, la sonogénétique  devrait 

permettre inversement d’activer depuis la surface du cerveau les neurones par stimulation 

ultrasonore. Une première étude a même démontré qu’en utilisant des fréquences 

ultrasonores basses, il est possible d’obtenir une activation transcraniale des neurones 

exprimant MscL-G22S (Qiu et al. 2020). De façon analogue, une activation optogénétique 

des aires profondes depuis la surface du cerveau a également été obtenue en utilisant des 

opsines sensibles à la lumière rouge. Ainsi, deux études montrent que l’utilisation de 

ReachR (J. Y. Lin et al. 2013) et ChRmine (R. Chen et al. 2021) permettent une activation 

transcraniale. Cependant, l’effet de l’absorption de la lumière est visible car les latences 

d’activation obtenues pour les neurones enregistrés en profondeur sont plus grandes que 

lors d’une activation non transcraniale. De plus, les ondes lumineuses se dispersent plus en 

profondeur des tissus biologiques que les ondes ultrasonores. La sonogénétique devrait 

donc permettre d’atteindre une résolution spatiale d’activation neuronale de structures 

profondes supérieure à l’optogénétique pour une stimulation surfacique. Nos premiers 

résultats confirment la possibilité d’atteindre une résolution spatiale qui serait compatible 

avec une stimulation de points espacés de 400 µm même dans les couches profondes du 

cortex. Une telle résolution spatiale pourrait être obtenue même en intégrant la présence de 

la dure-mère au-dessus du cerveau. Au contraire, dans toutes les approches sur lesquelles 

nous avons travaillé pour l’application de l’optogénétique sur le primate non-humain, nous ne 

pouvions pas envisager de laisser la dure-mère. Si certaines équipes tentent de stimuler le 

cerveau depuis la surface avec des matrices de LEDs (Rajalingham et al. 2021), d’autres se 

sont résolues à produire des guides optiques pour une stimulation optogénétique dans la 

profondeur du cortex (McAlinden et al. 2019). Dans une perspective clinique, la possibilité de 

stimuler le cortex à partir d’une matrice ultrasonore placée au-dessus de la dure-mère 
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semble une approche offrant plus de sécurité et de durabilité pour le patient dans les 

conditions actuelles. 

3.3.3. Vers un contrôle et une lecture entièrement ultrasonore de 

l’activité neuronale ? 

 

Enfin, pour la validation de notre stratégie de restauration visuelle et plus 

généralement pour une utilisation préclinique de la sonogénétique, il serait important de 

pouvoir combiner enregistrement et stimulation neuronale. A ce titre, l’optogénétique peut 

être combinée à de l’imagerie d’indicateurs calciques ou voltage-dépendants pour établir un 

contrôle et une lecture entièrement optique de l’activité neuronale en surface (typiquement, 

jusqu’à 750 µm de profondeur pour l’imagerie bi-photon) (Emiliani et al. 2015). Dans ce 

manuscrit nous avons utilisé dans les chapitres 2.1, 2.3 et 2.4 des résultats une sonde de 

128 éléments piézoélectriques émettant des ultrasons à une fréquence de 15 MHz et une 

pression acoustique de quelques kPa pour assurer l’imagerie fUS de l’activité cérébrale chez 

le rat et le primate non-humain. Dans le chapitre 2.2 des résultats, nous avons utilisé un 

transducteur mono-élément permettant une stimulation focale sonogénétique en utilisant une 

fréquence ultrasonore de 15 MHz et une pression acoustique de 1.2 MPa. Il serait 

intéressant d’adapter les sondes 128 éléments déjà existantes pour développer un système 

permettant un contrôle sonogénétique et une imagerie fonctionnelle ultrasonore simultanée. 

Les dimensions de cette sonde permettent d’obtenir une cadre d’imagerie de 12.8 mm de 

large et jusqu’à 15 mm de profondeur, ce qui permettrait de stimuler et imager l’ensemble 

d’un plan coronal de rongeur (souris ou rat) et un grand volume cortical chez le primate. 

D’autres sondes ultrasonores ont été développées et permettent une imagerie 

tridimensionnelle capable de couvrir un cerveau entier de souris (Brunner et al. 2020), ou 

permettent d’imager l’activité de rongeurs se déplaçant librement (Urban et al. 2015). 

L’adaptation de telles sondes permettrait d’étendre un tel système stimulation / imagerie tout 

acoustique à l’ensemble du cerveau chez ce modèle animal ou lors de tâches 

comportementales.       

 

3.4. Relation entre les activités unitaires et 

les variations de CBV chez le primate 

non-humain 
 

Dans la perspective de l’utilisation des machines fUS pour l’imagerie et la stimulation, 

il apparait important de pouvoir déterminer la relation entre activité neuronale et variation du 
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flux vasculaires. En effet, l’imagerie fUS pourrait servir pour valider l’activation neuronale 

avec d’autant plus de précision qu’une fonction de transfert entre activité neuronale et flux 

vasculaire cérébral est établie (Aydin et al. 2020). 

3.4.1. Organisation spatiale des variations de CBV prédites par 

l’activité unitaire 

 

Les travaux présentés dans le deuxième chapitre de résultats montrent qu’il existe 

une contribution des activités unitaires au sein des variations de CBV des aires corticales 

imagées (SEF et cortex visuel). Les cartes de co-activation obtenues selon les modèles 

linéaires généralisés montrent que les pixels présentant des variations de CBV prédites par 

l’activité du neurone isolé peuvent être situés loin du site d’enregistrement. Une possible 

explication est que ces pixels contiennent des neurones dont l’activité est synchrone à celle 

du neurone dont nous avons isolé et enregistré l’activité. En effet, l’organisation du cortex 

visuel chez le primate présente des colonnes fonctionnelles activées par une même 

propriété d’un stimulus (Ho et al. 2021; Blaize et al. 2020). Il est donc plausible que d’autres 

neurones éloignés du site d’enregistrement aient été activés par le même stimulus et soient 

responsables de l’activation de ces pixels éloignés sur les cartes d’imagerie fUS. Une autre 

possibilité, non exclusive de la précédente, est que les pixels activés situés loin du site 

d’enregistrement contiennent des neurones établissant une connexion horizontale avec celui 

dont nous avons isolé l’activité. De nombreuses études ont étudié la contribution des 

activités unitaires dans les variations de signal BOLD imagé par IRM fonctionnelle et peuvent 

corroborer nos observations. Cependant peu d’études effectuent une caractérisation spatiale 

de la corrélation entre les deux signaux, à l’exception d’une publication (Mukamel et al. 

2005) dans laquelle les auteurs ont enregistré les réponses unitaires au sein des gyrus de 

Heschl (une zone du cortex auditif) de deux patients épileptiques lors d’une stimulation 

visuelle et auditive. Les auteurs ont ensuite réalisé des acquisitions d’IRM fonctionnelle chez 

onze autres patients non-épileptiques en réponse aux mêmes stimuli. Ils ont ensuite effectué 

une analyse de la contribution des activités unitaires aux variations du signal BOLD en 

utilisant un modèle généralisé linéaire similaire à celui que nous avons utilisé dans notre 

étude. Cette analyse est assez similaire à celle que nous avons réalisée à ceci près que 

nous avons utilisé les activités unitaires pour prédire les variations de CBV d’un même 

individu, alors que les auteurs effectuent ici une analyse inter-individus. La carte d’activation 

moyenne de signal BOLD prédite à partir des activités unitaires présente des pixels activés 

éloignés de site d’enregistrement des neurones chez les autres patients, tout comme nous 

l’avons observé sur nos cartes de co-activation chez le primate non-humain. Enfin, seules 

deux études ont combiné imagerie fUS et enregistrements électrophysiologiques, ce qui 
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limite la comparaison avec nos travaux. Ces études ont enregistré un nombre de neurones 

beaucoup plus importants grâce à l’utilisation d’électrodes Neuropixels comportant une 

densité très élevée de sites d’enregistrements (Steinmetz et al. 2021). La première étude est 

réalisée dans le laboratoire de Karl Farrow et s’intéresse à des circuits colliculaires chez la 

souris (Sans-Dublanc et al. 2021). Les résultats montrent que les signaux d’un grand nombre 

de sites d’enregistrements présents dans le colliculus présentent des activités synchrones 

qui corrèlent avec les variations de CBV des pixels situés le long de l’axe de l’électrode. En 

outre, la réponse vasculaire s’étend dans l’ensemble du colliculus supérieur et au-delà, mais 

les auteurs n’apportent pas la démonstration que ces pixels plus éloignés corrèlent avec les 

activités électrophysiologiques mesurées. La deuxième étude est réalisée dans le laboratoire 

Matteo Carandini et s’intéresse à la relation entre les activités multi-unitaires et les variations 

de CBV dans V1 et l’hippocampe (Nunez-Elizalde et al. 2022). De même, les résultats 

publiés dans cette étude montrent que les neurones enregistrés dans V1 ont des activités 

synchrones. Cependant, à la différence de l’étude précédente, les auteurs montrent que ces 

activités corrèlent avec les variations de CBV de pixels plus éloignés situés dans le cortex 

visuel contralatéral. 

3.4.2. Contribution de différentes activités neuronales aux 

variations de CBV 

 

Dans notre étude, nous avons étudié le signal CBV prédit par l’activité d’un seul 

neurone et non plusieurs comme le font les études précédemment citées. Il aurait 

intéressant d’utiliser des électrodes comprenant un nombre plus élevés de sites 

d’enregistrements. Cela permettrait d’identifier la contribution de l’activité d’une couche 

corticale particulière aux variations de CBV des autres couches, ou d’identifier des 

différences de contribution des activités neuronales à la réponse neurovasculaire générale 

entre les neurones excitateurs ou inhibiteurs. Les travaux du laboratoire de Matteo Carandini 

cités précédemment (Nunez-Elizalde et al. 2022) montrent que chez la souris, l’activité des 

neurones inhibiteurs ainsi que celle des couches supra-granulaires corrèlent mieux avec les 

variations de CBV enregistrées. 

3.4.3. Différence de HRF entre les aires corticales 

 

Enfin, nos résultats semblent montrer aussi une différence de fonctions de réponse 

hémodynamique entre les deux régions corticales auxquelles nous nous sommes intéressés, 

même s’il faut souligner que ces données sont issues d’un seul animal par aire corticale. Ces 

résultats soulignent l’importance de la détermination de telles réponses en fonction de l’aire 

cérébrale utilisée pour l’interprétation correcte des données issues d’analyses de type 
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modèles linéaires généralisés. Des études d’IRM fonctionnelle ont aussi démontré une nette 

différence de fonction de réponse hémodynamique entre V1 et le cortex moteur (Miezin et al. 

