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Abréviations

AMPA: a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate
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EEG: électroencéphalogramme

GABA: acide gamma-aminobutyrique
GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg
GB: ganglions de la base

GP: glomus pallidus

GPe: segment externe du glomus pallidus
GPi: segment interne du glomus pallidus
lIC: intervalle inter critique

ILAE: International League Against Epilepsy
ISI: intervalle interstimulation

KA: kainate

NMDA: N-methyl-D-aspartate

NRT: noyau réticulaire du thalamus

NST: noyau sousthalamique

PC: potentiel de champ

PILO: pilocarpine

PTZ: pentylénetétrazole

SN: substance noire

SNc: substance noire compacte

SNr: substance noire réticulée

T-F: temps-fréquence



Avant-propos

L’objectif principal de ma thése a été de développe nouveau systeme de
stimulation intracérébrale profonde adaptée aukeggies qui soit a la fois
efficace pour le contrdle des crises sur le lomméeet économe en énergie. Ce
systéeme est fondé sur la notion de stimulation t@tiap déclenchée par la
détection du début de crises d’épilepsie ou stitiuriaasservie. Potentiellement,
cette approche peut étre appliguée chez des matigpileptiques

pharmacorésistants qui ne peuvent étre candidatstarurgie résective.

Trois points principaux ont été abordés chez un él@dcnimal d’épilepsie
absence, le GAERS (Genetic Absence Epilepsy Ranh f8&trasbourg) : (1)
décrire quelle est l'activité des ganglions dedady principal circuit de contrdle,
pendant les crises d’absence afin de choisir urle goptimalex; (2) développer
un systéme de stimulation asservie sur le prindgedétection/stimulation» de
crises; (3) valider ce nouveau systeme de stinmiagin boucle fermée sur le

long terme.

La premiére partie du document présente le contgétetral de mon sujet de
thése. Elle est constituée d’'une introduction ssr&pilepsies, qui passe en revue
les différents types de crises et syndromes, &tetnents pharmacologiques et
chirurgicaux, ainsi que les différents modeéles air Suivie d’une description
du rdle des ganglions de la base dans le contedecdses qui s’appuie sur les
études pharmacologiques et électrophysiologiqueseEclot par un état des
lieux de la neurostimulation en épilepsie perméttiimtroduire la stimulation

asservie.

Dans une seconde partie, les travaux originaux céveloppés: (1) objectifs de

thése et stratégie adoptée : choix du modeéle, dgbla de stimulation et du
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systéme d’enregistrement/stimulation; (2) matémtlméthodes; (3) résultats et
publications.

Le document se clét sur une discussion généraieederésultats me permettant
d’émettre des perspectives a plus ou moins lomgeter



Premiere partie : Introduction
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l. Les épilepsies

[.1. Définition

L'épilepsie est un des troubles neurologiques l&ss gréquents. D’une
prévalence moyenne située a environ 8,2 pour 1@0® densemble de la
population mondiale, selon I'Organisation Mondide la Santé, elle concerne
en France pres de 500.000 patients, et consting an probleme majeur de
santé publique. D’un point de vue historique, lente «épilepsie», apparait dans
la langue francaise en 1503 prenant son origin&adeien grec : émiapPoave’
(epilambanein) qui signifie ‘saisir’ ou ‘attaquerarp surprise’. Les crises
d’épilepsie sont caractérisées par des manifestatainiques paroxystiques
motrices, sensitives, sensorielles ou psychiguesprapagnées ou non d’une
perte de connaissance, et caractérisées par ddwmrgés excessives et
hypersynchrones dans une population neuronaleguusoins vaste du cortex
cérébral. Les causes sont diverses et les crisedragkiisent par des
manifestations intermittentes dont les aspectsacies sont multiples : les plus
fréquents sont la perte de connaissance et la onuLa maladie épileptique
est définie par la répétition chez un méme sugtrises d’épilepsie spontanées.
Ainsi, une crise épileptique unique ou la répétitite crises dans le cadre d’'une
affection cérébrale aigué ne constitue pas unedieaépileptique. Le diagnostic
définitif d’'une maladie épileptiqgue nécessite lemiion des données
électroencéphalographiques (EEG), méme si la dotdité des crises est
associée a des symptémes cliniques plus ou moausfispies (pour revue voir

Thomas et Arzimanoglou, 2000).
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|.2. Classification des crises et syndromes épdaps

La classification internationale des crises épitgps par I'International League
Against Epilepsy (ILAE) en 1981, permet de distiegwsur la concordance des
criteres cliniques et EEG, trois grands types deesrd’épilepsie : les crises
généralisées, les crises partielles et les crisesclassées (voir tableau 1).

Les crises généraliséesont caractérisées par des décharges paroxystguies
surviennent simultanément dans les deux hémisphé&@gbraux. Les
manifestations EEG critiques sont caractériséesdpardécharges de pointes,
poly-pointes, pointes-ondes ou poly-pointes-onddatéoales, synchrones et
symétriques enregistrées a la surface des deuxspBames. Ces crises sont
caractérisées par l'altération de la conscience @t aussi accompagnées de
manifestations motrices bilatérales et symétriqgaspeuvent étre convulsives
ou non convulsives.

Les crises partielles ou focale®nt caractérisées par une décharge paroxystique
initialement restreinte & un nombre limité de neeso corticaux ou sous-
corticaux d'un seul hémisphére, constituant la aegiappelée «zone
épileptogene» ou «foyer épileptogéne». Cette dpiéif anatomique est
caractérisée par des signes cliniques trés losakgp&cifiques du désordre
fonctionnel de la région cérébrale concernée. Lasii@stations EEG critiques
peuvent rester focales, se propager secondairegmené partie ou a la totalité
d’'un hémisphere, puis se généraliser.

Les crises non-classéesont caractérisées par le fait qu'elles présenteet
sémiologie atypique et complexe dont le caractecalfou généralisé n’est pas
déterminé. C’est par exemple le cas des crisesutgimgs nocturnes. D’autres
ne sont pas classables par manque d’informationdesiype de crises ou

'absence d’anomalies EEG.
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La connaissance des mécanismes de I'épileptogeestsat encore limitée, une
classification syndromique fut adoptée en 1989r(vableau 2), dans le but
d’établir une catégorisation diagnostique des ppitss (ILAE, 1989). Cette
classification repose sur deux axes, symptomaitmpleget étiologique.

L’axe symptomatologiqualistingue les crises généralisées des criseslbesti
ou focales.

L’axe étiologiquedistingue (1) les épilepsies idiopathiques (dontdase est
inconnue), qui surviennent en absence de Iésigraraptes du systeme nerveux
central et dont le facteur étiologique principalt agprésenté par une
prédisposition héréditaire ; (2) les épilepsies ymmatiques, qui résultent
d’une Iésion structurelle diffuse ou focale, évinlaitou fixe du systeme nerveux
central et (3) les épilepsies cryptogéniques damaluse est cachée, présumeées
symptomatiques mais qui résulte d’'un désordre hegigue qui échappe aux

moyens d’investigation cliniques actuels.
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Tableau 1 : Classification des Crises Epileptiques

1. Les crises généralisées convulsives ou non-dsines

1.2. Crises de type absences
Absences typiques
Absence atypiques

2.2. Crises myocloniques
3.2. Crises cloniques

4.2. Crises toniques

5.2. Crises tonico-cloniques

6.2. Crises atoniques
2. Les crises partielles

2.1. Crises partielles simples (sans perte de consgience

Accompagnées de symptdmes moteurs
Accompagnées de symptdmes somasosiels ou sensoriels
Accompagnées de symptdmes véfgtat
Accompagnées de symptomes psyekiq

2.2. Crises partielles complexes (avec perte de consgjen
Débutant comme une crise partielle simple, suilu@e perte de conscience

Accompagnées de symptdomes psychiques
Accompagnées d’automatismes

Accompagnées d’'une perte de conscience
Accompagnées de symptdomes psychiques
Accompagnées d’'automatisme

2.3. Crises partielles secondairement généralisées

3. Les crises non-classées

Incluent toutes les crises qui ne peuveswt @assées dans les catégories
citées ci-dessus, par des données incommatasmdéequates.

D’apres Commission on Classification and Terminglofjthe International League Against
Epilepsy. Proposal for revised clinical and eleetrephalographic classification of epileptic
seizures. Epilepsia, 1981, 22, 489-501.
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Tableau 2 : Classification des épilepsies et symdsoépileptiques

1. Epilepsies et syndromes épileptiques focaux

1.1. Idiopathiques liées a I'age
Epilepsie bénigne de I'enfance a paroxysmandiques
Epilepsie bénigne de I'enfance a paroxysateipitaux
Epilepsie primaire de la lecture
1.2. Symptomatiques
Syndromes variés en fonction de la loatitis et de I'étiologie
1.3. Cryptogéniques
Syndromes d’étiologie inconnue

2. Epilepsies et syndromes épileptiques généralisés

2.1. Idiopathiques, liées a I'age, avec par ortremmologique
Convulsions familiales néonatales bénignes
Convulsions néonatales bénignes
Epilepsie myoclonique bénigne de I'enfance
Epilepsie-absence de I'enfance
Epilepsie-absence de 'adolescence
Epilepsie myoclonique juvénile
Epilepsie a crises Grand Mal du réveil
(d’autres épilepsies peuvent étre classémme généralisées idiopathiques sans
faire partie de ces syndromes)
2.2. Cryptogéniques et/ou symptomatiques, ave@sitplier
Spasmes infantiles (syndrome de West)
Syndrome de Lennox-Gastaut
Epilepsie avec crises myocloniquespces
Epilepsie avec absences myoclonigues
2.3. Symptomatiques
2.3.1. Sans étiologie spécifique
Encéphalopathie myoclonique précoce
Encéphalopathie infantile précocecasuppression-bursts (Sd d’Ohtahara)
Autres
2.3.2. Syndromes spécifiques
De nombreuses étiologies métabotiquedégénératives peuvent entrer dans ce cadre

3. Epilepsies dont le caractére focal ou généraliest pas déterminé
3.1. Avec association de crises généralisées ttlpes, avec en particulier
Epilepsie myoclonique sévere
Epilepsie avec pointes-ondes continueslgare sommeil lent
Epilepsie avec aphasie acquise (syndrarieaddau-Kleffner)
3.2. Sans caracteres généralisés ou focaux certains

4. Syndromes spéciaux
4.1. Crises occasionnelles, liées a unatgitu épileptogéne transitoire
Convulsions fébriles
Crises uniquement précipitées pafaoteur toxique ou métabolique
4.2. Crise isolée, état de mal isolé

D’aprés Commission on Classification and Terminglofthe International League Against Epilesy.
Proposal for revised classification of epilepsied apileptic syndromes. Epilepsia, 1989, 30, 389-39
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1.3. Traitements des épilepsies

3.1. Traitements pharmacologiques

Le choix d'une thérapeutique en épilepsie dépendalévaluation diagnostique
précise du type de crises ou du syndrome épileptigucause. En effet, chaque
forme d’épilepsie répond de facon différente autenaent pharmacologique
(Panayiotopoulos, 2005). Ces traitements pharmgmples permettent de
stabiliser les crises chez plus de 70% des cadjaaard ainsi la qualité de vie
des patients épileptiques. Cependant, ces traitsnsent tous symptomatiques
et obligent les patients a prendre des médicanthmant de longues années,
voire tout au long de leur vie. Parmi les difféeemtédicaments antiépileptiques,
on peut distinguer deux grands groupes : les dldpmues de premiére
génération, découverts de facon empirique et comialses avant 1990, et les
molécules de deuxieme génération, mises au poioh $ertaines hypothéses
(neurotransmission GABAergique, canaux sodiquesabtiques) et mises sur le

marché apres cette date.

Parmi les antiépileptiques de premiére génératgaurdnt notamment :

Le phénobarbital qui est une molécule relativement ancienne ptasemn
effet antiépileptique dans a peu pres toutes lands d'épilepsie a I'exception
des absences typiques. Il fait partie de la fandidle barbituriques et sa fixation
sur les sous-unités du récepteur GABA-A, modifie@aformation allostérique,
potentialisant ainsi les effets du GABA (Macdondléi88; Macdonald, 1989). I
est de moins en moins utilisé en Europe et auxs Etats en raison de ses effets
secondaires et de sa toxicite.

Le valproate est un antiépileptique a large spectre, presotit fraiter les crises

d’épilepsie généralisée d’emblée, ou secondairengéméralisée. Sa bonne
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tolérance fait de lui un des principaux antiépilgpeés de premiere intention
(Brodie et Dichter, 1997 ; Rogawski et Loscher, £00méme si plusieurs
mécanismes d’actions ont été décrits. C’est praleipent un inhibiteur d’'une
enzyme responsable de la dégradation du GABA, tai-akléhyde-succinyl-
déshydrogénase. De plus, il semble activer I'enzgmasynthése du GABA, la
L-Glutamic-acid-decarboxylase, et module des canealkiques a bas seull
(Macdonald, 1995).

La phénytoinea été un des premiers antiépileptiques a largetrepd’efficacite,
sauf pour les crises d'absence typiques ou ellsepté un effet aggravant
(Perucca, 2001). Ce composé se lie aux canaux sexligoltage-dépendants
dans leur état inactivé, elle ralentit alors ledmativation et diminue la capacité
du neurone a produire des décharges a haute frég(BltcLean et Macdonald,
1983; Rogawski et Loscher, 2004). Elle semble nedédgalement les courants
sodiques persistants (Niespodziany et coll., 2004).

La carbamazépineest un antiépileptique particulierement utilisé&iptraiter les
épilepsies partielles ou secondairement générali@@mdie et French, 2000).
Sa structure est proche des composés tricycligueschits dans le cadre de
désordres psychiatriques (Birkhimer et coll., 198b)elle présente le méme
mécanisme d’action sur les canaux sodiques quehdémypoine (Schmidt et
Elger, 2004). Elle interagit également avec lesepésurs a l'adénosine et
présente une sélectivité pour le systeme limbique.

L’ éthosuximide est un antiépileptique prescrit uniquement dasséfglepsies
de type absence (Brodie et Dichter, 1997). Sort efféépileptique s’exerce a
travers la réduction des courants calciques de Ty#tués sur les neurones
relais thalamo-corticaux, bloguant leur déchargeckyone (Coulter et coll.,
1989 a, b, c; Rogawski et Loscher, 2004) ainsi mu&duisant légerement les

courants sodiques persistants (Niespodziany et 20104).
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Parmi les antiépileptiques de seconde génératiait, dont déja utilisés en
France depuis plusieurs années (Figure 1). Coatnaint aux antiépileptiques
de premiére génération, I'étude de leurs mécanidfaegon fait a présent partie

du développement préclinique et clinique (Perutceak, 2007).

Certains de ces antiépileptiques ont un mécanisatiah principal tel que
I'inhibition de la dégradation du GABA pour lgabatrin (Ben-Menachem
1995; Tolman et Faulkner 2009; Willmore 2009), de recapture pour la
tiagabine (Angehagen et coll., 2003), ou le blocage des ocamai voltage-
dépendants pour lamotrigine (Cheung et coll., 1992; Zona et Avoli, 1997). et
I'oxcarbazépine (Bouquié et coll.,, 2010; Vohora et coll., 2010)alires ont
plusieurs mécanismes d'action identifiés. Ainsipkrs du blocage des canaux
Na’, le topiramate (Angehagen et coll., 2005; White 2005) etfédbamate
(Parker et coll.,, 2005 ; Yang et coll., 2007) omt effet GABA-ergique et
atténuent la transmission glutamatergiquezrisamidediminue les courants
calcigues T (Leppik 2004; Wilfong et coll., 2006l 'atténuation de la
neurotransmission excitatrice ne constitue pas t@end'action unique ou
prépondérant pour aucun des antiépileptiques exsstdagabapentineet le
prégabalin (Taylor et coll., 200y agissent sur des canaux calciques voltage-
dépendants, essentiellement présynaptiques. Hafi@yétiracétam (Gillard et
coll., 2006; Raevskii et coll., 2007; Lynch et coR009) semble présenter un
mécanisme d’action tout a fait original en agissant les protéines SV2

impliquées dans I'exocytose.

Malgré [l'utilisation courante d’antiépileptiques,a | pharmaco-résistance
représente un grand défi dans le traitement dddjgge. Chez plus de 30% des
patients, les antiépileptiques classiques ne pameiat pas a supprimer les crises

d’épilepsie (Perucca et coll., 2007).
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Figure 1: Représentation schématique des mécanisdiastions des
antiépileptiques de seconde génération. Figuretédaje LaRoche et Helmers,
2004; Beyreuther et coll., 2007.
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3.2. Traitements chirurgicaux

La majorité des patients souffrants d’épilepsie k&n controlée par un

traitement médicamenteux adapté. Cependant, en8fi% des épilepsies
résistent malgré tout aux différents antiépilepgsjdisponibles (Perucca et coll.,
2007). Pour ces patients souffrants d’'une épilediaee pharmacorésistante, le
traitement chirurgical fait désormais partie dedénal thérapeutique a notre
disposition. Depuis I'étude de Wiebe et coll. 20dfficacité de la chirurgie de

I'épilepsie contre le seul traitement médicamentawété clairement établie, en

tous cas pour les épilepsies du lobe temporal.

D’'une facon générale, chez l'adulte comme chezfdiety la chirurgie de
résection s’adresse aux patients souffrants d'upiepsie partielle non
contrblée par un traitement médicamenteux adappéustparticulierement aux
épilepsies partielles, c’est-a-dire caractériséaslap survenue de crises a début
focal dont les premieres manifestations électraplies indiquent le
dysfonctionnement d’'un systeme neuronal limité & uggion du cortex
cérébral. Les épilepsies partielles réfractairesteaitements pharmacologiques,
comme les épilepsies mésiotemporales ou cellesciassoa une dysplasie
corticale focale, représentent l'indication la pladquente pour une chirurgie
résective (Engel et coll., 2003). Dans ces cas résection limitée a la zone du
cortex ou le foyer épileptogene a été identifienpedrla suppression définitive
des crises chez 80-85% des patients (Kahane et2@0i8).

Un traitement chirurgical, palliatif ou curatif, yteétre envisagé aussi dans le
cadre des syndromes épileptiques dits généralm@sne par exemple dans le
Syndrome de West et le Syndrome de Lennox-Gastaenoore dans le cadre
des épilepsies symptomatiques de lésions étendwesme la Maladie de
Sturge-Weber (Arzimanouglou et coll., 2000), I'hérégalencéphalie (Folhen
et coll., 2002), la maladie de Rassmussen (HaAnetermann 2005; Bien et
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coll., 2005), ou de lésions multifocales comme lklé®se Tubéreuse de
Bourneville (Bebin et coll., 1993; Koh et coll., D).

L’évaluation pré chirurgicale nécessite une méthagle rigoureuse prenant en
compte les données cliniques, EEG, d’'imagerie etapsychologiques propres
a chaque patient et ayant pour but la localisatiera région responsable de
I'origine des crises, la faisabilité du geste cigrcal et I'évaluation préalable du
rapport bénéficelrisque lié a l'intervention chgizale (Engel et coll., 2003;
Jokeit, 2001). La conduite et le choix des exangéendaliser au cours du bilan
pré chirurgical et notamment la décision d’avoica@s aux enregistrements
invasifs (€lectrodes intracérébrales, électrodes-sarales) seront discutés, au
cas par cas, au sein d’'une équipe multidiscipnddans ces conditions, le bilan
pré chirurgical doit étre réalisé dans des centiespitaliers qui en ont
I'expertise. En fonction des résultats colligéscaurs du bilan pré chirurgical,

différentes options chirurgicales pourront étrepoiges.

Il existe plusieurs types d’intervention chirurdeala cortectomie (Turak et
coll., 2008), qui consiste en l'ablation tres liédtde la zone du cerveau ou a été
défini le foyer épileptogene, est une chirurgierdsection qui comprend un
ensemble varié de techniques, commlell@ctomie qui consiste en la résection
d'un lobe cérébral. Cette approche est tres souwdfisée dans les cas
d’épilepsie du lobe temporal qui est la forme laspfréquente des épilepsies
partielles pharmacorésistantes (Engel, 1996b; Thah@rzimanoglu, 2003) et
du lobe frontal. Il existe aussi des interventigpias limitées spatialement
comme ldésionnectomiequi consiste en I'ablation d’une Iésion anatomjque

Iamygdalo-hippocampectomie

A co6té des interventions potentiellement curatisesplacent les interventions
considéerées comme palliatives, principalement dales épilepsies
secondairement généralisées, généralisées ou skesli aux régions

fonctionnelles, qui permettent d’améliorer la qiéalde vie du patient, sans

-21 -



nécessairement permettre un contréle total desscriS’est par exemple le cas
des callosotomiesqui consistent a sectionner partiellement ou ¢otaint le
corps calleux reliant les deux hémisphéres cér@bfAsadi-Pooya et coll.,
2008). Ceci interrompt les voies de connexions gairticipent a la
bilatéralisation des crises. Une autre approchiadsinssection sous-pialejui
consiste a sectionner au niveau du cortex lesdfilbmurtes cortico-corticales
support de I'épileptogénicité tout en respectantdscularisation piale et les
fibres longues cortico-sous-corticales (Morreltell., 1989; Kaufmann et coll.,
1996). Cette technique est utilisée dans les réglmutement fonctionnelles
comme la région motrice et les régions du langam# dlle préserve l'intégrité
tout en supprimant I'épileptogénicité (Engel, 1996pencer et coll., 2002
Thomas et Arzimanoglou, 2003). Hémispherotomie fonctionnelle consiste a
déconnecter 'un des hémispheres tout en laissanplace le tissu et sa
vascularisation (Chabardes et coll., 2008; Pollacat., 2008); elle est une
variante de I'hémisphérectomie (Rasmussen, 1983) epti actuellement
abandonnée afin d’éviter les complications liéésrgportance de I'espace mort

intracranien laissé en place par la résection b&misphere entier.

Malgré les progres des traitements chirurgicawscidehniques résectives restent
mal adaptées a des formes d’épilepsies généraliggasipliquent des circuits
corticaux et sous-corticaux bilatéraux souvent t@splexes. Au cours de ces
derniéres années, la principale option thérapeatiqgqnnovante est Ia
neurostimulation des circuits générateurs et/ou abmtrle des crises
épileptiques. En effet, a l'instar des patientkipaoniens (Benabid, 2003), [la
neurostimulation pourrait constituer une approdtgdapeutique non lésionnelle
de ces formes d'épilepsies pharmacorésistanteseqgneuvent bénéficier d'une

chirurgie résective curative (voir troisieme padeecette introduction).
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l.4. Modeles animaux en épilepsie

Les mécanismes physiopathologiques des épilepsigeumvent étre étudiés de
facon approfondie chez 'homme pour des raisonsa afois techniques,
économiques et éthiques. La modélisation a donc patide reproduire les
caractéristiques physiopathologiques principaless dmaladies afin de
comprendre les mécanismes et de tester I'efficat@éouveaux traitements,
constituant ainsi une approche pertinente de l&tdds pathologies. D’'une
facon générale, le modéle animal se définit comme préparation simplifiée
chez l'animal dans son intégrité qui permet I'étudans les conditions de
laboratoire, de la physiopathologie et du traitelh@none maladie (Depaulis,
2003). Le choix d’'un modele répond a plusieurseoes dont I'importance varie
en fonction des questions posées:I'{@pmorphismese traduit par la similitude
des symptdémes entre le modeéle et la traductiomaknde la pathologie; (2&
prédictivité est caractérisée par la similitude des profilsrplagologiques entre
le modele et la pathologie; enfin (Bhomologie est définie par la similitude
étiologique des mécanismes physiopathologiquest@egriio86).

Dans le cas de I'épilepsie, plusieurs types deesrisiduites ou spontanees
peuvent étre observés chez les animaux, en paetialiez les mammiferes. Au
cours des cinquante dernieres anneées, plusieurglesodnimaux d’épilepsies
ont été décrits principalement chez le rongeurhezcertains primates. Parmi
ces modeéles, on peut distinguer deux grands types modeéles de crises
d’épilepsie qui utilisent des animaux sains chesgjlels une crise, souvent
unique, est induite par l'injection d’'un convulsitaou par une stimulation
électrique, et les modeles chroniques ou modelpildjgsie ou des crises
récurrentes et spontanées sont observées. Ici mi&et s’est porté sur les
modeles d’épilepsie ou des crises spontanées peétrenobservées soit a la
suite d’'une manipulation unique (état de mal), soifa suite d’une sélection

génétique, soit enfin provenant d'une ou plusienasipulations génétiques. I
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ne s’agit pas ici de répertorier tous les modéetesaux d’épilepsie, mais d’en
décrire brievement trois couramment utilisés dasddboratoires: deux modeles
induits par état de mal initial, le rat pilocarpifi®dLO) et la souris kainate (KA),
et un modele génétique, le rat GAERS. Ces troisetesdprésentent des crises
spontanées récurrentes. En effet, seuls des modele® type peuvent étre

utilisés pour mettre en place un type de stimutasisservie.

Le modéle PILO est un modéle de crises partielles induites pgection
systémique de pilocarpine chez le rat (Fujikaw&@30qui reproduit plusieurs
des caractéristigues des épilepsies du lobe teinploez 'homme. Ce modéle
est caractérisé par un état de mal limbique inttissécutif a I'injection, encore
appelé phase aigué d'une durée de 24 heures. Ag deucet état de mal, des
pointes et des bouffées d’activité rapide de bdsgge sont enregistrées dans
I'hippocampe et se propagent au cortex. Puis ctgités progressent jusqu’a
I'apparition d’activité rapide a haut voltage, efia les crises comportementales
apparaissent de maniére séquentielle toutes 18smiriutes (Cavalheiro et coll.,
1991, Leite et coll., 1990). Au cours de cet étatndal et dans les jours qui
suivent, le taux de mortalité est en général de ,30@me si les crises sont
interrompues par l'injection de diazépam. Cettesghaitiale est suivie d’'une
phase latente de plusieurs jours a plusieurs sesmgandant laquelle aucune
manifestation comportementale n’est observée. Gpendes pertes cellulaires
sont observées préférentiellement localisées daippdcampe mais aussi dans
'amygdale, le thalamus, les cortex piriforme etoehinal, le néocortex et la
substance noire (Honchar, 1983; Mello et coll.,3;9%ndre et coll., 2000). Des
crises recurrentes spontanées sont observées egites phase latente qui
peuvent ensuite survenir de facon récurrente pertdaie la vie de I'animal.
Pendant cette phase chronique, les crises sorttéasges par des myoclonies
faciales, des hochements de téte accompagnéesriescties pattes antérieures,

de redressements suivis de chutes concomitantes détharges paroxystiques
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initiées dans I'hippocampe et qui se propagentdeapent au cortex. Les crises
spontanées sont observées en moyenne deux a tisispar semaines
(Cavalheiro et coll., 1991). D'un point de vue phacologique, des
antiépileptiques comme le phénobarbital ou la cadxepine suppriment les
crises spontanées alors que d’autres comme leoadpne sont efficaces qu’a
fortes doses. C’est un modéle qui permet I'étuderdécanismes impliqués dans
I'épileptogenese grace a la présence des troisephben distinctes et qui
demeure largement étudié, dans le développememtodeelles stratégies et
dans lidentification des circuits épileptogénesufefois, en raison du taux de
mortalité important, de la tres grande variab#it@ravité des lésions corréléees a
la durée de I'état de mal, qui peut s’étendre autdds structures que les
structures limbiques et a la faible fréquence deseg spontanées. Ce modele
parait difficile a envisager pour la mise au palfun systeme de stimulation

asservie.

