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Résumé

Les épilepsies acquises se déclarent aprés un processus graduel appelé épileptogenése. Bien que
cliniquement silencieux, ce processus implique des modifications fonctionnelles observables
notamment par électroencéphalographie. Cette thése vise i) a identifier des marqueurs
électrophysiologiques apparaissant au cours de [Iépileptogenese, et ii) a comprendre les
modifications physiopathologiques sous-jacentes responsables de ces marqueurs et de leur évolution

temporelle.

Dans un premier temps, nous avons, dans un modele d’épilepsie partielle chez la souris, monitoré
des signaux électrophysiologiques intracérébraux pendant la mise en place de la maladie. Nous
avons observé dans ces signaux expérimentaux, ['émergence d’événements transitoires

pathologiques appelés pointes épileptiques.

Nous avons développé des méthodes de traitement du signal pour détecter et caractériser
automatiquement ces événements. Ainsi, nous avons pu mettre en évidence certains changements
dans la forme des pointes épileptiques au cours de I'épileptogenése ; en particulier 'apparition et
Paugmentation d’une onde qui suit la pointe épileptique. Une hypothése défendue dans ces travaux
est que ces changements morphologiques peuvent constituer des marqueurs de 1'épileptogenese

dans ce modéle animal.

Dans un second temps, afin d’interpréter ces modifications électrophysiologiques en termes de
processus physiopathologiques sous-jacents, nous avons implémenté un modéle biomathématique,
physiologiquement argumenté, capable de simuler des pointes épileptiques. Formellement, ce modele
est un systéme dynamique non linéaire qui reproduit les interactions synaptiques (excitatrices et
inhibitrices) dans une population de neurones. Une analyse de sensibilité de ce modéle a permis de
mettre en évidence le rdle critique de certains paramétres de connectivité dans la morphologie des
pointes. Nos résultats montrent en effet, qu'une diminution de I'inhibition GABAergique entraine un
accroissement de ’onde dans les pointes épileptiques. A partir du modeéle théorique, nous avons pu
ainsi émettre des hypothéses sur les modifications opérant au cours du processus d’épileptogenese.
Ces hypothéses ont pu étre en partie vérifiées expérimentalement en bloquant artificiellement
Iinhibition GABAergique, dans le modele in vivo chez la souris, et dans un modéle in vitro chez le

rat.



En conclusion, ce travail de thése fournit, dans un modéle animal, un biomarqueur
électrophysiologique de [Iépileptogeneése et tente d’expliquer, grace a une modélisation

biomathématique, les processus physiopathologiques sous-jacents qu’il refléte.



Abstract

Acquired epilepsies occur after a process called epileptogenesis. Although clinically silent, this process
involves some functional modifications which can be observed by electroencephalography. The objectives
of this thesis are i) to identify electrophysiological markers occurring during epileptogenesis, and ii) to
understand which underlying pathophysiological modifications are responsible for these markers and

their evolution.

Firstly, using an in vivo experimental mouse model of partial epilepsy, we have monitored intracranial
electrophysiological signals during epileptogenesis. We observed the emergence of pathological transient

events called epileptic spikes.

We have developed signal processing methods in order to automatically detect and characterize these
events. Hence, we observed and quantified morphological changes of epileptic spikes during
epileptogenesis. In particular, we noticed the emergence and the increase of a wave which directly
follows the spike component. In this work, we defend the hypothesis that these morphological

modifications can constitute markers of the epileptogenesis process in this animal model of epilepsy.

Secondly, in order to interpret these electrophysiological modifications in terms of underlying
pathophysiological processes, we have implemented a computational model able to simulate epileptic
spikes. This neural mass model is a neurophysiologically-plausible mesoscopic representation of synaptic
interactions (excitation and inhibition) in the hippocampus. Based on a sensitivity analysis of model
parameters, we were able to determine some connectivity parameters that play a key role in the
morphology of simulated epileptic spikes. In particular, our results show that a diminution of
GABAergic inhibition leads to an increase of the aforementioned wave. Thus, using this theoretical
model, we defined some hypotheses about pathophysiological modifications occurring during the
epileptogenesis process. One of these hypotheses has been confirmed in blocking GABAa receptors in the

in vivo mouse model, as well as in an in vitro model (rat, organotypic slices).

In summary, based on the shape features of epileptic spikes, we devised an electrophysiological
biomarker of epileptogenesis observed in a mouse model but useful in Human studies as well. Moreover,
a computational modeling approach has permitted to suggest which pathophysiological processes might

underlie this biomarker.
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Introduction générale

Cette thése a pour objectif d’apporter des outils et des connaissances pour la compréhension de
Iépileptogenese, nom donné au processus de développement de I’épilepsie. Cette maladie
neurologique chronique qui touche quasiment 1% de la population mondiale pose, encore
aujourd’hui, des problémes de traitements (médicaments) (Loscher & Schmidt 2011), et la médecine
moderne ne parvient que dans de rares cas a la guérir completement (chirurgie) (Sagher 2012). Afin
de trouver de nouvelles solutions thérapeutiques, les communautés scientifiques et médicales
explorent, depuis une quinzaine d’années, la facon dont cette maladie se met en place, un axe de
recherche qui avait été peu étudié auparavant (Pitkdnen 2010). Ce manque de connaissance sur
Iépileptogenese a une raison simple : il est tres difficile de I'étudier cliniquement. En effet, les

patients épileptiques ne sont diagnostiqués qu’une fois la maladie installée.