2000), ou entre V1 et le SEF (Handwerker, Ollinger, and D’Esposito 2004). Ces fonctions de 

réponse sont obtenues à partir des signaux BOLD dans le cas de l’IRM fonctionnelle, qui 

constitue une grandeur différente (bien que liée) des variations de CBV. Cependant, une 

étude récente (mais pas encore publiée) d’imagerie fUS réalisée chez le ouistiti montre aussi 

des profils de réponses à des stimuli sonores différents entre les aires cérébrales imagées 

(Takahashi et al. 2021). 

 

3.5. Perspectives pour une application d’une 
thérapie corticale sonogénétique chez 

l’Homme 
 

Les résultats présentés dans ce manuscrit ont permis d’établir la preuve de concept 

de la thérapie corticale sonogénétique chez le rongeur, ainsi que les travaux préparatoires à 

son évaluation préclinique chez le primate non-humain. Dans cette dernière partie, nous 

discuterons des défis à résoudre pour l’implantation de cette thérapie de restauration visuelle 

chez l’Homme. Dans un premier temps, nous discuterons du volume nécessaire 

d’expression de MscL-G22S à obtenir pour une thérapie efficace. A ce titre, nous 

confronterons les résultats de nos tests viraux à ces objectifs et par quels moyens atteindre 

ces derniers. D’autre part, nous expliquerons la marche à suivre pour déterminer la position 

des sites d’injection en fonction du patient. Enfin, nous détaillerons à quoi pourrait 

ressembler une prothèse ultrasonore permettant de stimuler la zone du cortex visuel primaire 

exprimant le canal mécanosensible et quelles contraintes d’ingénierie restent à résoudre. 

3.5.1. Quelle zone d’expression du canal mécanosensible doit-
on obtenir, et comment ?   

 

Les résultats présentés dans le dernier chapitre démontrent la possibilité d’exprimer 

MscL-G22S dans le cortex de primates non-humains, ce qui suggère que l’utilisation du 

vecteur AAV9-7m8-CaMKII-MscL-G22S-tdT chez l’homme permette aussi l’expression de 

cette protéine d’intérêt. Cependant, les données obtenues pour le singe E suggèrent que le 

protocole d’injection utilisé permet d’obtenir pour chaque track un cylindre d’expression de 

1.25 mm de rayon et de 1.5 mm de hauteur, soit un volume total de 7.3 mm3. Chez l’homme, 

une étude d’IRM fonctionnelle réalisée sur un ensemble de 7 participants (Dougherty et al. 

2003) montre que la surface médiane de V1 dans un hémisphère traitant les informations 
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contenues dans une sous-partie du champ visuel comprise entre 0 et 12 DVA est de 2100 

mm2, dont environ 700 mm2 code les informations fovéolaires (entre 0 et 2 DVA 

d’excentricité). L’épaisseur corticale au sein de V1 étant de 2 mm chez l’homme (Alvarez, 

Parker, and Bridge 2019), les volumes correspondants sont donc de 4200 mm3 et 1400 mm3. 

Selon ces chiffres, il faudrait plusieurs centaines d’injections pour couvrir une sous-partie du 

champ visuel, en utilisant les mêmes paramètres d’injection que ceux que nous avons utilisé 

(100 injections équivaudraient d’ailleurs à 1.32 mL de vecteur viral injecté). Diminuer le 

nombre de tracks d’injection et augmenter le volume injecté par track pourraient limiter 

l’endommagement mécanique du cortex causé par l’insertion des aiguilles, mais il faut 

développer de tels protocoles d’injection pour assurer que le volume d’expression est assez 

important et / ou cibler prioritairement une zone particulière du champ visuel (et donc de V1) 

en fonction du patient. Chez les patients atteints de glaucome, qui constitueraient la 

population ciblée par une telle thérapie corticale de restauration visuelle, c’est la perte du 

champ visuel périphérique intervient en premier (Germano et al. 2022) : chez les patients 

atteints de glaucome en phase précoce, il faudrait donc traiter la partie de V1 codant ces 

informations-là. 

Il semble néanmoins difficile d’atteindre une transduction d’un volume suffisant de V1 

à moins d’injecter un volume très important de vecteurs viraux. S’il est démontré que les 

vecteurs AAV sont peu immunogènes (Trapani, Puppo, and Auricchio 2014), il reste à 

démontrer que l’injection d’un volume supérieur à 1 mL est sans risque pour une potentielle 

application clinique de la thérapie sonogénétique chez l’homme. Cependant, le cerveau est 

un organe isolé de la circulation générale par la barrière hémato-encéphalique. De plus, le 

fluide cérébro-spinal présente une concentration d’anticorps neutralisants anti-AAV moindre 

par rapport à celle observée dans la circulation générale (Verdera, Kuranda, and Mingozzi 

2020). La présence d’anticorps neutralisants dans la circulation générale ne diminue pas 

l’efficacité de transduction du système nerveux central par des vecteurs AAV9 chez le 

primate non-humain (Gray et al. 2013). La littérature montre de plus que les réactions 

immunitaires consécutives à un transfert génétique sont moins fréquentes que pour d’autres 

organes (Piguet, Alves, and Cartier 2017). En outre, la majorité des tests de vecteurs viraux 

réalisés sur le primate non-humain démontrant une expression efficace du transgène 

d’intérêt ont été réalisés sans connaissance de la sérologie de l’animal et sans traitement 

immunosuppresseur additionnel (Tremblay et al. 2020). Le succès de ces essais suggère 

aussi une absence de réaction immunitaire humorale. Enfin, les données observées au 

cours de premiers essais cliniques apportent les dernières réponses à la question de 

l’immunogénicité des vecteurs AAV lors d’une injection intracérébrale. Dans un essai clinique 

concernant la maladie de Canavan (McPhee et al. 2006), les 10 patients sont divisés en 

deux cohortes selon le volume de vecteur viral injecté (900 ou 196 µL, le nombre de 
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particules virales étant de 1.09 ou 5.37*1012 pour ces cohortes 1 et 2, respectivement). Seuls 

3 patients (dont 1 issu de la cohorte ayant reçu le volume le plus élevé) présentent une 

augmentation légère ou modérée du taux d’anticorps neutralisant dans le sang. Les données 

ne montrent pas non plus d’augmentation particulière de cytokines pro-inflammatoires dans 

les mois suivant l’injection. Pour les 4 patients issus de la cohorte 2 chez qui le fluide 

cérébro-spinal a été analysé, aucune augmentation d’anticorps neutralisants n’a été 

constatée. Enfin, une revue (Verdera, Kuranda, and Mingozzi 2020) détaille des résultats 

préliminaires non publiés mais présentés en conférence de deux autres essais cliniques 

ayant recours à des injections intra-cérébrales de vecteurs AAV montrant qu’une minorité de 

patients présentent une augmentation d’anticorps neutralisants (Institut National de la Santé 

Et de la Recherche Médicale, France 2022) ou d’une réponse immunitaire cellulaire 

(National Institute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) 2022) dans la circulation 

générale. Le détail des volumes injectés n’est pas communiqué.  

Une possibilité alternative à l’augmentation du volume d’injection est le 

développement de vecteurs viraux plus efficaces. Dans le cas de la thérapie génique 

rétinienne, l’évolution dirigée de nouveaux vecteurs AAV a permis de développer avec 

succès le sérotype AAV2-7m8 capable de transduire les cellules des couches les plus 

internes depuis l’humeur vitrée (Dalkara et al. 2013). Le principe sous-jacent d’une telle 

stratégie est d’injecter une banque hautement diversifiée de vecteurs AAV dont les capsides 

présentent des mutations aléatoires, de trier par les cellules d’intérêt des autres cellules non 

ciblées et d’extraire le génome des variants AAV ayant infecté les cellules cibles. Le 

séquençage de ces derniers permet ensuite d’identifier les variants ayant la plus grande 

efficacité des cellules cibles. Dans ces travaux, le tri des cellules cibles est réalisé par 

cytométrie en flux et nécessite de recourir à une lignée transgénique de souris exprimant un 

fluorophore dans le type cellulaire ciblé. Dans le cas de la thérapie corticale, l’idéal serait de 

cibler les cellules de la couche 4 : certains travaux montrent qu’il est possible d’obtenir une 

lignée ciblant ces neurones (Frantz, n.d.; Madisen et al. 2015). Cependant, développer un 

nouveau variant chez la souris nécessiterait tout de même de le valider chez le primate non-

humain. D’autres travaux d’évolution dirigée ont pu générer des variants AAV capables de 

franchir la barrière hémato-encéphalique à partir d’une injection systémique. Les premières 

capsides développées permettent une expression efficace et diffuse à l’ensemble du 

système nerveux central chez la souris dans le cas des capsides de la famille AAV-PHP 

(Chan et al. 2017) mais aussi chez le ouistiti et le macaque pour les capsides de la famille 

AAV-MaCPNS (Xinhong Chen et al. 2022), mais elles infectent les neurones et les 

astrocytes. Les résultats de la première publication citée précédemment montrent qu’il est 

possible de restreindre l’expression à un sous-type cellulaire en utilisant un promoteur 

approprié. Cependant, une application de ces vecteurs à la thérapie corticale nécessite de 
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cibler uniquement les neurones excitateurs du cortex visuel primaire. Il faudrait donc 

identifier un promoteur ciblant spécifiquement les cellules de cette aire cérébrale 

spécifiquement, or un tel promoteur n’est pas encore décrit dans la littérature. 

Une dernière alternative consisterait à injecter non pas V1 mais le corps genouillé 

latéral qui occupe un volume plus réduit. Cette stratégie permettrait d’exprimer MscL-G22S 

jusque dans les terminaisons des cellules projetant vers les neurones de la couche 4 de V1. 

Il serait alors possible d’activer par sonogénétique ces afférences dans l’ensemble de V1.  