Le modéle MTLE est un modéle de crises focales chez la sourigitimer
I'injection intrahippocampique de kainate. Ce medest initié par un état de
mal consécutif a l'injection, qui dure environ 12hlet qui est caractérisé par
des mouvements cloniques des membres antérieudssetotations, associés
d'un point de vue EEG a des pointes, des polypsirdge pointes-ondes,
continues ou non, dans I'hippocampe et le cortexfais ipsi et contralatéraux
(Bouilleret et coll., 1999; Riban et coll., 200Pans les 2-3 jours qui suivent cet
état de mal, des pointes rythmiques récurrentes closervées au niveau de
I'hippocampe injecté uniquement. Puis, pendant dauttois semaines, ces
pointes se regroupent en bouffées de plus en phgués (3 a 10 sec) et de
véritables décharges paroxystiques hippocampiquesesnent régulierement
de facon tres stéréotypées (Riban et coll., 208®)si, pendant la période
chronique, des décharges paroxystiques récurrenggontanées sont observées

qui débutent le plus souvent par des pointes legtbmiques (3-6 Hz) de haute
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amplitude, suivies par une activité rapide (9-13) Hie faible amplitude,
localisées a I'hippocampe injecté et s’Taccompagdamt arrét comportemental
et/ou de quelques stéréotypies (Riban et coll.2R0Des crises peuvent survenir
en moyenne toutes les minutes quand I'animal estedie calme, et durent
environ 20 sec. Elles restent stables jusqu'a Ia daeol’animal et ne généralisent
que tres rarement. Lorsque c’est le cas, la déehsegpropage au cortex et
s'accompagne de clonies asymeétrigues des pattésieames (Riban et coll.,
2002). Dans ce modele, une sclérose de I'hippocasgieobservée dans
I'hippocampe injecté, caractérisée par une perelaiee importante dans les
régions CA1l, CA3 et le hile du gyrus denté, et deirlgeonnement des fibres
moussues. Ce modele présente en particulier upeerdien des cellules du
gyrus denté le long de travées radiaires (Boutlletecoll., 1999, Heinrich et
coll., 2006) qui est tres semblable a ce qui esenk sur les pieces de résection
des patients MTLE (Houser et coll.,, 1990). La phimbes antiépileptiques de
1°"® génération sont inefficaces sur ce modéle, ows aldortes doses (Bressand
et coll., 2009). Les antiépileptiques d&génération présentent une meilleure
efficacité mais perdent souvent leur effet supmasdors d'un traitement
chronique (Bressand et coll., en préparation). ©date remplit ainsi plusieurs
criteres de validation qui correspondent a I'émlepmésio temporale chez
'homme (Engel 1995; White 2003). Bien que ce medeffre la possibilité
d’'une survenue réguliere de crises pendant lesgukdinimal est suffisamment
calme pour permettre un recueil fiable de donnéssgréphysiologiques, il reste
limité d'un point de vue traitement des données.eEat, ce modele présente
des crises difficilement détectables par des adlyoes de traitement du signal,
c’est un modele difficile a utiliser pour des étsidge stimulation asservie
pendant plusieurs jours, et enfin, a ce jour, aacémde de stimulation n’'a été

faite en utilisant ce modele.
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Le modele GAERSest un modele issu d’'une sélection génétique deWastar
qui présentent spontanément des DPO de 7-9 Heétalas et synchrones sur le
cortex lors d'un enregistrement EEG (Vergnes elt,ctd82; Danober et coll.,
1998; Depaulis et van Luijtelaar, 2005). Ces DP@t sassociées a un arrét
comportemental, des myoclonies des muscles dedagfiades vibrisses, et d’une
diminution du tonus musculaire axial. Elles appssant vers I'age d’'un mois et
leur durée et leur nombre augmentent jusque v&rsnsis pour se maintenir
ensuite durant toute la vie de l'animal. Elles semment a raison d’'une
cinquantaine de DPO par heure en moyenne, d'unéedpouvant aller de
guelgues secondes a une minute, quand les ratdamnun état de veille calme.
Elles disparaissent pendant le sommeil ou lorstarénhal est en état d’éveil
actif (Lannes et coll., 1988). Le cortex somatoséptet les noyaux latéraux du
thalamus jouent un réle prédominant dans la générde ces crises (Polack et
coll., 2007). D'un point de vue pharmacologiqueustoles médicaments
antiépileptiques qui sont efficaces contre les mbse chez I'homme suppriment
les DPO chez le GAERS et inversement pour les p@lgmiques qui les
aggravent. Ce modéle chronique est actuellementiash meilleurs modeles
validés d'épilepsie absence, en termes d'isomaneghid’homologie et de

prédictivité pharmacologique.

Le choix d’'un modele animal approprié s’avere denacial lorsqu’il s’agit
d’étudier les mécanismes physiologiques endogéeaesiutrole des crises et les
structures potentiellement mises en jeu. Dansdeecde ce travail, notre chaojx
s’est porté sur le modéle du GAERS, dont le chbiatégique du modele sjra

développé dans la partie « Objectifs de I'étude ».
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ll. Réle des ganglions de la base dans le contiédecrises d’épilepsie

Les circuits des ganglions de la base constitueet cible majeure pour la
neurostimulation des épilepsies. Notre travail atéaeen particulier sur le
striatum et la substance noire, respectivementidéres comme les principales
structures d’entrée et de sortie de ces circuitglr Rela, la section suivante

expose brievement I'organisation et le fonctionneing® ces circuits.

II.1. Anatomie des ganglions de la base

D’un point de vue anatomique, les ganglions deakkeldGB) sont des structures
sous-corticales qui regroupent différent noyauxmpeenant chez le rat le
striatum, le noyau sous thalamique (STN), la sulcgtanoire réticulée (SNr) et
compacte (SNc), et le globus pallidus (GP) (inteehexterne chez le primate et
chez 'homme). L’organisation fonctionnelle des &Bté proposée tout d’abord
par Alexander et Crutcher en 1990, sous la fornom déseau multisynaptique
complexe mettant en relation le cortex cérébralclecuits des GB et le systeme
thalamo-cortical, selon une polarité fonctionnélés spécifique.

Les GB comportent deux structures d’entrée, leatstm et le noyau sous-
thalamique (NST), par lesquelles les informatiortmeures sont conduites a
'ensemble des circuits des GB. Le striatum (cométchez 'hnomme du noyau
caudé, du putamen et du noyau accumbens) traiteinfesmations en
provenance du cortex cérebral, ainsi que des noyalamiques intralaminaire,
ventroantérieur, ventromédial, ventrolatéral, de ligne médiane, de
I’hippocampe et de I'amygdale (Kita et kitai, 199%¢Donald, 1991). Le STN,
gquant a lui, recoit des afférences principalemessues du cortex frontal
(Afsharpour, 1985 a; Canteras et coll., 1990; Mausgt coll., 1998b), du noyau
parafasciculaire du thalamus (Feger et coll., 1984hsi que du pallidum ventral
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(Maurice et coll., 1997, et 1998a). Toutes les émdr des GB sont
glutamatergiques et excitatrices.

Les sorties des GB, quant a elles sont la SNr (&2 le rongeur ou le GPi
chez 'homme), qui recoivent des informations duagim et du NST, et

projettent vers le thalamus et vers des structyp@s®o-mésencéphaliques
(colliculus supérieur, noyau pédonculo-pontin). Lpsojections vers les

neurones thalamo-corticaux exercent ainsi une enfte cruciale sur le
fonctionnement du cortex (Chevalier et Deniau, 1984ut et coll., 2001). Le

GPe est une structure connectée directement oreateiment aux noyaux des
GB (Kita et Kitai, 1994 ; Smith et coll., 1998a, e} joue un rdle régulateur. Il
recoit en particulier une innervation du striatuinse projette vers le NST,
constituant ainsi le circuit striato-pallido-suld#raique qui permet au striatum
de fortement influencer les sorties des GB (Alltical., 1989a; Alexander et
Crutcher, 1990).

En conclusion, les GB transmettent les informatioodicales via trois voies
nerveuses : (1) une voie striatale directe qui eotenle striatum a la SNr et au
GPi, (2) une voie striatale indirecte connectardttatum au GPe au NST puis a
la SNr et au GPi, et (3) une voie subthalamiqueshyipecte connectant le NST
a la SNr et au GPi (Figure 2).

Cette organisation anatomo-fonctionnelle et lesneaions avec les structures
corticales impliquées dans diverses fonctionsnalilu contréle de la motricité
jusqu’aux aspects émotionnels et cognitifs, permetGB de jouer un réle
primordial dans lintégration et le traitement de$ormations provenant du
cortex cérébral. Le dysfonctionnement de tellesctlires peut entrainer des
pathologies neurologiques telles que la maladiePdeinson, la chorée de
Huntington ou I'hémibalisme (Albin et coll., 1989&u cours de ces dernieres

décennies, de nombreux travaux ont permis de segggre ces structures
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¢taient €galement impliquées dans certaines formes d’épilepsie et pourraient
exercer un controle endogene, au sein du systéeme nerveux central, capable de
contréler a distance la survenue ou l’arrét des crises d’épilepsie (Deransart et
Depaulis, 2002). C’est pourquoi ils font ’objet d’un intérét croissant lors des

récents essais thérapeutiques en €pilepsie (voir article 1).

Cortex <+
(2) (1)
+ A J +V
Striatum
(3) 1 @
GPe +]
(2) (1) Thalamus
> NST
4

(3) [ (2)
GPi/ SNr

\ 4

Figure 2: Représentation schématique de D’organisation anatomo-
fonctionnelle des GB. Les structures des GB sont en jaune, et les structures
corticales et thalamiques en blanc. Les voies glutamatergiques excitatrices sont
représentées en rouge avec un signe + et les voies GABAergiques inhibitrices en

bleu avec un signe -.
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I1.2. Les ganglions de la base comme structurededle endogéne

Au cours de ces dernieres décennies, le role desldpB les épilepsies a été
exploré en particulier dans les modeles animauxjs négalement, plus

récemment en clinique. Bien que ce systeme ne g@épas de crises, de
nombreuses données indiguent que ces structuresjamt jouer un réle dans
la propagation et/ou le contrdle des crises d'@pike (Deransart et Depaulis,
2002; Vercueill et Hirsch, 2002).

2.1. Etudes pharmacologiques

Le concept d’'un role des GB dans le controle desgsd’épilepsie (Deransart et
Depaulis 2002) fut introduit dans les années 80Gxle et ladarola qui furent
les premiers a corréler une augmentation de GAB#s da SNr avec des effets
antiépileptiques (Gale et coll., 1980). Depuis,ndenbreux travaux ont montré
que, dans différents modéles de crises généralisgmsilsives (ladarola et coll.,
1982), non convulsives (Depaulis et coll., 1990rdbeart et coll., 1998) ou
focales (Deransart et Depaulis 2004), l'injectiatatérale dans la SNr d’un
agoniste GABAergique ou d’'un antagoniste NMDA (Ddmaet coll.,, 1994;
Deransart et coll., 1996; Paz et coll., 2007) adet effets antiépileptiques. Ceci
suggere que l'inhibition directe ou indirecte deSr pourrait induire une
suppression de différents types de crises d’'épédgpar le biais de certaines de
ses projections, notamment vers les couches intkames et profondes du
colliculus supérieur (Depaulis et coll., 1990; Gurat Gale, 1987 ; Shehab et
coll., 1992, 1995; Nail-Boucherie et coll., 200PJus précisément, plusieurs
études pharmacologiques par injections locales odiates NMDA dans le
striatum (Cavalheiro et coll., 1986; Turski et ¢oll1988), d’agonistes
dopaminergiques (Deransart et coll., 2000) ou dgmnistes GABA (Turski et
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coll., 1989; Turski et coll., 1988) ont montré daevoie striato-nigrale, ou voie
directe, pouvait intervenir dans la modulation dases grace a une inhibition
de la SNr, capable d’arréter les crises dans diftsrmodeles d’épilepsie chez le
rat.

Les afférences glutamatergiques de la SNr en pem@ndu NST semblent
aussi jouer un réle critique dans le maintien detiVité neuronale de la SNr
(Slaght et coll.,, 2002). En effet, des injectionatBrales d’agonistes GABA
dans le NST suppriment les crises dans différentedétes d’épilepsies
généralisées convulsives ou non convulsives (Daranscoll., 1996; Veliskova
et coll., 1996, Deransart et coll., 1998 ; Dybdabale, 2000).

Les effets antiépileptiques peuvent donc étre Esra une intervention de la
voie directe avec une augmentation des niveaux ABAGprovenant du
striatum, mais aussi a une participation de la woderecte et/ou supra-directe
entrainant une diminution des niveaux de glutamatevenant du NST

(Deransart et Depaulis, 2002).

2.2. Etudes électrophysiologiques

Le GAERS est actuellement un des modéles d'épdegmnéralisée non
convulsive les plus explorés en électrophysiol¢Qeransart et coll., 2003 ; Paz
et coll., 2007; Polack et coll., 2007; David etlcd1008; Vergnes et coll., 2003).
Ces études, montrent clairement que des structunesne la SNr et le NST
diminuent leur activité en fin de crises, ce qui @s accord avec I'hypothése
que la SNr est impliguée dans la suppression dssscrDe plus, le décalage
temporel observé entre la survenue et la fin de® @Bns la SNr, par rapport
aux DPO corticales, suggere que cette structurepdas impliguée dans la
propagation et la modulation des crises que damsitatiation (Deransart et
coll., 2003; Polack et coll., 2007; David et callQ08). L’ensemble des données

électrophysiologiques collectées a ce jour sontaecord avec les données
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pharmacologiques suggérant que ces mécanismes rddleoau sein des
ganglions de la base pourraient contribuer auxsé#ptiépileptiques de ce qui a
été initialement décrit comme le «contrble nigr@hepaulis et coll., 1994).

En lien avec la physiologie des ganglions de laepde nombreuses études
cliniques ont portées sur une possible implicationsysteme dopaminergique
dans la physiopathologie de différents syndrometemmues. En particulier,
des études utilisant des marqueurs de la trangmigsipaminergique ont mis en
évidence des déficits dopaminergiques dans différeyndromes épileptiques :
syndrome épileptique du chromosome 20 en anneaab@i 2004), épilepsie
myoclonique juvénile (Ciumas 2008), épilepsie terajm (Bouilleret et coll.,
2008; Dupont 2008), épilepsie frontale (Fedi 200B¢s données d’'imagerie
couplées aux données cliniques soutiennent l'impbo des GB dans le
contrble des décharges épileptiques (Vercueil etdHi2002; Semah 2002).
L’ensemble de ces données expérimentales et ofiigesuggere un réle
privilegié des GB dans le contréle et/ou la propaga des décharges

épileptiques.
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[1l. La neurostimulation

l1l.1. Etat des lieux de la neurostimulation en@psie - Article 1-

La neurostimulation pourrait représenter une théraflternative intéressante
dans le traitement de patients pharmaco-résistansouvant bénéficier d’'une
chirurgie résective. Au cours de ma these, nous sommes appliqués a faire,
sous la forme d'un article de revue, un état desixlides études tant
expérimentales que cliniques, montrant que la rstionalation peut exercer un
contrble des crises d’épilepsie en fonction defeidihtes approches qui utilisent
la stimulation électrique (stimulation du nerf vagustimulation cérébrale
profonde et stimulation magnétique transcranierépetée). Les raisons pour
lesquelles certaines cibles spécifiques ont étgujasprésent prises en compte
(nerf vague, cervelet, noyau antérieur ou centraamedu thalamus, ganglions
de la base, cortex, lobe temporal) proviennent lies gouvent de données
expérimentales dans différents modéles d'épile@gpendant, ces données et le
choix des parametres de stimulation restent ensojet a discussion et c’est
I'objet de cette premiére publication. Le type dases que |'on peut considérer
pour la neurostimulation, ainsi que les parameaimsnaux comme la fréquence
de stimulation (basse, haute ou moyenne) et lesemadk stimulation
(chronique, continue ou adaptative), sont discptag déterminer les meilleurs
candidats a une telle stratégie thérapeutique.

Cette revue de synthése confirme la nécessité ti@eenos connaissances des
circuits neuronaux qui génerent les crises et/ametent leur propagation ou
leur contrdle, ainsi qu'une meilleure compréhensies mécanismes d'action de
la neurostimulation intracérébrale. Elle met éga&etren évidence la nécessité

du développement de la neurostimulation en épiepsr une base rationnelle
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avant de développer des essais cliniques, basgpqarait souvent absente dans

la plupart des études en cours.
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Manipulating the epileptic
brain using stimulation:

a review of experimental
and clinical studies
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ABSTRACT - Neurostimulation represents an interesting alternative therapy for
patients resistant to drug treatment or who cannot benefit from resective surgery.
Theoretically, neurostimulation allows the control of seizures to be tailored to
the individual patient and specific form of epilepsy. Here, we review both
experimental and clinical studies that have reported the possible control of epi-
leptic seizures by means of different approaches using electrical stimulation
(vagus nerve stimulation, deep brain stimulation and repetitive transcranial
magnetic stimulation). The rationale for targeting specific areas that have thus
far been considered (i.e., vagus nerve, cerebellum, anterior or centromedial
thalamus, basal ganglia, cortex and temporal lobe) is addressed in the light of
experimental data and clinical effectiveness in different models and forms of
epilepsy. The type of seizures that can be considered for neurostimulation, as
well as the optimal parameters such as stimulation frequency and modes of
stimulation (chronic, continuous or adaptative), are discussed to determine the
best candidates for such a therapeutic strategy. This review points out the need
for improved knowledge of neural circuits that generate seizures and/or allow
their propagation, as well as a better understanding of the mechanisms of action
of neurostimulation.

Key words: neurostimulation, vagus nerve, cerebellum, thalamus, basal ganglia,
cortex, hippocampus

About 30% of epileptic patients do not
respond to antiepileptic drugs (Kwan
and Brodie 2000), of which only a
minority can benefit from resective
surgery. Such a therapeutic option is
considered only in patients who suffer
from focal seizures with an epilepto-

genic zone that is clearly identified
and may be removed safely.
Therefore, patients with seizures aris-
ing from eloquent cortices, or which
are multifocal, bilateral, or general-
ized, represent a particular challenge
to “new” or “alternative” therapies.
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For these patients, neurostimulation appears to be of great
potential (Polkey 2003, Theodore and Fisher 2004).
Different approaches to neurostimulation in epileptic
patients now exist and depend on (i) the brain region
which is targeted and (ii) the way the stimulation is applied
(Oommen et al. 2005, Morrell 2006, Theodore and Fisher
2004, Vonck et al. 2007). The aim of neurostimulation in
epilepsy is to reduce the probability of seizure occurrence
and/or propagation, either by manipulating remote control
systems (vagus nerve stimulation, deep brain stimulation), or
by interfering with the epileptogenic zone itself (repetitive
transcranial magnetic stimulation, cortical stimulation). In
most cases, stimulation is delivered continuously or inter-
mittently according to a scheduled protocol. In particular,
new progress in biotechnology and EEG signal analysis now
allows stimulation in response to the detection of electro-
graphic seizures (e.g. closed-loop stimulation). Here, we
review the various experimental and clinical attempts that
have been made to control epileptic seizures by means of
electrical stimulation.

Vagus-nerve stimulation

The vagus nerve, through the tractus solitarius and para-
brachial nuclei, projects to autonomic and reticular brain
structures as well as the thalamic and limbic areas (Henry
2002, Vonck et al. 2001). These widespread, bilateral,
and multisynaptic projections may account for the multi-
ple therapeutic mechanisms of vagus-nerve stimulation
(VNS) in epilepsy. In animals, VNS has been studied in
different models of seizures in different species (rat, cat,
dog and monkey) and acute interruption of seizures was
reported (see McLachlan 1993), as well as a chronic pro-
phylactic effect on seizure frequency and severity
(Lockard et al. 1990, Takaya et al. 1996, Chabardes
et al. 2008). In human patients, the first open trial with
VNS was done in 1988 and preliminary results showed
that such a therapy was safe and potentially effective
(Penry and Dean 1990). Later, five clinical trials were
conducted (EO1 to E05), including two double-blind, ran-
domized, controlled studies (E03, EO5) (Handforth et al.
1998, The Vagus Nerve Stimulation Study Group 1995).
This has led to the approval by the European Community
(1994) and FDA (1997) of VNS therapy for complex par-
tial and secondary generalized seizures in patients over
12 years. To date, over 40 000 patients around the
world have been treated with VNS.

The overall efficacy, as evaluated over three years from the
five clinical trials, shows a median seizure reduction of
35-45% (Morris and Mueller 1999). Post-marketing experi-
ence, as provided by manufacturer-supported open data-
bases, suggests that VNS reduces seizure frequency by
50% or more in 50-60% of the patients, whatever their
type of epilepsy. Efficacy tends to improve over time
(Handforth et al. 1998) and anti-epileptic drugs (AEDs)
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may be reduced in a number of cases (Labar 2002).
Children seem to respond similarly to adults (Wheless
and Maggio 2002). Beyond seizure control, VNS also
reduces daytime sleepiness and promotes alertness (Malow
et al. 2001). It improves mood (Harden et al. 2000) and
memory (Clark et al. 1999), and leads to a global improve-
ment in the quality of life (Dodrill and Morris 2001). It is
also cost-effective, as suggested by a few European studies
(Ben-Menachem et al. 2002, Boon et al. 1999). Serious
complications are rare (Ben-Menachem, 2001) and there
has been no evidence of increased mortality and overall
morbidity in patients with VNS compared with uncon-
trolled epilepsy (Annegers et al. 2000). Side effects, which
mainly include hoarseness, coughing, local paresthesia
and dyspnea (Morris and Mueller 1999) are typically
stimulation-related and transient, and generally resolve
over time (Boon et al. 1999). No interference with AEDs
has been found and there is no evidence of impaired fertil-
ity or teratogenicity due to VNS.

Overall, VNS appears as effective as AEDs in terms of sei-
zure control and may bring additional benefits in terms of
general health. A European multicentric phase IV post-
marketing study (PULSE) currently aims at evaluating this
aspect. Yet, with more than 40 000 patients implanted
with VNS, no clear predictive factors for responders to
VNS therapy have emerged, and the precise mechanisms
of action of this treatment remain to be elucidated.
Neuroimaging studies, including PET (Henry et al. 1998,
1999, Ko et al. 1996), SPECT (Van Laere et al. 2000,
Vonck et al. 2000) and fMRI (Liu et al. 2003, Narayanan
et al. 2002) suggest the involvement of thalamic nuclei in
VNS efficacy.

Deep brain stimulation

For more than two decades, stimulation of a number of
deep brain targets has been shown to be feasible, safe,
and effective in humans suffering from different forms of
movement disorders. This has led to the development of
deep brain stimulation (DBS) in an increasing number of
neurological and non-neurological diseases, including epi-
lepsy (Benabid et al. 2001). Although the cortex plays a
crucial role in seizure generation, accumulating evidence
has pointed to the role of subcortical structures in the clini-
cal expression, propagation and control of epileptic sei-
zures in humans (Semah 2002, Vercueil and Hirsch
2002). Based on experimental findings, DBS has been
applied to a number of targets, including the cerebellum,
different nuclei of the thalamus and several structures of the
basal ganglia system. Although encouraging, published
results do not reach a definite conclusion and require fur-
ther studies using animal models. Indeed, the study of the
mechanisms of actions of such DBS on epileptic seizures is
critical to understanding the transitions between normal
and paroxysmal activities of the epileptic networks.
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Cerebellum

During the 1950s and 1960s, cortical cerebellar stimula-
tion was shown to have antiepileptic properties on differ-
ent animal models of seizures, mostly penicillin and
cobalt foci in cats (Cooke and Snider 1955, Dow et al.
1962, Mutani et al. 1969). Following this, and assuming
cerebellar outflow is inhibitory in nearly all patients,
Cooper and colleagues showed that seizures were modi-
fied or inhibited in 10 out of their 15 epileptic patients,
without adverse effects (Cooper et al. 1973, 1976,
Copper 1978). These data raised the issue of distant mod-
ulation of cortical epileptogenicity by electrical currents.
More especially, this study showed for the first time the
feasibility and safety of a therapeutic stimulation tech-
nique in epileptic patients. Later, a large open study on
115 patients reported that 31 became seizure-free and
56 were significantly improved by stimulation of the cer-
ebellum (Davis and Emmonds 1992). Such promising
results, however, were not confirmed in three controlled
clinical trials involving 14 patients, of whom only two
were improved (Krauss and Fisher 1993, Van Buren
et al. 1978, Wright et al. 1984). Additional animal studies
conducted in monkeys with cortical focal seizures
induced by alumina cream, or in kindled cats, did not
confirm previous experimental findings (Ebner et al.
1980, Lockard et al. 1979, Majkowski et al. 1980) and
the interest for cerebellar stimulation in epilepsy disap-
peared for many years. Recently however, a double-
blind, randomized controlled pilot study conducted in
five patients suffering from intractable motor seizures has
renewed the interest in such stimulation (Velasco et al.
2005). In this study, 10-Hz stimulations were applied to
the upper medial surface of each cerebellar hemisphere,
and parameters were adjusted to deliver a constant charge
density of 2.0 microC/cm?/phase. During the initial three-
month double-blind phase, seizures were significantly
reduced when the patients were stimulated. Over the fol-
lowing six-month open-label phase, where all the patients
were stimulated, seizures were reduced by 41% (14-75%)
and the difference was significant for tonic and tonic-
clonic seizures. Effectiveness was maintained over two
years and few complications occurred. Altogether,
although cerebellar stimulation appears to possess antiep-
ileptic effects in some patients and/or some forms of epi-
lepsy, the rationale of such suppressive effects remains to
be determined.

Thalamus

Since the 1980s, different nuclei of the thalamus have
been studied to understand the physiopathology of epi-
lepsy because many interactive pathways exist between
these nuclei and the cortex. Several thalamic targets
have been stimulated to suppress seizures, mainly the
anterior nucleus and the centromedian nucleus. There is
limited proof from animal studies that stimulation of these

structures can influence seizure threshold. However,
there is clinical evidence that continuous stimulation of
these targets in epileptic patients reduces seizure fre-
quency and severity.

Anterior thalamus

The anterior nucleus (AN) of the thalamus receives pro-
jections from the hippocampus via the fornix, the mamil-
lary bodies and the mamillo-thalamic fascicle of Vicq
d’Azir and has outputs to the cingulate cortex and, via
the cingulum, to the entorhinal cortex and back to the
hippocampus. It appears to closely interact with the cir-
cuit of Papez which is often involved in some forms of
epilepsies (e.g. temporal lobe epilepsies). AN therefore is
central in the network which underlies limbic seizures
and, as such, represents an attractive target for DBS in
epileptic patients. Cooper and his group, encouraged by
their experience with cerebellar stimulation, were the first
to direct their interest to this nucleus, based on the
hypothesis that AN could act as a “pacemaker” for the
cortex. They showed that bilateral chronic stimulation of
AN in six epileptic patients resulted in 60% reduction of
seizure frequency in five of them, as well as a decrease in
EEG spikes (Cooper and Upton 1985). Using an
experimental approach, it was later shown that AN and
mamillary bodies were involved in the genesis of
pentylenetetrazol-induced seizures and were activated
during ethosuximide-induced suppression of these sei-
zures (Mirski and Ferrendelli 1986a, 1986b). In addition,
the section of the mamillo-thalamic bundle prevented
pentylenetetrazol-induced seizures in guinea pigs
(Mirsky and Ferrendelli 1984). Furthermore, it was
reported that 100-Hz electrical stimulation of the mammi-
lary nuclei and AN increased the seizure threshold of pen-
tylenetetrazol in rats (Mirski and Fisher 1994, Mirski et al.
1997). These anticonvulsant effects were dependent on
the intensity of the stimulation rather than frequency. On
the contrary, low-frequency AN stimulation tended to be
proconvulsive (Mirski et al. 1997). More recently,
high-frequency AN stimulation suppressed focal cortical
and limbic seizures induced by intra-cortical or intra-
amydaloid  kainic  acid injections,  respectively
(Takebayashi et al. 2007a, 2007b) and delayed both status
epilepticus and seizures induced by pilocarpine although
without complete suppression (Hamani et al. 2004,
2008). Finally, 100-Hz AN stimulation was found to
aggravate recurrent seizures observed following status
epilepticus produced by systemic kainic acid (Lado,
2006).

These experimental data gave weight to the need for re-
assessing the effect of AN stimulation in epileptic patients.
Four open-label trials were reported showing that seizure
frequency was reduced by 20-92%, being statistically sig-
nificant in 12 of 18 patients (Hodaie et al. 2002, Kerrigan
et al. 2004, Lim et al. 2007, Osorio et al. 2007). Two
patients presented a complication (small frontal hemor-
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rhage and extension erosion over the scalp), which did not
result in major or permanent neurological deficit. One
study showed that insertion of AN electrodes by itself
could reduce seizures (Lim et al. 2007) and another that
observed benefits did not differ between stimulation-on
and stimulation-off periods (Hodaie et al. 2002), thus rais-
ing the issue of a lesional, placebo or carry-over effect. To
address this question, a large multicenter prospective ran-
domized trial of AN stimulation for partial and secondary
generalized seizures (Stimulation of the Anterior Nucleus
of the Thalamus for Epilepsy or SANTE) is currently under
investigation in North America. Whether AN stimulation
could be more effective in temporal lobe epilepsy
(Zumsteg et al. 2006) and other components of the circuit
of Papez, namely the mamillary bodies and mamillo-
thalamic tract (Duprez et al. 2005, van Rijckevorsel et al.
2005), are possible targets for DBS and remain important
issues for clinical trials.