L’étude de I’épileptogenese nécessite donc 1’élaboration de modéles capables de mimer, au moins en
partie, la maladie en dehors du cerveau humain. L’expérimentation animale, tres utile aux
neurosciences, constitue un outil de choix pour ce type d’étude, en particulier parce que 1'épilepsie
n’est pas limitée a ’homme mais peut toucher naturellement de nombreux mammifeéres. Il existe une
grande quantité de modéles animaux d’épilepsie (Pitkdnen et al. 2005), qui peuvent étre trés proches
de certaines formes d’épilepsie. En outre, lexpérimentation animale permet la mesure de
phénomenes trés variés, par 1’électrophysiologie, I'imagerie, etc. Ces expériences permettent aussi
d’agir sur les phénomeénes que 'on mesure, ou sur des phénomeénes qui leurs sont liés. Néanmoins,
le cerveau de I’animal est un systéme complexe et, bien que la technique progresse, beaucoup
d’éléments restent cachés a I'expérimentateur. Par conséquent, I'acquisition de quantités toujours
croissantes de données ne permet pas, a elle seule, de comprendre le fonctionnement des systémes
cérébraux observés. Pour tirer parti au maximum des mesures expérimentales, celles-ci doivent
s’accompagner d’une interprétation des mécanismes qu’elles refletent. Dans cette optique, la
modélisation, dite « biomathématique » ou « computationnelle », se révéle un outil trés pertinent.
Elle consiste a décrire mathématiquement, de fagon simplificatrice, la structure et le fonctionnement
de systémes biologiques tels que le cerveau. Cette description mathématique est ensuite
implémentée sur calculateur pour simuler une activité réelle. L’avantage indéniable de cette
approche est d’avoir acces en permanence a I’état de tous les processus modélisés. Les modeéles
biomathématiques sont devenus un atout important pour l'interprétation de phénomenes réels par la
génération d’hypothéses, qui peuvent a leur tour étre vérifiées expérimentalement (Wendling 2008).

Ils ont connu, depuis les années quatre-vingt et 'avénement de 'informatique, un essor considérable
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en neurosciences (Suffczynski et al. 2006). Nous proposons pour cette these de travailler avec deux

modeles, 'un expérimental chez I’animal vivant, ’autre biomathématique.

Les modeles, quels qu’ils soient, géneérent des données qu’il faut analyser. Les données les plus
utilisées pour l'étude de [Dépilepsie, chez 'homme ou chez I’animal, sont les signaux
électroencéphalographiques (EEG). En effet les dysfonctionnements cérébraux induits par I’épilepsie
se répercutent sur laspect des signaux EEG. Méme si 'analyse visuelle est trés pratiquée, elle
devient difficile lorsque la quantité de données devient trop importante. C’est pourquoi des
méthodes automatiques de traitement du signal sont trés souvent utilisées. Outre leur rapidité, ces
méthodes offrent une précision et une rigueur intéressantes pour identifier des phénomeénes fins ou
noyés dans un bruit trop important. Nous allons observer les modeéles, animal et biomathématique,
principalement au travers de leur activité EEG, réelle ou simulée. Ainsi nous projetons de développer

des algorithmes de traitement du signal qui soient appliqué dans les deux cas.

Les travaux de thése présentés ici ont été réalisés au sein de I'équipe SESAME (Systémes
Epileptogenes : Signal et Modeéles) du Laboratoire de Traitement du Signal et de I'Image a Rennes.
Cette équipe, dirigée par Fabrice Wendling, développe d’une part, des méthodes de traitement du
signal principalement pour Iépileptologie clinique, et d’autre part, des modeles biomathématiques
permettant de mieux comprendre les dysfonctionnements du cerveau épileptique. L’arrivée, en 2008,
de Benoit Martin, spécialisé dans la génétique de I'épilepsie chez la souris, a permis d’ouvrir un volet
expérimental dans I’équipe. Cette these, intitulée « DETECTION ET MODELISATION BIOMATHEMATIQUE
D’EVENEMENTS TRANSITOIRES DANS LES SIGNAUX EEG INTRACEREBRAUX : APPLICATION AU SUIVI DE
L’EPILEPTOGENESE DANS UN MODELE MURIN », résulte de la collaboration et du croisement des

compétences de ces deux chercheurs.



Chapitre 1

Contexte : I'épilepsie

Ce premier chapitre a pour role d’expliquer ce qu’est I’épilepsie, une maladie neurologique dont
beaucoup de gens ont entendu parler, mais qui restent pourtant trés mal connue et qui donne
souvent lieu a des fausses idées, en particulier sur les manifestations des crises d’épilepsie. Nous
avons choisi de partir d’'une définition populaire de cette maladie pour, apres avoir fourni quelques
reperes historiques, la décrire de fagcon plus scientifique, notamment pour ce qui est de la forme
d’épilepsie qui nous intéresse: I'épilepsie mésiale du lobe temporal (EMLT). Ensuite, nous
exposerons différentes méthodes d’observations de la structure ou de lactivité du cerveau,
notamment |’électroencéphalographie (EEG), technique sur laquelle s’appuie ce travail de these.
Nous ferons I’état des progreés médicaux passés et a venir en épileptologie. Dans ce contexte, nous
présenterons la problématique générale dans laquelle s’inscrit ce travail de thése, a savoir, comment

s’installe I’épilepsie, ce qui nous aménera a définir la notion d’épileptogenese.
1  L’épilepaie

1.1 Définition et généralités
« Epilepsie (n.f.) (bas latin epilepsia, du grec epilépsia, attaque) : affection caractérisée par la
répétition chronique de décharges (activations brutales) des cellules nerveuses du cortex cérébral. »

(Larousse 2012).