Enfin, une dernière question importante liée à l’application clinique d’une stratégie de 

thérapie corticale génétique concerne la longévité de l’expression du transgène. Chez le 

primate non-humain, des données montrent que l’expression corticale peut persister 

jusqu’au-delà de 4 mois (Sadakane et al. 2015; Ju et al. 2018; S. C.-Y. Chen et al. 2022), et 

notre laboratoire a démontré que l’expression de ChrimsonR au sein des cellules 

ganglionnaires rétiniennes est maintenue et permet de produire des potentiels évoqués 

après stimulation optogénétique de l’œil jusqu’à deux ans après injection (Chaffiol et al. 

2022).   

 

3.5.2. Utilisation de l’imagerie fUS pour guider les injections 

 

Dans le cas d’une application de la thérapie corticale sonogénétique, il pourrait être 

utile de déterminer la rétinotopie de V1 pour chaque patient afin d’identifier les coordonnées 

des zones de V1 à cibler. Le dernier chapitre des résultats présentés dans ce manuscrit 

montre que nous avons réalisé ce travail sur le primate non-humain par imagerie fUS sur 

plusieurs plans d’imagerie accessibles par la chambre d’enregistrement d’un premier animal. 

Cependant, il ne serait pas possible d’utiliser l’imagerie fUS pour cartographier V1 chez des 

patients préalablement aux injections de vecteurs viraux puisque les développements 

actuels de cette technique ne permettent pas encore d’obtenir un bon rapport signal sur bruit 

pour de l’imagerie transcraniale sauf si une prothèse translucide aux ultrasons remplace 

localement le crâne. L’IRM fonctionnelle semble une technique plus appropriée, d’autant plus 

que des données ont déjà été publiées sur ce sujet. Ces études démontrent l’existence de 

différences de signal BOLD chez des patients atteints de glaucome simple entre les cartes 

d’activation réalisées à partir de l’œil sain et les cartes d’activation réalisées à partir de l’œil 

atteint (Duncan et al. 2007). Ces différences coïncident bien avec la rétinotopie des zones du 

champ visuel moins bien perçues par les patients. D’autre part, d’autres travaux suggèrent 

l’existence d’une légère atrophie de V1 (Frezzotti et al. 2014) ou montrent une plasticité 

cérébrale provoquant une surreprésentation de la zone fovéolaire au sein de V1 (Zhou et al. 

2017). Ces résultats renforcent la nécessité de cartographier fonctionnellement V1 chez les 
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patients cibles d’une telle thérapie corticale sonogénétique afin de mieux déterminer les sites 

des injections du vecteur viral. 

Néanmoins, l’imagerie fUS pourrait être utile pour guider avec précision les aiguilles 

des seringues d’injection lors de la chirurgie. Cette approche pourrait être d’autant plus utile 

si le cortex visuel des patients risque d’être plus fin qu’anticipé. Actuellement, des études 

utilisent l’IRM fonctionnelle (Khateeb et al. 2019) ou d’autres techniques comme l’imagerie 

optique intrinsèque (Mocanu and Shmuel 2021) pour guider le positionnement des aiguilles 

d’injection.  Nous avons démontré dans le chapitre 2 des résultats que l’imagerie 

fonctionnelle ultrasonore permet de détecter en temps réel l’insertion d’une électrode au sein 

du cortex. Cette technique pourrait être transposée à la détection des aiguilles utilisées pour 

l’injection. 

3.5.3. Développement d’une interface machine / cerveau 
ultrasonore pour une stimulation efficace du cortex visuel 

primaire 

 

La restauration visuelle implique de recréer plusieurs centaines de pixels voire 

quelques milliers afin de générer de véritables images. Nos résultats apportent la preuve de 

concept sur la possibilité de générer des activations neuronales par stimulation 

sonogénétique. Pour ces stimulations, nous avons utilisé un mono-élément permettant de 

focaliser la pression acoustique dans l’espace. La résolution spatiale de la stimulation est 

définie par la répartition spatiale des pressions acoustiques supérieures à la moitié de la 

valeur maximale atteinte. Celles-ci occupent un cylindre de 276 µm de diamètre et de 1 mm 

de hauteur. Les enregistrements EcoG réalisés sur le cortex primaire de rats exprimant 

MscL-G22S présentés dans le chapitre 2.2 des résultats montrent quant à eux que la 

résolution spatiale de l’activation est de 400 µm de large. Cette résolution est compatible 

avec la résolution spatiale de matrices d’électrodes pénétrantes de type Utah. Plusieurs 

travaux ont démontré que cette résolution spatiale était suffisante pour induire une 

reconnaissance de formes et de mouvements (Xing Chen et al. 2020; Fernández et al. 

2021). Pour démontrer cela chez le primate non-humain, nous prévoyons d’utiliser la même 

démarche expérimentale que celle utilisée dans ces travaux, présentée en introduction (Fig. 

12) : déterminer les champs récepteurs des points focaux de stimulation, démontrer la 

possibilité d’une détection de phosphène simple puis la possibilité de discriminer deux 

formes différentes. Nous avons déjà déterminé dans le chapitre 2.4 des résultats le centre 

des champs récepteurs pour les pixels du cortex visuel présents sur les plans d’imagerie 

fUS. Par la suite, il nous reste à démontrer la possibilité de détecter un phosphène d’origine 

ultrasonore. Cependant, démontrer que les animaux peuvent discriminer deux formes 
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différentes nécessitera de d’adapter les sondes 128 éléments à la stimulation ultrasonore, 

comme expliqué dans le point 3.3. Idéalement, il faudrait développer des sondes 

ultrasonores qui soient des matrices bidimensionnelles d’éléments piézoélectriques. Le 

bénéfice serait de pouvoir disposer d’un plus grand nombre de points focaux capables de 

couvrir la zone d’expression de MscL-G22S (Fig. 32) Une telle matrice pourrait être insérée 

au sein du crâne au-dessus de la zone ciblée et protégée par un matériau protecteur. 

Certains matériaux sont déjà utilisés en clinique pour la reconstruction osseuse du crâne 

(Ozaki et al. 2017). Cette approche reste donc invasive car elle nécessite une craniotomie, 

mais elle présente l’avantage de préserver le tissu cérébral proprement dit. Enfin, la 

personne implantée avec une telle prothèse ultrasonore nécessiterait de porter des lunettes 

spéciales permettant de décoder la scène visuelle et de transmettre ces informations vers un 

récepteur capable d’activer les éléments piézoélectriques appropriés.  

 

 

 

Figure 32. Illustration conceptuelle de prothèse visuelle ultrasonore. La personne 
receveuse de la thérapie corticale sonogénétique porte des lunettes permettant de décoder 
la scène visuelle. Ces informations sont ensuite transmises vers un récepteur permettant de 
stimuler une ou plusieurs matrices ultrasonores sus-durales constituées de plusieurs 
éléments piézoélectriques couvrant la zone d’expression de MscL-G22S. Ces éléments 
permettent de stimuler simultanément V1 en différents points focaux afin de coder le 
stimulus visuel. Modifié d’après Fernandez et al., 2021. 

    

 D’autre part, des développements techniques supplémentaires doivent être effectués 

pour miniaturiser l’échographe alimentant les sondes ultrasonores. Les machines utilisées 

actuellement représentent un volume d’environ 1 m3, alors qu’il faudrait atteindre un dispositif 

d’une taille et d’un poids tels qu’une personne puisse le transporter avec elle. L’alimentation 

de ce dispositif putatif doit de plus fonctionner sur batterie et pendant une période d’au moins 

plusieurs heures.   
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 Enfin, le développement d’un système tout-ultrasonore pour le contrôle et l’imagerie 

de l’activité neuronale permettrait d’analyser les réponses consécutives aux stimulations 

sonogénétiques et si besoin de corriger le motif de stimulations sonogénétiques par machine 

learning. Une étude récente montre la possibilité chez le primate non-humain d’analyser par 

algorithme la réponse vasculaire d’un essai unique (Norman et al. 2021). Dans ces travaux, 

les chercheurs révèlent par imagerie fUS l’activité des aires intrapariétales antérieures (AIP) 

et latérales (LIP), qui sont impliquées respectivement dans la préparation des mouvements 

oculaires (saccades) et des mouvements des membres (comme pour la saisie d’un objet). 

Ces deux aires comportent en outre des cartes fonctionnelles spécifiques de la direction du 

mouvement effectué. Les deux animaux utilisés sont entraînés à effectuer des tâches qui 

leur imposent d’effectuer selon le stimulus présenté une saccade et un déplacement d’un 

joystick, vers la gauche ou la droite. En parallèle, les chercheurs ont développé un 

algorithme de machine learning qui analyse l’activité cérébrale détectée pendant la tâche et 

de l’associer au comportement effectué. Après quelques essais nécessaires à cet 

apprentissage, l’algorithme est capable de prédire correctement le comportement effectué 

par les singes, essai par essai. Cette stratégie pourrait être utilisée pour calibrer de manière 

efficace les stimulations sonogénétiques pour les patients. 

En résumé, l’ensemble de mes travaux ouvre une perspective de validation 

physiologique et comportementale de la thérapie corticale sonogénétique chez le primate 

non-humain. L’application de cette thérapie de restauration visuelle chez l’Homme 

nécessitera de cartographier fonctionnellement chez chaque patient la zone de V1 où 

injecter le vecteur viral responsable de l’expression du canal mécanosensible. Des travaux 

supplémentaires pour déterminer les volumes de vecteur viral à injecter et / ou pour 

développer des vecteurs viraux plus efficaces demeurent nécessaires. Enfin, l’application de 

cette stratégie nécessitera le développement de matrices ultrasonores sus-durales capables 

d’être implantées dans le crâne des patients, au-dessus de la zone d’expression du canal 

mécanosensible.  
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After revolutionizing neuroscience, optogenetic therapy has entered successfully in
clinical trials for restoring vision to blind people with degenerative eye diseases, such as
retinitis pigmentosa. These clinical trials still have to evaluate the visual acuity achieved
by patients and to determine if it reaches its theoretical limit extrapolated from ex
vivo experiments. Different strategies are developed in parallel to reduce required light
levels and improve information processing by targeting various cell types. For patients
with vision loss due to optic atrophy, as in the case of glaucoma, optogenetic corti-
cal stimulation is hampered by light absorption and scattering by the brain tissue. By
contrast, ultrasound waves can diffuse widely through the dura mater and the brain
tissue as indicated by ultrasound imaging. Based on our recent results in rodents, we
propose the sonogenetic therapy relyingon activationof themechanosensitive channel
as a very promising vision restoration strategy with a suitable spatiotemporal resolu-
tion. Genomic approaches may thus provide efficient brain machine interfaces for sight
restoration.