Centromedian thalamus

In addition to the AN, attention was also directed towards
one of the intralaminar nuclei of the thalamus, the centro-
median nucleus (CM). This nucleus is part of the reticu-
lothalamocortical system mediating cerebral cortex excit-
ability (Jasper 1991), and has been suggested to
participate in the modulation of vigilance states (Velasco
et al. 1979). Although experimental findings remain rare
(Arduini and Lary Bounes 1952), a first open-label study
was conducted in five patients with bilateral CM stimula-
tion at the end of the 1980s (Velasco et al. 1987). Initial
results indicated an improvement of seizure frequency
and EEG spiking over three months of chronic stimulation.
Later, Velasco’s group accumulated data in a cohort of 49
patients suffering from different forms of seizures and epi-
lepsies (Velasco et al. 2001a, 2002). Among these
patients, long-term follow-up studies of between five and
13 patients were performed (Velasco et al. 1993, 1995,
2000a, 2000b, 2006). Overall, the procedure was
reported to be beneficial and generally well-tolerated,
although a central nystagmus was induced in some
cases (Taylor et al. 2000). A few patients were explanted
because of repeated and multiple skin erosions (Velasco
et al. 2006). It is interesting to note that a decrease of 80%
of seizures were observed on average in patients with
generalized tonic-clonic seizures and atypical absences
of the Lennox-Gastaut syndrome, with a global improve-
ment of patients in their ability scale scores (Velasco et al.
2006). By contrast, no improvements were found for
either complex partial seizures or focal spikes in temporal
regions. The best clinical results were seen when both
electrode contacts were located within the CM on both
sides and when stimulation at 6-8 Hz and 60 Hz induced
recruiting responses and regional DC shifts, respectively
(Velasco et al. 2000a). Two hours of daily 130-Hz stimu-
lation sessions (one-minute on, four-minutes off), alternat-
ing the right and left CM, were used. However, continu-
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ous bilateral stimulation led to faster and more significant
results (Velasco et al. 2001b). As for AN stimulation, per-
sistent antiepileptic effects were found three months or
more after discontinuation of the stimulation (“off effect”),
and possible plasticity which develops during the stimula-
tion procedure was suggested (Velasco et al. 2001b). No
such seizure suppression was found in a small placebo-
controlled study conducted in seven patients with mesial
temporal lobe epilepsy. In this study, no statistically sig-
nificant difference was observed in frequency of tonic-
clonic seizures, relative to the baseline, when the stimu-
lator was on versus off (Fisher et al. 1992). In the open-
label follow-up phase, however, three of six patients
reported at least a 50% decrease in seizure frequency.

Up to now, very few animal studies have examined the
role of the CM or parafascicular nucleus (PF) of the thala-
mus, which have similar connections in the control of epi-
leptic seizures. In a genetic model of absence epilepsy in
the rat (GAERS), pharmacological activation of the PF was
found to suppress spike-and-wave discharges (SWDs;
Nail-Boucherie et al. 2005). More recently, 130-Hz stim-
ulation of this structure was reported to interrupt focal hip-
pocampal seizures in a mouse model of mesiotemporal
lobe epilepsy (Langlois et al. in preparation). Because of
their unique location between cortical and limbic struc-
tures and the basal ganglia (see below), the CM/PF nuclei
could well constitute an interesting target for DBS. More
animal studies are clearly required to understand the role
of this structure in the modulation of epileptic seizures.

Basal ganglia

Since the beginning of the 1980s, experimental animal
studies have suggested the existence of a “nigral control”
of epileptic seizures (for review see Gale 1995, Depaulis
et al. 1994). Inhibition of the Substantia Nigra pars
Reticulata (SNR) has potent anti-epileptic effects in differ-
ent animal models of epilepsy (Deransart and Depaulis
2002) and the GABAergic SNR output appears to be a
critical relay in this control (Depaulis et al. 1990, Paz
et al. 2005, 2007). Local manipulations of the basal gan-
glia that lead to an inhibition of the SNR neurons (e.g.
activation of the striatum or pallidum, inhibition of the
sub-thalamic nucleus) also had significant anti-epileptic
effects (for review see Deransart and Depaulis 2002), sug-
gesting that different striato-nigral circuits are involved in
the control of epileptic seizures. In humans, EEG, clinical
and imaging data also support the involvement of the
basal ganglia in the propagation and/or control of epilep-
tic discharges (Biraben et al. 2004, Bouilleret et al. 2008,
Vercueil and Hirsch 2002). Altogether, experimental and
clinical data suggest a privileged role for the basal ganglia
in the control of generation and/or spread of epileptic dis-
charges in the cortex. Paradoxically, the therapeutic rele-
vance of such findings was rarely considered until the
1990s.

Epileptic Disord Vol. 11, No. 2, June 2009

103



S. Saillet, et al.

Caudate nucleus

Following experimental evidence that stimulation of the
caudate nucleus (CN) has antiepileptic properties in dif-
ferent animal models of seizures (La Grutta et al. 1971,
1988, Mutani 1969, Oakley and Ojemann 1982, Psatta
1983), Chkhenkeli and his group, as well as Sramka and
colleagues, were the first to suggest the beneficial effect of
striatal low-frequency stimulation (below 50 Hz) in epi-
leptic patients (Chkhenkeli 1978, Sramka et al. 1980).
A decrease in focal and generalized discharges was
observed in 57 patients bilaterally stimulated at low fre-
quency (4-6 Hz) in the CN (Chkhenkeli and Chkhenkeli
1997). The study, however, was not controlled and the
effects on seizures were not assessed. Interestingly, epi-
leptic activity was worsened by stimulating the CN at
higher frequency, a finding that was also reported in the
aluminium-hydroxide monkey model of motor seizures
(Oakley and Ojemann 1982). Therefore, if one assumes
that low-frequency stimulation is excitatory and high-
frequency stimulation is inhibitory, these clinical data
are in agreement with animal data (see Deransart and
Depaulis 2002). Indeed, activation of the striatum inhibits
the SNR through GABAergic projections and therefore
leads to seizure suppression (Deransart et al. 1998).
Although further studies are needed, these results high-
light the ability of the basal ganglia system to modulate
cortical epileptogenicity.

Subthalamic nucleus

In 1998, Vercueil et al. (1998) were the first to show that
130-Hz stimulation of the subthalamic nucleus (STN)
could interrupt absence seizures in GAERS, a well-
established genetic model of absence epilepsy (Danober
et al. 1998, Marescaux et al. 1992). Since then, high-
frequency stimulation of the subthalamic nucleus has
been reported to protect against seizures induced by
local kainate injection in the amygdala (Bressand et al.
1999, Loddenkemper et al. 2001, Usui et al. 2005) or by
fluorothyl inhalation (Veliskova et al. 1996). This is in
agreement with the antiepileptic effects reported after
pharmacological inhibition of the STN on seizures
induced by amygdala kindling (Deransart et al. 1998),
intravenous bicuculline or by focal application into the
anterior piriform cortex (Dybdal and Gale 2000) and in
GAERS (Deransart et al. 1996).

This led the group of Benabid at Grenoble University
Hospital to perform the first STN stimulation in a five-
year-old girl with pharmacologically-resistant inoperable
epilepsy caused by a focal centroparietal dysplasia
(Benabid et al. 2002). Later, 11 additional patients suffer-
ing from different forms of epilepsy received high fre-
quency STN stimulation at different institutions
(Chabardes et al. 2002, Loddenkemper et al. 20017,
Vesper et al. 2007). Overall, seizure occurrence was
reduced by at least 50% in seven out of 12 cases and

stimulation was well tolerated. Good responders suffered
from very different epilepsy types including focal epi-
lepsy, Dravet syndrome, Lennox-Gastaut syndrome and
progressive myoclonic epilepsy. Surgical complications
occurred in two patients, including infection of the gener-
ator in one and a postimplantation subdural hematoma in
another who later underwent surgical treatment, without
sequelae (Chabardes et al. 2002). Bilateral stimulation
appeared more effective than unilateral stimulation, in
agreement with experimental data (Depaulis et al. 1994).
However, whether this should be applied continuously or
intermittently remains questionable (Chabardes et al.
2002). Furthermore, whether the optimal target in epilep-
tic patients is the STN itself or, as is suggested in some
patients, the SNR, remains an important issue (see below
Chabardes et al. 2002, Vesper et al. 2007). A double-
blind, cross-over, multicentric study is in progress in
France (STIMEP) and aims to evaluate the clinical effect of
130-Hz stimulation of the STN/SNR in patients with ring
chromosome 20 epilepsy. These patients suffer from very
long-lasting epileptic seizures, evolving often into status
epilepticus, which are difficult to control with antiepilep-
tic drugs. They exhibit a deficit of dopaminergic activity in
the striatum as compared with normal subjects (Biraben
et al. 2004), a finding which is in accordance with the
critical role of striatal dopamine in the control of seizures
(Deransart et al. 2000).

Substantia nigra pars reticulata

In 1980, Gale and ladarola were the first to correlate an
increase of GABA in the Substantia nigra pars reticulata
(SNR) with antiepileptic effects (Gale and ladarola
1980). Later, they showed that the potentiation of the
GABAergic neurotransmission within the SNR, by bilat-
eral microinjections of GABAmimetic drugs, suppressed
convulsions in various models of generalized seizures in
the rat (Ladarola and Gale 1982). The possibility that sei-
zures are controlled by the SNR also emerged from phar-
macological studies in GAERS showing that a bilateral
inhibition of SNR suppresses cortical SWDs (Depaulis
et al. 1988, 1989, Deransart et al. 1996, 1998, 2001).
Since then, several studies have confirmed that inhibition
of the SNR has a potent anti-epileptic effect in different
animal models of epilepsy (Depaulis et al. 1994,
Deransart and Depaulis 2002, Paz et al. 2005, 2007).

In this context, it was shown that DBS applied to the SNR
also suppressed generalized convulsive seizures induced
by fluorothyl inhalation (Velisek et al. 2002), amygdala-
kindled seizures (Morimoto and Goddard 1987, Shi et al.
2006), absence seizures in GAERS (Feddersen et al. 2007)
and also focal seizures in kainate treated mice (Deransart
and Depaulis 2004). In the model of generalized convul-
sive seizures induced by fluorothyl inhalation, bilateral and
bipolar 130 Hz SNR stimulation had anticonvulsivant
effects in both adult and infant rats (Velisek et al. 2002). In
amygdala-kindling, such stimulations were shown to sup-
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press epileptogenesis (Shi et al. 2006). In GAERS, bilateral,
bipolar, and monophasic SNR stimulations at a frequency
of 60 Hz and a pulse width of 60 ps were defined as the
optimal conditions to interrupt ongoing absence seizures
without motor side effects (Feddersen et al. 2007). The
threshold for interrupting epileptic seizures was lower
using SNR stimulation compared to STN stimulation,
using the same model and stimulation parameters.
However, this last study showed that continuous stimula-
tion failed to control the occurrence of seizures, in agree-
ment with previous reports (Vercueil et al. 1998) and sug-
gested that a refractory period of about 60 seconds exists,
during which time any stimulation is without effect. This
study also showed that continuous stimulation of the SNR
could even aggravate seizure occurrence. Adaptive stimu-
lation may allow to alleviate this problem and to further
specify the existence of a refractory period (see below).

Stimulation at seizure focus

Stimulating the epileptogenic cortex to interrupt epileptic
seizures may appear paradoxical. Indeed, “stimulation”
classically means “excitation” and epilepsies are charac-
terized by a pathological hyperexcitability and hypersyn-
chrony of cortical neurons. Furthermore, cortical stimula-
tion is generally used to map functions in eloquent brain
and, as such, produces clinical symptoms. Also, it is
known that cortical stimulation can evoke focal after-
discharges, as well as electro-clinical seizures. The effects
provoked by cortical stimulation, however, depend on the
stimulation parameters used, the region which is stimu-
lated, as well as the way that the stimulation is delivered
(indirectly or directly). To date, a few studies have been
conducted to evaluate the therapeutic effect of cortical
stimulation, including a limited number of patients.
Therapeutic results are equivocal at best.

Repetitive transcranial magnetic stimulation (rTMS)

A non-invasive way of electromagnetically stimulating the
cortex is to use transcranial magnetic stimulation (TMS).
TMS is widely used in neurophysiology for diagnostic pur-
poses (e.g. measuring motor cortex excitability as a
marker of underlying pathologies). It has also therapeutic
uses in various brain diseases when delivered in series, or
trains of pulses, a method known as repetitive TMS or
rTMS  (Kobayashi and Pascual-Leone 2003, Tassinari
et al. 2003, Wassermann and Lisanby 2001). Low-
frequency (0.5 Hz) rTMS was reported to have anticonvul-
sive effects against pentylenetetrazol-induced seizures in
rats (Akamatsu et al. 2001), while high frequency rTMS
had opposite results (Jennum and Klitgaard 1996).
A recent study in rats suggests that EEG-guided rTMS
can suppress kainate-induced seizures and that the effect
is frequency-dependent (Rotenberg et al. 2008).

Epilepsy and neurostimulation

In humans, low frequency rTMS reduces motor cortex
excitability, while high frequency can lead to seizures,
even in healthy subjects (Chen et al. 1997). rTMS therapy
in epilepsy was tested for the first time at the end of the
1990s, using a round coil placed over the vertex in order
to achieve global depression of excitability (Tergau et al.
1999). This open study showed that eight of nine patients
submitted to five consecutive days of 0.33 Hz rTMS had a
mean seizure reduction of 38.6%. Later, effects on rTMS
were evaluated in three placebo-controlled studies, of
which two failed to demonstrate any significant effect
(Cantello et al. 2007, Theodore et al. 2002). In the remain-
ing study, however, conducted in patients with cortical
malformations, rTMS significantly decreased the number
of seizures as compared to sham rTMS condition (Fregni
et al. 2006). These data suggest that rTMS is more likely to
be effective in patients with clearly identifiable foci in the
cortical convexity, a finding also supported by another
study showing greater effects in patients with neocortical
foci than in those with mesial temporal lobe foci
(Theodore et al. 2002). Other (uncontrolled) studies
(Brasil-Neto et al. 2004, Kinoshita et al. 2005a, Santiago-
Rodriguez et al. 2008), as well as anecdotal case reports
(Menkes and Gruenthal 2000, Misawa et al. 2005), are
also in line with this hypothesis. However, recent data
have shown that rTMS did not always suppress seizures,
and that stimulation site and structural brain lesions did
not necessarily influence the seizure outcome (Joo et al.
2007). Thus, although most studies have found a signifi-
cant decrease in interictal EEG epileptiform abnormalities,
additional trials are needed to ascertain whether rTMS is
an effective and convenient therapy for epilepsy. In that
respect, a placebo-controlled study is in progress in
Strasbourg (France), to evaluate the efficacy of rTMS in a
specific group of patients suffering from drug-resistant
seizures arising from the sensori-motor cortex.

Invasive cortical stimulation

Several preclinical studies have found potential antiepi-
leptic effects of brain stimulation in animal models.
Notably, low-frequency (1 Hz) stimulation applied after
kindling stimulation of the amygdala was found to inhibit
the development of after discharges, an effect named
quenching (Weiss et al. 1995). This quenching effect
seems effective in both adult and immature rats (Velisek
et al. 2002). Interestingly, when applied immediately
before the kindling stimulus, preemptive 1-Hz sine wave
stimulation was also effective, thus suggesting some
potential benefit for seizure prevention (Goodman et al.
2005). Other regions such as the hippocampus
(Barbarosie and Avoli 1997), the central piriform cortex
(Yang et al. 2006, Zhu-Ge et al. 2007) or the cerebral fas-
tigial nucleus (Wang et al. 2008) may also appear as
potentially effective targets for 1-Hz stimulation treatment
of epilepsy. In general, these data suggest that 1-Hz
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stimulation inhibits both acquisition and expression of
kindling seizure by preventing afterdischarge generation
and propagation in rats. Unexpectedly, such effects are
also observed in the cerebral fastigial nucleus, suggesting
that targets outside the limbic system may have a signifi-
cant antiepileptic action.

In humans, both low- (1-Hz) and medium- (50 Hz) fre-
quency stimulation have proven effective at reducing
interictal epileptiform discharges (Kinoshita et al. 2005b,
Yamamoto et al. 2002). Therapeutic stimulation, how-
ever, was applied at high frequency in almost all studies.
The first attempt of therapeutic stimulation of temporal
lobe structures was reported in 1980, in three patients,
without clear benefit (Sramka et al. 1980). More recently,
several investigators have tried continuous scheduled
stimulation of epileptic foci, including hypothalamic
hamartoma (Kahane et al. 2003), neocortical structures
(Elisevich et al. 2006) and mostly, the mesio-temporal
lobe (Tellez-Zenteno et al. 2006, Velasco et al. 2000c,
2007, Vonck et al. 2002). The first pilot study of mesio-
temporal lobe stimulation, conducted in 10 patients stud-
ied by intracranial electrodes before surgery, showed that
stimulation stopped seizures and decreased the number of
interictal EEG spikes in the seven patients where the stim-
ulated electrode was placed within the hippocampus or
hippocampal gyrus (Velasco et al. 2000c). There were no
side-effects on language and memory, and no histological
damages were found in the stimulated tissue. Whether
such an antiepileptic effect could be observed over a
more prolonged stimulation procedure was later evalu-
ated in a small open series conducted in three patients,
all of whom exhibited more than 50% seizure reduction
after a mean follow-up of five months, without adverse
events (Vonck et al. 2002).

Following this, two additional trials of hippocampal stim-
ulation were conducted, leading to opposite results. In
one double-blind study, the seizure outcome was signifi-
cantly improved in all nine patients over a long-term
follow-up peroid (Velasco et al. 2007), which showed
more than 95% seizure reduction in the five patients
with normal MRI, and 50-70% seizure reduction in the
four patients who had hippocampal sclerosis. No adverse
events were found although three patients were explanted
after two years due to skin erosion in the trajectory system.
It was suggested that beneficial effects of stimulation were
associated with a high GABA tissue content and a low rate
of cell loss (Cuellar-Herrera et al. 2004). By contrast, sei-
zure frequency was reduced by only 15% on average in
the four patients of the double-blind, multiple cross-over,
randomized study of Tellez-Zenteno et al. (2006).
Additionally, effects seemed to carry over into the off
period, thus raising the issue of an implantation effect.
However, no adverse events were found. Overall, stimu-
lation of hippocampal foci shows beneficial trends, but
whether the effect is significant and of clear clinical rele-
vance, remains debatable.

Currently, a randomized controlled trial of hippocampal
stimulation for temporal lobe epilepsy (METTLE) is recruit-
ing patients to determine whether unilateral hippocampal
electrical stimulation is safe and more effective than
simply implanting an electrode in the hippocampus with-
out electrical stimulation, or treating with medical therapy
alone. A prospective randomized controlled study of
neurostimulation in the medial temporal lobe for patients
with medically refractory medial temporal lobe epilepsy
is also currently recruiting patients for a controlled ran-
domized stimulation versus resection (CoRaStiR) study
(www.clinicaltrials.gov).

Adaptative stimulation

Continuous scheduled brain stimulation, whatever the tar-
get (DBS, cortical stimulation), has appeared to be safe
and of potential benefit in treating medically intractable
epilepsies (see above). Limited, but growing data suggests
that responsive (seizure-triggered) stimulation might also
be effective (Morrel 2006). Such a strategy is distinct from
continuous scheduled stimulation as it aims to block sei-
zures when they occur, rather than chronically decrease
cortical excitability. The reduced power consumption,
paroxysmal nature of seizures and possible behavioural
side-effects induced by chronic stimulations are all factors
that have triggered interest in this strategy. Also, it has
been suggested that continuous stimulations may aggra-
vate seizures in animals (Feddersen et al. 2007). Seizure-
triggered stimulation requires an implanted stimulating
device coupled with real-time signal analysis techniques.
Usually, a seizure detection algorithm allows the delivery
of a stimulation to interrupt seizure prior to, or concomi-
tantly with, the onset of clinical symptoms. A number of
algorithms to detect seizures do exist (see for instance
Osorio et al. 2002, Grewal and Gotman 2005). The
main stumbling block, as for continuous stimulation, is
to find, ideally following an automatic search, optimal
stimulation parameters to abort seizures. To our knowl-
edge, existing literature about automatic seizure-
triggered stimulation in animal models in vivo is rather
limited. Using similar techniques, such as VNS therapy,
Fanselow and colleagues have shown a reduction of
pentylenetetrazole-induced seizure activity in awake rats
by seizure-triggered trigeminal nerve stimulation
(Fanselow et al. 2000). Interestingly, seizure-triggered
stimulation was more effective than the stimulation proto-
col involving a fixed duty cycle, in terms of the percent
seizure reduction per second of stimulation (up to 78%).
Currently, a preliminary study in Grenoble (France) is test-
ing a new technology based on stimulation combined to
seizure-detection to interrupt absence seizures in GAERS
(Saillet et al. 2009). This should allow better determina-
tion of the optimal target and parameters of stimulation
required by such technology.
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In humans, responsive stimulation can shorten or termi-
nate electrically-elicited afterdischarges using brief bursts
of 50-Hz electrical stimulation (Lesser et al. 1999), the
effect being greater at primary sites than at adjacent elec-
trodes (Motamedi et al. 2002). Preliminary trials of respon-
sive stimulation, however, were not consistent with this
paradigm (Kossof et al. 2004, Fountas et al. 2005, Osorio
et al. 2005). The effects of responsive stimulation were
first evaluated in four patients using an external neurosti-
mulator, which proved effective at automatically detect-
ing electrographic seizures, delivering targeted electrical
stimuli and altering or suppressing ictal discharges
(Kossoff et al. 2004). Another feasibility study confirmed
these results using a cranially implantable device in eight
patients (Fountas et al. 2005). Detection and stimulation
were performed using electrodes placed over the seizure
focus, and seven of the eight patients exhibited more than
a 45% decrease in their seizure frequency, with a mean
follow-up time of 9.2 months. In the third pilot study, con-
ducted in eight patients, stimulation was delivered either
directly to the epileptogenic zone (local closed-loop,
n =4), or indirectly through the anterior thalami (remote
closed-loop, n = 4), depending on whether the epilepto-
genic zone was single, or multiple (Osorio et al. 2005).
On average, a 55.5% and 40.8% decrease in seizure fre-
quency was observed in the local closed-loop group and
in the remote closed-loop group, respectively. Overall,
none of the 20 patients enrolled in these three pilot stud-
ies had adverse events. Although promising, this new
therapy needs further evaluation and a multi-institutional
prospective clinical trial is underway in the USA. The
Responsive Neurostimulation System (RNS), sponsored
by NeuroPace Inc., is designed to continuously monitor
brain electrical activity from the electrodes and, after
identifying the “signature” of a seizure’s onset, deliver
brief and mild electrical stimulation with the intention of
suppressing the seizure. The purpose of the RNS System
Pivotal Clinical Investigation is to assess safety and dem-
onstrate that the RNS System is effective as an add-on
(adjunctive) therapy in reducing the frequency of seizures
in individuals with partial onset seizures that are refrac-
tory to two or more AED medications. Whether closed-
loop stimulators will be able to react using seizure-
prediction algorithms in the near future represents a par-
ticularly challenging issue.

Conclusion

Neurostimulation in non-surgically remediable epileptic
patients represents an emerging treatment. It has the
advantage of reversibility and adjustability, but remains
palliative and surgical resection remains the gold standard
treatment for drug-resistant epilepsies, whenever this
option is possible. VNS is the only approved stimulation
therapy for epilepsy so far and, as such, it is licensed in
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many countries as an adjunctive therapy. Other stimula-
tion techniques must be considered experimental
although several controlled studies are currently under
investigation. Notably, results of direct brain stimulation,
although encouraging, are not conclusive and further
investigations are required to evaluate the real benefit of
this emerging therapy, in as much as the risks of haemor-
rhage and infection, although low (around 5%), do exist.
However, pathological examination in post-mortem stud-
ies and temporal lobe resection, in Parkinson’s disease or
epilepsy, suggest that chronic stimulation does not induce
neural injury and can be delivered safely (Haberler et al.
2000, Pilitsis et al. 2008, Velasco et al. 2000c). In any
case, seizure types or epileptic syndromes which may
respond to stimulation should be identified, as well as
the type of stimulation that is likely to be of potential effi-
cacy depending on the patient’s characteristics. This
requires improvement in our knowledge of the neural cir-
cuits in which seizures start and propagate, a better
understanding of the precise mechanisms of the supposed
effect of neurostimulation and a search for optimal stimu-
lation parameters. The development of experimental
research in this field, as well as rigorous clinical evalua-
tion, is essential for further improvements in clinical
efficacy. O
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[11.2. La stimulation asservie

Des données encore limitées, mais qui sont en dieloppement, suggerent
que la stimulation asservie a la détection dessrmourrait étre une solution
intéressante pour le contrble des crises d’épiefSisorio et coll.,, 2005). La
stratégie utilisée dans ce type de stimulation diférente de celle de la
stimulation continue. En effet, une stimulationeagge n’est déclenchée que
lorsque les crises surviennent. A la différence pasients souffrant de la
maladie de Parkinson ou les symptémes sont quasigpents, on peut en effet
penser qu'il n’est pas indispensable de stimulerpermanence les patients
épileptiques, mais plutdt seulement lorsqu’uneecasrvient. De plus, comme
l'indique notre article de synthese, les étudesstitaulation continue menées
chez 'homme ne sont pas toujours efficaces, saggéjue des stimulations
continues pourraient présenter des effets d’hdiima voire méme

d’aggravation des crises. Ceci suggere que, dansate de I'épilepsie, la
stimulation déclenchée sur les crises pourrait gthes efficace que la
stimulation continue. De plus, une stimulation agsepermet de préserver les
batteries du stimulateur et pallie au probleme decasommation d’une
stimulation continue. On peut toutefois objecterequplus des crises, les
patients épileptiques présentent des troubles cdsmpentaux intercritiques
gu’'une stimulation continue pourrait éventuellemaméliorer et augmenter

ainsi la qualité de vie (Kahane et Depaulis, 2010).

La stimulation déclenchée par la survenue desscazge la mise en place d'un
algorithme de détection de crise dans un premimpseainsi que la mise en
place d’'un systeme de stimulation efficace pouernaimpre les crises lors de
leur initiation. La spécificité et la sensibilitée d'algorithme de détection de
crises sont des facteurs cruciaux pour évalueadenf précise tout systeme de

stimulation asservie sur crises. Automatiser lact&in de crises est toutefois un
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probleme ardu et malgré des années de recherchiexiste pas d’algorithme

universel en épileptologie, bien que les travauxJdan Gotman servent de
référence dans ce domaine (Qu et Gotman, 1995; ta@wal et Gotman 2005)
parmi d’autres approches (Osorio et coll.,, 2002anNese et coll., 2009). Le
challenge pour les systemes embarqués en épilegsiele développer des
algorithmes d'une haute complexité, capables airpali® signaux non

stationnaires de faire la distinction en temps grgfte activité épileptique, de

veille, de sommeil et artéfacts de tous types.

Chez le patient épileptique, des études ont pu maorgu’'une stimulation
électrique breve pouvait raccourcir la durée ddsesy ou diminuer leur
frequence (Lesser et coll., 1999; Motamedi et c@002). Ces effets ont été
évalués dans différentes études a l'aide de digfsoautomatisés (Kossoff et
coll., 2004 ; Fountas et coll., 2005, 2007 ; Osaiccoll., 2005) et ont montré
une efficacité de détection des crises ainsi qusmgpression des décharges
épileptiques chez certains patients. Toutefois ecetiouvelle approche
thérapeutigue a encore besoin d’étre évaluée pdmais d'essais cliniques
multi-centriques. A I'heure actuelle, I'essai Ngp@oe poursuivi aux USA est le
plus avancé (Fountas, 2005, 2007). L’approche @hdians Neuropace est de
stimuler directement le foyer néocortical ou hippopique chez des patients
atteints d’épilepsie d'origine corticale, a l'aidéun stimulateur contenant un
générateur d’impulsion implanté dans la boite e@mé et incorporant un
traitement du signal en temps réel (Figure 3) paanede faire des stimulations
déclenchées par la détection de crises. Les réssia 240 patients, montrent

qgue 25 a 65% d’entre eux présentent une réductsrtses.
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Figure 3 : Images du systeme Neuropace(A) montrant le générateur
d'impulsion connecté a sa position finale, (B) uagiographie post-opératoire
du générateur d'impulsion et de I'électrode immantdans I'hippocampe.

D’aprés Fountas et coll., 2005.
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Deuxieme partie : Travaux originaux
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l. Objectif de I'étude

L’objectif de mon travail de these a été de dévedmpun nouveau systeme de
stimulation intracérébrale profonde qui soit effieapour la suppression des
crises chez un modeéle animal d’épilepsie. Plus ipéétent, notre objectif
principal a été d'étudier la faisabilité d’'une dgfilstion adaptative ou
«stimulation asservie», et non continue, déclengiarela détection de crises

d’épilepsie.