En d’autres termes, I’épilepsie est une maladie neurologique qui rend le cerveau capable de générer

spontanément et de maniére récurrente des crises, qu on appelle alors crises d’épilepsie.

Dans le sens commun, une crise d’épilepsie est un épisode de quelques minutes pendant lesquelles la
personne perd le contact, se raidie, tombe et se met a faire des mouvements répétitifs et incontrolés.
Ces deux phases de raidissement et de mouvements sont respectivement appelées phase tonique et
phase clonique. Elles constituent des signes trés marquants de cette maladie mais elles
n’interviennent pas dans toutes les crises et sont loin d’en étre les seules composantes. Pendant une
crise d’épilepsie, I'ensemble ou une partie du cerveau se met a fonctionner anormalement,
présentant une activité excessive ou hypersynchrone. Suivant les fonctions cérébrales touchées par
Iactivité anormale, les symptomes et signes extérieurs de la crise d’épilepsie vont varier. Durant la

crise, I'activité anormale peut aussi se propager a d’autres régions du cerveau qui n’étaient pas

-11 -
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touchées initialement, ainsi les symptomes et signes extérieurs changent au cours de la crise. Par
exemple, une aphasie (trouble du langage) peut apparaitre si une crise démarre dans I’aire de Broca
(région impliquée dans le langage), puis se prolonger par des clonies si la région motrice primaire est

ensuite atteinte par la crise.

L’apparition d’une seule crise n’implique pas nécessairement d’épilepsie. C’est la survenue
spontanée et récurrente de plusieurs crises qui définit 1’épilepsie. La fréquence d’occurrence des
crises est extrémement variable, elles peuvent arriver moins d’une fois par an, ou bien plusieurs fois
par jour. Cette variabilité s’exprime parfois chez un patient donné, dont les crises sont
alternativement trés rares ou tres fréquentes, sans qu’il y ait d’explication connue. Les crises durent
en général de quelques secondes a quelques minutes et s’arrétent d’elles-mémes, sans intervention
extérieure. Cependant, et bien que cela reste rare, certaines crises peuvent se prolonger pendant
plusieurs dizaines de minutes ou plusieurs heures, on parle alors d’état de mal épileptique (status
epilepticus). Cet état, s’il se prolonge, peut avoir des conséquences graves et irréversibles comme des
lésions neuronales. En général, les crises ne sont pas directement dangereuses pour la santé, mais
méme rares, leur caractére imprévisible et les accidents qu’elles peuvent provoquer constituent un
handicap constant pour les personnes atteintes. Enfin, on sait, sans pouvoir encore entierement
Iexpliquer, qu’il y a une surmortalité liée a cette maladie (Nashef & Sander 1996). En effet, le risque

de déceés prématuré est deux a trois fois plus élevé que dans le reste de la population.

Les causes de I’épilepsie sont variées et résultent de la conjonction de facteurs génétiques et de
facteurs acquis. Ces facteurs acquis comportent les traumatismes périnataux, les tumeurs et les
infections cérébrales (encéphalites), les anomalies du développement cortical (qui peuvent aussi étre
génétiques), les traumatismes craniens, les accidents vasculaires cérébraux, les 1ésions cérébrales de
causes métabolique ou toxique (ex. : alcoolisme), etc. D’une maniéere générale, tout « déréglement »

de I’équilibre complexe du cerveau sur le long terme, est susceptible d’étre épileptogene.

On sait depuis 'antiquité que des crises d’épilepsie affectent '’homme. Cependant, on les rencontre
aussi chez de nombreux mammiferes comme le cheval et le chien, ou plus primitifs comme la souris.
On peut donc penser que, dans l'espéce humaine, I’épilepsie a toujours existé. Les premieres
descriptions de crises d’épilepsie ont été trouvées sur une tablette babylonienne datant d’environ
quatre mille ans. A cette époque les crises étaient attribuées a des facteurs surnaturels ou divins.
C’est au premier millénaire avant notre ére que épilepsie a été décrite comme une maladie
cérébrale : en Inde dans le traité de médecine ayurvédique Caraka Samhita, et en Grece dans le traité
d’Hippocrate intitulé « La maladie sacrée ». L’explication de I’épilepsie, comme un déreglement
cérébral, donnée a cette époque était relativement proche de la vision contemporaine, mais elle a été
étouffée pendant deux mille ans par des approches mystiques, notamment dans I’'Europe du Moyen-
age ou la médecine était trés influencée par la religion. Ce n’est qu’au XIX™™ siécle, notamment
lorsque la neurologie est devenue une discipline distincte de la psychiatrie, que des avancées ont pu
étre faites sur cette maladie. Plus récemment, l'invention de nouvelles techniques, comme

I'électroencéphalographie (EEG, Berger 1929) et l'imagerie par résonnance magnétique (IRM,
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Lauterbur 1973 ; Garroway et al. 1974), ont permis de grandes avancées dans la compréhension de
I’épilepsie. Cependant, les nouvelles connaissances n’ont pas encore totalement remplacé les vieilles

croyances, du moins dans la population non-médecin ou non-scientifique.