Introduction

Optogenetics is a recent technique to control
or to monitor neural activity with light that can
be achieved by the genetic introduction of light-
sensitive proteins into the targeted cells.1–3 This
concept of optogenetics has followed the initial
discovery of optogenetic actuators like channel-
rhodopsin (ChR),4–6 halorhodopsin,7 and archaer-
hodopsin (Arch),8 which can modify the membrane
potential of excitable cells and thus the activity of
neurons. Similarly, sonogenetic therapy has been
proposed to control neuronal activity by ultrasound

waves following the genetic expression of an
ultrasound-sensitive protein in neurons.9,10 Although
optogenetics has already revolutionized the field of
neurosciences, sonogenetic neuromodulation has only
recently emerged. This review will focus on optoge-
netic and sonogenetic therapies as approaches for
vision restoration in blind people. Optogenetic therapy
was recently assessed in a blind patient, provid-
ing the first evidence for partial functional recov-
ery of vision through this novel strategy,11 whereas
sonogenetic therapy was only tested in rodents.12

However, both therapies offer great hopes for restor-
ing some useful sight addressing different types of
blindness.

Copyright 2022 The Authors
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Optogenetic Vision Restoration at Retinal
Level

In the past 2 decades, retinal prostheses have made
great steps ahead from the perception of light to
rendering the possibility to read. The retinal prosthesis
PRIMA (Pixium Vision, Paris, France) provides today
the best restored visual acuity in blind patients. This
retinal prosthesis has been tested in patients affected
by dry age-related macular degeneration allowing a
prosthetic visual acuity between 20/460 and 20/565 in
4 patients with the ability to fuse the central infrared
artificial vision and the natural peripheral vision.13,14

Despite potential improvements in this technology,
it will be very difficult to reach a single cell resolu-
tion. By contrast, optogenetic therapy could allow a
cellular resolution by rendering residual neurons in
the retina sensitive to light. This alternative solution
was first proposed by the team of Zhao Pan. They
first showed that channelrhodopsin2 (ChR2) can be
expressed in the retinal ganglion cells of rd1 mouse
after the complete loss of photoreceptors, allowing
retinal ganglion cells to respond to light.15 Studies
in dystrophic Royal College of Surgeons (RCS) rats
also confirmed that light sensitivity can be restored
through expression of ChR2 in retinal ganglion cells
after complete photoreceptor degeneration.16,17 Subse-
quently, this approach was applied to marmoset retina
with success18 and immediately translated to the
clinical trial NCT02556736. No result has yet been
published since the project started in 2015.

Following these initial studies, we have evaluated
the possibility to express the microbial opsin with
improved light sensitivity CatCh19 in retinal ganglion
cells of non-human primates and demonstrated the
advantages of a selective promoter.20 This optoge-
netic tool could potentially restore a theoretical visual
acuity of 20/72.21 However, because microbial opsins
require very high light intensities, we were concerned
about using either ChR2 or its derived protein, CaTCh,
which are both blue light sensitive. Indeed, we recently
showed that neurons, such as photoreceptors, can
be destroyed by blue light, likely due to the blue
light absorption of porphyrins in their mitochon-
dria.22 We therefore assessed the efficacy of two differ-
ent red-shifted opsins, ReachR and ChrimsonR, to
activate retinal ganglion cells.23,24 We finally opted
for ChrimsonR, which is the most red-shifted opsin25

and selected the optimal AAV2-7m8 viral vector to
optimize its expression in primates.24 Surprisingly, our
study showed that the highest efficacy and likely highest
protein expression was obtained for the fused protein
with a red fluorescent reporter gene, ChrimsonR-
tdTomato.24 We then demonstrated that in vivo optoge-
netic activation of retinal ganglion cells expressing

ChrimsonR-tdTomato can activate the primate visual
cortex,26 whereas others reported the in vivo activa-
tion of the primate retinal ganglion cells at the
retinal level.27 Following these non-human primate
studies, this strategy was brought into the clinical trial
(NCT03326336) aiming at evaluating the safety and
tolerability of ChrimsonR-tdTomato delivered by the
AAV2-7m8 vector in subjects with retinitis pigmentosa.
It has recently been shown that, after 14 years of blind-
ness, a patient affected by retinitis pigmentosa recov-
ered some partial vision.11 More patients participat-
ing in this clinical trial were now found to have some
partially restored vision with this optogenetic strat-
egy relying on the GS030 product from the company
GenSight Biologics. Patients are wearing goggles to
convert the visual scene into a 600 nm image using
an asynchronous camera, which enabled us to model
at a millisecond precision the activity of the retinal
ganglion cells.28

Others have similarly created an image converter29

to enter into a clinical trial (NCT04278131) with
another microbial opsin named Chronos,25 a strat-
egy developed by the company Bionic Sight LLC.
Another approach has combined several microbial
opsins (ChR2, ReaCh, and C1V1) to generate the
multicharacteristic opsin (MCO1) with a white light
sensitivity and apparently the need for lower light
levels.30–32 This approach was assessed in a dog32 prior
to the recent development of a clinical trial with the
company Nanoscope Therapeutics (NCT04945772).

Retinal ganglion cells are characterized by a large
anatomic and functional diversity resulting in different
light responses, which cannot be reproduced simulta-
neously and individually in each cell type by optoge-
netics. All retinal ganglion cells become ON cell types
indifferently from their original cell types. To offer
more variability, several strategies were proposed to
target cells at a higher level in the retinal information
processing sequence. For instance, bipolar cells were
targeted to express ChR2 using a specific promoter33

through adeno-associated viral vector (AAV) deliv-
ery.34 We35 and others36 observed that optogenetic
activation of bipolar cells could restore the ON and
OFF responses in retinal ganglion cells using ChR2
and CatCh, respectively. The optimal strategy would
be to reactivate “dormant” cone photoreceptors when
they remain despite a loss of their natural photo-
sensitivity.37,38 Complex information processing can
be restored in such conditions but a limited number
of patients affected by retinal dystrophies retain such
dormant non-photosensitive photoreceptors.37

As microbial opsins require very high light inten-
sities and they could potentially induce a negative
immune response, various laboratories have expressed
mammalian opsin ectopically to restore vision.
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Melanopsin was the first opsin to be targeted in retinal
ganglion cells because this opsin is already present in a
small population of intrinsically photosensitive retinal
ganglion cells with non-visual functions.39 This opsin
rendered all transfected retinal ganglion cells intrinsi-
cally sensitive to light but such melanopsin-expressing
cells acquired light responses similar to those of intrin-
sically photosensitive retinal ganglion cells that are
lasting for minutes, a dynamic incompatible for vision.
Then, rhodopsin was expressed in residual neurons
of the inner retina providing light responses at very
low light levels but with a light onset developing over
seconds.40,41 Cone opsin provided faster kinetics as
cone response kinetics are also faster than those of
rods.42 The later project will be developed by Novar-
tis after its acquisition of the start-up, Vedere Bio.
These surprising studies relying on such ectopically
expressed mammalian opsins demonstrated that they
can hijack metabolic pathways of other G proteins
leading to ionic channel activation. Aside from natural
mammalian opsins, ON-bipolar cells were also targeted
for expressing Opto-GlumR6, a chimeric protein
combining an opsin to the metabotropic glutamatergic
receptor.43 This strategy is now followed by Novartis
after acquiring the start-up Arcos Medical. Another
engineered photoactivatable G-protein coupled recep-
tor, SNAG-mGluR2, evoked OFF responses in retinal
ganglion cells of the blind retina.44 Combined expres-
sion of two engineered proteins, SNAG-mGluR2 and
LiGluR, generated both ON and OFF responses in
different retinal ganglion cells.44

Finally, optogenetic gene therapy was also
combined with cell therapy because photorecep-
tors generated from induced pluripotent stem cells are
not yet able to generate active photosensitive outer
segments. This strategy is appealing as it enabled
us to transplant active photoreceptors in advanced
states of retinal degeneration. Transplantation of
engineered photoreceptors expressing inhibitory
microbial opsins restored visual responses and behav-
ior in blind animals.45,46

Cortical Visual Restoration

For diseases leading to blindness following the loss
of the optic nerve, cortical visual prostheses were devel-
oped in the 1960s by Brindley and Lewin with success
in eliciting phosphenes in the visual field47 allow-
ing Braille reading.48,49 However, the recovered sight
tended to fade away in many patients. More recently,
the novel cortical prosthesis, Orion from the company
2nd Sight, showed form recognition by sequential
stimulation of the visual cortex with surface electrodes
(500 μm) spaced every 2 mm.50 In parallel, other

studies have shown that smaller currents are needed for
stimulating the cortex in depth.51 As a consequence,
the penetrating electrodes of the Utah arrays enabled
primates to recognize letters in a more dynamic way.52

These experimental investigations were confirmed in a
clinical trial with blind patients.53 Nonetheless, such
penetrating electrodes have also been shown to lose
their stimulation efficacy with time.54 These results on
cortical visual prostheses have justified the search for
a distant non-contact neuronal activation of cortical
neurons.

Optogenetic therapy appeared as an obvious non-
contact alternative for the distant activation of corti-
cal neurons from the brain surface. Expression of
a microbial opsin in the visual cortex was found to
activate cortical neurons even in the cortex depth
following surface illumination of the brain.55–57 In
non-human primates, this cortical activation produced
visual saccades toward the corresponding point in
the visual field55,56,58 and was able to elicit activ-
ity in other visual areas as indicated by functional
magnetic resonance imaging (fMRI).58 More subtle
changes were described, such as an increased sensitiv-
ity to the stimulus orientation, only when the optoge-
netic stimulation was applied on a column with an
orientation selectivity close to that of the stimulus.59,60

Furthermore, optogenetic activation of single ocular
dominance columns generated preferential activation
of nearby same-eye columns.60 Neuronal inhibition
using ArchT opsin led instead to the partial suppres-
sion of visually-evoked responses and shifted the
psychometric curves associated with the discrimination
of visual stimuli based on their luminance.61 Again,
the psychometric curves were shifted only when the
location of the visual stimulimatched the receptive field
of the stimulation.