Pour cela, nous avons abordé trois points pringipau

|.1. Caractérisation de I'activité des structuraplantées en vue d’'un choix de
cible pour la stimulation

Il était important d’examiner comment le systems @8 est activé au cours des
crises d’origine corticale. Pour cela, il était egsaire de realiser des
enregistrements simultanés de l'activité de poterde champs au niveau de
différentes structures connues pour étre impliquieess le contrdle et/ou la
génération des crises d’épilepsie et d’en idemtiieneilleure cible. Nous avons
choisi de faire ces enregistrements chez le GAERfsdle cortex

somatosensoriel, le thalamus ventrobasal, le gtnadt la SNr, et d’'en mesurer
I'activité chez I'animal libre de se mouvoir, nopsrmettant ainsi de pouvoir
identifier de facon robuste les décharges de paintte (DPO) afin de piloter
une stimulation asservie. Ces structures ont ébésiels suite a une étude en

IRM fonctionnelle.
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1.2. Développement d’'un systéme de stimulationragse

Il était important de développer un systeme deamtimulation qui soit capable
de détecter et de stimuler les crises de faconi sosple que possible. Les
travaux de Berend Feddersen, au cours de sa thdsdéterminé les parametres
optimaux de stimulation de la SNr au cours desesrishez le GAERS
(Feddersen et coll.,, 2007). De plus, des étudeséewrchez I'homme
(Chabardes et coll., 2002) suggérent que l'effeind’ stimulation continue a
tendance a disparaitre avec le temps par rappodesa patients dont la
stimulation est non continue. Pour ces raisonss ramons voulu poursuivre le
travail de Berend Feddersen en mettant au poinsystéme de stimulation
asservie a la détection automatisée des crisesdafiterrompre celles-ci, des
gu’elles surviennent, dans un but thérapeutiquestCdans le cadre d'un tel
développement qu’une collaboration avec le CEA-betis a permis d'utiliser,
de valider et de faire évoluer un nouveau systeamgdisition et de stimulation

basé sur la technologie ASIC (systeme BioMEA).

1.3. Quantification des effets antiépileptiquedalstimulation asservie

Une fois la stimulation asservie mise en placeyjéotif fut d’examiner et de
valider son efficacité et sa mise en ceuvre a lengéd sur des périodes pouvant
aller d’'une a 24 heures. Des conditions nous peamtet’étre le plus proche
possible de la réalité clinique ont été choisiassda but d’évaluer la stabilité du
systéme de stimulation asservie, et de voir siitaugation asservie perturbe les

rythmes biologiques, comme par exemple les phasesmmeil.
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ll. Stratégie de I'étude

[1.1. Modéle animal

Pour cette étude, nous avons choisi d'utiliserae GAERS comme modéle
animal d’épilepsie généralisée en raison de laeswre réguliere de ses crises et
de sa similitude électroclinique et pharmacologiguec 'lhomme (Danober et
coll., 1998). Ce modele chronique est actuellerientdes mieux validés et des
plus prédictifs en épilepsie (Depaulis et Van laliar, 2005). Il a permis en
outre de collecter la plupart des données surded®s ganglions de la base dans
le contrble des décharges épileptiqgues (Derantadlle 2002) et c’est avec ce
modele que les parametres optimaux de stimulagola &Nr ont été déterminés
(Feddersen et coll., 2007). Bien que le GAERS meésente pas une forme
d’épilepsie «candidate» a la neurostimulation diezmme, la nature spontanée
et récurrente des crises nous permettent de vdledigcacité au cours du temps
du protocole de détection et de stimulation. Despldans ce modele, les
structures sous-corticales des GB restent intactagdifférence de modéles qui

font suite a un état de mal.

[1.2. Cible de stimulation

Beaucoup de données de la littérature, ont montue dfinhibition

pharmacologique de la SNr, par 'administrationalecd’agonistes du GABA
(Depaulis et coll., 1988), d’antagonistes glutamgtpies (Paz et coll., 2007),
ainsi que sa stimulation a haute fréquence (Feddeascoll.,2007) présentaient
des effets antiépileptigues dans différents modé&esmaux de crises
généralisées convulsives et non-convulsives (pewnea voir Depaulis et coll.,

1994). De plus, les études de stimulation menées EhGAERS (Feddersen et
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coll., 2007) montrent que les seuils antiépilepgiude la SNr étaient
significativement plus bas que ceux des autresctsies des GB. Cette
spécificité de site est confirmée par des étudesques (Chabardés et coll.,
2002), qui montrent que l'efficacité optimale déisnslations chez les patients
épileptiques, était obtenue lorsque les contactssikmient dans la partie
inférieure du NST, prés de la SNr. Pour toutesrasons nous avons choisi la

SNr comme cible préférentielle pour nos stimulagion

I1.3. Systeme d’enregistrement/stimulation

Nous avons choisi d'utiliser le systeme BioMEA déppé par le CEA-Leti, car
ce systeme était pour nous mieux adapté que lgmgiifs commerciaux
actuels. En effet, ce systéeme offre la possibiitéfaire des enregistrements
couplés a des stimulations grace a un systemer@tapie intégré qui permet
I'enregistrement et la stimulation simultanée swe méme électrode, sans perte
de signal pendant plusieurs secondes, comme ostest le cas dans les
systemes du commerce. De plus, ce systeme permigirdedes stimulations
multisites indépendantes sur différentes électrati@squisitions. En outre, ce
systéme offre la possibilité de réaliser des sttohs entierement
programmables grace a des routines Matlab capdblgsloter le BioMEA de
facon automatique. Ceci nous a permis de dévelombez le rongeur, des
protocoles de stimulation asservie a la détectiencdses épileptiques. Le
BioMEA a aussi la possibilité dans le futur d’émeiaturisé et d’évoluer vers
du traitement de signal en temps réel sur circtog@mmmable. Ce systéme,
initialement développé pour des études in vitro granregistrement par matrice
d’électrodes (Multi Electrode Array ou MEA), nougarmis de développer un
partenariat avec le CEA-Leti en tant que testeuviwo, participant ainsi au

développement d’'une nouvelle technologie.
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[1l. Matériels et Méthodes

Dans cette partie sont essentiellement décritsiagriels et méthodes des
travaux non publiés. Pour les autres études, lelecpeut se référer aux

matériels et méthodes décrits dans les articles.

[11.1. Animaux

Toutes les expériences ont été effectuées sur atss GAERS élevés au
laboratoire. Ces animaux ont été maintenus seloayale jour/nuit de 12/12h
en cages individuelles avec un acces libre a I'eaw la nourriture. Les
procédures expérimentales ainsi que le soin demaami ont été menés en
accord avec les directives européennes du 24 naechdB6 (86/609/EEC) et
approuvés par les services vétérinaires (agrémedéli2) ainsi que par le

comité d’éthique de notre Institut : le Grenoblstitiut des Neurosciences.

l1l.2. Chirurgie stéréotaxique

Les animaux ont été initialement anesthésiés parinjaction intra-musculaire
de xylasine (4 mg/kg, Rompun 2%, Bayer, Francegdiétamine par voie intra-
péritonéale (100 mg/kg, Imalgene 1000, Merial, Eenlls ont été ensuite
placés dans un appareil stéréotaxique et leur texrtysé maintenue a 37°C
grace a un tapis homéothermique (Harvard AppaltatlisUK) pendant toute la
procédure d’implantation. Des électrodes intrac&éb bipolaires, en acier
inoxydable formées de deux fils torsadés isolémdiE(175 pum) et séparées par
400-600 um, ont été implantées par stéréotaxie taé@ésisphere gauche au
niveau du cortex somatosensoriel primaire (S1) (2B mm; ML :-5 mm; DV

-3 mm par rapport au lambda selon l'atlas de Paxet Watson), dans le
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thalamus ventrobasal (AP :-3.3 mm; ML :-2.5 mm; D¥.8 mm), dans le
striatum (AP :-0.2 mm; ML :-3.0 mm; DV :-6.0 mm},dans la SNr (AP :-4.8 (-
5.2) ML:-2.5; DV:-8.6), de facon bilatéral®eux électrodes supplémentaires
(des vis en acier inoxydable) ont été égalemegefixdans I'os nasal et occipital
servant ainsi de référence et/ou de masse. Tageddctrodes ont été soudées a
un connecteur femelle (BLR 1/50Z, Fischer Eleckomillemagne) fixées au
crane par de la colle (cyanoacrylate) et du cindentaire (Paladur, Allemagne).
Les animaux ainsi équipés, ont été gardés au neg@odant une semaine, puis
utilisés en exploration fonctionnelle dans des quoles d’enregistrement EEG

et/ou stimulation, pour lesquels les animaux étdibres de se mouvaoir.

[11.3. Enregistrements électroencéphalographiques

Les enregistrements EEG ont été effectués sumiesaax libres de se mouvoir
dans leur cage de test en plexiglas (30x25x20 drajde de différents systemes

d’acquisition.

Dans un premier temps (Article 2), wysteme d'acquisition numérique
Cambridge Electronic Design(CED, Cambridge, UK) a été utilisé avec lequel
le signal EEG a été préamplifié grace a un prédicgtieur miniature (MPASI,
Multi Channel Systeme, Reutlingen, Allemagne)rdila I'aide d’un filtre passe
bande analogique de 1 Hz a 90 Hz et stocké sustpiel dur de I'ordinateur a
une fréquence d’échantillonnage de 2 kHz.

Dans un deuxieme temps, jai utilisé $ysteme d’acquisition Micromed
(Treviso, Italie) (Figure 4A), avec lequel le sigeEG a été échantillonné a 256
Hz, et filtré avec un filtre passe bande de 0.1683800Hz (Article 3).

Enfin, jai utilisé le systeme d’acquisition continu BioMEA (CEA-Leti,
Grenoble, France) (Figure 4B) piloté par une irieef Matlab avec lequel le

signal EEG a été échantillonné a 13 kHz, et umefiiasse bande numérique
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entre 1Hz et 300 Hz qui a été implémenté pour perend’acquérir les données
en ligne a 1.3 kHz avant I'écriture des donnéedesudlisque dur. Les animaux
ont été raccordés a ce systeme d’'acquisition parcamacteur tournant
(Dragonfly, Plastic One « SL12C 4/00 ») leurs pdtam# de se mouvoir
librement dans leur cage d’enregistrement, lui méameordé a un amplificateur

ASIC (a gain maximal de +/-750), avec un bruit de ¥RMS (Article 3 et 4).

&
2
Z
=z
z
=

Figure 4 : (A) Photo du systeme Micromed et (B)tplau systeme BioMEA.
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I11.4. Systeme de stimulation

Nous avons utilisé le systeme BioMEA également pour les stimulations et pour
cela nous avons dii apporter des changements importants pour I’adapter a nos
besoins (voir méthodes dans 1’article 3). En particulier, nous avons développé
des routines Matlab capables de piloter le BioMEA de fagon automatique,
¢tablissant ainsi une communication entre Matlab et BioMEA. Ces routines,
développées par Olivier David et validées par moi-méme, nous ont permis de
mettre en ceuvre un systeme de stimulation en boucle fermée (Figure 5), dont les
caractéristiques seront détaillées ci-dessous. Toutes les stimulations ont été
effectuées a I’aide du systeme BioMEA, délivrant des courants en créneaux

continus.

Acquisition

Stimulation

- Detection
- Stimulation

Figure 5 : Principe du systeme de détection-stimulation BioMEA
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4.1. Détermination du seuil antiépileptique

Toutes les stimulations permettant de déterminseldl ont été réalisées avec le
systeme de stimulation BioMEA standard avec intefatilisateur, délivrant
ainsi les impulsions carrées de courant constdmtd@mande (boucle ouverte).
Apres gu’ils aient été habitués a la cage de wstiant 20 minutes, les animaux
ont subi une premiéere phase de stimulation bilktéta la SNr nous permettant
de déterminer le seuil antiépileptique (Feddersercadl., 2007). Ce seuil
correspond a lintensité nécessaire et suffisanténterruption d’'une crise,
définie comme un retour a l'activité EEG de basasdtutes les structures
implantées, au cours des 2 sec qui suivent laditadstimulation. Les mémes
parametres de stimulation que ceux déterminés @atrdvail de Berend
Feddersen au laboratoire (Feddersen et coll., 200&yuence = 60 Hz, durée
de pulse = 60 psec, durée de stimulation = 2 seclélai de 2 sec minimum
apres le début de la crise ont été utilisés. Lriati® des seuils a été ainsi
déterminée par pas croissants de 10pA jusqu'a mtemsité maximale de

300uA, en respectant un délai minimum d’'une mirumtiee deux stimulations.

4.2. Traitement en temps réel de la stimulagisservie en boucle fermée

Nous avons mis au point avec Olivier David un dtbare de détection des
DPO basé sur la quantification de I'entropie dgaaix EEG. Cette approche
permet de facon rapide et efficace de mesurerniésie de distribution des
modes ordinaux des signaux (Li et coll., 2007)étaht ainsi la dynamique non-
aléatoire qui caractérise les crises (pour plusdéils voir Article 3). En

pratique, une seconde d'enregistrement EEG duxcsoi@atosensoriel était lue
toutes les 600 ms (limite de performance du BioMEp&ymettant un calcul

pratiguement en temps réel, pour ce qui est détlection de début de crises, de
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I'entropie de permutation ainsi que de la fréqueinstantanée. La stimulation
bilatérale de la SNr était alors déclenchée sieatesnent si : (1) l'inverse de
I'entropie de permutation dépassait un seuil dopréalablement déterminé
pour chaque animal, et (2) la fréquence instantate® signaux EEG était
caractéristique des DPO, c'est-a-dire entre 6 2.1l est important de noter
que l'entropie de permutation est insensible apli@mde des signaux EEG
conférant ainsi a notre systéme de détection uaadgr robustesse face aux
artéfacts de mouvements qui sont fréquents lomrelgstrements ou I'animal
est libre de se déplacer. Cette méthodologie aflmstmontré des limites lors
de la distinction entre les crises et les activiitéssommeil (oscillations amples

et lentes), caractéristique importante pour lesgstrements de longue durée.

4.3. Détermination de la période réfractaire

Dans un second temps, nous avons déterminé larvddela période réfractaire,
c’est a dire la période qui suit une premiere skitmon pendant laquelle une
nouvelle stimulation a une efficacité moindre, gomnulle (Feddersen et coll.,
2007). Pour déterminer ce parametre, les animau&ient dans un protocole ou
l'intervalle était de 5, 20, 40, et 60 sec (1) erdleux stimulations électriques
(fréquence = 60 Hz, durée de pulse = 60 psec, digé&timulation = 2 sec) ou
(2) auditives (durée de 2 sec, pendant une heurgtihellation asservie a la

détection des crises).

Pour s’assurer que l'arrét des crises était biefcifgue de la stimulation
électrique, les animaux ont ensuite subi deux pmés de contrdle : (1) Un
premier protocole d'une heure de stimulation assesham (avec une intensité
de OpA. (2) Un second protocole également d’'uneehda stimulation asservie

a une stimulation sonore comprise entre 74.3 €td®” pendant 2 sec. Chez
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certains animaux, ces deux protocoles ont égaledgtentéalisés pendant des

périodes de 5 h.

4.4. Robustesse de la stimulation asservie

Une fois les seuils déterminés, quelques rats (en8pient dans une deuxieme
phase de stimulation nous permettant de vérifedfitacité et la robustesse sur
le long terme de la stimulation asservie en botelmée pendant des périodes
de 1 h,5h, 12 h et 24 h d’enregistrement.

[11.5. Histologie

A la fin des expériences les animaux ont été sésripar une dose létale de
pentobarbital en injection intrapéritonéale (60 kgg/Doléthal, Centravet,

France). Leur cerveau a été alors prélevé et céngat immersion dans de
l'isopentane a une température de -30 °C. Desosecttoronales de 25 pum
d’épaisseur ont été ensuite collectées a l'aida dhyostat et colorées au violet
de Crésyl pour une localisation de sites dimplaota des électrodes en
référence a l'atlas de Paxinos (Paxinos et Wat200;1). Seuls les animaux
présentant une localisation correcte des électramdsété retenus pour les

analyses.

l11.6. Analyses et statistiques

Pour le suivi de la stabilit¢ des crises chez |eEBA, les valeurs ont été
exprimées : en pourcentage de crises interromparegriode d’'une heure pour
toutes les expériences de détermination de la geri@fractaire. Pour les
expériences de stimulation asservie d'1 et 5 heeresiombre de crises totales,

nombre de crises stimulées, nombre de crises monlées, en pourcentage de
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crises interrompues et en erreur standard a la mmeyear période de 20
minutes, et enfin en nombre de crises totales, nende crises stimulées,
nombre de crises non stimulées, en pourcentageisks dnterrompues et en
erreur standard par périodes de 3 heures pouxjEsiences de stimulation sur
12 et 24 heures. Les données obtenues pour lesiemEs de stimulations
d'une et cinq heures et pour les expériences derrdiétation de la période
réfractaire ont été comparées en utilisant desyseslde variances multiples.
Les données obtenues pour les expériences de fipaitth de I'efficacité de la

détection des crises ont été comparées en utilisle® analyses non

parameétriques test de Friedman et de Mann-Whitney.
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V. Résultats

IV.1 Identification du réseau impliqué dans I'épiée et caractérisation du
réseau - Article 2-

Article 2 :

Le but de cet article était d'évaluer la connetivonctionnelle de différentes
régions ceérébrales, chez le modele génétique ebid d'absence du rat
GAERS en utilisant des enregistrements IRMf coupded’EEG et des
enregistrements EEG avec des électrodes profondesliskes dans les
structures d’intérét. Ma participation a ce trawaporté sur les enregistrements
EEG simultanés de différentes structures cérébréddles que le cortex
somatosensoriel, les noyaux ventrobasaux du thalalaustriatum et la SNr,
permettant de fournir une validation électrophysiague du choix du modele

utilisé dans l'article.

Nous avons utilisé deux approches complémentalhese nous permettant une
caractérisation simple des retards de propagagbrautre nous permettant

I'identification d’'un modele de connectivité du eé@sl a partir des signaux IRMf.

Cette étude a permis dans un premier temps, d'ohiee identification par
IRMf des réseaux impliqués lors de la survenue @DPRO et dans un deuxieme
temps, de confirmer et de compléter les enregigmnesnlRMf couplés a I'EEG
par des enregistrements intracellulaires simulta@és derniers confirment que
le cortex somatosensoriel, dans la région (S1BH)iesiateur (driver) neuronal
de structures telles que le cortex moteur, le thataet le striatum pendant les
DPOs.
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Ce travail a également permis pour mon projet @ésdlde mieux comprendre
comment le systeme des GB interagissait avec legtgtes génératrices

pendant les crises d’épilepsies. En outre, il angerde valider un schéma
d’'implantation d’électrodes qui a ensuite été sdiliout au long de mon étude,
me permettant ainsi de faire des enregistremems l@acortex somatosensoriel,
le thalamus ventrobasal, le striatum et la SNr datsit de mettre en place et de
valider un systeme de stimulation asservie a laatién des crises (voir article

3). Enfin, des analyses temps fréquence supplémenhizonfirment que la SNr

a une activité modifiée en fin de crise. Ceci ingdiqque la SNr pourrait jouer un
réle dans l'arrét des crises, caractérisé parétagde synchronisation des DPO
dans cette structure quelques secondes avant tedirDPO corticales (Figure

6A et B).
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Figure 6 : (A) Exemple d’'une crise dans le cortematosensoriel, le thalamus,
le striatum et la SNr lors d’enregistrements sianuds intracerebraux, (B)
analyses T-F des DPOs moyennés et normalisés @ardiftérentes structures

(81 crises chez n=4 rats).
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Christoph Segebarth1’2, Antoine Depaulis1’2
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Whether functional magnetic resonance imaging (fMRI) allows the identification of neural drivers remains an open
question of particular importance to refine physiological and neuropsychological models of the brain, and/or to
understand neurophysiopathology. Here, in a rat model of absence epilepsy showing spontaneous spike-and-wave
discharges originating from the first somatosensory cortex (S1BF), we performed simultaneous electroencephalo-
graphic (EEG) and fMRI measurements, and subsequent intracerebral EEG (iEEG) recordings in regions strongly
activated in fMRI (S1BF, thalamus, and striatum). fMRI connectivity was determined from fMRI time series directly and
from hidden state variables using a measure of Granger causality and Dynamic Causal Modelling that relates synaptic
activity to fMRI. fMRI connectivity was compared to directed functional coupling estimated from iEEG using asymmetry
in generalised synchronisation metrics. The neural driver of spike-and-wave discharges was estimated in S1BF from
iEEG, and from fMRI only when hemodynamic effects were explicitly removed. Functional connectivity analysis applied
directly on fMRI signals failed because hemodynamics varied between regions, rendering temporal precedence
irrelevant. This paper provides the first experimental substantiation of the theoretical possibility to improve
interregional coupling estimation from hidden neural states of fMRI. As such, it has important implications for future
studies on brain connectivity using functional neuroimaging.

Citation: David O, Guillemain |, Saillet S, Reyt S, Deransart C, et al. (2008) Identifying neural drivers with functional MRI: an electrophysiological validation. PLoS Biol 6(12):

e315. doi:10.1371/journal.pbio.0060315

Introduction

Distinguishing efferent from afferent connections in
distributed networks is critical to construct formal theories
of brain function [1]. In cognitive neuroscience, the dis-
tinction between forward and backward connections is
essential in network models [2,3]. This is also important
when describing how information is exchanged between
different brain systems [4] and how neural coding is
embedded in biological networks [5]. Such hierarchical
structure is biologically grounded in the asymmetry of
connections between neuronal ensembles, as suggested by
computational neuroanatomy studies [6-9]. In clinical neuro-
science, distinguishing neural drivers (i.e., the source of
driving or forward connections in the brain—usually from
deep pyramidal cells) from other brain regions is essential
when trying to identify structures involved in the origin or in
the control of pathological activities. Epileptic seizures are
illuminating in that sense. They are characterised by
paroxysmal activities which, in the case of focal seizures,
originate from the “epileptic focus”, i.e., a neural network
restricted to a particular cortical structure, and eventually
spread to other structures of the brain [10]. The epileptic
focus can thus be interpreted as a neural driver of the
pathological activity.

In relation to the existence of distributed networks,
theories of brain function have recently promoted the
concept of functional integration [11]. Functional integration
specifies that brain functions are mediated by transient
changes of interactions between certain brain regions,
instantiated either by autonomous mechanisms (dynamical
systems operating at the limit of stability) or by the action of
neural drivers reinforced by the experimental context. In
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integrated neuroscience, these formal ideas have initiated a
search for neural networks using sophisticated signal analysis
techniques to estimate the connectivity between distant
regions [4,12-18]. At the brain level, connectivity analyses
were initiated in electrophysiology (electroencephalography
[EEG] and magnetoencephalography [MEG]) because electri-
cal brain signals have an excellent temporal resolution that
makes them particularly amenable to such analyses. Con-
nectivity measures in EEG and MEG [13,16] rely on the
estimation of metrics of interaction that are more or less
related to the notion of temporal precedence (because of
propagation and synaptic delays) of the activity in the driving
structure with respect to that in the driven ones.

Despite their attractive neurodynamical features, EEG and
MEG studies in healthy subjects are limited by their poor
spatial resolution. Functional magnetic resonance imaging
(fMRI), in contrast, exhibits excellent spatial resolution and
has become the method of choice for mapping brain
functions. During neuronal activation, fMRI is sensitive
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Author Summary

Our understanding of how the brain works relies on the develop-
ment of neuropsychological models, which describe how brain
activity is coordinated among different regions during the execution
of a given task. Knowing the directionality of information transfer
between connected regions, and in particular distinguishing neural
drivers, or the source of forward connections in the brain, from other
brain regions, is critical to refine models of the brain. However,
whether functional magnetic resonance imaging (fMRI), the most
common technique for imaging brain function, allows one to
identify neural drivers remains an open question. Here, we used a rat
model of absence epilepsy, a form of nonconvulsive epilepsy that
occurs during childhood in humans, showing spontaneous spike-
and-wave discharges (nonconvulsive seizures) originating from the
first somatosensory cortex, to validate several functional connectiv-
ity measures derived from fMRI. Standard techniques estimating
interactions directly from fMRI data failed because blood flow
dynamics varied between regions. However, we were able to
identify the neural driver of spike-and-wave discharges when
hemodynamic effects were explicitly removed using appropriate
modelling. This study thus provides the first experimental sub-
stantiation of the theoretical possibility to improve interregional
coupling estimation from hidden neural states of fMRI. As such, it
has important implications for future studies on connectivity in the
functional neuroimaging literature.

mainly to changes of local perfusion and oxygen uptake by
neurones [19]. FMRI therefore provides an indirect measure
of neuronal activity. The dynamical properties of the
technique highly depend on the neurovascular coupling that
relates vascular changes to neural activity [20-22]. However,
this physiological limitation, which compromises the tempo-
ral resolution (~2 s) of metabolic neuroimaging techniques,
has not prevented careful analyses of connectivity using fMRL
Connectivity measurements with fMRI quantify either func-
tional connectivity, i.e., the correlation of fMRI time series
between different regions [23-25], or effective connectivity, i.e.,
coupling parameters in generative models of fMRI time series
[14,15,26]. Although numerous fMRI studies have shown
exciting results about brain connectivity, it remains uncertain
whether fMRI can be used to identify neural drivers. This is
what we propose to evaluate here, in a genetic animal model
of absence epilepsy using intracerebral EEG and simulta-
neous EEGHMRI recordings.

We use the Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
(GAERS) [27]. This animal model has been validated in terms
of isomorphism, homology, and pharmacological predict-
ability to be reminiscent of typical absence epilepsy, a form of
generalised nonconvulsive epilepsy occurring during child-
hood in humans [28]. GAERS result from genetic selection of
Wistar rats over 80 generations. Animals show spontaneous
spike-and-wave discharges (SWDs) associated with behaviou-
ral arrest and slight perioral automatisms. These nonconvul-
sive seizures last 20 s on average and are repeated every
minute when the rat is at rest. Intracerebral EEG recordings
have shown that the frontoparietal cortex and ventrolateral
nuclei of the thalamus play an important role in the
generation and/or maintenance of these seizures [27,29].
Using local field potential and intracellular recordings, we
have shown recently that SWDs originate from the perioral
region of the first somatosensory cortex [30]. A similar
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finding had earlier been obtained in another genetic model
of absence epilepsy [31,32] .

We assess in this study whether fMRI can show evidence of
the first somatosensory cortex being a neuronal driver during
SWDs. We provide a comparative evaluation of vector
regression models (Granger causality) [33] and Dynamic
Causal Modelling (DCM) [14]. A key distinction between
these models is that Granger causality tests for statistical
dependencies among observed (time-lagged) physiological
responses, irrespective of how they are caused. In contrast,
dynamic causal models represent hidden states that cause the
observed data and are therefore causal models in a true sense.
If the mapping between the hidden brain states and observed
responses is not causal, Granger causality estimated directly
from fMRI time series can be very misleading. An example of
a noncausal mapping is regional variations in the hemody-
namic response function (HRF) that delay hemodynamic
responses in fMRI, relative to their hidden neuronal causes
(see Protocol SI for further explanation). Minimising the
blurring effects of hemodynamic variability using explicit [34]
or implicit (such as in DCM [14]) deconvolution techniques is
thus the key aspect of any functional connectivity analysis
using fMRI. This paper provides the first, to our knowledge,
experimental substantiation of the theoretical possibility to
estimate, in fMRI, functional connectivity from hidden neural
variables and therefore demonstrates the raison d’étre for
DCM and other deconvolution techniques.

Results

Our data analysis involved three distinct components. First,
we characterised the hemodynamic response to seizure
activity using conventional statistical parametric mapping
to identify regionally specific responses. To motivate sub-
sequent analyses of coupling, we then characterised the
regional variations in the hemodynamic responses by
optimising the parameters of a hemodynamic model for
different regions of interest (ROIs) separately. The second
component of our analyses comprised a comparative evalua-
tion of Granger causality, before and after deconvolution of
hemodynamics, and DCM using key regions identified by the
whole brain analyses above. We assessed the significance of
directed functional connectivity estimated from the Granger
causality measure using surrogate data that removed local
time dependencies between regions. To address the equiv-
alent issue with DCM, we used Bayesian model comparison.
This entailed comparing a set of models with different
directed connections and identifying the model with the
largest evidence. The third set of analyses provided an
experimental validation of the model selection by analysing
directed coupling using intracerebral EEG (iEEG) from the
same regions. We used two complementary approaches for
cross-validation. First, a simple characterisation of propaga-
tion delays, using event-related responses (time-locked to
SWDs), enabled us to examine the latency of propagation on
a millisecond by millisecond level and establish the direction
of connections through temporal precedence. Second, in a
series of more elaborate analyses, we used asymmetries in
directed generalised synchrony. Using these invasive electro-
physiological data, we were able to identify a network model
that served as a reference to validate fMRI connectivity
analyses.
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Figure 1. EEG Preprocessing

Upper panel: black (“EEG [4 20 Hz]”): 15 min of EEG recordings (band-pass filtered between 4 and 20 Hz) during EPI acquisition obtained in one rat.
White (“SWD detection”): EEG power in the 4-20 Hz range (shifted to zero in between SWDs). Grey (“fMRI regressor™): previous EEG power convolved
with a canonical HRF. Lower panel: short time window showing the EEG at seizure onset.