Aujourd’hui on sait que I’épilepsie touche un peu moins de 1 % de la population dans le monde, soit
plus de 50 millions de personnes. En France, cela représente plus de 500 000 personnes épileptiques,
ce qui en fait la deuxiéme maladie neurologique la plus fréquente aprés la migraine. Il existe une
grande variété d’épilepsies et une épilepsie n’est pas forcément associée qu’a un seul type de crise.
Les moyens actuels permettent un traitement efficace dans prés de 70 % des cas (Cross 2011).
Cependant, on estime que seulement 10 % des personnes épileptiques dans le monde en bénéficient.
Deux organismes mondiaux sont dédiés a cette maladie, la Ligue Internationale Contre 1'Epilepsie
(ILAE), une organisation de professionnels — médecine et recherche — créée en 1909, et le Bureau
International pour I'Epilepsie (IBE), créé en 1961, qui est un organisme regroupant des personnes
atteintes d’épilepsies. En 1997, ces deux organismes ont lancé avec ’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), une campagne mondiale dont l'objectif premier est de mieux faire connaitre cette
maladie. En effet dans de nombreuses régions du monde, elle est encore crainte et associée a des
interprétations surnaturelles. Dans certains pays d’Europe, elle n’est pas reconnue comme une
maladie neurologique laissant 40 % des personnes épileptiques dans ces pays sans traitements. Pour
enrayer ce phénomene, I'ILAE et I'IBE ont déposé une déclaration écrite au Parlement Européen sur
I'épilepsie ; elle a été signée en 2011. Au niveau de la France, le Comité National pour I'Epilepsie
(CNE) regroupe des associations de patients comme Epilepsie-France, et des sociétés savantes
comme la Ligue Francaise Contre I'Epilepsie (LFCE) et la Fédération Francaise pour la Recherche sur
I'Epilepsie (FFRE).

1.2 Classification des épilepsies

L’épilepsie est une maladie difficile a cerner. On ne peut pas ’enfermer dans un seul syndrome ;
ainsi on parle plutét des épilepsies au pluriel. Elles peuvent différer sur plusieurs aspects : I'age
d’apparition des crises, les types de crises, les causes, la résistance aux traitements, 1’évolution
naturelle de la maladie, etc. Le seul point commun a toutes les épilepsies, et qui les définit, est la
récurrence de crises; on peut cependant observer plusieurs types de crises, et parfois méme
plusieurs types d’épilepsies, chez un méme patient. Néanmoins, des classifications ont été proposées.
Il faut bien dissocier classification des épilepsies et classification des crises, car, une personne
épileptique peut avoir des crises trés différentes, a I'inverse des crises assez similaires peuvent étre

associées a des syndromes épileptiques différents.

Il y a de nombreuses facons de classifier les crises. La Figure 1.1, issue du rapport de 'ILAE paru en
2010 (Berg et al. 2010), présente les différents types de crises tels qu’ils sont classés actuellement par
IILAE. D’abord les crises généralisées sont appelées ainsi car elles démarrent quasi-simultanément
dans le deux hémisphéres cérébraux. Ensuite les crises focales, ou partielle, qui a I'inverse, émergent

nettement dans une région relativement circonscrite d’'un hémisphére. Méme si elles peuvent ensuite



14 Chapitre 1

se propager ailleurs, leur départ reste focal. Enfin, les crises qu'on ne peut classer dans aucun des
deux groupes sont dites inconnues. A I'intérieur de ces groupes, les crises sont classées en fonction
des signes cliniques et des symptomes (ressenti de la personne). Parmi ces crises, on remarque les
crises tonico-cloniques énoncées précédemment. Les crises d’absences, épisodes généralement assez
courts durant lesquels la personne perd le contact avec lenvironnement extérieur, sont tres
courantes notamment chez les enfants. Leur manifestation est moins impressionnante que pour
d’autres types de crises. De ce fait, elles sont plus difficiles a détecter, ce qui rend le diagnostic de

Pépilepsie parfois tardif.

Classification des crises

Crises Généralisées
impliquant rapidement des réseaux
bilotéraux

Inconnues
Donnés insuffisantes pour
classer les crises comme

Crises Focales
Impliqaunt des réseaux limités
@ un seul hémisphére.

I I focales ou généralisées
Tonico- I Absences I I Cloniques I I Toniques I I Atoniques I Mvnclgniques Caracterisées par un ou plusieurs - Spasmes épileptiques
Clonigues -M Jes symptémes:
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Figure 1.1 - Révision de la Terminologie et de I'Organisation des Crises 2010. D’aprés (Berg et al.
2010).

Concernant la classification des épilepsies, la tache est plus difficile encore et sujette a controverse.
Sans rentrer dans les détails, la Figure 1.2 présente les épilepsies catégorisées a ce jour, groupées par
spécificité de diagnostic ; on constate le nombre important des différents syndromes. D’une autre
maniére, une distinction est souvent faite sur I’étiologie (les causes) des épilepsies. D’un c6té on
trouve le groupe des causes génétiques, dont la plupart des « syndromes électro-cliniques » font
partie, de lautre, le groupe des causes structurelles ou métaboliques. Dans ce deuxiéme groupe
Iépilepsie est due a une anomalie du cerveau qui peut étre acquise (traumatisme, infection, accident
vasculaire cérébrale, etc.) ou innée (sclérose tubéreuse, dysplasie corticale, etc.). Ces travaux de thése
s’intéressent en particulier a TEMLT, détaillée dans la section 3 de ce chapitre. C’est une épilepsie

acquise, considérée comme un syndrome électro-clinique chirurgical.
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myoclonique précoce - Syndrome de West centrotemporales (BECTS) cloniques prédominantes - Epilepsies
(EME) - Syndrome de Dravet - Epilepsie frontale nocturne autosomique - Epilepsie avec crises a myocloniques
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Figure 1.2 - Révision de la Terminologie et de I'Organisation des Epilepsies 2010. D’aprés (Berg et
al. 2010).