For future clinical applications, it should be consid-
ered that deep brain optogenetic stimulation is diffi-
cult due to light absorption and scattering in the
brain tissue,62 thus rendering optogenetic applica-
tions to non-human primates uncommon compared
with rodents.63 In addition, complex visual tasks
require at least 600 pixels, as demonstrated for
locomotion, face recognition, and text reading.64–66

A pioneering study demonstrated the feasibility to
use a chronically implanted surface LED array
as a light source in nonhuman primates.61 Other
investigators have proposed invasive light guide or
penetrating LED arrays.67–70 These optical devices
become highly invasive losing thereby the promise
of optogenetics for distant non-contact activation
of neurons.

In a recent study, we have proposed to use
ultrasound waves instead of light to activate
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cortical neurons following targeted expression of a
mechanosensitive ionic channel. This strategy of ultra-
sound activation of neurons was named sonogenetics,
as it relies on the genetic expression of a mechanosen-
sitive protein coupled to the ultrasound stimulation.
Ultrasound waves are well known to propagate into
the tissue depth and even deep into the non-human
primate visual cortex, as it has been demonstrated
in our study by brain cortical functional ultrasound
imaging.71 Some neurons can be naturally sensitive
to ultrasound waves and ultrasound neuromodu-
lation was developed by different laboratories.72–78

This ultrasound sensitivity appears to rely on differ-
ent proteins from the two-pore-domain potassium
channel family expressed in neurons,79 namely the
MEC-4 ionic channel in Caenorhabditis elegans80

and the mechanosensitive ionic channel Piezo1.81

Unfortunately, these ultrasound stimulations can
generate refractory periods78 and hemorrhages due
to the required high ultrasound energies.82 To reduce
these unwanted effects, various proteins have been
expressed ectopically in neurons to render them ultra-
sound sensitive. These ultrasound sensitive proteins
include the auditory-sensing Prestin protein,83,84 the
TRP-4 ionic channel,85 the TRPV1 ionic channel,86

and the mechanosensitive large conductance ionic
channel MscL.87–89 All the in vivo studies using
these proteins showed temporal resolution requir-
ing several hundred milliseconds to a second for
developing the response, which is too slow for visual
restoration.83–86,89 We therefore investigated if a
mechanosensitive protein can generate a sonogenetic
activation with a spatiotemporal resolution compat-
ible with visual restoration. We have shown that the
G22S mutated version of the MscL ionic channel
displaying an increased sensitivity to ultrasound
stimulation can be reliably expressed in neurons of
the visual cortex providing a millisecond temporal
resolution and a spatial resolution in the 100 μm
range when applying 15 MHz ultrasound waves at
safe energies.12 We have also observed in a behav-
ioral test that the ultrasound sonogenetic activation
of the visual cortex is perceived as a light flash.12

These original results provide the first evidence that
sonogenetic therapy could provide a safe strategy
for restoring partial sight in blind patients following
optic atrophy in diseases like glaucoma or diabetic
retinopathy. Sonogenetic therapy may thus become a
brain machine interface for restoring vision and other
neuronal applications with a stimulation of distant
deep brain structure realized without contact from
a device standing above the dura mater following a
local AAV injection to target the MscL expression in
a selected neuronal population based on a specific cell
promoter.

Conclusions

Genomic strategies based on gene therapy express-
ing ectopically photosensitive and mechanosensitive
ionic channels may provide high resolution brain-
machine interfaces. Optogenetics is already in clinical
trials with results demonstrating restored partial vision
in patients affected by retinitis pigmentosa. Further
analyses are needed to assess if patients can reach the
theoretical visual acuity (20/72) estimated in ex vivo
studies on the non-human primate retina. The results
of ongoing clinical trials will thus decide if optoge-
netics can provide a convincing alternative to retinal
prostheses for restoring vision. Similarly, sonogenetic
therapy offers an alternative to cortical prostheses for
a deep non-contact cortical stimulation from above
the dura mater. Further studies are needed to evalu-
ate the safety and efficacy of this strategy prior to
launching clinical trials. Despite these current limita-
tions, the results of our study suggest that sonogenet-
ics holds great hope for a novel generation of brain
machine interface for cortical visual restoration and
other neurological applications.
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In vivo optogenetic stimulation
of the primate retina activates the visual
cortex after long-term transduction
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Over the last 15 years, optogenetics has changed fundamental

research inneuroscience and is nowreaching toward therapeutic

applications. Vision restoration strategies using optogenetics

are now at the forefront of these new clinical opportunities.

But applications to human patients suffering from retinal dis-

eases leading to blindness raise important concerns on the

long-term functional expression of optogenes and the efficient

signal transmission to higher visual centers. Here, we demon-

strate in non-human primates continued expression and func-

tionality at the retina level �20 months after delivery of our

construct. We also performed in vivo recordings of visually

evoked potentials in the primary visual cortex of anesthetized

animals. Using synaptic blockers, we isolated the in vivo cortical

activation resulting from the direct optogenetic stimulation of

primate retina. In conclusion, our work indicates long-term

transgene expression and transmission of the signal generated

in the macaque retina to the visual cortex, two important fea-

tures for future clinical applications.

INTRODUCTION
Repairing sensory impairments has always been an overarching goal
in medicine. In the particular case of vision loss, considerable progress
has been achieved in recent years through the development of various
therapeutic strategies, such as retinal prostheses,1–4 stem cell trans-
plantation,5–8 and optogenetic therapies.9–21 All these approaches
aspire to restore retinal visual information. Microbial opsin-based
optogenetics is one of the most promising of these approaches. It
involves the expression of light-sensitive ion channels in preserved in-
ner retinal neurons, restoring the intrinsic light sensitivity of the path-
ological retina in several types of ocular disease.

In inherited forms of retinal degeneration, such as retinitis pigmen-
tosa (RP), the retinal degeneration is progressive, beginning with
retinal pigment epithelium (RPE) or photoreceptors dysfunction,
and possibly causing complete blindness.22 The choice of target cell

type in the retinal circuit should take into account the potential for
translation into clinical applications and uses in patients. The acces-
sibility of the targeted cell population and the maintenance of its
structure and integrity after the onset of retinal degeneration are
key features. Since the first use of optogenetics to restore vision in
blind mice through the expression of channelrhodopsin-2 (Chr2) in
retinal ganglion cells (RGCs),10 many other studies have been con-
ducted, targeting different cell types in the retina: photoreceptors,14,23

bipolar cells,18,19 or RGCs.9,10,15,17,20 Importantly, in diseases such as
age-related macular degeneration and RP, the RGCs remain well-pre-
served during the process of retinal degeneration, even at late stages of
the disease, after the death of the photoreceptors.24 Various models,
including rodents, non-human primates (NHPs), postmortem hu-
man retina, and human induced pluripotent stem cells, have been
used for investigations of optogenetic approaches, with promising
results.7,10,17,23

Primates are a pertinent animal model for preclinical validation of op-
togenetic therapeutic approaches25 because they share essential
anatomical features and a similar organization of visual pathways
with humans. However, few studies to date have used this animal
model for investigations of the potential of optogenetic therapy for
the retina. For example, several opsins targeting RGCs have been
tested in ex vivo preparations, including the microbial opsin chan-
nelrhodopsin-2 in marmosets9 and CatCh, ReaChr, and ChR-tdT
in macaques.11,15,17 All these opsins were found to be functional in
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RGCs. Furthermore, the optogenetic responses of RGCs in vivo have
been recorded with calcium imaging after photoablation of the pho-
toreceptors in the macaque foveal region.20 However, none of these
studies has shown that the propagation of optogenetic activation
from RGCs to higher visual centers, such as the primary visual cortex,
was possible. Such experiments on retinal optogenetic approaches
have been performed only in rodents and have shown that the opto-
genetic activation of transduced retinae induces specific visual evoked
responses (VEPs) in the visual cortex.14,15,18,26,27 Moreover, specific
cortical responses were recorded following the activation of RGCs
by photovoltaic subretinal implants in rats.28 A recent study on pri-
mates fitted with subretinal implants showed that these prostheses
induced some behavioral responses.2 However, to our knowledge,
no study to date has demonstrated the transmission of information
to higher visual areas following activation of the optogenetically
transduced retina in primates. But a recent study in human patients
with Leber congenital amaurosis associated with RPE65 gene defi-
ciency and treated with subretinal injection of an adeno-associated vi-
rus (AAV) vector has shown cortical activation along visual pathways
during fRMI analysis.29

Using this approach to optogenetic therapy, we targeted the RGCs in
primate retinas through the in vivo expression of an ectopic light-sen-
sitive ion channel, ChrimsonR, coupled to the fluorescent reporter
tdTomato.17 The possible application of this strategy to blind patients
suffering from retinal dystrophies raises important concerns about
long-term functional expression to ensure efficient signal transmis-
sion to higher brain centers30 (i.e., the visual cortex). We previously
showed that the transduced retina 2 or 6 months after injection dis-
plays a high degree of spatiotemporal resolution ex vivo, compatible
with the perception of highly dynamic visual scenes at light levels suit-
able for use in humans.17 Here, we demonstrate, in NHPs, sustained
functional efficacy �20 months after the delivery of an AAV2.7m8-
ChrimsonR-tdTomato vector similar to that currently undergoing
clinical evaluation. Our results reveal a persistence of expression in
the perifovea, mediating information transfer to higher brain centers.
Indeed, we recorded visual evoked potentials (VEPs) in the primary
visual cortex of anesthetized primates in response to optogenetic
retinal activation. We used an intravitreal injection of synaptic
blockers to isolate the cortical component resulting from the in vivo

optogenetic stimulation of primate RGCs. Our findings demonstrate
the long-term functional efficacy of optogenetic therapy to restore in-
formation transfer from the retina to the brain in vivo.

RESULTS
The experiments were conducted on three monkeys (Macaca fascicu-

laris), each of them receiving, in one eye, a single intra-vitreal injec-
tion of AAV2.7m8-ChrR-tdT at a dose of 5 x 1011 vg/eye, the other
eye being kept as a control. More than 20 months later, we performed
in vivo cortical experiments to record VEPs to the retinal optogenetic
stimulation. Subsequently, �24 h after the euthanasia, we measured
directly optogenetic responses on ex vivo retinal foveal explants.
For every eye treated with ChrR-tdT, half of the retina was used for
single-cell RGC recordings and two-photon imaging, whereas the

other half was used for multi-electrode array (MEA) RGC population
recordings and later histology.