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g001

EEG Preprocessing

EEG recorded during fMRI was of sufficient quality to
casily visualise periods of SWDs (Figure 1). Quantification of
SWDs was performed by extracting EEG power between 4 and
20 Hz. On average, SWDs showed an increase of power by a
factor 2.34 as compared to interictal activity, which corre-
sponded to 2.57 times the standard deviation of interictal
power. FMRI regressors were obtained by convolving such
EEG power with a canonical HRF [34]. Note that this
convolution smoothes and introduces a delay in the SWD
time series on the order of several seconds (corresponding
approximately to the time to peak of the HRF). FMRI
regressors were used to construct statistical parametric maps
(SPMs) of regional effects in cerebral blood volume (CBV)
related to the occurrence of SWDs.

Networks Activated during SWDs
Highly significant and reproducible seizure-related activa-
tions (CBV increases) and deactivations (CBV decreases) were
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found at the animal level (p < 0.001, Familywise Error [FWE]
corrected) and at the group level (n = 6, p < 0.05, FWE
corrected) (Figure 2 and Table 1). At the group level,
activations were found in the barrel field of the primary
somatosensory cortex (S1BF), the centromedial, mediodorsal,
and ventrolateral parts of the thalamus (CM/MDL/MDCICL/
PC/VL/Po), the retrosplenial cortex (RSA/RSGb), and the
reticular part of the substantia nigra (SNR). These structures
are known to be involved in the generation or control of
absence seizures. The cerebellum and nuclei of the pons
(Mo5) and of the medulla oblongata (MdV) were also found
activated. In addition, several areas were found deactivated,
such as the striatum (CPu), the limb representation of the
primary somatosensory cortex (SIHL/S1FL), the visual cortex
(VIM/V1B/V2L), and the secondary motor cortex (M2).

Hemodynamic Response Functions
The HRF was found to last significantly longer in S1BF than
in other ROIs (Figure 3A). A similar effect was observed in the
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Activation Deactivation

Figure 2. Maps of SWD-Related Changes in CBV

Left: activation = increase of CBV; right: deactivation = decrease of CBV. Top: typical example of activation/deactivation pattern obtained for a single
animal (n =1, p < 0.001, FWE corrected). Bottom: activation/deactivation pattern of the group of animals (n = 6, fixed effect analysis, p < 0.05, FWE
corrected). Structures activated at the group level are listed in Table 1.

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.9g002
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Table 1. List of Activated and Deactivated Structures during SWDs

CBV Changes Structures Abbreviations Coordinates
D-V M-L A-P
Activations Primary somatosensory cortex, barrel field S1BF —3.2 +54 —2.6
Thalamus, centromedial, mediodorsal and ventrolateral parts CM/MDL/MDC/CL/PC/VL/Po —-3.2 + 08 —6.7
Substantia nigra, reticular part SNR —6.5 * 23 -87
Cerebellum -12.9 0 —5.1
Medulla oblongata (reticular formation) MdVv —13.8 0 —9.6
Retrosplenial cortex, barrel field RSA/RSGb -39 * 1.0 -1.4
Pons (motor trigeminal nucleus) Mo5 -9.7 +22 -83
Deactivations Secondary motor cortex M2 2.8 +15 —25
Striatum CPu 0.3 + 34 —6.0
Primary somatosensory cortex, limb region STHL/STFL -1.0 + 28 —2.1
Visual cortex VIM/V1B/V2L -7.1 + 40 -15
Secondary somatosensory cortex S2 —2.6 * 65 —54

See Figure 2. Coordinates indicate the centre of clusters, in the atlas of Paxinos and Watson referenced to bregma [62]. Abbreviations are those used in the atlas of Paxinos and Watson

[62]. Statistical analysis: n = 6, fixed effect analysis, p < 0.05, FWE corrected.
A-P: anteroposterior; D-V: dorsoventral; M-L: mediolateral.
doi:10.1371/journal.pbio.0060315.t001
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Figure 3. Hemodynamic Response Functions of (De)activated Structures during SWDs

(A) Hemodynamics of activated and deactivated structures during SWDs. HRFs for the different ROIs were generated using the median value (see Table
2) of parameters of a truncated hemodynamic model (see Equation 1) adjusted to the ROI time series.
(B) From prior values (in blue) of hemodynamic parameters (see Table 2), the effect of each parameter to explain the behaviour of the HRF in S1BF (in
green) was evaluated by changing the parameters to their value estimated in S1BF, one at a time. The abnormally slow hemodynamics in S1BF is
primarily explained by the strong decrease in the autoregulation constant of the CBF on the vasodilatation (in cyan).
doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g003
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Table 2. Hemodynamic Parameters Corresponding to the HRF Time Series Shown in Figure 3

CBV Changes Region of Interest Signal Decay k Autoregulation y Transit Time t Exponent o
Prior values 0.65 0.41 0.98 0.32
Activations S1BF 0.52 0.03 224 0.28
Thalamus 0.77 (0.0025) 0.31 (0.0002) 1.72 (0.0032) 0.33 (0.0004)
SNR 0.72 (0.0072) 0.40 (0.0001) 1.16 (0.0001) 0.32 (0.0002)
Cerebellum 0.86 (0.0021) 0.38 (0.0003) 1.42 (0.0005) 0.34 (0.0005)
Medulla 0.77 (0.0019) 0.38 (0.0001) 1.21 (0.0001) 0.33 (0.0002)
RSA/RSGb 0.69 (0.0356) 0.38 (0.0008) 1.18 (0.0008) 0.32 (0.0022)
Pons 0.72 (0.0090) 0.41 (0.0001) 1.16 (0.0001) 0.32 (0.0003)
Deactivations M2 0.80 (0.0124) 0.27 (0.0032) 1.91 (0.1560) 0.32 (0.0017)
Striatum 0.75 (0.0051) 0.21 (0.0013) 2.09 (0.2627) 0.31 (0.0010)
STHL/STFL 0.67 (0.2959) 0.31 (0.0004) 1.44 (0.0036) 0.31 (0.0090)
V1/V2 0.76 (0.0043) 0.40 (0.0002) 1.10 (0.0003) 0.32 (0.0001)
S2 0.68 (0.1169) 0.36 (0.0001) 1.28 (0.0002) 0.32 (0.0006)

Values between brackets indicate the uncorrected p-value derived from a matched-paired Wilcoxon test between S1BF and other ROIs. For more information, see Equation 1.

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.t002

striatum, to a much lesser extent. These HRFs are kernels of a
hemodynamic model, the parameters of which were esti-
mated for every fMRI session. The estimated distribution of
hemodynamic parameters in SIBF was found to be signifi-
cantly different from one of the other ROIs in almost all
possible pairs tested (Wilcoxon test, p < 0.01 uncorrected; see
Table 2). To determine which parameter underlies predom-
inantly the slowness of the HRF in SIBF, we generated
different HRFs using prior values of the hemodynamic
parameters, with the exception of one parameter, which
was set to the value estimated in SI1BF (Figure 3B). This
allowed us to conclude that the strong decrease of the
autoregulation constant v, instantiating a stable feedback of
changes in cerebral blood flow (CBF) on vasodilatatory effects
(see Equation 1), is the main cause of the pathological
hemodynamics observed.

These results show a large heterogeneity of HRF wave-
forms, in particular in S1BF and in the striatum, which has a
significant impact on the estimation of connectivity. Estima-
tion of temporal precedence, or of information transfer, and
prediction between time series will be affected much by the
variability in time to peak of the HRFs. Therefore, these
results call for cautious interpretation of causality results
directly obtained from hemodynamic measures (see Protocol
S1 for a conceptual schematic).

fMRI Connectivity

Granger causality analyses. The oriented networks esti-
mated using the linear measure of Granger causality applied
to CBV-weighted signals directly and to state variables
obtained after devonvolution of hemodynamics are shown in
Figure 4. At the animal level, significant direction of
information transfer is not detected for each connection,
and a certain degree of variability is observed between
animals. Results at the group level are more significant and
easier to interpret. They show a clear distinction between the
networks that are estimated without and after deconvolution
of hemodynamics. Indeed, direct analysis of fMRI time series
leads to the estimation of the striatum as being the driver of
the network: significant (p < 0.05) driving effects were found
from the striatum onto the S1BF (Fs,iwnum—s18r — Fs18F— striatum
=0.047, p < 0.001) and onto the thalamus (Fsiamm— Thatamus—
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Fratamus—striarum = 0.011, p = 0.023). The interaction between
SIBF and thalamus did not show any consistent direction of
information transfer (Fryuamus—s18F — Fs187—Thatamus = 0.000, p
< 0.471). In contrast, after deconvolution of hemodynamics,
the Granger causality estimated from hidden neural states
concludes that SIBF is the neural driver: Fgipr_Smicum —
Fspiarum—sipr = 0.017, p = 0.038; F15r— tnatamus—F rnatamus—s18F
= 0032a P = 0002) and F Striatum— Thalamus ~— FThaldmus—»Strimum =
0.010, p = 0.046.

To sum up, Granger causality at the group level disclosed
the predicted architecture in which SIBF drove the other
regions, only when applied to hidden neural states. This
result clearly demonstrates the important confounding role
of hemodynamic variability in functional networks estimated
directly from fMRI time series.

Dynamic Causal Modelling. Connectivity estimated at the
neuronal level (with a conjoint deconvolution of the
hemodynamic effects) by DCM revealed the driving role of
the first somatosensory cortex S1BF, as may be concluded by
comparing the model evidences, at the group level, of the
different classes of models tested (Figure 5B, top). This
finding was remarkably consistent between animals (Figure
5B, bottom; in Rat 3, however, the most likely model indicated
the striatum as the neural driver, but this finding did not
survive averaging over model classes). For the most likely
model (S1BF driver, model 3, see Figure 5B), Figure 5C shows
neuronal and hemodynamic kernels estimated at the group
level for each region. Kernels were obtained using the median
value of the distribution of model parameters estimated for
each session [14]. In agreement with the architecture of the
model, neuronal responses of SIBF (in blue) preceded those
of the striatum (in red) and of the thalamus (in green). The
delay between S1BF and the other regions at half the
magnitude of neuronal kernels was about 1.5 s. This value
corresponds to the delay observed in intracerebral EEG
between first EEG changes in S1BF and the ensuing spread of
SWDs to other regions [30]. Interestingly, DCM was able to
estimate HRF heterogeneity among regions interconnected at
the neuronal level, indicating an effective correction of
hemodynamic variability. The HRF in S1BF (in blue) was
much slower (half-width=21 s, k=0.97, y=0.04, t=2.70, and
o= 0.32) than that of other regions (thalamus, in green: half-
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Oriented networks estimated using the linear measure of Granger causality for each animal (left) and for the group (right), without (top) and after
(bottom) hemodynamic deconvolution. For each pair of regions (X, Y), the directionality and colour of the arrows indicate the sign and statistical
significance (obtained from surrogates) of F,_,, — F,_., (see Equation 4), respectively. See main text for details. St, striatum; Th, thalamus.

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g004

width =7 s, k = 0.36, y = 0.12, T = 1.75, and o = 0.27; and
striatum, in red: half-width =8.5 s, k =0.50, y = 0.09, 1 = 1.99,
and o = 0.29), despite the fact that neuronal responses were
the fastest in this region. Note that HRFs estimated by DCM
were very similar to those estimated without taking into
account neuronal connections between regions (Figure 3).
Finally, Figure 5D shows extrinsic connectivity, obtained
from the median value of the distribution in matrices A and C
(see Equation 5) over animals and sessions, for the most
plausible model (model 3, see Figure 5B). Input connectivity
strength, decreasing between S1BF (1.00), striatum (0.66), and
thalamus (0.33), reflects amplitude of hemodynamic signals
recorded (see group t-values in Figure 2 and time series in
Figure 5A and 5C).

IEEG Connectivity

Spike averaging. Analysis of the averaged spike-and-wave
complex (Figure 6) indicates that the peak of the first spike in
S1BF preceded by 5.5 ms and 10 ms those measured in the
thalamus and the striatum, respectively. This average se-
quence of activation was found in all five rats except one in
which the spike in thalamus was found to precede the one in
S1BF by 2.2 ms. In addition, the average spike recorded in
S1BF was sharper and did not show a large slow wave as is the
case in the thalamus and in the striatum. These character-
istics indicate a specific electrical signature in S1BF,
potentially related to its role as neural driver.

Generalised synchronisation. The oriented network esti-
mated by a measure of generalised synchronisation between
iEEG signals was obtained by averaging, for each pair of
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regions (X, Y), the interaction measure A(Y | X) — A(X | V) (see
Protocol S2) over seizures and animals between 2 and 8 s after
seizure onset (Figure 7). Significant driving effects were found
from SIBF onto the striatum (p < 10°%, Wilcoxon test
uncorrected for multiple comparisons) and onto the thala-
mus (p < 0.002). The interaction between striatum and
thalamus did not show any consistent direction of informa-
tion transfer (p > 0.39). Connectivity analysis of iEEG signals
thus confirmed the role of SIBF as neural driver for thalamic
and striatal activity.

Discussion

In this study, we used a well-recognised animal model of
absence epilepsy (GAERS) [27,28] to assess whether fMRI can
be used to determine directionality of interactions between
remote brain regions. In epilepsy research, estimating neuro-
nal drivers (i.e., epileptogenic zone) within epileptic networks
is one of the major issues. In drug-resistant patients with focal
epilepsy, for instance, the precise determination of neuronal
drivers should have a major surgical impact [35]. This is also
true in cognitive neuroscience, in which the possibility to
estimate oriented interregional connectivity should permit
the refinement of network theories of brain function [3].

Although it is well established that SWDs in absence
epilepsy result from paroxysmal oscillations within cortico-
thalamic networks, the respective contributions of the neo-
cortex and of the thalamic relay nuclei in the initiation of
such activity are still debated [31,36]. It was first suggested
that SWDs originate from a subcortical pacemaker with
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(A) Example showing how DCM (model 1) fitted measured data from a session containing four seizures.

(B) Model comparison using the negative free energy (for clarity, the average over the models of the negative energy has been removed). Top: at the
group level, the models 1-5 assuming S1BF as being a driver are the most plausible (model 3 is the most plausible at the group level, mainly because of
the high value of its evidence in rat 2). Bottom: this result at the group level was found in all rats when pooling over each class. However, in rats 3 and 5,
a model assuming the striatum as a driver was found the most plausible (in rat 5, this finding was not significant, i.e,, difference of negative energy with

a model assuming S1BF as being a driver was lower than three).

(C) Neuronal and hemodynamic kernels at the group level obtained from median value of model parameters estimated at the individual level for the

most plausible model (model 3, see [B]).

(D) Extrinsic connectivity, obtained after averaging matrices A and C over the animals, for the most plausible model (model 3, see [B]).

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g005

widespread and diffuse cortical projections [37-41] or from
an interaction between cortical and thalamic neurons.
However, data from a pharmacological model of SWDs in
the cat [42-44] and from a genetic model of absence epilepsy,
the Wistar Albino Glaxo/Rijswijk (WAG/Rij) rat [31,32,45],
provided evidence for a leading role of the cerebral cortex. In

——S1BF
Thalamus
Striatum -

80

Time [ms]

Figure 6. Spike and Wave Complex Averaged over Seizures and Rats

The spike observed in S1BF precedes by 5.5 ms and by 10 ms (time to
peak) those measured in the thalamus and in the striatum, respectively.
doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g006
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the GAERS, it was found that SWDs are initiated in the facial
region of the somatosensory cortex before propagating, or
not (for brief SWDs), to the ventrolateral thalamus and to the
primary motor cortex [30]. In addition, inhibition of this part
of the first somatosensory cortex by local application of
tetrodotoxin was shown recently to suppress SWDs (P. O.
Pollack, S. Mahon, M. Chavez, and S. Charpier, unpublished
data). In human patients with absence epilepsy, fMRI [46] and
positron emission tomography (PET) [47] studies showed the
involvement of the thalamocortical system during SWDs, but
without any clear evidence for the site of initiation of such
activity.

Here, using concurrent fMRI and EEG measurements, we
obtained SWD-correlated changes in CBV beyond the
thalamus and S1. Significant activations or deactivations
were also found in the brainstem, cerebellum, SNR, striatum,
and different cortices (retrosplenial, visual, limb region of S1,
and motor and sensory secondary). Interestingly, all these
structures were activated bilaterally, resulting in a sym-
metrical network. Whereas, to our knowledge, the role of the
cerebellum in the generation or control of SWDs has hitherto
not been addressed, the spreading of discharges to different

December 2008 | Volume 6 | Issue 12 | e315



>

Identifying Neural Drivers with fMRI

ASW BF=>Thalamus

0.04 T

Time [s]

p>03 — -0.04
p’ v "2 0 2 4 6 8
—— Time [s]
S1BF 4 \
‘Thalamus
N [-7-;.1'\“
g S E
£ 004 || E 004
FURLT———% & & | triatum J,l‘\?ﬁ 004 ————

Time [s]

Figure 7. Direction of Information Transfer Estimated in iEEG from the Measure of Generalised Synchronisation
A significant and stable, among the first seconds of SWDs, driving effect was found from S1BF towards thalamus and striatum. No consistent

directionality was found for the connection between striatum and thalamus.

doi:10.1371/journal.pbio.0060315.g007

cortices was described [48]. CBV changes in striatum and
substantia nigra pars reticulata are particularly noteworthy,
as these structures, respectively the input and output of the
basal ganglia, were suggested to control epileptic seizures in
different animal models [49]. For instance, activation of
dopaminergic transmission in the striatum suppresses seiz-
ures, whereas its inhibition by dopaminergic antagonists
aggravates SWDs [50]. Similarly, inhibition of the substantia
nigra pars reticulata by pharmacological manipulation is well
known to block epileptic seizures in different models,
including the GAERS [51]. Our EEG/MRI results are thus in
line with the view that SWDs propagate to different cortical
regions, and to subcortical regions as well. Activation of basal
ganglia circuits would allow endogenous regulation of SWDs,
which can be artificially enhanced by neuromodulation
techniques [49].

Two EEGHMRI studies were performed in the WAG/Rij rat
[52,53]. Bilateral activations were also found in the fronto-
parietal cortex, the thalamus, and brainstem nuclei. No
deactivations were reported, however. GAERS and WAGI/Rijj
rats, though similar in many aspects, show also some differ-
ences, in particular in the features of spontaneous SWDs [28].
These differences may explain why fMRI activations only
partly overlap. Importantly, a strong activation in S1BF is
observed in both models. This finding supports the important
role of this part of the cortex in the initiation of SWDs, as
demonstrated by electrophysiology in GAERS and in Wag/Rij
rats [30-32].

In the present study, in addition to revealing the spatial
organisation of the epileptic network, we estimated the HRF
to SWDs in the different regions involved. We thereby used a
truncated hemodynamic model [20] characterised by various
parameters directly related to underlying biophysical pro-
cesses. In the model used, it is assumed that changes in
synaptic activity trigger vasodilatatory effects described by
the lumped time constant called “signal decay x.” Vaso-
dilatation induces changes in cerebral blood flow (CBF),
which in return have an autoregulation effect on changes in
vasodilatation (constant y in the model). Changes in CBV are
then obtained from changes in CBF using a state equation
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with two parameters (a transit time T and an exponent o for
nonlinear effects). Our main finding here was an abnormally
slow HRF in S1BF, due to near suppression of the
autoregulation mechanisms of CBF on vasodilatation. The
autoregulation constant y is a lumped parameter that
summarises, in dynamical terms, the effects of many different
physiological processes involved in the feedback autoregula-
tory mechanisms occurring during functional hyperemia.
Functional hyperemia, which matches the delivery of blood
flow to the activity level of each brain region, requires
coordinated cellular events that involve neurons, astrocytes,
and vascular cells [54]. Deregulation of the function of any of
these cell types in SIBF thus appears as a plausible
physiological mechanism to explain the abnormally long
time constant of CBF feedback that we found. Additional
experiments in the future are needed to reveal which
processes involved in regulation of vasodilatation by blood
flow are exactly altered in the first somatosensory cortex of
the GAERS.

Such differences in hemodynamic properties allowed us to
challenge the face validity of functional connectivity analyses
in fMRI. For simplicity and reproducibility among animals of
this validation study of functional connectivity in fMRI, we
selected three regions of interest that (1) were the most
consistently activated over sessions and animals, (2) exhibited
different hemodynamics, and (3) were easily integrated in our
current understanding of SWDs. We selected first S1BF
because of recent evidence indicating its role as a cortical
driver, second the ventrobasal thalamus because it is known
that the thalamocortical loop is implicated in SWDs, and
third the striatum because of various studies suggesting its
role in the control of SWDs. Other structures also showing
significant CBV changes at the group level were ignored,
either because the signal-to-noise ratio was too low at the
session level (because estimated connectivity is related to
effect size and highly depends on signal-to-noise ratio, this
would have entailed a significant loss of results reproduci-
bility between animals and sessions), or because no exper-
imental evidence was available for validating connectivity
results (for instance, it would have been difficult to interpret
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fMRI connectivity results for cerebellum that has never been
explored in GAERS).

The Granger causality measure tested [25,33], heavily based
on the concepts of temporal precedence, information trans-
fer, and prediction between time series, estimated the
striatum as being the neural driver of SWDs when applied
directly to fMRI signals. This result strongly contradicts the
evidence from the literature [49]. We then evaluated whether
the very same Granger causality measure, but applied to
hidden neural states estimated after deconvolution of
hemodynamic effects in fMRI time series, would be more
compelling. It was indeed the case since S1BF was identified
as the neural driver at the group level. Comparison of the
results of both analyses demonstrates that the failure of
connectivity analysis from original fMRI time series to
identify S1BF as the neural driver is due to regional
variability of the HRFs. Finally, connectivity analyses at the
neuronal level using DCM were also able to reconstruct a
meaningful connectivity pattern. Bayesian model comparison
showed a clear preference for the models specifying SIBF as
the neuronal driver, with consistent reproducibility among
animals. At the animal level, results obtained with DCM were
more reproducible than with the linear implementation of
Granger causality. It is probable that more sophisticated
approaches, including multivariate, nonlinear, parametric, or
nonparametric implementation of Granger causality [55-57],
would have allowed a significant improvement in result
reproducibility between animals.

fMRI connectivity analyses were validated using iEEG data
obtained in freely moving rats. The directionality of
interactions, estimated from the asymmetry of a measure of
generalised synchronisation, clearly indicated S1BF as being
the driver. The generalised synchronisation measure relies on
time-embedding of iEEG signals (Takens’ theorem). This
manipulation depends upon some parameters that are
sometimes difficult to optimise [58], and moreover, its
theoretical underpinnings [59] might not be totally fulfilled
by brain signals. In view of these potential difficulties, for
construct validation in terms of spike propagation, the
averaged SWD complex was computed, and a temporal
precedence of the activity in SIBF was demonstrated, as
anticipated from iEEG generalised synchronisation and from
fMRI connectivity.

Because fMRI does not provide sufficient information to
reconstruct accurate electrical activity, the neuronal model
used in DCM remains necessarily simple, allowing the
generation of caricatures of neural states. Nevertheless,
DCM distinguished different functional hypotheses in a
meaningful way. To our knowledge, this study provides the
first experimental validation of DCM for fMRI using invasive
EEG recordings. The so-called “synaptic activity” estimated
by DCM remains difficult to interpret. First-order electrical
kernels (see Figure 5) do not allow the generation of EEG-like
signals if convoluted with a random input (as classically done
when modelling EEG with neural mass models [60]) because
their time constant (~2 s) is too large to generate the 7-9-Hz
oscillations that characterise SWDs in GAERS. Their dynamic
properties are more compatible with the rate of change of
EEG power often observed at the beginning of seizures (see
Figure 1 in [30]). The coupling parameters of DCM might
then be interpreted as indications of how changes in EEG
power are transferred between regions. Because DCM

iE). PLos Biology | www.plosbiology.org

2692

Identifying Neural Drivers with fMRI

parameters in fMRI are estimated from several minutes of
recordings, the significant difference that was found between
models implies that the information transfer is more or less
stable during seizures—in other words, that one direction of
information transfer dominates. This is indeed what we
observed in iEEG, as far as connectivity from S1BF was
concerned (Figure 7). Finally, it is important to note that, like
any model-based approach, results depend on the assump-
tions of the generative model used. In particular, current
implementation of DCM [14] does not take into account time
lags between neural populations due to conduction velocities
and propagation through dendritic trees. Elaborating and
validating a more realistic neural model for DCM in fMRI
taking time dependencies into consideration would be
interesting, but goes well beyond the scope of this work.

This study is, to our knowledge, the first electrophysio-
logical validation of fMRI connectivity analyses based on
Granger causality and Dynamic Causal Modelling using a
well-characterised animal model of functional coupling. As
such, it has important implications for such studies that are
starting to predominate in the functional neuroimaging
literature on connectivity. Our results clearly indicate that
one must minimise spurious interactions due to hemody-
namic variability between brain regions using explicit or
implicit (such as in DCM) deconvolution of hemodynamic
effects in fMRI time series. Otherwise, directed functional
connectivity results should be taken cautiously, particularly if
one cannot demonstrate that hemodynamic properties are
the same in every region analysed.

Materials and Methods

Animal preparation and data acquisition. Experimental procedures
and animal care were carried out in accordance with the European
Community Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC).
They were approved by the Ethical Committee in charge of animal
experimentation at the Université Joseph Fourier, Grenoble (proto-
col number 88-06). Six male adult GAERS (281 * 56 g) were used for
the fMRI/EEG study, and five adult GAERS (two males, three females;
232 + 70 g) were recorded in iEEG.

fMRI/EEG experiments. Spontaneous seizures were measured
during magnetic resonance (MR) experiments using EEG. Animals
were equipped with three carbon electrodes located on the skull near
the midline (frontal, parietal, and occipital), several hours prior to
the MR experiments. Two additional carbon electrodes were used to
monitor cardiac activity (electrocardiography [ECG]). Because ab-
sence epilepsy is suppressed by anaesthesia, animals were maintained
conscious under neuroleptanalgesia.

Anaesthesia was induced under 5% isoflurane, maintained under
2% isoflurane during animal preparation, and stopped during MR
acquisition. The femoral artery was catheterised to allow admin-
istration of an iron-based superparamagnetic contrast agent (injected
as a bolus just before MR preparatory settings, 8 mg Felkg, i.e., 145
mmol Felkg, Sinerem) and infusion of curare and analgesics. Just
before inducing neuroleptanalgesia, a tracheotomy was performed,
and animals were ventilated at 90 breaths/min throughout the rest of
the experiment. Neuroleptanalgesia was induced using an intra-
venous bolus of d-tubocurarine (1 ml/kg). Animals were then
maintained under intravenous infusion of a mixture of d-tubocur-
arine (1.2 mg/kg/h), Fentanyl (3 pglkg/h), and haloperidol (150 pg/kg/h)
[30].

Animals were secured in an MR-compatible, customised, stereo-
taxic headset with ear and tooth bars. They were positioned in the
magnet, maintained in position between 3 and 4 h for data
acquisition, and then sacrificed. Rectal temperature was monitored
and kept at 37 °C using a heating pad positioned under the animal.

MR imaging was performed in a horizontal-bore 2.35 T magnet
(Bruker Spectrospin), equipped with actively shielded magnetic field
gradient coils (Magnex Scientific) and interfaced to a SMIS console
(SMIS). A linear volume coil was used for excitation (internal
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diameter 79 mm), and a surface coil was used for detection (Rapid
Biomedical). Both coils were actively decoupled.

T,-weighted anatomical images were acquired using a 3D-MDEFT
sequence with parameters optimised following the procedure
described in [61]: voxel size = 0.333 X 0.333 X 0.333 mm?3, TI = 605
ms, quot = 0.45, alpha = 22°, TR/ITE=15/5 ms, and BW =20 kHz. CBV-
weighted measurements were made with gradient-echo echo-planar
imaging (EPI) acquisition (two shots, data matrix =48 X 48, FOV = 35
X 35 mm('), 15 contiguous 1.5-mm-thick slices covering the whole
brain, alpha = 90°, TE = 20 ms, TR = 3 s). Functional volumes were
acquired over about 2 h, in several 30-min sessions to prevent
overheating of the gradient hardware. 3D-MDEFT and EPI images
were centred to facilitate superimposition.