2 Prise en charge clinique : modalités thérapeutiques et
diagnostiques

L’objectif de la prise en charge clinique est d’améliorer la qualité de vie des patients. Pour I’épilepsie,
cela consiste a supprimer les crises, ou a diminuer leur fréquence. Le médecin doit proposer un
traitement, parmi les nombreux traitements existants, efficace contre I’épilepsie rencontrée. Ainsi le
diagnostic du type d’épilepsie est primordial ; il fait appel a un large panel de moyens simples, ou
plus lourds. En France, I'épilepsie peut étre prise en charge par un neurologue ou par un
neuropédiatre. L’épileptologue est le spécialiste de cette maladie et intervient notamment dans les

cas plus compliqués. Certains de ces cas nécessitent aussi 'intervention d’un neurochirurgien.
2.1 Traitements : suppression ou réduction de la fréquence des crises

2.1.1 Médicaments antiépileptiques
Le traitement pharmacologique est la principale stratégie thérapeutique contre les épilepsies.

Actuellement son action est avant tout d’empécher la survenue des crises et non de guérir
I’épilepsie. En outre, la diversité des épilepsies traduit une diversité de mécanismes neurologiques

sous-jacents, ce qui rend le traitement pharmacologique compliqué. Pour cette raison, il existe un
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grand nombre de molécules antiépileptiques avec différents mécanismes d’action (une vingtaine
d’entre elles sont autorisées en France). Aujourd’hui, cet arsenal de molécules antiépileptiques
permet, lorsqu’elles sont accessibles financierement et culturellement, d’empécher les crises dans
65 % des cas d’épilepsie. Historiquement, il existe quatre molécules antiépileptiques majeures
(phénobarbital, phénytoine, carbamazépine et valproate de sodium), toutes utilisées depuis plus de
trente ans, et premiérement indiquées en monothérapie apres la plupart des diagnostics d’épilepsie.
A cela s’ajoute de nombreuses nouvelles molécules apparues depuis 1990. Elles ont eu surtout un
apport dans des syndromes spécifiques et dans la réduction des effets secondaires. Néanmoins, en
terme de suppression des crises, le traitement pharmacologique a peu progressé depuis 2000 (Kwan
& Brodie 2000 ; Brodie et al. 2012). De plus, les mécanismes d’action de beaucoup d’antiépileptiques
ne sont pas complétement connus. Pour ces raisons, les chercheurs et médecins essaient aujourd’hui
de mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la maladie, afin d’élaborer de nouvelles

approches thérapeutiques.

2.1.2 Chirurgie de I'épilepaie

La seule approche thérapeutique permettant aujourd’hui de véritablement guérir les épilepsies
partielles est la résection chirurgicale de la zone cérébrale responsable des crises, appelée zone
épileptogéne. Cette option thérapeutique connait aujourd’hui un important développement mais
s’adresse exclusivement aux épilepsies partielles pharmacorésistantes. En 1974, 'efficacité de la
chirurgie, toutes épilepsies partielles confondues, étaient de 80,9 % contre 94 % en 2012 (Talairach et
al. 1974 ; Sagher 2012). Bien que cette efficacité ne se traduise pas toujours par une guérison, elle
permet au moins une amélioration en réduisant la fréquence ou l'intensité des crises. La chirurgie de
Iépilepsie a aussi bénéficié des progrés sur les techniques chirurgicales en général. Aujourdhui il
n’y a plus aucun déceés suite a des complications dues a ce type de chirurgie, contre 4 % des patients
en 1975. Cela reste néanmoins une solution lourde a mettre en ceuvre et nécessitant des moyens
importants. En France, environ quatre cent chirurgies sont effectuées chaque année. C’est peu au
regard du nombre de patients atteints d’épilepsies pharmacorésistantes qui pourraient en bénéficier
(Cross 2011). L’ablation d’une partie du cerveau peut diminuer certaines fonctions cérébrales,
comme, par exemple, la mémoire aprés une résection de ’hippocampe. Pour cette raison, la chirurgie
est contre-indiquée lorsque la zone épileptogéne est localisée dans des régions éloquentes du point
de vue fonctionnel et dont la perte serait inacceptable car engendrant des déficits jugés trop

importants par rapport au bénéfice clinique apporté.

2.1.3 Approches thérapeutiques alternatives

D’autres approches thérapeutiques, certaines récentes, d’autres plus anciennes, existent et sont
efficaces dans des cas spécifiques. Une des plus anciennes est le régime cétogene (Wheless 2008), qui
consiste en une diéte riche en matiéres grasses et pauvres en glucides qui fait entrer le patient dans
un état de cétose. Ce régime alimentaire strict et contraignant est efficace pour certaines épilepsies
réfractaires, bien qu’on ne comprenne pas bien son mécanisme antiépileptique. Il est intéressant de

noter que des approches basées sur des régimes pauvres en sucres étaient déja mentionnées dans
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I'antiquité, par Hippocrate ou dans les Evangiles, alors qu’ils n’ont été introduits dans 1’épileptologie

moderne qu'au début du XX siecle (Guelpa & Marie 1911).