The long-term functional expression of ChrimsonR-tdTomato (ChR-
tdT) was assessed in the primate retina by ex vivo retinal recordings in
the presence of glutamate receptor antagonists (see materials and
methods), which were added to the bath solution to suppress any nat-
ural light response. Live epifluorescence images revealed a high den-
sity of transfected cells localized in the perifoveolar region, forming a
torus shape (Figure 1A), mostly in the retinal ganglion cell layer (Fig-
ures 1B and Video S1). On some of these transfected RGCs, using
two-photon live imaging, we observed small dendritic arbors, sug-
gesting that at least some foveal midget RGCs responsible for high-
acuity vision31 were expressing ChR-tdT (Video S1). Light sensitivity
and temporal dynamics were measured, at the single-cell level, with
the two-photon guided patch-clamp technique, on ChR-tdT-positive
cells (Figure 1C). We found that the mean normalized photocurrent
response increased significantly with increasing light intensity (Fig-
ure 1D, top), reaching a value of 143.6 ± 47.4 pA (n = 12) at a light
intensity of 3 x 1017 photons.cm�2.s�1. In the loose-patch recording
configuration, firing rate displayed a similar dependence on light level
(99.03 ± 7.59 Hz, n = 32 cells), also peaking at a light intensity of 3 x
1017 photons.cm�2.s�1 (Figure 1E, right). We then showed that the
highest frequency responses were obtained for light stimuli at
575 nm (Figure 1F), corresponding to the excitation peak of Chrim-
sonR (590 nm).32 We obtained reliable firing bursts with fast dy-
namics during the measurement of RGC responses to stimuli of
increasing durations (20 ms–4 s, n = 9; Figure 1G) or various flicker
frequencies (10 repeats in full duty cycle) up to 28 Hz (n = 9; Fig-
ure 1H). These results demonstrate the ability of these engineered
cells to follow and resolve short, long, and fast light stimulations accu-
rately up to frequencies very similar to the video-rate frequencies
(�25 Hz) required for fluid movement perception and compatible
with the limits for flicker perception reported for humans.33

In parallel, we used MEA recordings to investigate the responsiveness
of the cell population in the transfected area (Figures 2 and S2). A
large proportion of the perifovea contained a high density of ChR-
tdT-expressing cells, as indicated by counting tdTomato-positive cells
on projections of confocal stacks (Figures 2A and 2B). The MEA chip
(Figure 2C, top left) covered a large area of the hemifoveal retina flat
mounts, making it possible to take recordings for a large proportion of
the transfected RGCs (Figure 2C, bottom left; Figure S2A). Figures 2C
(right) and S2C show the global recorded activity for RGCs, repre-
sented as the firing rate of 256 sites over a period of 4 s in response
to a 2-s flash of light. We performed 10 recordings in total, at a wave-
length of 595 nm and a light intensity of 7 x 1016 photons.cm2.s�1

(Figure 2C, right). A large proportion of the recording sites were
responsive, and the response observed was correlated to the degree
of optogene expression, as determined by measuring tdTomato re-
porter fluorescence. Overall, in the two retinas for which we were
able to obtain spontaneous activity, 45.5% of all active recording sites
were also responsive to light stimulation (172 of 378 active sites; Fig-
ure 2D). We performed MEA recordings as a function of light
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intensity (Figure 2E). The results obtained were very similar to those
obtained with the single-cell technique (Figures 1D and 1E). Indeed,
the threshold light intensity for a response was found to be 9 x 1015

photons.cm2.s�1. We then analyzed MEA responses as a function
of stimulus duration (Figure 2F), at an intensity of 7 x 1016 photo-
ns.cm2.s�1. In the two retinas tested, cells responded to stimuli with
a duration of at least 5 ms, but not to stimuli of shorter duration.

In living animals, we then investigated whether the optogenetic stim-
ulation of these transfected RGCs could activate the visual pathway

in vivo. To this end, we recorded VEPs in response to different visual
stimuli presented to the anesthetized animals during short-term ex-
periments (Figure 3A). In this way, we were able to compare VEP re-
sponses before and after the intravitreal injection of synaptic blockers
(2,3-piperidine dicarboxylic acid [PDA] and L-(+)-2-amino-4-phos-
phonobutyric acid [L-AP4]) into both eyes (Figure 3B) to block nat-
ural retinal responses to light.34 The kinetic of action for the two
blockers was first determined by a control electro-retinogram
(ERG) experiment on a naive animal (Figure S3) that showed a com-
plete suppression of the ERG’s b-wave in 40 min that lasted 24 h.
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Figure 1. Long-lasting expression of the optogene in the macaque perifoveal ring and two-photon guided single-cell recordings

(A) Epifluorescence image of an ex vivo primate hemifovea expressing tdTomato-ChrimsonR (perifoveal ring) 20months after the injection of AAV2.7m8-ChR-tdT at a dose of

5 x 1011 vg/eye. (B) Examples of two-photon images of tdTomato-positive cells in the retinal ganglion cell layer; the left panel represents the retinal area taken in the dotted

square shown in (A), while the right panel shows an example from another transduced retina at higher magnification. (C) Combined infrared and epifluorescence image of

tdTomato-expressing fluorescent cells during single-cell recordings with a glass electrode (patch-clamp or extracellular recordings). (D) Photocurrent response as a function

of the intensity of the light stimulus in transfected retinal ganglion cells 20 months post injection, and comparison with earlier time points. Example of photocurrents (top)

recorded in cells stimulated with light at 595 nm for 250ms at intensities of 5.8 x 1014 to 3.2 x 1017 photons.cm2.s�1. Normalized intensity curve (bottom) for 12 patched cells.

(E) Peak responses for photocurrent (left, patch-clamp data, n = 12 cells) and firing rate (right, extracellular recordings, n = 32 cells) recorded in RGCs for a light stimulus at a

wavelength of 595 nm and an intensity of 3.2 x 1017 photons.cm2.s�1. Long horizontal black lines represent the mean ± SEM. (F) Spectral tuning. RGC response (raster plot

and firing rate) as a function of the stimulus wavelength tested, for wavelengths between 400 and 650 nm (n = 3 cells). The peak response (asterisk) was observed at 575 nm.

The black curve represents the mean cell response. (G) RGC response as a function of stimulus duration. Raster plot (bottom) for nine cells and firing rate (top), with stimuli of

increasing duration, from 20 ms to 4 s. The black curve represents the mean cell response. (H) Temporal resolution. RGC activity as a function of stimulation frequency,

represented as a raster plot (bottom) and firing rate (top), for 10 flicker repeats at frequencies from 2 Hz to 28 Hz (n = 9 cells). The black curve represents the mean cell

response.
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Figure 2. Expression and functionality: Multi-electrode array recordings

(A) Projection of confocal stack stitches (20� objective) showing the perifoveal area of M1 retina 20 months after treatment with a vector dose of 5 x 1011 vg/eye (left). ChR-

tdT-expressing cells are shown in red, and the nuclei (in blue) are stained with DAPI. Scale bar: 200 mm. (Right) higher magnification image (60� objective). Scale bar: 10 mm.

(B) Density map of ChR-tdT-positive RGCs for the hemifovea shown in (A). (C) Hemifovea RGC population recordings with an MEA (monkey M1). Top left, infrared view of the

hemifovea with a 256-site MEA placed on the side of the RGC layer. Bottom left, epifluorescence image of the same retina showing tdTomato-ChrimsonR fluorescence.

Right, global representation of the recorded RGC activity (firing rate) of the 256 sites during a 4-s period, with the application of a 2-s flash of light (at a wavelength of 595 nm).

Right, inset, raster plot (bottom) and spike density function (top) of a representative recording site with 10 repeats. The dotted squares represent the MEA borders, the blue

curves represent the approximate limits of ChrimsonR-tdTomato expression (half-donut shape), and the asterisks represent the center of the fovea. (D) Proportion of

responsive versus non-responsiveMEA electrodes for the retinae of the two primates (NHPsM1 andM2). (E) Firing rate (top) of 118 responsive electrodes (monkeyM1 shown

as an example) as a function of light stimulus intensity (black curves) andmean response intensity curve for these neurons (bottom). The asterisk represents the threshold light

intensity for the elicitation of light responses. Light intensities of between 1 x 1014 and 7 x 1016 photons.cm2.s�1 were tested. (F) Firing rate (top) of RGCs shown in (F) as a

function of stimulus duration (black curves), and the mean population response curve (bottom). The asterisk represents the threshold light duration required to elicit light

responses. Stimulus duration ranged from 1 ms to 2000 ms.
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With the synaptic block, light stimulation directly activates the engi-
neered cells rather than the normal retinal pathway. In monkey M1,
before the injection of the blocker, both VEP responses (black curves)
were similar after stimulation of the ChR-tdT-expressing eye with an
orange LED (595 nm, ChR-tdT eye, left panel) and for stimulation of

the control eye (right panel), confirming that the sequence of orange
flashes in both eyes activated the visual pathway naturally. After the
intravitreal injection of synaptic blockers and stimulation of the eye
with the same orange LED, we noted major changes in the shape of
the recorded VEP. The VEP responses of the ChR-tdT-expressing
eye (Figure 3B, orange traces) were characterized by an early positive
phase (21 ms, orange arrow) and a late, sustained negative phase.
Interestingly, stimulation of the control eye resulted in a stable
recording, with no early positive or subsequent negative phase.
Similar results were obtained with a second animal (monkey M2; Fig-
ure 3C), with an early peak response at 24 ms. The latency of the first
positive peak was 21–24 ms for both animals, which is much shorter
than the latencies classically reported for natural VEP components
(positive components occur at 50–81 ms) and observed here. These
data are consistent with the notion that these VEP responses in the
visual cortex were elicited by the direct activation of ChR-tdT-ex-
pressing RGCs.