EEG and ECG signals were sampled simultaneously with fMRI at
1,024 Hz (SD32, Micromed). ECG was merely used to monitor the
physiological state of animals. When ECG revealed a heart frequency
below 250 beats/min, the experiment was terminated, and the animal
was sacrificed. EEG and fMRI temporal coregistration was ensured by
the EEG acquisition software recording a TTL signal from the MR
system at each volume acquisition.

iEEG experiments. For the iEEG recordings, GAERS were
implanted with intracerebral electrodes under general anaesthesia
(diazepam 4 mglkg intraperitoneally [i.p.], ketamine 100 mg/kg i.p.).
Pairs of electrodes formed of stainless steel wires (0.175 mm)
separated by 2 mm on the longitudinal axis were stereotaxically
placed in each structure targeted. Stereotactic coordinates were as
follows, with the bregma as reference [62]: (1) first somatosensory
cortex SIBF (anteroposterior [AP]: —1 and —3 mm; mediolateral [ML]:
+5 mm; and dorsoventral [DV]: —3 mm), (2) ventrobasal thalamus (AP:
—2.3 and —4.2 mm; ML: 4+2.4 mm; and DV: —6.2 mm), and (3) striatum
(AP: +3 and —0.8 mm; ML: +3 mm; and DV: —6 mm). Two additional
electrodes (stainless steel screws) were fixed in the nasal and occipital
bones to serve as reference and/or ground. All electrodes were
connected to a female microconnector that was fixed to the skull by
acrylic cement. Animals were allowed to recover for a week, during
which they were handled daily for habituation. Once implanted, the
rats were kept alive 2 mo at maximum. They were killed by an
overdose of pentobarbital, and their brains were then removed and
cut into 20-um coronal sections. These sections were stained with
cresyl violet, and each site was localised with reference to the atlas of
Paxinos and Watson [62,63]. Electrode implantation was considered
correct if the centre of gravity of the pair of electrodes was located
within the targeted structure.

Electroencephalograms were recorded in awake, freely moving
animals, using a digital acquisition system (Cambridge Electronic
Design) with a sampling rate of 2 kHz and analog filters (high-pass
filter 1 Hz/low-pass filter 90 Hz). During the recording sessions, rats
were continuously watched to detect abnormal posture or behaviour.
Sessions did not exceed 2 h and were performed between 9:00 am and
5:00 pm.

fMRI/EEG data analysis. fMRI data analysis was done using SPM5
(Statistical Parametric Mapping, Wellcome Department of Imaging
Neuroscience, Functional Imaging Laboratory, London, UK). Some
routines of this software were adapted to rat imaging in accordance
with [63].

Spatial preprocessing. For each session, EPI volumes were first
realigned to account for motion correction. All images were then
normalised to a 3D-MDEFT template with coordinates chosen
according to the rat atlas of Paxinos and Watson, with the origin at
the bregma [62]. Normalised images were resampled to reach an
isotropic spatial resolution of 0.4 mm. Finally, normalised EPI images
were smoothed with a Gaussian kernel of 0.5-mm width. Statistical
analysis was done on smoothed, normalised, and realigned EPI
images.

Statistical maps of SWD-related regional CBV changes. Statistical
maps of regional CBV changes in relation to SWDs were obtained
using the standard procedure applied in EEG/MRI studies of epilepsy
[64,65]. It consists of the detection of epileptic events in the EEG. A
regressor of interest for fMRI data is then obtained by convolving
EEG epileptic events with a model of the hemodynamic impulse
response function [66]. If the impulse response is causal (which is
usually the case), it is assumed that electrical activity precedes and
causes hemodynamic changes.

SWDs were extracted from the EEG using a moving average (time
window length = 2 s; sampling rate = 5 Hz) of EEG power between 4
Hz and 20 Hz. SWD power was then scaled such as to be about zero
between SWDs and about one during SWDs. Note that it was not
necessary to correct imaging or cardiac artefacts in our data because
they were not significant at frequencies of SWDs. The SWD regressor
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used for fMRI statistical analysis was obtained by convolving the
normalised SWD power with the canonical HRF provided in SPM5.

For each animal, SPMs of the ¢-statistic of SWD-related activations
were obtained by correlating the high-pass filtered (cutoff = 0.97
mHz) time series of each voxel with the SWD regressor using a
standard first-level multisession statistical design [67]. Activations at
the group level were obtained using a fixed-effect analysis following
guidelines provided in [68]. The decision to perform a fixed-effect
analysis was based on (1) the reduced number of animals (n = 6) being
too small to perform a random-effect analysis and (2) the excellent
reproducibility between animals of the activation patterns.

Estimation of hemodynamic parameters in regions activated
during SWDs. Activation maps were obtained under the conventional
hypothesis of identical hemodynamics all over the brain. Although
this assumption is particularly convenient to obtain statistical maps,
significant hemodynamic variability is to be expected [69-71]. Taking
into account this spatial variability is critical in identifying neuronal
drivers from fMRI signals. We therefore estimated the HRFs in the
different structures activated.

A biophysical model of brain hemodynamics was used to bio-
logically constrain the estimation of the HRFs. We therefore adapted
the hemodynamic model used in [14,20] to the measurement of CBV-
weighted signals (due to the use of an iron contrast agent). Briefly, we
removed from the distributed version of DCM (SPM5, http:/fwww.fil.
ion.ucl.ac.uk/spm/) the state equation corresponding to the definition
of deoxyhemoglobin content, and we changed the output equation
that was developed for BOLD signals (assuming BOLD signals as
arising from a mixture of CBV and blood oxygenation effects). The
model thus described below is a truncated version of the hemody-
namic model developed in [20]. For the ith region, neuronal activity z;
causes an increase in a vasodilatory signal s; (time constant ¥;) that is
subject to autoregulatory feedback (autoregulation constant v,).
Inflow f; responds in proportion to this signal with changes in blood
volume v; (time constant t; and nonlinear constant o;):

.§1 =2z; — I.CL'Si — "/7(fl — 1)
fi=si
. 1/0;
T = fi — v,/“
Yi%v;

(1)

Variations in CBV-weighted signals y were assumed to be propor-
tional and of opposite sign to variations of blood volume v—a CBV
increase shortens the transverse relaxation time [72]. The four
hemodynamic parameters for each region i (x;, v;, T;, and ;) were
estimated from the time series of each ROI using a maximisation-
expectation algorithm [73], similar to the one used in the standard
DCM procedure [14].

Deconvolution of hemodynamics. Most methods to infer the
direction of information transfer between two time series are based
on identifying temporal precedence. If past activity of a given region
X helps predicting current activity of another region Y, then it is
assumed that the activity of X causes to some extent the activity of Y.
Although compelling, temporal precedence in fMRI time series may
be biased by regional variability of hemodynamics (see Protocol S1
for an intuitive explanation). Consequences of hemodynamic
variability can be minimised by deconvolving fMRI time series with
a hemodynamic impulse response function. Output time series
represent then hidden state variables that are more closely related
to neuronal activity. Instead of original fMRI time series, such a state-
space model can be used to infer functional connectivity.

Hemodynamic deconvolution of each ROI time series was
performed as described in [34]. Under linear assumption, fMRI
signals m(f) can be modelled as the result of the convolution of neural
states s(t) with a hemodynamic response function h(z):

m(t) = s(t) @ h(t) + &(t) (2)

where ¢ is the time and ® denotes convolution. &(t) is the noise in the
measurement, assumed here to be white and therefore defined by its

constant power spectrum |E(0)|” = 2. The estimation §(f) of the
neural states s(f) was obtained using the following formula [34]:

o _ et ) H (@) M (o)
5(t) = FT {4|H(m)2+gﬁ} (3)

where FT ! denotes the inverse Fourier transform, and H(e), M(g) are
the Fourier transform of A(t), m(f), respectively. For each ROI, the
hemodynamic response function A(f) was obtained after optimising
the parameters of the biophysical model described in Equation 1. The
expectation-maximisation algorithm used for this parameter opti-
misation also provided the value of the noise power spectrum gy2.
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Granger causality analysis. Granger causality measures have been
proposed recently to identify the direction of information transfer
between remote brain regions recorded in fMRI [25,33]. In its
simplest version, Granger causality is computed using linear multi-
variate autoregressive models of fMRI time series. For each pair of
brain regions X and Y, the linear influence from X to Y (F,_,) and
from Y to X (F)_.,) is defined as follows [25]:

4

xn] = 7ZA,( [{Jx[n — i] + u[n]
b

sn] = =D _Aylihln— i + vln]
i=1

jd
do) = |3 = =t =3+ wb
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(2 W
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where x and y are the time series of regions X and Y. In Results, they
correspond either to hemodynamic activity (fMRI signals entered
directly into the analysis) or to hidden neural states (obtained from
fMRI signals using Equation 3). x[n] corresponds to the nth time bin of
x. The three first lines of Equation 2 define autoregressive models for
time series of regions X and Y, the three lines below quantify the
residual variances, i.e., how well autoregressive models predict time
series, and the two last lines show how interdependency measures are
defined from the residual variances. Autoregressive models were
estimated using the Matlab package ARfit (http:/f/www.gps.caltech.edu/
~tapiolarfit/) [74,75]. The model order p was defined according to the
Schwarz Bayesian criterion [76]. It measures the efficiency of the
parameterised model in terms of predicting the data and penalises
the complexity of the model, where complexity refers to the number
of model parameters.

For each pair of regions (x, y), statistics on the asymmetry of the
interaction measure F,_, — Fy_, were obtained using 999 surrogate
datasets [77] that were constructed for each session by translating,
independent of each another, ROI time series by a random number
of time samples. Surrogates thus destroyed local time interdepen-
dencies and preserved the properties of each signal taken separately.
They allowed one to estimate distributions of Granger causality
under the null hypothesis that ROI time series were locally
uncorrelated and were not time-locked over sessions and animals.
Null distributions were drawn at the animal and group levels by
averaging F, ., — F, . over sessions and animals for each surrogate
realisation. p-Values on the direction of interactions were obtained
by comparing the value computed from original data to the null
distribution constructed from surrogates (see [77] for a review on
surrogates).

We refer here to the simplest implementation of Granger causality
because it is the most popular in fMRI [25,33]. However, there are
many other possibilities, including parametric and nonparametric
nonlinear approaches that have been applied to the brain, mainly in
electrophysiology [55-57].

Dynamic Causal Modelling. DCM [14] relies on a biophysical model
that connects the neuronal states z, called “synaptic activity,” to fMRI
signals. A bilinear neuronal state equation specifies the connectivity
between n brain regions:

z‘—<A+ Zuﬂ%’)z-&-Cu (5)
J

where A, B, and C are connectivity matrices, and u are inputs to the
neural system. The synaptic activity is then transformed into fMRI
signals using the hemodynamic model described in Equation 1. Using
a maximisation-expectation algorithm, DCM proceeds to a conjoint
estimation, from the measured CBV time series, of the neuronal
parameters (connectivity matrices A, B, and C) and of the four
hemodynamic parameters for each region i (x;, v; T;, and o). In other
words, it performs in one step the hemodynamic deconvolution and

iB). PLoS Biology | www.plosbiology.org

Identifying Neural Drivers with fMRI

connectivity estimation between hidden neural variables. This
implies a certain degree of interactions between both processes that
potentially results in more robust results than when deconvolution
and connectivity analyses are taken separately.

For the present study, we identified neural drivers within a small
network composed of three regions. To prevent introducing any bias
in the estimation of functional connectivity, we did not take into
account prior anatomical information about probable missing
connections. We thus chose to specify all possible unidirectional
networks comprising direct and/or indirect connections (15 models;
S1BF driver: models 1-5; thalamus driver: models 6-10; striatum
driver: models 11-15) (Figure 8). Because DCM necessitates knowl-
edge of the inputs u, we defined u as being equal to the SWD
regressor—shifted backwards in time (400 ms, which corresponds
approximately to the time constant of the driver’s DCM neuronal
kernel, see results in Figure 5) to account for neuronal filtering (u is a
presynaptic input whereas the EEG reflects multi-postsynaptic
activity [60]). In each model, an input % (non-zero C matrix) was
applied to the assumed neural driver. Here, input « must be thought
of as a practical way to model unstable dynamics intrinsically
generated by an epileptic focus, using simple dissipative neural
models used by DCM as described in Equation 5. In the models shown
in Figure 8, the region receiving input u transfers the information to
other regions with forward connections (matrix A). For parsimony,
we did not allow a modulation of the interregional connection
strength by u (by the means of the modulatory matrix B). We thereby
assumed that the connection strength did not vary between ictal and
interictal states. To conform to standard practice in DCM studies,
only self modulation (first diagonal of B) of the region receiving the
exogenous input was allowed. Actually, because it appears that inputs
u were very close to zero during interictal states, assumptions about
connectivity modulation had little effect on the parameters esti-
mated.

Identification of the neural driver in the 15 competing models
(Figure 8) was done using Bayesian model comparison based on
model evidence [78]. Practically, the model log-evidence was
approximated by the model negative free energy, the criterion used
for optimising the model parameters [14], which is a tight lower
bound on the log-evidence. The most plausible model is the one with
the largest negative free energy, i.e., the best fit to the data. A
difference in log-evidence of approximately three is usually taken as
strong evidence for one model over the other (i.e., the marginal
likelihood of one model is ~20 times the other) [14]. Assuming each
dataset is independent of the others, the log-evidence at the group
level (or at the animal level when different sessions have been
acquired) is simply obtained by adding the log-evidence of each
session [79].

IEEG data analysis. iEEG data analysis was done using a SPM5
Toolbox for intracerebral EEG developed in our laboratory. iEEG
signals were first band-pass filtered between 5 and 100 Hz to capture
the main frequencies of SWDs and to remove motion artefacts in low
EEG frequencies. Seizures were visually detected. Only those showing
(1) no movement artefact, (2) preictal and postictal periods of at least
4 s, and (3) a duration of at least 10 s were kept for further analysis (n
=172).

As a first estimation of the sequence of “activation” within the
three implanted structures, spike averaging over time was performed.
An ad hoc algorithm, based on EEG amplitude thresholding and local
maxima identification, was implemented in which the first peak of the
SWD complex was detected in signals originating from S1BF. The
mean activation pattern was then obtained by averaging each SWD
complex over time, seizures and animals using a time window
covering from 50 ms before up to 80 ms after detected spikes. The
delay between the peaks in the signals from the different structures
was finally measured on the averaged waveforms.

Further functional connectivity analyses in iEEG were performed
using a nonlinear measure based on the concept of generalised
synchronisation [13,16,80,81]. By definition, generalised synchronisa-
tion exists between two dynamical systems X and Y when the state of
the response system Y is a function of the state of the driving system
X:Y = F(X). If F is continuous, two close points on the attractor of X
should correspond to two close points on the attractor of Y. An
important feature of generalised synchronisation is that synchronised
time series can look very dissimilar, which is critical for analysing
highly nonlinear signals such as those measured with EEG in epilepsy.

Details of these methods can be found in Protocol S2. Briefly here,
we used the normalised measure of generalised synchrony A between
regions X and Y as described elsewhere [13,16]. There are two ways to
compute A, which we denote A(X | Y) and A(Y | X). A(X | ¥) and A(Y' |
X) are not identical for asymmetrical systems. This property can be
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Figure 8. Dynamic Causal Model: Architecture and State Equations

Input u corresponds to detected epileptic events in the EEG. All parameters of the models are estimated from data y (CBV-weighted fMRI signals) using a
Bayesian framework. Different configurations of the interregional connectivity A as shown in the competing models are used to estimate the putative
neural driver, based on Bayesian model comparison. The 15 possible unidirectional models were generated from the five models shown in this figure using
permutations on the ROl names (S1BF driver: models 1-5; thalamus driver: models 6-10; striatum driver: models 11-15). See main text for additional details.
doi:10.1371/journal.pbio.0060315.9g008

used to dissociate the driver and the driven systems, and we defined Protocol S2. Measures of Generalised Synchronisation
the direction of information transfer between X and ¥ using A(Y | X) Reported are concepts and detailed equations used to quantify
— A(X | Y). For each seizure, the normalised measure of generalised generalised synchronisation.

synchronisation A was computed on a time window (duration of 4 s to
get sufficient number of time points for robust estimation of
generalised synchronisation), which was translated every 200 ms
between —2 s up to 8 s according to seizure onset. By using a sliding Acknowledgments
window, we were able to compute the evidence for directed
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V.2 Développement d’'un systéme de stimulation @sse Articles 3 & 4-

Article 3 :

Le but de cet article était de rendre compte demiars résultats obtenus avec
le systeme BIOMEA, lors de ['utilisation d'un pratme adaptatif de
neurostimulation chez le rat GAERS, libre de sesivements. On montre que
le systétme BioMEA permet d’effectuer aussi bien eesegistrements que des
stimulations : dans nos conditions, les enregistréameétaient réalisés chez des
GAERS pendant des sessions de 2 heures, en utilisendurée d'acquisition

continue d’'une heure.

Cette étude technique nous a permis de montretegusignaux EEG obtenus
avec le systeme BIOMEA étaient tres comparableeux @cquis avec des
systémes d’acquisition classiques, comme par exetepbkysteme Micromed.
Ce systeme présente en outre un avantage majeuestida possibilité de
délivrer une stimulation électrique sur n'imporigelle électrode implantée a
I'aide d’un interrupteur électronique commandé yae interface utilisateur. De
plus, nous avons validé la lecture temps-réel eféex par les routines Matlab,
montrant bien visuellement l'interruption de crispsr des analyses off-line.
Ceci a pu étre possible en utilisant un montageogpie dans le logiciel Spike2
compatible avec le format de données enregistraeB@MEA. Enfin, nous
avons pu montrer que la stimulation pouvait étrdefechée dans la seconde qui
suit le début d’'une DPO. Toutes les crises ontdétéctées avec succes, et en
moyenne 70 % d'entre elles ont été interrompue$apstimulation automatique

de la SNr asservie a la détection.
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Abstract—  This preliminary study constitutes a proof of concept
for seizure-triggered neuromodulation in a genetic rat model of
absence epilepsy (GAERS) using the BioMEA™ system.
BioMEA™ is a 256-channel MEA system with integrated
electronics (ASIC) allowing simultaneous recording and
stimulation of neural networks in vitro. It is based on parallel
architecture of 64-channel ASICs with recording and stimulation
capabilities for each channel. Here, we show that BioMEA™ can
also be used to develop adaptive protocols of neurostimulation in
vivo. In epileptic rats, a seizure detection algorithm delivered
online command to BioMEA™ for bilateral stimulation of the
substantia nigra pars reticulata which aborted spike-and-wave
discharges in many instances, within 1 second following seizure
onset.

Keywords - Integrated electronics (ASIC); signal processing;
closed-loop stimulation; epilepsy; electroencephalography; animal
model

L INTRODUCTION

A.  Neurostimulation and epilepsy

Epilepsy is a widespread neurological pathology affecting
about 0.8% of the population which require pharmacological
treatment over many years. About 30% of the patients are
resistant to most anti-epileptic drugs [1]. Surgical resection of
the epileptic focus may suppress epileptic symptoms, but it can
be used only for very focal types of seizures. Another
therapeutic option is the neurostimulation of epileptic circuits
involved in the control or initiation of paroxysmal activity
[2;3]. Deep brain stimulation (DBS) could indeed constitute a
minimal invasive therapeutic approach in some forms of
pharmaco-resistant epilepsies which cannot benefit from
resective surgery. A challenge for the coming years in
epileptology is thus to go beyond the demonstration of
feasibility and to rationalise adaptive DBS techniques. Several
issues remain to be addressed and improved significantly, such
as the extraction of relevant information in electrophysiological
signals and the optimisation of electrical stimulation
parameters and neuromodulation protocols.

B.  Integrated electronics for electrophysiology
Microelectrode arrays (MEAs) provide an elegant way to

record large populations of neurons both in vitro [4-7] and in

vivo [6;8]. MEAs also offer the possibility to deliver electrical

This work was supported by Inserm, the French National Research
Agency (ANR) through Carnot funding and the Région Rhone-Alpes.

978-1-4244-2073-5/09/$25.00 ©2009 IEEE

stimulation to neural networks [9], making it a promising
technology to monitor and modulate pathological brain activity
study, such as epilepsy, using implantable devices. To be
useful, integrated systems looking towards neural prostheses
should contain recording and stimulation possibilities coupled
with real-time signal processing embedded in programmable
digital devices.

C. Goal of the study

In the context of a preclinical study of therapeutic DBS in
epilepsy, we demonstrate here the possibility to develop
adaptive protocols of neurostimulation in the freely moving
rodent with integrated electronic systems (Fig. 1). We used
BioMEA™ which is based on a 64-channel ASIC with
recording and stimulation capabilities for each channel,
initially developed for MEA recordings in vitro.

BioMEA™ System

EEG Acquisition Online EEG
s processing

Stimulation

Matlab

Pattern detection
Strategies of control

Figure 1. Principles of adaptive control of epileptic seizures, in vivo, using
integrated electronic systems

II. BIOMEA™

A.  Standard system architecture

The BioMEA™ gystem [10;11] manages up to 256
channels and performs both measurement and stimulation. This
system uses four 64-channels ASICs mounted on a mechanical
support allowing electrical interconnections with a 256-channel
array, and a PC running a specific software and providing a
user interface (Fig. 2). The modular BioMEA™ system allows
the connection of different types of electrodes (64 or 128 or
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256 electrodes) to different numbers of analog ASICs. Each
ASIC includes one amplification stage (maximum gain of 750)
with a noise of 4uVRMS and one current generator per channel
(+/- 400pA peak max). An acquisition software allows real
time visualization, data storage of 256 channels and
configuration of stimulation parameters. In this study, we used
BioMEA™ equipped with only one ASIC (64 electrodes).

B. Modifications made to BioMEA™ for adaptive DBS
protocols in vivo

For this study, we made two important changes. First, we
developed Matlab scripts to pilot automatically BioMEA™
from the PC of acquisiton. Matlab and BioMEA™
communicate by the means of a DLL that was also specifically
developed. It comprises all elementary functions that are called
by the standard BioMEA™ user interface and allows flexible
use of BioMEA™. The Matlab code permits one to record
EEG data with online visualisation and to trigger stimulation
according to the output command of real-time signal
processing. It thus consists of the implementation of a closed
loop control of epileptic seizures, the characteristics of which
are detailed below. Second, instead of using standard MEAs
for in vitro measurements, we have developed a specific
connecting device that allowed to record brain activity of rats
with BioMEA™ for any type of electrode implantation.

BioMEA™ System

Amplification, multiplexing
il and current stimulation

it
o

channels

¥ - Integrated Electronic (ASIC)
= Up to 256 channels
= Gain 750, BW [1Hz, 3kHz], Noise 4 pVRMS
= Current stimulation +~400pA

Recording and Stimulation
Electronic Control

- 256 recording &stimulation channels control
- Sampling frequency : 13 kHz/Channel

= 8 simultaneous voltage controlled pattern
for stimulation on each channel

User interface

= Real time 256-channel Acquisition
Display channels during acquisition
Navigate through data during recording
Stimulation control

Figure 2. Standard BioMEA™ system setup

111 REAL TIME DATA PROCESSING FOR SEIZURE-
TRIGGERED STIMULATION

We implemented a seizure detection algorithm based on the
quantification of permutation entropy in EEG time series. It
uses a fast and efficient approach to measure asymmetry in
ordinal patterns [12]. Such asymmetry reflects structured (i.e.
non random) dynamics that characterise seizures. In practice,
the last second of EEG recorded in the first somatosensory
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cortex (cortical focus of seizures in GAERS [13;14]) was read
every 200 ms. Permutation entropy and instantaneous
frequency of the EEG was then simultaneously computed.
Bilateral stimulation of the substantia nigra pars reticulata
(SNr) was triggered if (i) permutation entropy crossed a given
threshold, (ii) EEG instantaneous frequency was in the range of
spike-and-wave discharges (SWD), i.e. between 6 and 11 Hz.
Note that permutation entropy is insensitive to EEG amplitude,
and therefore is particularly robust to movement artefacts that
are frequent in recordings performed in freely moving animals.

IV.  EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experimental procedures and animal care were carried out
in accordance with the European Community Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and were
approved by the ethical committee in charge of animal
experimentation at the Grenoble Institute of Neuroscience.

A.  Animal model

Experiments were performed on the Genetic Absence
Epilepsy Rat from Strasbourg (GAERS) [15]. The GAERS
comes from a genetic selection of a strain of Wistar rats and
shows spontaneous non-convulsive generalised seizures with
the same pharmacological reactivity as in human childhood
absence epilepsy. These SWD last 20 seconds on average and
are repeated every minute when the rats are at rest. The fronto-
parietal cortex and lateral nuclei of the thalamus play a
predominant role in the generation of these seizures. This
chronic model is one of the best recognized in epilepsy, in
terms of face validity, and pharmacological predictivity [16]. In
addition, many data have shown in this model the role of the
basal ganglia circuit in the control of seizures [17;18].

B.  Animal preparation

Animal preparation for intracerebral EEG recordings
consisted of the implantation of electrodes under general
anaesthesia (diazepam 4 mg/kg i.p., ketamine 100 mg/kg i.p.).
Bipolar stainless-steel electrodes formed of two enamel-
insulated twisted wires (0.175 mm) separated by 400-600 pm
at the tip were placed stereotaxically. According to patterns of
activation obtained using functional magnetic resonance
imaging coupled to EEG [13], two rats were implanted, in the
left hemisphere, as follows: in the first somatosensory cortex
S1 (AP: -2.3 mm; ML : -5 mm; DV : -3 mm from the bregma
according to the atlas of Paxinos and Watson [19]), in the
ventrobasal thalamus (AP: -3.3 mm; ML : -2.5 mm; DV : -6.0
mm), in the striatum (AP: -0.2 mm; ML : -3.0 mm; DV : -6.0
mm), in the SNr (AP: -4.8 mm; ML: -2.5 mm; DV: -8.5 mm).
The SNr is the structure usually stimulated for therapeutic DBS
in the GAERS [18]. Because bilateral stimulations were shown
to be more effective, the SNr was implanted on both sides. An
additional single contact electrode was positioned over the
nasal bone and served as the reference. All electrodes were
connected to a female microconnector that was fixed to the
skull by acrylic cement. Animals were allowed a week for
recovery, during which they were handled daily for habituation
to the experimental procedure.



C. Data acquisition

Recordings were done in freely moving animals during
overall sessions lasting 2 hours maximum, using continuous
acquisitions lasting 10 minutes. EEG data were sampled at 13
kHz. A digital bandpass filter between 1Hz and 300 Hz was
implemented to allow online data down sampling at 1.3 kHz
before data writing on disk. Parameters of bilateral stimulation
of SNr were as follows: bipolar, monophasic, pulse
width=60 pus, frequency =60 Hz, intensity =100 uA,
duration=2 sec.

V. RESULTS

Fig. 3a shows that EEG signals obtained with BioMEA™
were highly comparable to those recorded with EEG apparatus
from manufacturers (Mlcromed Trev1s0 Italy) (Fig. 3b). The
real benefit in using BioMEA™ is the possibility to deliver
electrical stimulation at any sampled brain location in a fully
programmable manner.

Fig. 4a shows online snapshot of the visual control
provided by Matlab for a typical seizure that was successfully
aborted. Fig. 4b shows the same seizure but displayed with an
appropriate montage in the Spike2 software (compatible with
the format of recorded data). Note that less than one second is
needed to trigger the stimulation after seizure onset. Seizures
were all successfully detected and, on average, 70 % of them
were aborted by the automatically triggered stimulation.

a. BioMEA EEG recording

e sl

b. Standard EEG recording

Somatosensory

Cortex b (h‘ I}l “‘IN{M U{f‘u

B e O e L ik
Thelamus W M\M ﬁwmlm‘ﬁ 1 W i
Left SNI  mumeia it ipds

Right SNI i MM o et W bbb s

1 sec 1 sec

Figure 3. Comparison of BioMEA™ and standard EEG (Micromed
amplifier) recordings of a spike-and-wave discharge in the same GAERS rat
(SNr = substantia nigra pars reticulata)
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a. Online Matlab EEG recording
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b. Offline Spike2 EEG visualisation
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Figure 4. (a) Epileptic seizure automatically aborted as shown online in
Matlab. (b) Offline display in Spike2 software of the same seizure as in (a)

VI. DISCUSSION

This preliminary study constitutes a proof of concept for a
closed-loop control of epileptic seizures in freely moving
rodents, using online EEG processing and stimulation
automatically triggered by the means of the BioMEA™ system
interfaced to Matlab. Further work is needed to fully
characterise the effectiveness and specificity of such automatic
stimulation in the GAERS over long periods of time, i.e.
several days. However, this proof of concept readily
demonstrates the great potential of ASIC technology coupled
with programmable devices for future neural implants. Beyond
this, it is clear that the clinical transfer of this technology will
necessitate to use, instead of Matlab, programmable digital
circuits (FPGA) to process data online. In particular, it will
allow to limit information flow between the animal and the
back-up PC. Addition of RF link with the goal to move
smoothly from an external wired electronics to an implant will
also have to be implemented over the next few years in other
system generations.
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Abstract

In order to understand the dynamics of large neural networks, where information is widely distributed over thousands of cells, one of today’s
challenges is to successfully record the simultaneous activities of as many neurons as possible. This is made possible by using microelectrodes arrays
(MEA) positioned in contact with the neural tissue. Thanks to microelectronics’ microfabrication technologies, it now becomes possible to build
high-density MEA containing several hundreds of microelectrodes. However, increasing the number of electrodes using conventional electronics
is difficult to achieve. Moreover, high-density devices addressing all channels independently for simultaneous recording and stimulation are not
readily available. Here, we present a 256-channel in vitro MEA data acquisition system with integrated electronics allowing simultaneous recording
and stimulation of neural networks for in vitro and in vivo applications. This integration is a first step towards an implantable device for a neural

prosthesis.
© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Electrophysiology; MEA; Recording; Stimulation; ASIC

1. Introduction

Microelectrode array (MEA) technology provides an elegant
way to probe the neural code distributed over large populations
of neurons either in vitro [1-3] or in vivo [4,5]. MEAs also offer
the possibility to deliver electrical stimulation to neural networks
[6], making them promising technologies to build neural pros-
theses [7-9]. The increasing number of publications about MEA
studies shows that the understanding of neural networks and its
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E-mail address: regis.guillemaud @cea.fr (R. Guillemaud).