Plus récemment, d’autres méthodes basées sur la stimulation électrique ont été explorées. La plus
connue en épileptologie est la stimulation du nerf vague (un nerf cranien allant du bulbe rachidien
jusqu’a l'estomac). Cette technique est notamment indiquée dans certains syndromes comme le
syndrome de Lennox-Gastaut. Cependant, en régles générales, son utilisation reste marginale et pas
toujours efficace (Binnie 2000). Actuellement, de nombreuses recherches sont menées sur des
neurostimulations, directes ou indirectes, invasives ou non-invasives, dans le domaine de la
neurologie. Néanmoins I’épileptologie n’a pas encore connu les progres thérapeutiques
considérables réalisés dans le champ de la maladie de Parkinson ou des Troubles Obsessionnels
Compulsifs (TOC).

2.2 Modalités diagnostiques pour I'épilepsie

@ Les différents svmptﬁmes en fonction des zones du ce

= Mausdes
= Sengations gnantes i Mestomac
m Sentiment de dija vy

= Sentiment de dija veou

= Michonnemants

» Hallucimations oifactives

= Troubles de la compréhensbon

Les premiers signes e |a crise ont ure valeur localisatrice

Figure 1.3 - Brochure explicative pour les patients épileptiques (Eisai 2011).

2.2.1 Historique du patient
Le premier moyen d’apprécier une épilepsie est d’établir I’historique du patient ; a la fois I’historique
de sa maladie, les antécédents familiaux ainsi que d’autres aspects de sa vie pouvant étre des facteurs

favorisant 'apparition d’une épilepsie. L’age d’apparition des crises et I’évolution de la maladie sont
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des caractéristiques primordiales de nombreux syndromes épileptiques et permettent souvent

d’orienter le diagnostic.

2.2.2 Sémiologie des crises
L’expression d’une crise est directement reliée aux régions cérébrales dans lesquelles elle se déclare

et se propage. Le médecin analyse la sémiologie des crises, c'est-a-dire d’'une part, les signes
extérieurs présentés par le patient pendant ces crises et, d’autre part les symptomes, qui sont les
sensations décrites par le patient. La Figure 1.3 résume quelques relations, souvent vérifiées, entre

signes ou symptomes et régions cérébrales impliquées.

2.2.3 Electroencéphalographie (EEG)
L’EEG est une technique mise au point dans les années 1920 par Hans Berger (Berger 1929). Elle

consiste a enregistrer l'activité électrique d’une partie des neurones du cortex. Un bonnet, qui
comporte quelques dizaines d’électrodes, est placé sur la téte du patient et relié a un systéme
d’acquisition. A chaque électrode correspond un signal qui représente, en temps réel, I'activité
moyenne des neurones présents a quelques centimeétres sous cette électrode (Figure 1.4). Cette
méthode permet de visualiser I’activité du cerveau ; elle est utilisée pour suivre le déclenchement et
la propagation des crises, apportant des informations complémentaires a celles provenant de la

sémiologie.
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Figure 1.4 - Electroencéphalogramme de scalp enregistré dans un service hospitalier. Quarante
secondes de tracé présentant de I'activité inter-critique (a gauche) suivie d’une crise.

A ses débuts, 'EEG étant directement tracé sur des bandes de papier a la maniére d’un sismographe.
Avec le développement des systémes numériques a partir des années 90, on peut maintenant
facilement stocker, et analyser les signaux EEG, de maniére visuelle ou automatique. Les

technologies actuelles permettent aussi d’augmenter la résolution spatiale en plagant jusqu’a 256
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électrodes sur le scalp, et la résolution temporelle, avec des fréquences d’échantillonnage qui

montent souvent a 2 kHz.

L’EEG est tres utile mais ne permet pas de visualiser I’activité de neurones situés plus en profondeur
dans le cerveau. Pour pallier ce probléme, Jean Bancaud et Jean Talairach ont élaboré, en 1962, une
technique chirurgicale qui consiste a implanter des électrodes a l'intérieur du crane, directement
dans le cerveau (Talairach et al. 1962). Cette méthode appelée Stéréo-électroencéphalographie
(SEEG) utilise le repérage dit stéréotaxique pour placer les électrodes précisément dans les régions
souhaitées. Cette méthode permet d’augmenter la résolution spatiale de ’'EEG de scalp en mesurant
Pactivité de neurones inaccessibles auparavant; ce qui la rend trés pratique pour certaines
épilepsies, notamment pour déterminer la zone de départ des crises lorsqu’elles impliquent des
régions sous-corticales. Cependant, et contrairement a 'EEG de scalp, la SEEG est invasive ; c’est
pourquoi elle n’est utilisée qu’en prévision d’une chirurgie. La SEEG est effectuée pour identifier
précisément les zones pathologiques et pour faire une cartographie fonctionnelle de cette zone. Cette
derniére étape permet ensuite d’estimer les chances de réussite et les risques, afin de proposer une

éventuelle chirurgie si ces risques sont jugés raisonnables et inférieurs aux bénéfices éventuels.