We then investigated the effects of several parameters, such as the
light intensity and frequency of the orange LED, on VEP responses
for both treated and control eyes (Figure 4). The amplitude of positive
peak responses increased proportionally to light intensity (from 43 to
152 mV for monkeyM1 and from 121 to 221 mV for monkeyM2), and
the peak latencies of these responses decreased with increasing light
intensity (Figure 4B); from 82 to 24 ms for monkey M1 and 28 to
24 ms for monkey M2). No significant VEP response was recorded
for the control eye (Figure 4C; post-blocker condition), even at
maximal light intensity, confirming that the glutamate receptor an-
tagonists used effectively abolished the natural light response. We
then recorded VEP responses in response to an orange LED flashed
at a frequency of 4 Hz (Figure 4D) and 16 Hz (Figure 4E) to confirm
that activation occurred earlier after the optogenetic stimulation of
RGCs. VEP peaks occurred more rapidly after blocker administration
(orange traces) than in the absence of blocker (black traces), with
similar time periods observed for stimulation at 4 Hz and at 1 Hz
(30–37 ms for monkey M1; Figure 3B). For monkey M2, the differ-
ence in time to VEP peak was larger at 4 Hz (82–84 ms) than at
1 Hz (�58 ms). After stimulation at 16 Hz, VEP traces followed the
train of pulses both before and after the injection of synaptic blocker.
Although mean amplitudes of VEP responses were similar for stimu-
lations at 1 Hz and 4Hz, they decreased drastically after stimulation at
16 Hz for both animals (Figure 4F). No such activation was observed
following stimulation of the control eye, in either of the animals stud-
ied (Figures 4D and 4E; control eyes). These results demonstrate that
optogenetic activation of the retina can trigger a transfer of informa-
tion to higher visual centers, providing additional support for the po-
tential of ChR-tdT for future therapeutic applications.

DISCUSSION
We previously showed that a single intravitreal injection of
AAV2.7m8.CAG.ChrimsonR-tdT can efficiently target the foveal re-
gion of the retina, especially foveal midget RGCs,17 which are respon-
sible for high-acuity vision.31 Using ex vivo live imaging and histol-
ogy, we show here that expression persists in cells in the perifovea
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region more than 20 months after the injection, and we demonstrate,
with electrophysiological recordings, that these transfected RGCs
remain functional, displaying rapid, robust responses. Previous
studies based on ex vivo retinal recordings in NHP models have
demonstrated efficient optogene expression for up to 6 months,9,15,17

and a study based on retinal imaging in vivo extended this functional
window up to 14 months.20 This maintenance of activity so long after
the injection is consistent with the notion that gene therapy can lead
to long-term gene expression. Furthermore, despite the absence of

immunohistopathological results in our dataset, it provides additional
evidence that the microbial opsin ChR-tdT does not induce an im-
mune response that might eventually destroy the engineered RGCs.
Indeed, the RGC responses were in a range similar to that recorded
in our initial experiments,17 and transfected cell density was also at
similar levels. However, given the small number of replicates in this
study and the considerable inter-subject variability previously
observed after 2 or 6 months, it is difficult to make quantitative com-
parisons with earlier expression time points.
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We demonstrate here, through in vivo VEP recordings, that the selec-
tive stimulation of transfected RGCs induces specific cortical re-
sponses. Based on our retinal observations, we can interpret these
VEP recordings as reflecting the activation of cortical neurons due
to the direct functional optogenetic activation of RGCs, leading to
the synaptic transfer of information to cortical neurons. All previous
studies on optogenetic RGC activation in the primate retina were per-
formed on RGCs either ex vitro9,15,17 or in vivo.20 The recorded rates
of RGC firing activity and the reported increases in calcium indicator
fluorescence were highly suggestive of potential information transfer
to the higher visual centers, but no experimental demonstration for
the existence of this communication was provided. While our phar-
macological blockers treatment does not recapitulate the extent of
retinal degeneration diseases (i.e., cell loss and aberrant neuronal con-
nectivity), it does cancel VEP recorded in control eyes and reveals the
specific VEP responses elicited by direct optogenetic activation of
RGCs in treated eyes. Here, by blocking the glutamatergic synaptic
transmission in the retina, the optogenetic VEP responses had an
earlier peak response than in normal VEPs. Such early cortical re-
sponses were recorded in blind rodents during optogenetic activation
of either the dormant cones,14 the bipolar cells,18,19 or the RGCs.15,27

This short VEP latency, recorded in absence of the photoreceptors
signal transmission, does not fit with intrinsically photosensitive
RGC (ipRGC) kinetic characteristics. Indeed, melanopsin-driven
RGC light responses are consistently slower.34 Although we cannot
exclude a potential contribution of ipRGCs in our recordings, since
blockers should not have a significant impact on these cells,35 the
short VEP response latencies observed are most likely the signature
of direct optogenetic stimulation within the inner retina. The optoge-
netic activation would occur more rapidly than natural responses, due
to the relative slowness of the phototransduction cascade and of syn-
aptic information transfer between the different retinal layers. We
showed that cortical VEP responses increased with light intensity.
This result is highly consistent with the RGC spike recording on
the isolated retina, with a clear relationship between RGC activity
and light intensity. Given the high light levels used in our VEP exper-
iments, the observed increases in VEP peak amplitudes with
increasing light intensity are consistent with an optogenetic origin,
because any residual natural light responses would be fully saturated
at such light intensities. Finally, these VEP recordings show that op-
togenetic responses can follow frequencies of at least 16 Hz, as ex-
pected from the high temporal resolution achieved with RGCs in
ex vivo single-cell recordings (Figure 1H). All these VEP recordings
validate the therapeutic potential of ChR-tdT for restoring vision in
blind patients.

If the recorded signal in the cortex is most probably of optogenetic
origin, it is hard to estimate the degree of information it carries.
The waveform of the signal is very different from the control
recording and shows a simpler dynamic and lower amplitude. The
simple biphasic response obtained after blockade might be explained
by the functional bypass of outer retina circuitry that converts all the
RGCs expressing the optogene into ON cells, independently of their
actual type. Importantly, this also occurs with retinal electrical im-

plants restoration strategies that produce RGC excitations.1 While
deeply changing the activity output of the retina, these implants
have been shown to elicit visual responses, nonetheless.2 Concerning
the variation in VEP response amplitudes, only a portion of the fovea
RGCs are expressing ChrimsonR; as such, only a fraction of total
retinal cells contribute to the VEPs isolated under synaptic blockade
compared to pre-blocker conditions. In this regard, the decrease in
signal amplitude to light flashes under blockers in ChR-tdT eyes
compared to pre-blocker recordings is not surprising.

In conclusion, this study describes the cortical effect of an optogenetic
stimulation of the primate retina and raises hopes of long-term func-
tionality for optogenetic approaches in blind patients, who may
benefit from this therapy.36 It also opens up new avenues of research
into the neural integration and computations occurring at the cortical
level in NHPs, with a view to restoring the sensitivity of sensory or-
gans through optogenetics.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Data were collected for three captive-bornmacaques (Macaca fascicu-

laris; two males, monkey M1, monkey M2, weighing 3.2, and 3.9 kg,
respectively; one female, monkey M0, 4.1 kg). Monkeys were housed
in pairs and handled in strict accordance with the recommendations
of the Weatherall Report on good animal practice. Monkey housing
conditions, surgical procedures and experimental protocols were per-
formed in strict accordance with the National Institutes of Health
Guidelines (1996) and after validation of the European Council
Directive (2010/63/EU), and the study was approved by the French
government and institutional and regional committees for animal
care (Committee C. Darwin, registration #9013). Our routine labora-
tory procedures included an environmental enrichment program, in
which the monkeys were allowed visual, auditory, and olfactory con-
tact with other animals and, when appropriate, could touch and
groom each other.

AAV production

ChrimsonR-tdTomato was inserted into an AAV backbone plasmid.
The construct included a woodchuck hepatitis virus posttranscrip-
tional regulatory element and bovine growth hormone poly(A) se-
quences. Recombinant AAVs were produced by the plasmid
cotransfection method,34 and the resulting lysates were purified by
iodixanol gradient ultracentrifugation, as previously described.
Briefly, the 40% iodixanol fraction was concentrated and subjected
to buffer exchange with Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units.
Vector stocks were then titered for DNase-resistant vector genomes
by real-time PCR relative to a standard.37

Gene delivery

Primates were anesthetized with 10:1 mg/kg mixture of ketamine and
xylazine.We injected 100mL of viral vector suspension into the vitreous
of one eye in each animal. Following the injection, an ophthalmic ste-
roid andanantibioticointmentwere applied to the cornea. Experiments
were conducted 21, 20, and 22 months after injection for M0, M1, and
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M2, respectively. None of the treated animals displayed any sign of
photophobia or vision-related behavioral changes during housing.

Recording of VEPs

We performed in vivoVEP recordings 20 to 22 months after AAV in-
jection, during a terminal experiment in two animals (M1 and M2).
Briefly, anesthesia was induced with ketamine (0.2 mg/kg, intramus-
cular [i.m.]) and dexmedetomidine (0.015 mg/kg, i.m.) and main-
tained with alfaxan (0.1 mg/kg/, min, i.v.). The monkey was placed
in a stereotaxic frame, and heart rate, temperature, respiration and
peripheral oxygen saturation were monitored throughout the exper-
iment. Eye drops were used to dilate the pupils (0.5% tropicamide).
Lubrithal eye gel was used to maintain good corneal moisture. We
placed four electrodes in subcutaneous positions: two at each temple
and two at each occipital operculum (left and right), and we set the
high- and low-path filters to 50 Hz and 0.05 Hz, respectively, on an
RZ-2 amplifier (Tucker Davis, Alachua, FL, USA). Light stimuli
were generated with an orange LED (M595L3 from Thorlab,
595 nm) equipped with a plano-convex lens for collimation
(LA1805-A-ML, Thorlabs). The LED was positioned 3 cm away
from the eye, and the light spot was centered on the dilated pupil.
VEP responses were recorded before and after the intravitreal injec-
tion of synaptic blockers—PDA and L-AP4—used to block natural
light responses.38 We injected intravitreally 100mL of a PBS solution
containing PDA (200mM) and L-AP4 (40mM). The fascicularis
eyeball has a 2.1-mL volume of aqueous humor,39 leading, at full dilu-
tion, to a final concentration of 10 mM PDA and 2 mM LAP4. The
two eyes were injected at the same time (inside a 7-min window),
and we started recording VEPs in response to light flashes at 1–2 h
post injection and finished acquisition at +7 to +8 h. For both animals,
we started recordings responses on the control eye and then on the
injected eye (+1 or +2 to �5 h control eye, �5 to +7 or +8 h treated
eye). The eyes of the monkeys were subjected to flash stimuli at
various intensities (from 0.02 to 33.3 mW/cm2) and frequencies (1,
4, and 16 Hz). The duration of the stimuli was 200, 125, and 32 ms
for frequencies of 1, 4, and 16 Hz, respectively. We made 300 consec-
utive recordings of each VEP response and then averaged response
waveforms for each VEP measurement. VEP responses were similar
for the ipsilateral and contralateral electrodes. We therefore present
VEP responses for the electrode contralateral to the injected eye only.