1959-0318/$ — see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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dynamics can be addressed by using the MEA technology, where
a large number of neurons can be recorded simultaneously.
However, increasing the number of electrodes using conven-
tional electronics is difficult to implement into compact device.
Moreover, high-density devices addressing all channels inde-
pendently for simultaneous recording and stimulation are not
yet available for electrophysiology studies.

Commercially available products (MultiChannel Systems
[MCS], Germany and MED 64 from Alpha Med Sciences,
Japan) are based on planar MEA biochips for in vitro studies (cell
cultures or acute slices) with roughly 64 microelectrodes, which
represents a sparse spatial sampling for large neural networks.
These MEA biochips are connected to conventional electronics
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system for signal recording of all electrodes and for stimulation
on a limited set of electrodes. Recently MCS has proposed a
new MEA data acquisition system with 256 channels but without
integrated stimulation capabilities.

To increase the number of channels on planar MEA biochips,
some teams have integrated the microelectrodes on integrated
electronics. A Complementary metal-oxide-semiconductor
(CMOS)-based MEA biochip with 11016 electrodes but only
128 channels for recording and stimulation has been developed
elsewhere [10]. Even higher numbers of electrodes have been
achieved based on high resolution multi-transistor arrays (pitch
7,8 wm) integrating 16384 sensors that can be read in parallel
but with a noise which is quite high (70 wV rms) with respect to
spontaneous neuronal activity [11]. In addition, a limitation of
these fully integrated solutions of electrodes and CMOS elec-
tronics is that the field of measurement is limited to a few
millimetres, which is well suited for studies of small structures
only.

For in vivo studies, microelectrode probes are generally
implanted into the brain and are connected with wires to large
amplifiers based on conventional electronics (from Plexon,
Micromed or other companies). Connectors used for freely mov-
ing animals are usually limiting the number of channels in
such recording system. New developments in progress try to
replace the wires by RF links and to propose fully integrated
and implantable devices [12,13]. Technical demonstrators for
recording, but which are not usable so far in daily neurosciences
studies, have been achieved.

To overcome the limitations seen previously, we designed a
system with, on one hand, a high-density MEA whose topol-
ogy can be adapted to the user needs and, on the other hand,
an integrated electronics allowing simultaneous recording and
stimulation of neural networks, and providing the opportunity
to handle a larger number of channels.

This paper presents a new data acquisition system named
BioMEA™, which system can manage 256-channel MEA
biochips that are interconnected to four 64-channel Application
Specific Integrated Circuits (ASICs) dedicated to the amplifica-
tion and the multiplexing of the signals and stimulation. Each
ASIC includes one amplification stage and one current genera-
tor per channel, and has the capability to rapidly switch between
recording and stimulation. The realization of high-density MEA
systems with integrated electronics offers new possibilities for
both in vitro and in vivo studies of large neural networks.

This paper is organized as follows: the system BioMEA™
is described first, then examples of in vitro and in vivo exper-
imental results are presented. Finally, an overview of future
developments is given.

2. Multi-channel platform for electrophysiology

The BioMEA™ system comprises an interface to a high-
density MEA biochip with 256 electrodes, four dedicated
64-channel ASICs (amplification, analog multiplexing, current
stimulation) running in parallel, specific acquisition boards, and
a user-friendly software. This platform has been developed dur-
ing the Réseau des micro et nano technologies (RMNT) project

Fig. 1. Picture of ASIC AGNES mounted onto a ceramic carrier. It includes
64 channels recording and stimulation capabilities.

Neurocom (with MEMSCAP, BioLogic SAS, group ESIEE,
CNRS-CNIC University of Bordeaux).

2.1. Integrated electronic

Interfacing neurons through MEAs using discrete electron-
ics rapidly limits the number of channels, creating the need for
highly integrated electronics to achieve sufficient spatial resolu-
tion [14-16].

Therefore, a dedicated ASIC named ASIC for General Neu-
rons Electrical Study (AGNES) (Fig. 1) was developed in order
to allow simultaneous recording and stimulation on 64 channels
[17].

Each channel of this 64-channel CMOS chip (Fig. 2) is inter-
faced with neurons via a microelectrode array and includes a low
noise, variable gain measurement channel. The preamplifier and
the amplifier are based on the same structure which provides a
unity DC gain and an AC gain of, respectively, 75 and 10 in the
1 Hz to 3 kHz bandwidth. Both can be separately switched to
follower configuration. For each channel, an eight-to-one ana-
log multiplexer (fed by eight external input signals for the whole
ASIC) and a voltage-to-current converter allowing uniform cur-
rent stimulation (£400 pA peak maximum) independently of
the electrode impedance are used for stimulation. The measured
transfer function of the voltage-to-current converters shows a
good linearity and a limited drift between channel 1 and chan-
nel 64. A global control signal was added to cut the residual DC
current at the output of the 64 voltage-to-current converters once
the stimulation patterns have been applied.

A Sample and Hold circuit allows snapshot style images
of the 64 channels (with no time delay between channels as
in a sequential reading), and can stand a maximum sam-
pling frequency of 50kHz, which leads to a data output
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Fig. 2. Architecture of the ASIC AGNES. The preamplifier and the amplifier are based on the same structure which provides a unity DC gain and an AC gain of
respectively 75 and 10 in the 1 Hz to 3 kHz bandwidth. Both can be separately switched to follower configuration. For each channel, an 8-to-1 analog multiplexer
(fed by eight external input signals for the whole ASIC) and a voltage-to-current converter allowing uniform current stimulation.

frequency of 3.2 MHz (time-multiplexed). To get rid of the ran-
dom DC offset potential existing at the electrode-electrolyte
interface, the ASIC can be supplied with floating negative sup-
ply voltage (VSS) and positive supply voltage (VDD). The
circuit’s size is 2.4mm x 11.2mm (0.35 pm CMOS process)
(Table 1).

2.2. Electronic system set-up

The BioMEA™ system interfaces on 256 electrodes and per-
forms both measurements and stimulations. This system can
manage up to four 64-channels ASICs mounted on a mechan-
ical support allowing electrical interconnections between four
ASICs and an interface to a 256-channel array. The complete sys-
tem includes the ASICs, recording and stimulation electronics
boards for the control from a PC, and a dedicated user interface
(Fig. 3).

The system can be easily adapted to interface various type of
MEA biochips or probes, either for in vitro or in vivo studies.

Table 1

Performance of the ASIC AGNES.

Parameter Result

Power consumption 125 mW
Input-referred noise 4.3 WV rms
Signal bandwidth 0.08 Hz to 3kHz
Maximum sampling frequency 50kHz
Maximum multiplexing frequency 3.2Mhz
Input impedance >10'2 ohms
Variable gain 1, 10, 75, 750
Maximum stimulation current +400 pA
Area (in 0.35 pm CMOS) 27 mm?

Fig. 3. Picture of the complete BioMEA™ system including a controller (power
supply and data acquisition), a MEA holder (ASIC electronics and MEA biochip
interface) and a computer user interface.
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2.2.1. Recording and stimulation electronics controls

The recording and stimulation electronics controls include
analog signal adaptation, analog-to-digital converters (ADC),
digital-to-analog converters (DAC), and also a digital interface
(microcontroller and File Programmable Gate Array [FPGA])
for ASIC protocol and data transmission. This hardware elec-
tronics system has been designed to control up to four AGNES
ASICs. There are four 14-bit ADCs for simultaneous conver-
sions on the four ASICs’ analog sampled outputs. The maximum
sampling frequency for each channel is 50kHz . Thus, each
ADC is running at 3.2 MHz (64 channels per one analog sam-
pled signal). For stimulation, eight 14-bit DACs for simultaneous
voltage-controlled patterns generation are implemented. Eight
voltage-controlled patterns are stored in eight 64kB RAM
blocks. A clock signal synchronizes the digital to analog conver-
sion at a maximum sampling rate of 10 MHz. The system also
provides an adjustable power supply for all ASICs. Indeed, the
ASIC can be supplied with floating [VSS, VDD]: from [0V, 5 V]
to [-2.5v, 2.5v]. The large data amount and the low latency
require high performance communications and signal process-
ing capabilities. To handle the large amount of output data, an
FPGA running at 48 MHz and a USB 2.0 interface chip were
used.

2.2.2. Acquisition software and user interface

The BioMEA™ system is connected to a PC for data acquisi-
tion and controlled by a proprietary software user interface. The
software is an essential component of the system. It manages
the USB data handling, the data visualization, and the stimu-
lus generation. Low latency and high data throughput are key
requirements.

The software allows real time acquisition of 256 channels
and data storage on all 256 channels at a time. The output data
files are Cambridge Electronic design (CED) Spike2 data files
(SON32 data format) which allows acquired data files to be
replayed offline using Spike2 software (Cambridge Electronic
design). Channels are displayed during acquisition and it is pos-
sible to navigate through data during recording. A user-friendly
interface allows the configuration of the acquisition and of the
stimulation parameters.

3. In vitro and in vivo validations

Scientists mainly use the MEA technology to study in vitro
neuronal cell cultures and/or acute tissue brain slices. These
cells/tissues are cultured/placed into the MEA biochips just
above integrated metallic microelectrodes. It is then possi-
ble to monitor electrical activity of the cells/tissue, which is
mainly composed of single unit neuronal action potentials or
spikes (cell cultures), population spikes and local field poten-
tials (tissue slices). With respect to commercial products, the
BioMEA™ gystem can handle a larger number of electrodes;
therefore it will be possible to cover larger neuronal networks
(such as mouse spine) with a good spatial resolution. In addi-
tion, integration of the amplifiers in an ASIC is a first step
towards an implantable device. The BioMEA™ has been val-
idated with various biological preparations to show that it can
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Fig. 4. Map of mouse spinal cord activities (local field potentials [LFP]) with a
256-electrode array and the BioMEA™ system.

record usual neuronal signals, spikes and LFP with good signal to
noise ratio.

3.1. Invitro validation

As a first example, whole embryonic mouse hindbrain-spinal
cord preparations isolated in vitro at embryonic days E13-E16.5
have been used using MEA biochips from ESIEE. Experiments
driven at CNIC, University Bordeaux 1, France showed [18]
spontaneous activity in the medulla characterized by LFP recur-
ring every 1-3 minutes. Developing neural networks generate
spontaneous activity that is important for the maturation of a
functional circuit. This activity, which resembles sharp waves
found in the cortex, could be suppressed by a pharmacological
blockade of a-amino-3-hydroxy-5-methylisoazol-4-propionate
(AMPA)/Kainate glutamatergic receptors using 6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) (10 wM). A more detailed
spatiotemporal mapping of these spontaneous LFP could be
obtained using a transparent 256-electrode array (Fig. 4). Map-
ping of this 256-electrode array is adapted to the shape of the
spinal cord (8 mm x 2 mm). Maps were built using surface spline
interpolation.

Another example was performed at Ayanda Biosystems,
Switzerland using dissociated wistar rat hippocampal neu-
rons cell cultures (P1). Typical spontaneous activity could
be recorded from dissociated hippocampal neurons with a
256-electrodes MEA biochip (Electrode diameter: 46 wm and
Electrode Spacing: 200 wm) coated with PEI 1% prior to cell
culture. Typical single unit action potentials with amplitude of
up to approximately 100 wVpp and a noise level around 4 pVrms
at 14 DIV are displayed in Fig. 5.

3.2. Invivo validation

The BioMEA™ system was initially designed for in vitro
studies. However, as it was said previously, the interface with
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Fig. 5. Display of 20 recording traces out of 256 from monitoring of dissociated rat hippocampal neurons (P1) at 14 DIV. Spontaneous neuronal activity, i.e. single
unit action potential with typical amplitudes varying between 50 wV up to several hundreds of LV, can be observed without any stimulation.

the MEA biochip can be easily adapted to various connec- First tests were performed at CEA, France with
tors. Therefore, it became possible to adapt the BioMEA™ to  PrA.L.Benabid within the framework of a Brain Com-
in vivo studies with wired connections to with small animals. puter Interface project in Clinatec. The first goal was to record

Experimental procedures and animal care were carried out in brain activity of rat (Electro-corticography [ECoG]). Screws
accordance with the European Community Council Directive of =~ were fixed in the skull of the animal and used as electrodes.
24 November 1986 (86/609/EEC). They were connected by wire through a swivels commutator to

(a) In Vivo BioMEA Setup
- Free-rotating
BioMEA™ System _ Connector

64 Channel Integrated Circuit: Recording &stlmulailon
measurement and stimulation Electronics Control

(b)__
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Fig. 6. In vivo recording with wired connection on a rat with implanted electrodes: (a) set up; (b) signals.
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Fig. 7. Comparison of BioMEA™ and standard EEG (Micromed ampli-
fier) recordings of a spike-and-wave discharge in the same GAERS rat
(SNr = substantia nigra pars reticulata).

an ASIC AGNES. Brain signals were acquired with a reduced
noise and an interesting bandwidth from 0.1 Hz up to 3 kHz for
Brain Computer Interface (BCI) studies (Fig. 6).

Other in vivo validations were performed on rats at Greno-
ble’s Institut de Neurosciences (GIN) [19] for investigations
on epilepsy, using recording and stimulation capabilities of the
system. This preliminary study constitutes a proof of concept
for a closed-loop control of epileptic seizures in freely moving
rodents (a genetic rat model of absence epilepsy: GAERS) using
online EEG processing and stimulation automatically triggered
by the means of the BloMEA™ system interfaced to Matlab.

Fig. 7 shows that EEG signals obtained with BloMEA™
were highly comparable to those recorded with EEG apparatus
from manufacturers (Micromed, Treviso, Italy). In this applica-
tion, the real benefit in using BioMEA™ is the possibility to
deliver electrical stimulation at any sampled brain location in
a fully programmable manner. This specific functionality was
used to develop adaptive protocols of neurostimulation in vivo.
In epileptic rats, a seizure detection algorithm delivered online
command to BioMEA™ for bilateral stimulation of the substan-
tia nigra pars reticulata (SNr), which aborted spike-and-wave
discharges in many instances, within 1 second following seizure
onset. The parameters of bilateral stimulation of SNr were as
follows:

bipolar;
monophasic;

pulse width =60 ps;
frequency =60 Hz;
intensity = 100 pA;
duration =2 seconds.

These results are presented on Fig. 8. Fig. 8a shows online
snapshot of the visual control provided by Matlab for a typ-
ical seizure that was successfully aborted. Fig. 8b shows the
same seizure but displayed with an appropriate montage in the

a. Online Matlab EEG recording

BIOMEA Data  ©LETIAUB36 2008

sfimulation
Seizure
detection

Aborted seizure

b. Offline Spike2 EEG visualisation
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Fig. 8. a: epileptic seizure automatically aborted as shown online in Matlab; b:
offline display in Spike2 software of the same seizure as in (a).

Spike?2 software (compatible with the format of recorded data).
Note that less than 1second is needed to trigger the stimula-
tion after seizure onset. Seizures were all successfully detected
and, on average, 70% of them were aborted by the automatically
triggered stimulation.

4. Needs for embedded systems

The BioMEA™ platform provides new opportunities for
research in neurosciences owing to the large number of elec-
trodes that can be managed, and its electrical stimulation and
monitoring capabilities.

Nevertheless, in order to make the current BioMEA™ sys-
tem suitable for in vitro applications such as drug discovery
where higher throughput is required, the current number of elec-
trodes to manage will have to be increased. As recording systems
such as the BioMEA™ generate large amounts of data due to the
simultaneous and continuous high-rate sampling on a large num-
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ber of channels, it will become important to reduce the recorded
information to only the information of interest, i.e. the biologi-
cal activity. Typically, the activity of biological preparations is
continuously recorded at sampling frequencies in the range of
10kSps—50kSps. This large amount of data generated contains
mostly no information because the neurons’ typical spike firing
rates are in the range of 10 to 50 spikes per second per electrode
and the duration of a spike signal is typically 1-3 ms. There is
thus a need to embed real time signal processing into the system
hardware in order to detect biological activity and to remove all
parts of the recording that corresponds to only background noise
of the electrode-electrolyte interface of the electrodes.

Two distinct levels of data reduction can be achieved through
(1) spike detection allowing the extraction of the spike signal
itself and (2) spike sorting leading to on-chip classification of
the spike signal. CEA-LETI is involved in that domain and is
developing new methods that have a low digital complexity
and which are compatible with a low-power digital architecture
implementation [20,21].

The achievement of the AGNES ASIC development through
the Neurocom project was the first step towards integration of an
electrophysiological monitoring system. The current hardware
is based on large electronics boards for control and wired con-
nection as well as on large ASIC carriers that can be miniaturized
easily.

This further miniaturization is an important step towards
development of implantable devices for in vivo investigations
or therapeutic functionalities (prostheses). In order to achieve
novel in vivo tools, CEA-LETT is working on a new low-power
ASIC suited for electrical monitoring that will include CAD and
a simpler control. Therefore, it will become possible to develop
a first generation of recording implants, by adding a low-power
micro-controller for system management and RF link. Security
of such implants is also an important issue, especially as it will
be developed for usage on humans. This work is currently in
progress in the project BCI in the context of Clinatec lead by
Prof. A.L. Benabib.

5. Conclusions

An innovative system, the BioMEA™ has been developed
in the context of the Neurocom project. It provides new function-
alities of recording and stimulation on large MEA for research
applications in neurosciences and was successfully validated
through typical in vitro and in vivo investigations on various
biological preparations.

Owing to these good obtained results, an industrial trans-
fer was organised with BioLogic, France with the objective of
commercialisation of an instrument for in vitro applications. The
BioMEA™ product [22] was developed in collaboration with
Ayanda Biosystems, Switzerland.

Further developments on real-time signal processing integra-
tion using FPGA (File Programmable Gate Array) components
are in progress through the project ANR TECSAN RETINE
(Project that began in 2009). Electronics miniaturization towards
implantable devices with improved security is also in progress
through the project BCI Clinatec.
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I\VV.3 La stimulation asservie sur le long terme {grad’article 5)

Ce travail présente les premiers résultats de seomolation asservie réalisée
pendant plusieurs heures (24h max), chez le rat RSA\kbre de se mouvoir.
Seuls les résultats et leurs implications sontitici, les matériels et méthodes

ayant été développés précédemment.

Résultats

1) Mesure du seuil antiépileptique

Dans un premier temps, les seuils antiépileptiqmeis été déterminés pour
chaque rat en suivant le protocole de stimulatidetdrale de la SNr avec les
parametres de stimulation bipolaire suivants :fetwge = 60 Hz, durée de pulse
= 60 us, durée de stimulation = 2 s, délai de luteirminimum entre chaque
stimulation. Les seuils antiépileptiques ont étérayenne de 71,4 10,47 pA
(n=9 rats), résultats qui sont du méme ordre dendgar que les seuils
antiépileptiques déterminés par I'étude réaliséelaloratoire (Feddersen et
coll., 2007).

2) Mesure de la période réfractaire

Avant de commencer la stimulation asservie suri@lus heures, il nous était
important de quantifier I'intervalle inter-stimuian (ISI) nécessaire pour qu’une
stimulation soit efficace. La valeur de cet ISI & €onsidérée comme la
«période réfractaire» dans les travaux de Feddessenll., (2007), mais cette
étude n’a exploré que quelques intervalles de tetmpsystéme de stimulation

asservie développé dans cette étude, en permdtainter I'lSl, offre ainsi la
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possibilité de déterminer la période réfractairecaplus de précision. Pour cela,
nous avons réalisé chez 6 rats des enregistrerdams heure de stimulation
asservie, avec différentes valeurs d’ISI minimum2@® 40, 60 s) (Figure 1A) et
les mémes parameétres de stimulation bilatérale cpiex utilisés pour la
détermination du seuil antiépileptique. Cette elgmee montre que l'efficacité
des stimulations augmente avec la valeur de I'F&juyre 2). Pour un ISI de 5
sec, on observe une interruption des crises dasdek cas, alors que pour 40
et 60 sec, nous avons respectivement 96 et 95% s enterrompues. Ceci est
en accord avec I'étude de Feddersen (2007) et safjgristence d’'une période

réfractaire de 40 s avec les paramétres de stiimlatilisés.

A.
Stimulation Hab OFF ON OFF
Time (min) 20 20" 60 20
Stim Stim
A1 e 111111 et
+—r4+—r < >
(1) Detection: 2 s 1 @ (3)
(2) Stimulation: 2 s
(3) ISI: 5, 20, 40,60 s
B.
Hab OFF Stimulation ON OFF
20 min 20 min 1,5,12,24 h 20 min

Closed-loop stimulation of the SNr :
bilateral, 60Hz, 2 sec, ISI 40 s

Figure 1: Représentation schématique des protocolesxpérimentaux. (A)
Protocole de mesure de I'ISI, (B) Protocole de slation asservie. L'ISI

correspond a l'intervalle inter stimulation.
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Afin de démontrer si cette période réfractaire est phénoméne lié a la
stimulation électrique intracérébrale, plutdt quidne réponse globale
d’habituation aux stimulations répétées, nous avapgliqué chez 5 rats le
méme protocole, mais en substituant a la stimulaélectrique un stimulus
auditif (ton monofréquentiel de 2kHz pendant 2 sEape intensité comprise
entre 74,3 et 92,1dB). En effet, de méme que chemime, une stimulation
sensorielle peut interrompre une décharge de poimtie chez le rat GAERS.
Les parameétres de ce stimulus sonore ont été détssrde la méme facon que
les parametres de mesure des seuils antiépilepti@ieeseuil d’intensité sonore
propre a chaque rat, correspond a l'intensité somécessaire et suffisante a
I'interruption d’'une crise. Ce type de stimulusuitdun arrét des crises inférieur
a 45%, quelle que soit la durée de I'lSI. Ceci swmggune spécificité
antiépileptigue de la stimulation de la SNr parp@p a une stimulation
sensorielle chez le GAERS et que les deux typesstitaulation sont
statistiquement différentes (F(1,9)=120.14, p<O0IQ0ANOVA a deux
variables). De plus, la courbe des effets antippdees d’'une stimulation de la
SNr en fonction de I'lSI suggére que la périodeagthire obéit a d’autres lois

que celles de I'nabituation (Figure 2).

Seizure
interruption (%)

80 -

60 - —= Electrical stim, n=6

= Sound, n=5
40 A

20 -

30 40 50 60 70
ISI (s)
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Figure 2: Mesure de l'efficacité de la stimulationen fonction de I'lSI. Le %

de crise interrompu par une stimulation électriggereprésenté en rouge (n=6
rats), et le % de crises interrompues par une Hifon sonore est représenté en
vert (n=5 rats) Les analyses statistiques montueet différence significative
entre les deux types de stimulation (F(1,9)=1203).0001, ANOVA deux

variables).

3) Stimulation asservie

Dans une deuxieme phase de I'étude, des protodeleimulation asservie ont
été évalués pendant des périodes de 1, 5, 12 be@4s, afin de déterminer
I'efficacité et la spécificité de la détection d2BO. Pour les périodes de 1 et 5h,
les effets de stimulations asservies de la SNr avedSI de 40 sec ont été
comparés a des périodes équivalentes avec undattonusonore, comme celle
utilisée précédemment, ou une stimulation «shanter(sité = 0 pA). Dans tous
les cas, les résultats ont été exprimés en norotakde crises par période de 20
minutes, nombre de crises non stimulées, nombrecrdes détectées et
stimulées et pourcentage de crises interrompues.

En effet, dans ces conditions, environ 35 DPO son¢gistrées par période de
20 minutes (Figure 3A) et en raison de I'ISI chd#d s), la stimulation est
activée pour 15 d'entre elles. Le pourcentage deegrinterrompues par la
stimulation, suite a une détection dans les 2 ssqiti le début d’'une crise,
permet de définir I'efficacité de la stimulationigBre 3B). Enfin le nombre de
«fausses» détections, c'est-a-dire le nombre dwilstiions faites en dehors des
DPO (pendant le sommeil, pendant un artéfact devemoant ou encore pendant
une phase ou le rat se toilette) a été quantifpernet d’apprécier la spécificité

de la détection, parametre important pendant désdas longues.
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Au cours d‘un enregistrement d’une heure 97% des crises stimulées ont été
interrompues, avec une spécificité de 99%. Lorsge’'atimulation sonore ou
une stimulation sham a été utilisée sur les mémasaax, les DPO ont été
interrompues seulement dans 40% et 0% des cagctegment (Figure 4B).
Cette différence est statistiguement significat{¥e (2,18)=69.75, p<0.0001,
ANOVA a deux variables).

A.
Nb of
seizures /20 min
Stimulation ON
45 |
[ I\[
30 1 [/1/ == Total seizures, n=8
== Seizure not stimulated
15 | - Seizure stimulated
i S
0 ) : : .
OFF 1 OFF
B Time (h)
Seizure
interruption (%)
100 | Stimukition ON
— —3
80 |
60 | == Electric, n=8
== Sound, n=8
40 4 l’-\I Sham, n=5
20 |
O T T T T
OFF 1 OFF

Time (h)

Figure 3: Survenue des crises et efficacité de lamulation asservie pendant
une heure. (A) Nombre de crises, (B) Efficacité de la stimidat (F
(2,18)=69.75, p<0.0001, ANOVA a deux variables).
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Afin de s’assurer que cet effet ne se limite paméaeffet transitoire dans des
conditions qui restent trés contrélées, nous awapmiqué le méme protocole
pendant 5 heureschez huit rats (Figure 1B). Dans ces conditioasidmbre de

DPO détectées et stimulées reste en moyenne darljipode de 20 minutes,
alors que le nombre total de DPO tend a diminygaréir de la quatrieme heure
de stimulation (Figure 4A). Le pourcentage (97%)cdses interrompues reste
stable au cours des 5 heures de protocole, aiesiagspécificité de la détection
(99%). Comme pour I'expérience sur 1lh, la stimolatsonore entraine une
interruption des DPO dans seulement 50 % des aas,@ie I'on note un effet
d’habituation avec le temps. De plus, aucune inpion n'est observée avec la
stimulation Sham. Ces données confirment bien guatimulation bilatérale de
la SNr a 60 Hz pendant 2 s est efficace pour lfates crises chez le GAERS,
sur une et cing heures, et que cet effet est spéeifd’'une stimulation

électrique.
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A.
Nb of

seizures /20 min Stimulation ON
45 |
30 | == Total seizures, n=8
Seizure not stimulated
== Seizure stimulated

15 |
0

OFF 1 2 3 4 5 OFF

Time (h)
B.
Seizure
interruption (%) ) )
Stimulation ON

100 e e e el —_——— "
80 - == Electric, n=8
60 il W - Sound, n:5
40 | Sham, n=5
20
0 +—— __ I

OFF 1 2 3 4 5 OFF

Time (h)

Figure 4: Survenue des crises et efficacité de lamulation asservie pendant
5 heures.(A) Nombre de crises, (B) Efficacité de la stimidat(F (2,15)=1692,
p<0.0001, ANOVA a deux variables).