Dans les cas d’épilepsies pharmacorésistantes, les signaux EEG (scalp ou profondeur) sont souvent
enregistrés sur de longues périodes de quelques heures a quelques jours. L’objectif principal de ces
phases d’enregistrement est d’observer des anomalies intercritiques et des crises d’épilepsie pour
déterminer la zone qui en est responsable. Ces longues périodes d’enregistrement révelent souvent
la présence d’événements particuliers dans les signaux EEG, tels que des décharges rythmiques

courtes (dites infra-cliniques) ou des pointes. Bien que non-symptomatiques, ils sont utilisés par les

épileptologues pour déterminer la zone a opérer lors du diagnostic pré-chirurgical.

Figure 1.5 - IRM cérébrales d’un patient présentant une sclérose hippocampique. IRM suivant
différentes séquences d’acquisition : T1 (A), Flair (B), T2 (C).

2.2.4 Imagerie structurelle
IRM. L’imagerie par résonance magnétique (IRM) a été théorisée en 1946 (Bloch & Rabi 1945 ; Purcell

et al. 1946) et mise en ceuvre au début des années 1970 (Lauterbur 1973 ; Garroway et al. 1974). Elle

permettait dans un premier temps d’obtenir des images en coupe de tissu humain. Aujourd’hui,
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Papplication de traitements informatiques permet de reconstruire des images d’organes, et
notamment le cerveau, en trois dimensions. C’est la technique d’imagerie la plus utilisée en

épilepsie.

2.2.5 Imagerie fonctionnelle
Scintigraphie ou TEMP. La tomographie par émission monophotonique, souvent appelée

scintigraphie, permet de mesurer le flux sanguin au moment des crises. Un produit radioactif, qui est
injecté dans le sang au début de celles-ci, va se fixer, selon le flux sanguin, dans les régions tres
actives pendant la crise. La résolution spatiale n’est pas trés bonne, mais on peut déterminer quelles
régions ont été sur- ou sous-activées pendant une crise. Cette technique est complémentaire de

I'IRM, car elle apporte une information supplémentaire sur le plan fonctionnel.

TEP. Une autre technique radioscopique, appelée tomographie par émission de positons (TEP), est
utilisée en imagerie fonctionnelle cérébrale, de facon complémentaire a la scintigraphie. Basée
comme cette derniére, sur I'injection d’un produit de contraste radioactif, elle permet de mesurer
directement l’activité métabolique. La TEP nécessite cependant un équipement beaucoup plus

colteux que la scintigraphie.

IRMf. L’IRM fonctionnelle permet d’observer indirectement l'activité du cerveau en mesurant
I’évolution de la quantité d’oxygene consommeée localement dans chaque zone du cerveau, cette
quantité étant dépendante de l'activité des neurones. En routine clinique, elle permet de localiser des
régions d’intérét pour la chirurgie (la motricité, le langage, les voies visuelles, etc.). En recherche,
I'utilisation de cette technique couplée avec I'EEG est en plein essor, notamment pour I’analyse des

activités intercritiques.

Figure 1.6 - Imageries fonctionnelles du cerveau. Patient atteint d’une épilepsie du lobe temporal.
A/ Scintigraphie critique (produit de contraste injecté pendant une crise), la fleche indique une
zone suractivée lors de la crise. B/ TEP inter-critique. La fleche indique une zone en sous-activité en
dehors des crises d’épilepsie.
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3  L’épilepaie mésiale du lobe temporal (EMLT) avec sclérose
hippocampique (SH)

3.1 Quelques notions anatomo-fonctionnelles sur la formation
hippocampique

La formation hippocampique est une structure cérébrale tres étudiée, située chez '’homme, sur la
face mésiale du lobe temporal, dans le prolongement de la cinquie¢me (et derniére) circonvolution
temporale du cortex. Cette formation corticale fait partie du systéme limbique, le bord du cortex, et
elle est présente de facon symétrique dans chaque hémispheére. Elle englobe I’hippocampe, constitué
du gyrus denté (GD), de la corne d’Amon (CA) et du subiculum ; et la région parahippocampique

constituée du présubiculum, du parasubiculum et du cortex entorhinal (Figure 1.7A).
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Figure 1.7 - La formation hippocampique. A/ Vue 3D du cerveau crée avec ALLEN Human Brain
Atlas (Allen Institute for Brain Science). La formation hippocampique est modélisée en vert fluo. B/
Coupe coronale colorée d’un cerveau de singe (extraite du site http://brainmaps.org). C/ Dessin
(en coupe axiale) d’un hippocampe de rat extrait de (Ramdn y Cajal 1909).

Sur le plan fonctionnel, la formation hippocampique a une implication certaine dans les taches de
mémorisation. Beaucoup de recherches sont effectuées dans ce domaine car on connait encore trées

mal les processus mis en jeu dans la mémoire. On pense aussi que cette aire joue un role important
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pour la navigation spatiale, comme le suggere les travaux de (O’Keefe & Dostrovsky 1971). Quoi qu’il
en soit, 'hippocampe est une structure primordiale chez les mammiferes, qu’on retrouve méme chez
les moins évolués. Bien que son volume absolu soit faible par rapport a I’ensemble du cerveau
humain, il occupe une proportion beaucoup plus importante chez les petits mammiferes, et qui

devient majeure dans le cerveau des rongeurs.