Primate retina isolation and preservation

After the in vivo VEP recordings, the primates received a lethal dose
of pentobarbital. Their eyeballs were removed, perforated with a ster-
ile 20-gauge needle and placed in sealed bags with CO2 independent
medium (Thermo Fisher scientific) for transport. The retinae were
isolated, and the RPE was removed and stored as retinal explants in
an incubator for�24 h before recording. Hemifoveal retina fragments
were transferred to Neurobasal + B27 medium in polycarbonate
Transwell microporous membrane inserts (Corning) for conservation
in the cell culture incubator. These hemifoveal regions were subse-
quently used for simultaneous single-cell and MEA recordings. We
abolished all natural responses entirely, by applying pharmacological
blockers (see below).

Two-photon live imaging and single-cell electrophysiological

recordings

A custom-built two-photon microscope equipped with a 25� water
immersion objective (XLPLN25xWMP, NA: 1.05, Olympus) with a
pulsed femtosecond laser (InSight DeepSee, Newport Corporation)
was used for imaging ChR-tdT-positive RGCs. AAV-treated macaque
retinas were imaged in oxygenized (95% O2, 5% CO2) Ames medium
(Sigma-Aldrich). For live two-photon imaging, whole-mount retinas
(without the RPE attached) were placed in the recording chamber of
the microscope (ganglion cell layer side up), and images and z stacks
were acquired with the excitation laser at a wavelength of 1,050 nm.
Images were processed offline with ImageJ.

We used an Axon Multiclamp 700B amplifier for whole-cell patch-
clamp and cell-attached recordings. Patch electrodes were made from
borosilicate glass (BF100-50-10, Sutter Instruments) and pulled to 7–
9 MU. Pipettes were filled with 115 mM potassium gluconate, 10 mM
KCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM CaCl2, 1.5 mM EGTA, 10 mM HEPES,
and 4 mM ATP-Na2 (pH 7.2). We clamped the cells at a potential of
�60mV, to isolate excitatory currents. Recordingswere also performed
in the loose-patch configuration with the pipettes filled with Ames me-
dium, to record spiking activity. The retinae were dark-adapted for at
least 30 min in the recording chamber before recordings. AMPA/kai-
nate glutamate receptor antagonist, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-
dione (CNQX, 25 mM, Sigma-Aldrich), NMDA glutamate receptor
antagonist, [3H]3-(2-carboxypiperazin-4-yl) propyl-1-phosphonic
acid (CPP, 10 mM, Sigma- Aldrich), and a selective group III metabo-
tropic glutamate receptor agonist, L-(+)-2-amino-4-phosphonobutyric
acid (L-AP4, 50 mM, Tocris Bioscience, Bristol, UK) were diluted to the
appropriate concentration from stock solutions and added to the Ames
medium before recordings.

MEA

MEA recordings were obtained for retinal fragments (without the
RPE attached) placed on a cellulose membrane that had been incu-
bated with polylysine (0.1%, Sigma) overnight. Once on the micro-
manipulator, the piece of retina was gently pressed against an MEA
(MEA256 100/30 iR-ITO; Multi-Channel Systems, Reutlingen, Ger-
many), with the RGCs toward the electrodes. We measured tdTo-
mato fluorescence to check that the retina was correctly positioned
before making recordings under a Nikon Eclipse Ti inverted micro-
scope (Nikon, Dusseldorf, Germany) with the MEA system
mounted on the stage. The retina was continuously perfused with
Ames medium (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) bubbled with 95%
O2 and 5% CO2 at 34�C, at a rate of 1–2 mL/min during experi-
ments. AMPA/kainate glutamate receptor antagonist, 6-cyano-7-ni-
troquinoxaline-2,3-dione (CNQX, 25 mM, Sigma-Aldrich), NMDA
glutamate receptor antagonist, [3H]3-(2-carboxypiperazin-4-yl)
propyl-1-phosphonic acid (CPP, 10 mM, Sigma- Aldrich), and a se-
lective group III metabotropic glutamate receptor agonist, L-(+)-2-
amino-4-phosphonobutyric acid (L-AP4, 50 mM, Tocris Bioscience,
Bristol, UK) were diluted to the appropriate concentration from
stock solutions and added to the bath through the perfusion system
for 10 min before recordings. Action potentials were identified on
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the filtered electrode signal (second-order high-pass Butterworth,
cutoff frequency 200 Hz), with a threshold of 4 times the SD of
the signal. Spike density function was calculated, averaged over
repeat stimulations, and used to determine the maximal firing
rate over a time window corresponding to the duration of the stim-
ulus plus 50 ms. In comparisons of responses between light inten-
sities, we calculated, for each electrode, the added firing rate as the
maximal firing rate minus the spontaneous firing rate for the elec-
trode concerned, which was calculated as the mean firing rate in the
2 s before stimulation.

Photostimulation for ex vivo experiments

For single-cell electrophysiological recordings, full-field photostimu-
lation was performed with a Polychrome V monochromator
(Olympus, Hamburg, Germany) set to 595 nm (±10 nm), and output
light intensities were calibrated and ranged from 5.8 x 1014 to 3.15 x
1017 photons.cm2.s�1. For spectral sensitivity experiments, stimula-
tion wavelengths between 400 and 650 nm were tested, in 25-nm
steps. For flicker stimulation, 10 repeats were used in full duty cycle,
at frequencies ranging from 2 Hz to 28 Hz. For MEA recordings, full-
field light stimuli were applied with another Polychrome V mono-
chromator set to 595 nm (±10nm), driven by a STG2008 stimulus
generator (MCS). Output light intensities were calibrated and ranged
from 1.37 x 1014 to 6.78 x 1016 photons.cm2.s�1. For intensity curves,
we used 2-s flashes at five intensities (1.37 x 1014, 6.56 x 1014, 2.34 x
1015, 8.82 x 1015, 6.78 x 1016 photons.cm2.s�1), each repeated 10
times, with a 5-s interval between stimuli. For the duration of stimu-
lation assay, we used 12 different durations (ranging from 1 to
2000 ms), each repeated 10 times, with a 5-s interval between stimuli.
Calibrations were performed with a spectrophotometer (USB2000+,
Ocean Optics, Dunedin, FL).

Confocal imaging and quantification

After MEA experiments, the tissue was recovered and fixed by incu-
bation with 4% paraformaldehyde for 30 min at room temperature,
rinsed with PBS, and stored at 4�C in sodium azide solution. Hemi-
foveas were then mounted in Vectashield containing DAPI
(H-1000, Vector Laboratories) on slides and covered with a coverslip
(18 � 18 mm, Biosigma), using a 100-mm spacer (Secure-seal space
S24735, Thermo Fisher Scientific), which was sealed with nail polish.
The retinas were imaged on an inverted confocal microscope (Fluo-
view 1200, Olympus), with a 20� objective (UPLSAPO 20XO, NA:
0.85, Olympus), voxel sizes of 0.265–0.388 mm/pixel in the x and y di-
rections and 1.64 mm/pixel in the z direction. For each hemifovea, we
recorded multiple stacks and reconstituted an automatic stitch (10%
overlap). Using Td-tomato fluorescence, we performed manual 3D
counts of the transfected cells in ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij)
with the cell counter plugin. The results were then processed with
custom-developed MATLAB analysis software for the calculation of
local density.

SUPPLEMENTAL INFORMATION
Supplemental information can be found online at https://doi.org/10.
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Supplementary Data 

Fig. S1. Movie. 2-Photon live imaging examples: large volume of M1 hemifovea, followed 

by a smaller volume at higher magnification of M2 hemifovea. 

A 500 x 500 x 150 µm volume of M1 retina or a 250 x 250 x 100 µm volume of M2 retina 

were imaged at an excitation wavelength of 1050 nm to visualize cells expressing the 

fluorescent reporter TdTomato. ImageJ and the 3Dviewer plugin were used to create a video 

of the two imaged areas, revealing a high density of fluorescent cells in the RGC layer (M1). 

Small dendritic trees arborizations belonging to putative midget ganglion cells are discernible 

(M2).  
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Fig. S2. Expression and functionality: monkey M2. 

(A) Epifluorescence image of monkey M2 hemifovea showing ChrimsonR-tdTomato 

fluorescence with a 256-site MEA placed against the RGC layer.  

(B) Combined infrared and epifluorescence image of tdTomato fluorescent cells during 

single-cell recordings with a glass electrode (patch-clamp or extracellular recordings). Images 

were acquired from the second hemifovea. 

(C) Global representation of the recorded RGC activity (firing rate) for the 256 MEA 

recording sites shown in (A) over a period of 4 s, with the application of a 2 s flash of light (at 

a wavelength of 595 nm). The dotted squares represent the MEA borders, the blue curves 

represent the approximate limits of ChrimsonR-tdTomato expression (half-taurus shape) and 

the asterisk represents the center of the fovea. 
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Fig. S3. Electroretinograms: Pharmacological blockade of photoreceptors input. 

ERG recordings were performed using Tucker Davis RZ-2 amplifier. The control animal was 

anesthetized as describe in the VEP recording methods section. Clip retractable electrode was 

positioned at the limbus of the recorded eye (as described in Rosolen et al. 2005, see complete 

reference below). A needle electrode placed subcutaneously in the cheek served as reference 

and a needle electrode placed in the jaw served as earth. Recordings started 30 min after 

anesthesia while under normal room lighting. Light stimuli were delivered with the same 

amber LED (595 nm) as VEP recordings, at a light intensity of 2.5 mW/cm². 
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(A) Electroretinograms (ERGs) recorded from the same eye before (black curve) and after 

intravitreous injection of the blockers (colored curves) at different time points (10min, 40min, 

1h10 min, 1h40min and 24h post-injection). 

(B) Amplitude measured from (A) at a fixed time point corresponding to the b-wave peak 

value before injection (* and vertical dotted line). The b wave is totally eliminated 

approximately 40 minutes after the blockers injection. 

Rosolen, S. G., Rigaudière, F., Le Gargasson, J. F., & Brigell, M. G. (2005). 

Recommendations for a toxicological screening ERG procedure in laboratory animals. 
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