Enfin dans une derniere série d’expériences, nohbjectif a été de suivre
'évolution d’une stimulation asservie en fonctiatu rythme biologique
circadien. Pour cela, nous avons testé des prae@hlis longsije 12(n=8 rats)
(Figure 5)et de 24 heuregn=3 rats) (Figure 6). Contrairement aux protocoles
plus courts, les rats n’étaient pas maintenus darétat de veille calme mais en
condition plus « physiologique », sans aucune vetgion de I'expérimentateur

ou les animaux pouvaient ainsi s’endormir, s’aliteenexplorer leur cage et se
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toiletter. Dans ces conditions, le nombre totaDdRO varie au cours du temps
(Figure 6A). Pendant les enregistrements de joa@ridge de lumiéere) : les rats
ont une activité critique importante avec en moyeh@0 crises (dont seulement
40 sont stimulées en raison de I'lSI minimum) aursades 3 premieres heures
d’enregistrements (de 7-10h). Puis dans les 6 hesuiwantes (de 10-16h), les
animaux présentent essentiellement un état de sibranieecoupé de périodes
de veille calme ou il sont sujets a des crisesomadspacées, mais aussi parfois
tres rapprochés (clusters). En moyenne dans cespiodes de 3 heures, les
animaux font 50 crises (par période de 3h) donh ZD crises sont stimulées.
Enfin, pendant les trois derniéres heures du jpé@rigde de lumiere de 16-19h)
précédant la nuit, le nombre de crises augmenteégioeien moyenne de I'ordre
de 90 crises, dont seulement 35 sont stimulées, Pandant les 9 premieres
heures de la nuit (de 19-4h), les rats sont end&ativité, avec une diminution
progressive du nombre de crises totales (60 etiS€s} par période de 3 heures,
dont 20 a 30 sont détectées et stimulées. Enfims s 3 dernieres heures qui
précédent la période de lumiere (de 4-7h), le nendler crises est de I'ordre de
20, dont 10 en moyenne sont détectées et stimuldes.cours des
enregistrements de 12 (Figure 5A) et 24 heuresu(Ei®A), on observe une
variation du nombre de crise totale qui tend a wirar, et un maintien du
nombre de crises détectées et stimulées. L'effiacie la stimulation
(caractérisée par le pourcentage de crises intpues) varie mais reste
néanmoins aux alentours de 75% d’interruption d&qrour les enregistrements
de 12 heures (figure 5B) et aux alentours de 70#Geadtiuption pour 24 heures
(figure 6B) de stimulation asservie. Enfin, la dpéité de la détection est de

80% pour les enregistrements de 12 heures et dgpdd¥ceux de 24 heures.
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A.

Nb of
seizures /3 h

160 - Stimulation ON
120 | = Total seizures, n=8
—= Seizure not stimulated
—= Seizure stimulated
80
40
o |
OFF 3 6 9 12 OFF
Time (h)
B.
Seizures

interrupted (%)

Stimulation asservie ON
100 |

80 |
60 | ]
== Electric, n=8

40 -
20

0o .

OFF 3 6 9 12 OFF
Time (h)

Figure 5: Survenue des crises et efficacité de lamulation asservie pendant

12 heures(A) Nombre de crises, (B) Efficacité de la stimidat
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Nb of
seizures /3 h

250 |

Stimulation ON

200 |
150 - = Total seizures, n=3
—= Seizure not stimulated

100 - == Seizure stimulated

50

0
OFF 3 6 9 12 15 18 21 24 OFF

Time (h)

B.

Seizures
interruption (%)

Stimulation ON
100 |

80
60 -
40

== [Electric, n=3

20 -
0o |

OFF 3 6 9 12 15 18 21 24  OFF
Time (h)

Figure 6: Survenue des crises et efficacité de laraulation asservie pendant
24 heures(A) Nombre de crises, (B) Efficacité de la stimidat

- 66 -



Discussion

Les principaux résultats de cette derniere séagprience suggerent les points

suivants :

1. il est nécessaire d’attendre au minimum 40 sse®ntre deux stimulations
électriques de la SNr d’'une durée de 2 secondes qu@ila deuxiéme puisse

interrompre une DPO.

2. la stimulation asservie de la SNr est efficaaasdl'interruption des DPO,
chez le GAERS.

3. cette efficacité est spécifique des stimulatiéestriques.

4. cette efficacité est proche de 100% sur desgesicourtes (1-5h) et elle tend

a diminuer lors de périodes plus longues (12-24 h).

5. la détection est spécifique des DPO.

|. Période réfractaire

Nos résultats confirment I'existence d'une périggfeactaire pendant laquelle
"le réseau de contrble” mis en jeu par la stimofaé haute fréquence de la SNr
peut difficilement étre réactivé, confirmant aitistude précédente réalisée au
laboratoire (Feddersen et coll., 2007). En ouresyksteme mis au point a permis
de déterminer cette période avec plus de précidim.plus, nos résultats
permettent de vérifier que ce phénomeéene n'est maderment di a une
habituation, comme cela peut étre observé avecstimellation sonore. Ainsi,
pour qu’'une stimulation électriqgue soit efficace @loit étre livrée selon des
protocoles non continus tenant compte de la péméftactaire pour I'obtention
d’un fort effet antiépileptique (Popovych et cclQ06).
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Il. Robustesse de I'algorithme de détection

Apres avoir déterminé la période réfractaire, éittimportant de tester les
performances de notre algorithme de détection et stmulation lors
d’enregistrements d’'1, 5, 12 et 24 heures. Il faoier ici que la stratégie de
stimulation mise en place a été de stimuler le ftupossible aprés I'apparition
des premiers signes de crises. D’un point de va&ak, il nous a paru en effet
important d’'interrompre une crise le plus tot pbkesiJ'ai donc paramétré notre
algorithme afin de déclencher les stimulations ldésdeux premieres secondes
de crise. Cette contrainte est au détriment dpdaiscité de détection : le début
d’'une DPO peut en effet étre confondu avec desatusde sommeil (spindles)
(Pinault et coll.,, 2006). Effectivement, alors guatre algorithme a une tres
bonne spécificité (99%) lors des périodes courdebe-ci est plus basse (80%)

lors des protocoles plus longs ou des périodesmengil peuvent survenir.
Lors des protocoles longs, différents probléemes$ sorvenus :

* Le systeme BioMEA a d{ étre réajusté pour ces expegs, en partie en
raison de la saturation de la mémoire (problemedidéogue entre la
commande Matlab et le BioMEA) de I'ordinateur qubfe le BioMEA.
En effet, au cours des enregistrements de 12 helersysteme a ainsi
cessé de détecter certaines crises. Ces résuitalsi @tre écartés de notre
étude et nous avons réajusté le systeme, en tafsdnt et allégeant

certaines étapes de calcul pour la détection.

» Suite a ce réajustement, des variations du seentipie de permutation
sur lequel repose la détection ont été rencongyéeisous empéchaient de
distinguer les DPO de facon robuste. Une instabdé I'électronique est
probablement a l'origine de l'apparition d’artéfac haute fréquence

(>300 Hz) impactant la mesure d’entropie.
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» Enfin, la survenue de phases de sommeil lors désdas longues nous a
permis d’identifier certaines limites de notre sysé, puisque dans un
premier temps le systeme stimulait également pdnbien phases de
sommeil. Un dernier ajustement de I'algorithme dtedtion de crise a été
fait, de facon a ce que le systéme soit capablenigex distinguer les
DPOs des fuseaux de sommeil. Ces derniers résultatss ont ainsi
permis de faire un dernier réajustement de nostnRye, nous permettant
d’obtenir une spécificité de détection proche d&80De plus, I'approche
de Schindler et al (2007) a été testée lors d'usgstrement de 24h en
plus de l'entropie nous permettant de corriger teblgme de faux
positifs. Cette technique quantifie la synchronres les dix voies
nomopolaires enregistrées, en calculant les valeumsres de la matrice

de covariance des DPOs.

Les différents problemes rencontrés nous ont pedanis un premier temps, de
valider la robustesse de notre systeme de détestilmlation. Au cours de ce
travail, des compromis ont di étre faits. En effei, décidé d'utiliser comme
critere majeur de détection, une détection rapige ane forte efficacité, quitte
a accepter une spécificité un peu moins bonne dntours de 80%), pendant
les enregistrements longs. L'utilisation du GAER&nme modele de crises
récurrentes avec des IIC souvent inférieurs a #0us permet de justifier de
facon acceptable le compromis fait sur la spétdfidia robustesse d’'un systeme

de détection est donc une question majeure.

lll. Effets antiépileptiques de la stimulation

Ce travail nous ainsi permis de confirmer qu’unmslation électrique asservie
(1-5 h), a un effet antiépileptique spécifique ficace. De plus, au cours des

enregistrements (5, 12, 24h) une diminution pragvesdu nombre de crises en
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fin de période de stimulation, suggére que cett gféairrait étre encore plus
efficace a long terme, laissant supposer l'exigemtun phénomene de
« renforcement » de la stimulation. Ce phénomene §tee comparé a 'effet de
la stimulation électrique de la SNr dans un autoglée animal d’épilepsie (Shi
et coll., 2006), ou les auteurs montrent qu'unesiation a 130Hz de la SNr a
un effet antiépileptique pendant 24 heures chezratssayant subi un kindling
amygdalien. Bien que le type de crises soit difieentres ces deux modeles,

ces deux études vont dans le méme sens.

Au cours des enregistrements de 12-24h, une dirmmute I'efficacité de la
stimulation a été observée (70% d’arrét de crisesux raisons peuvent étre
évoqueées : (i) un minimum d’interférences de la parl’expérimentateur avec
'animal lors des périodes longues; (i) une int@hsnon optimale de

stimulation.

En effet, au cours des enregistrements de 12-24hardimaux qui ont suivi les
protocoles de stimulation d’'un demi-cycle (12 helret d'un cycle circadien
entier (24 heures) n’étaient pas maintenus endétatille calme, état propice a
la survenue de crises dans notre modele. Cettéreliffe majeure avec les
enregistrements de 1-5h peut expliquer les vanatau nombre de crise, dues a
des états d’activité, de veille et de sommeil défés (Lannes et coll., 1988).
Pendant ces enregistrements, les rats présenti@&medies périodes ou ils font a
la fois des crises rapprochées, qui entrainentddiection souvent tardive en
raison de I'ISI de 40 secondes, et d'une détedtiams les deux secondes qui
suit le début des crises. Ces crises détectéesatimaigiées souvent longtemps
apres leur début n’'ont pas été considérées commelées dans notre étude,
bien qu'elles aient été interrompues dans leur dgramajorité. Une prise en
compte de ces crises augmente le pourcentagecdiet de la stimulation mais
ne reflete pas forcément I'efficacité du systemep&hdant, bien que I'efficacité

de la stimulation soit réduite pour les périoded @e, elle reste stable au cours
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des enregistrements. Cette stabilité, associéeeadiminution progressive du
nombre de crises totales au cours des enregistterden24 heures, pourrait
confirmer l'existence de l'effet de renforcement kde stimulation lors des
enregistrements de 5, 12 et 24h. Toutefois, I'affi¢ antiépileptique doit étre
confirmée par des enregistrements avec un seuépaeptique mieux ajuste,
puisque le délai entre la détermination des seaiiépileptiques et les

enregistrements de 12-24 heures a été de plusmbésZour certains animaux.

IV. Optimisation du systéeme de stimulation asservie

L’efficacité antiépileptique de la stimulation ge3Nr asservie a la survenue des
crises reste encore a optimiser, en vue d’'une cgijn dans le futur chez
'homme. Pour cela, les expériences complémentawésntes devraient étre

réalisées.

Correction des seuils de stimulation

Il serait important dans un premier temps, de céisplla caractérisation de la
stimulation asservie sur 12 et 24 heures, en re@ajukes seuils antiépileptiques.
Puisque l'efficacité antiépileptique au cours desegistrements de 12-24h a
diminué (70% au lieu de 97% lors des enregistresndal-5h), probablement a
cause du temps écoulé entre la détermination dels sentiépileptiques et les
stimulations 12-24h.

Cette confirmation, est nécessaire pour plusieais®ns :

« En accord avec les données de la littérature, eadsspeuvent avoir
tendance a augmenter avec le temps et varier etidarde la phase du
nycthémere (Radil et coll., 1982).
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* Il est probable que la baisse d’efficacité de iangfation de la SNr,
entrainant une augmentation des seuils au cour®rdps lors de nos
expériences, soit due en particulier a de la glipgsese développe autour

des électrodes (Dilorenzo et coll., 2010).

* Il n'est pas a exclure que cette baisse d’effiéaaiitiépileptique soit due
a la stimulation asservie proprement dite, et Guegmentation des seuils
puisse étre due a la récurrence des stimulatidré&nagmeéne observé en

clinique chez des patients bénéficiant de stimumati

Une fois précisée la cause réelle d’augmentatiensdails, I'interface BioMEA
devrait permettre de développer un algorithme aurige lintensité de la
stimulation dés lors que leur efficacité diminuengi@nt un certain laps de

temps.

Amélioration des criteres de détection

Malgré quelques réajustements de l'algorithme deatién, la présence d’ondes
lentes de sommeil génere encore certains problémepécificité, pendant les
enregistrements longs. Dans le but de rendre wiétiection plus spécifique, le
compromis fait sur une détection de moins de 2résala survenue d’une crise
pourrait étre réajusté a 3 voire 4 s. Ceci entrain@e diminution significative
du nombre de faux positifs qui correspondent lapgtt du temps a des
stimulations pendant des périodes de sommeil. Daessituation clinique, ce
type de parametre pourrait étre ajusté en fona@scrises du patient et de sa

qualité de vie.
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Troisieme partie : Discussion genérale
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[1l.1 Discussion générale

L’objectif de mon travail a été de développer unveau systeme de stimulation
intracérébrale profonde qui puisse par la suite éfficace pour la suppression
des crises chez des patients épileptiques phargmstants ne pouvant
bénéficier d’une chirurgie résective. Au cours @etravail, jai donc choisi
d’aborder trois points principaux en essayant depostionner d’'un point de
vue clinigue, me permettant de mettre en prio® éxigences d’'un patient
épileptique candidat a ce type de traitement. @eail, sur un modele animal
d’épilepsie, le rat GAERS, m’a permis d’étudiefdssabilité d’'une stimulation
asservie a la survenue de crises d'épilepsie, qiti & la fois efficace et

spécifique.

|. Caractérisation de 'activité des structureslampees en vue d’'un choix de
cible pour la stimulation

Dans cette premiére partie de la discussion jetant’apporter des précisions

guand au choix de la SNr comme cible de notre $&itaun.

Les résultats obtenus au cours de cette théseeomigpde confirmer dans un
premier temps qu’il existait une propagation deshdéges épileptiques
corticales dans le circuit des GB. En particulieys confirmons ici I'existence
d'un contrble endogéne des crises d’absence par sttestures des GB

(Deransart et Depaulis 2002).
—>Les structures initiatrices des crises

Au début de mon travail de thése, jai pu confirdesr données de la littérature,

grace a un examen des activités électrophysiolegi@u cours des crises chez
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le GAERS. Au cours des DPO en effet, des structatessi bien initiatrices
(cortex et thalamus) que modulatrices (striatum] MESNr) sont mises en jeu.
Ces dernieres peuvent étre définies de facon éfdutsiologique : (i) leur
activité est modifiée apres les modifications ob&es dans le cortex et revient a
la normale avant le reste du réseau; (ii) leur reisgeu semble engendrer une
baisse de la fréquence des DPO (passage de 1k &ftell le GAERS). Chez le
GAERS, le déclenchement des DPO se situe danségmenrbien précise du
cortex somatosensoriel, a partir duquel elles spagent de facon rapide vers
des régions thalamiques et les structures des GRdP et coll., 2007). Cette
hypothése a été proposee par un travail d’analisgivtés EEG corticale et
thalamique chez le WAG/RIij (Meeren et coll.,, 200&) confirmée chez le
GAERS (Polack et coll., 2007). Nous apportons damére étude une
confirmation, par une étude en IRM fonctionnelleiglée a des enregistrements
simultanés dans 4 structures. En effet, grace aalyses de connectivité (article
2) de moyennes des DPO et de synchronisation disééranous confirmons
gue ces DPO sont générées dans le foyer, se prapageaement vers le reste

du cortex et vers le thalamus puis vers le striagtita SNr.
- Les structures modulatrices des crises

Nous nous sommes demandé a partir des donnéesuedtesi parmi les
structures enregistrées, certaines avaient uneitaathodifiée en fin de DPO.
Ce travail complémentaire confirme qu’'en fin de ld#ge la SNr se
désynchronise environ une seconde avant les asiimgstures ce qui suggere
que cette structure participerait a l'arrét desegipar le biais d’'un controle
endogene («d’'un contrdle nigral») (Depaulis et.cdl994). Ce travail associé
aux études pharmacologiques et électrophysiologig(ir introduction)
confirme que la SNr serait parmi les GB, la streettible la plus efficace dans
la modulation des crises. Nous avons donc faih@@xcde cette structure comme

cible préférentielle de la stimulation asservie.
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- Les autres cibles non choisies

En dehors de la SNr, la stimulation d’autres stmes au sein des GB ou du
thalamus, a montré des effets antiépileptiques ddfégents modeles animaux
ainsi que chez 'homme (Article 1). Par exemple,travail récent réalisé au
laboratoire, a montré que la stimulation du noyatafasciculaire du thalamus
avec des parametres proches des nétres, pouvattoimipre des crises focales
chez la souris (Langlois et coll., 2010). Toutefmes essais de stimulation du
foyer cortical, du thalamus ou du striatum n’onts panontré d’efficacité

suffisante pour bloquer les DPO et n'ont pas eét@rqovis (résultats

préliminaires non inclus dans le manuscrit).

Il. Développement du systéme de stimulation asservi

Dans cette deuxieme partie de la discussion, jer&ird’apporter des précisions

guant au choix de la stimulation asservie commeentt@lstimulation.

- Le mode de stimulation

Dans le contexte de la neurostimulation en épitepgeimode de stimulation est
devenu une question essentielle (Theodore et FjcBB04; Saillet et coll.,
2009; Kahane et Depaulis, 2010). A cette questmportante sont associees
d'une part le type de crises a stimuler et d’'aytaet la cible. Depuis deux
décennies, la neurostimulation d'un certain nomdee cibles cérébrales
profondes est devenue possible en épilepsie etameérdéveloppement de la
stimulation cérébrale profonde dans un grand nondmetypes d'épilepsie
(Chabardes et coll., 2002). Bien que le cortex jenegénéral, un rdle crucial
dans la génération des crises, les études montmentdle important des

structures sous-corticales dans l'expression d@itp propagation et le contrdle

-76 -



de crises chez les patients épileptiques (SemaB; 20£rcueil et Hirsch 2002).
Basée sur des découvertes expérimentales, la ationulintracérébrale a donc
été appliguée a un certain nombre de cibles, y dsng cervelet, différents
noyaux du thalamus et plusieurs structures du mst@les GB. Bien
gu’encourageants, ces résultats ne nous permegitente conclure de fagon
définitive quant aux effets de la stimulation enlegsie, et exigent donc des
études complémentaires chez des modeles animaustirhalation cérébrale
continue, indépendamment de la cible (stimulatiénélorale profonde ou la
stimulation corticale), avait semblé étre une fagméressante de traiter les
épilepsies, en modulant de fagon chronique I'ekdita corticale. Toutefois, les
études menées actuellement, suggérent que la ationuhon continue pourrait
étre plus efficace (Morrell, 2006). Par conséquént;hoix d’'une stimulation
déclenchée sur les crises est une option intéresganmir la qualité de vie des
patients épileptiques, étant donné le caractérexpstique de leur pathologie.
La stimulation asservie exige la mise en place dysieme de détection de crise
robuste couplé a une stimulation efficace pouriotapre les crises lors de leur
initiation. L’efficacité, la réactivité et la spdicité de la détection sont donc des
parametres cruciaux pour évaluer de fagon préaiseysteme de stimulation
asservie a la détection des crises. Pour développetel systeme, il était
nécessaire d’utiliser un systéme de détection dgsscqui soit a la fois rapide et
spécifique, permettant de reconnaitre une crispildjgsie dans la premiere
seconde, avec un minimum d’erreurs. |l existe diffés types d’algorithmes de
détection de crises dans la littérature et notanmeewclinique. Notre choix s’est
porté sur I'entropie de permutation (Li et collQ0Z). Techniquement, les
avantages de I'entropie de permutation par ragpbentropie classique résident
dans le fait gu’elle est associée a la structuoedct d'événements dans un
espace de phase, et est moins sensible au bruitrporé dans des
enregistrements d'EEG. Enfin, son avantage maguyeelle peut étre utilisée

en temps réel grace a un algorithme simple et onadrapidité de calcul. Ceci
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en fait un bon candidat pour des études de stimolautomatisée en boucle
fermée chez des patients atteints d’épilepsie. Nmmiltats confirment la

pertinence de ce choix.

—>Positionnement vis-a-vis du compromis efficacitéesficité

Apres avoir fait le choix du type de détectiorétait important de travailler dans
des conditions les plus proches possibles de cadlda clinique afin d’assurer
un transfert rapide de technologie si nécessaireftet, le choix a été d'utiliser
une détection rapide (moins de deux secondes) dmresrvenue de la crise
corticale. Ce choix nous a amené a faire un comgrantre efficacité et
spécificité car un début de crise chez le GAERSt g#re confondu avec
d’autres types d'activité physiologique, contraiesth aux crises temporales
chez 'homme qui présentent des rythmes rapiddmderoltage trés spécifiques
(Bartolomei et coll., 2008). D’autres travaux, mataent (Qu et Gotman, 1997)
qui ont développé des algorithmes pour la cliniqud, fait d’autres choix en
privilégiant le minimum de faux positifs, quitteagoir un délai de détection plus
long. Dans leurs cas, il était important de ne grasttre une crise puisque leur
algorithme était testé chez des patients faisamh@yenne 1 crise par jour. La
question du nombre de crises par jour et du typeaepromis a faire pour
valider un algorithme prend alors toute son impur¢a Il était aussi important
dans nos conditions expérimentales, en utilisanimaaéle animal de crises
pouvant atteindre plus de 300 évenements par gmumettre I'accent sur une
efficacité de détection forte, quitte a avoir upédficité moins élevée.

Pour rendre notre systeme de détection plus rolpasteapport a une détection
basée uniquement sur I'entropie, nous avons ajmgénesure instantanée de la
fréequence du signal EEG, nous permettant ainsi détection efficace et
spécifique des crises chez le GAERS. Le calcul'e@rbpie de permutation

dépassant un certain seuil, associé a la mesuaniasée de la fréquence du
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signal EEG, a été borné de facon a couvrir lesatiaris de fréquence au cours
des crises (soit entre 6-11Hz). Ceci nous a pedisisclure également de notre
détection les artéfacts de mouvement, fréquentss dans conditions
d’expérimentation. Bien que notre détection sdicate et spécifique au cours
d’enregistrements ou I'animal reste en état deleveiblme (1 & 5 heures), la
spécificité a été diminuée au cours des enregistmésniongs. Nous avons dd
réajuster notre systeme de facon a nous rapprathee spécificité ayant un
minimum de faux positifs, tout en gardant une feffecacité de détection.

Notre travail de détection de crises chez le GAPR&® étre comparé a celui de
Van Hese et coll.,, 2008, qui utilise un algorithfnedé sur [l'utilisation de la
puissance temps-fréquence. La comparaison de gorithine de détection avec
celui développé par d’autres équipes (Westerhuisoktt, 1996; Fanselow et
coll., 2000; Osorio et coll., 1998; White et coRQ06; Narakatikyan et coll.,
2006), montre que la spécificité de la détectidnuesprobleme majeur et gu'il
n’existe pas a I’heure actuelle de solution défigit

Dans ces algorithmes le probleme des «faux posiéifd toujours présent pour
les raisons suivantes :

» La basse sélectivité des algorithmes, entrainanfotinpourcentage de
faux positifs, est souvent due aux variabilitésl'deplitude du signal
(Van Hese et coll., 2008).

* Une moins bonne spécificité peut étre due a laation d’'un algorithme
de détection trop général (Narakatikyan et collQ&). Il est en particulier
possible qu’un grand nombre de phénomeénes ressenalr crises dans
le cas de l'algorithme de White et coll., 2006, @ua taux élevé de faux
positifs.

 Ce nombre de faux positifs peut étre lié a uneefprésence de sommeill,
d’activités physiologiques autres, d’artéfacts deuwement ou a des
électrodes mal implantées (Westerhuis et coll.,61%anselow et coll.,
2000).
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* Enfin, les conditions de validation des algorithmsmt importantes.
Comme le montre I'étude de Guo et coll., 2010, d gouvent une baisse
de l'efficacité des algorithmes quand on utiliss denditions proches de

la pratique clinique, ce qui a été le cas danserétirde.

lll. Quantification des effets antiépileptiquesldestimulation asservie

Ce travail a permis d’évaluer les effets de la slation asservie en boucle
fermée sur le long terme chez le GAERS, qui secténiaent par (i) une période
réfractaire de 40 s; (ii) une efficacité stable M (animal éveillé) et a 70%
(animal non contrélé); (iii) une diminution de largenue des DPO au cours du

temps.

Bien que nous ayons pu répondre a un certain nogéopiestions au cours de
ce travail préliminaire, il reste encore des questi a résoudre quant a

I'efficacité antiépileptique d’une telle stimulatio

Il est donc Iégitime dans un premier temps de sead€éler si nous avons fait un
choix de modéle animal approprié. Bien que le moditi GAERS soit tout a

fait adapté pour I'étude de la stimulation asseriliggossede néanmoins une
limitation majeure : la récurrence des crises, ipatee important dans une étude
visant a évaluer les effets antiépileptiques d’stimulation asservie, met en
évidence une période réfractaire ne permettant gasréter de facon

systématique toutes les crises. Nous pouvons doms demander si cette
période réfractaire est une limite de notre mod&leus pouvons émettre
I'hypothése que dans un autre modeéle ou les cssesent moins fréquentes
(quelques crises par heures par exemple) on powiafranchir de cette

période réfractaire et cela permettrait de poudtre efficace lors de la survenue

de chaque crise. Cependant, il ne semble pas exates la littérature un
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modele animal ou seulement quelques crises sumgrpar heure ou périodes
de 3h. Dans les modeles présentés dans l'intradycles crises généralisées
surviennent a raison de 2-3 par semaine ce qui lequmpait considérablement

notre approche.

Bien que cette période soit probablement due a&darrence importante des
crises de notre modele, nous pouvons nous demandeHle-ci est due au site
de stimulation et en I'occurrence a des propriégtémseques de la SNr. Pour
répondre a cette question, une étude électroploggiple de lactivité des
neurones de la SNr pourrait étre envisagée. Caw permettrait de voir si les
activités intrinseques de cette structure lorsadstimulation, en comparaison

avec son activité basale au cours des criseshasgée et si oui de quelle facon.

En ce qui concerne la période réfractaire, nousvqual nous poser d’autres
guestions : quelles sont les conséquences qu’llagéFiode peut avoir sur des
stimulations continues? Est-ce que l'existence ette eriode peut agir sur la
stimulation continue en baissant I'efficacité déezei ? La stimulation continue

de la SNr ne présente aucune efficacité antiépjept (Feddersen et coll.,
2007), ce que nous avons confirmé aux cours de expErimentations.

L’existence d’une période réfractaire lors de ieation du systeme des GB
pourrait ainsi expliguer le manque d’efficacité ldestimulation continue en

épilepsie.

Bien entendu, il est important de tester notrequuie dans d’autres modéles
animaux d’épilepsie, permettant ainsi de mieuxecith population de patients
épileptiques pouvant étre concernée par ce typgpdiahe thérapeutique. Un
modele intéressant est la souris KA, modéle remsgutis plusieurs critéres de
validation de I'épilepsie mésiotemporale chez I'myen Cependant, dans ce
modele, la récurrence importante des déchargeseriggser la méme limitation
que pour le GAERS.
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Enfin dans un dernier temps, il serait importantcdenparer l'efficacité de la

stimulation de la SNr avec d’autres structuresesililes GB, connues pour avoir
des effets antiépileptiques. Les autres structgres j'ai testées pendant ce
travail (Cortex, Striatum, Thalamus) n‘ont pas piernd’établir de seull

antiépileptique, confirmant ainsi que la stimulatide la SNr est une cible
efficace. Toutefois, nous pouvons peut étre expliqge manque d’'effet de ces
stimulations, par le fait que lors de ces teststoheulation du cortex, du striatum
ou bien du thalamus, les stimulations étaient téniddes et non bilatérales a
cause du schéma d’implantation (unilatérale damssdiérentes structures a
I'exception de la SNr ou limplantation était bi#aale). En plus d'une

stimulation unilatérale inefficace, I'absence dailsantiépileptique pourrait se

justifier par le fait que dans de grandes strustw@mme le striatum mais aussi
le cortex somatosensoriel, une stimulation troglisée ne pourrait pas arréter
les crises. Cependant, d’autres cibles telles gue Parafasciculaire (Langlois
et coll.,, 2010) ou le n. antérieur du Thalamus Ebalyashi et coll., 2007a,b;

Hamani et coll., 2008) pourraient étre égalemewnisaigées.

En conclusion, cette étude souligne I'importance dh travail expérimental
dans le domaine de la neurostimulation des épilegs. Bien que la structure
cible optimale reste a préciser, l'utilisation de rodeles animaux avec des
crises spontanées et recurrentes est nécessairenafil’augmenter nos
connaissances dans la compréhension des mécanismés controle,
responsables de linterruption des crises. Toutefsj la difficulté majeure
réside dans le fait gqu’il n’existe pas une mais phieurs épilepsies et qu'une
approche ciblée sur un type d’épilepsie et un typée cible semble donc
nécessaire. Cependant bien que de nombreuses quass restent encore a
étre élucidées, la proximité de notre modele avea Ipathologie humaine
associé aux données cliniqgues, nous permettent diagter des réponses a

des questions cliniques proposant ainsi des nouvesl pistes thérapeutiques.
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