Le terme « hippocampe » nous vient de I'anatomiste italien Giulio Cesare Aranzio qui, au XVIeme
siecle, compara sa forme a celle de I’animal marin (Andersen et al. 2007). Plus tard, '’espagnol
Santiago Ramon y Cajal (Ramoén y Cajal 1909 ; Nemri 2010) a décrit et illustré, de facon tres détaillée,
une partie des neurones et leurs connexions dans les régions de la formation hippocampique (Figure
1.7B). La principale voie de projection entre les neurones excitateurs de ces différentes régions forme
un systéme bouclé que nous allons décrire en partant de lextrémité de la circonvolution

hippocampique, c'est-a-dire le GD :

a) Les axones des cellules granulaires du GD, qui sont appelés fibres moussues, sont projetés

vers la région CA3 de la corne d’Amon.

b) Les cellules pyramidales de CA3 se projettent vers la région CA1, a travers les collatérales de
Shaffer (région CA2).

c) Au niveau de la région CA1, les cellules pyramidales projettent leurs axones vers le cortex

entorhinal, en partie directement, et en partie via les cellules du subiculum.

d) Le systéme devient bouclé car les axones du cortex entorhinal se projettent, du moins en
partie, vers le GD et CA3 a travers la voie perforante, et vers CA1 et le subiculum. Le cortex
entorhinal posséde également des connexions avec son symétrique dans I’hémisphere
controlatéral. Il constitue une voie importante de communication entre les deux

hippocampes.

3.2 Syndrome électro-clinique et anomalies structurelles

L’EMLT est une épilepsie partielle impliquant en premier lieu la face mésiale du lobe temporal
(Williamson et al. 1993). Elle est d’abord caractérisée par un syndrome électro-clinique particulier ;
c'est-a-dire un ensemble de symptomes et de signes cliniques et électrophysiologiques présentés par
le patient au moment des crises. Ce syndrome est associé a une anomalie structurelle, appelée
sclérose hippocampique et caractérisée par une atrophie unilatérale de la formation hippocampique

(Wieser et al. 2004).

Cette épilepsie peut étre provoquée, entre autres, par des convulsions fébriles (i.e. liées a une montée
en température du corps), un traumatisme cranien, une infection intracranienne ou une hypoxie
(manque d’oxygéne). Suite a cette agression initiale, qui a lieu avant I'’dge de cinq ans dans la plupart
des cas, une période de latence s’installe durant laquelle aucun événement symptomatologique n’est

rapporté. C’est apres cet épisode silencieux, pouvant durer plusieurs années, que les premieres crises
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d’épilepsie interviennent, souvent pendant 'enfance ou a l’adolescence. En outre, des facteurs
génétiques semblent impliqués dans la survenue de ce syndrome, soit en favorisant les convulsions

fébriles initiales, soit en causant une sclérose hippocampique, ou encore dans des cas d’EMLT

familiales.
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Figure 1.8 - Crises typiques d’EMLT. A/ Crise débutant dans I’'hippocampe gauche par une série de
grandes pointes, avant de se propagée vers I'hippocampe controlatéral. Quarante-six secondes de
signal ne sont pas affichées entre les tracés supérieurs et les tracés inférieurs. Extrait de (Velasco
et al. 2000). B/ Signal et spectrogramme d’une décharge rapide typique de début de crise
hippocampique. Extrait de (Bartolomei et al. 2004).

Sur le plan clinique, les crises débutent souvent par une sensation épigastrique ascendante, et parfois
une peur ou une anxiété. Elles sont ensuite caractérisées par des manifestations non latéralisés, tels
que des automatismes de la bouche (oro-alimentaires) et des mains, une diminution de I'état de
conscience, et une rigidité générale. En dehors des crises, une diminution des facultés mnésiques est
associée a la majorité des EMLT avec SH. Sur le plan électrophysiologique, les enregistrements

intercritiques réveélent la présence d’événements pathologiques tels que des ondes-pointues ou des
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pointes isolées se propageant bien au-dela de la formation hippocampique. Les crises, quant a elles,
débutent dans la formation hippocampique ou elles sont marquées par une décharge rapide (20 a
30 Hz) de faible amplitude qui peut étre précédée de pointes hypersynchrones de plus forte
amplitude (Velasco et al. 2000 ; Bartolomei et al. 2004).

Sur le plan structurel, la sclérose de I'hippocampe est avant tout caractérisée par une diminution du
volume de 'hippocampe qui s’accompagne d’une perte neuronale et d’'une gliose dans CA1. Ces
modifications cellulaires sont plus ou moins étendues et atteignent parfois d’autres parties de
I'hippocampe. Dans le GD, une migration des cellules granulaires qui peut étre trés focale est
observée dans environ 50 % des cas. Une réorganisation synaptique intervient, elle est nettement
observable au niveau des fibres moussues du GD, mais n’est pas localisée qu’a cet endroit. Elle est
accompagnée d’une sévere diminution de récepteurs GABA, qui a été rapportée sur des

hippocampes humains extraits lors de chirurgie.

L’EMLT avec SH est une forme d’épilepsie particuliérement résistante aux traitements
pharmacologique, il est rapporté que seulement 10 % a 45 % des patients sont libérés de leurs crises
avec une médication adaptée (Semah et al. 1998 ; Stephen et al. 2001). Pour les cas réfractaires, le
principal traitement reste une résection chirurgicale qui englobe au minimum la formation
hippocampique. Des études longitudinales ont montré pour des patients traités par résection de la
face temporal interne, que 57 % a 74 % d’entre eux n’avait pas fait de crises cinq ans apres la

chirurgie (Eliseu Paglioli et al. 2004 ; de Tisi et al. 2011).

4  Del'ictogeneae a I'épileptogeneae

Notre compréhension de I’épilepsie s’est considérablement accrue, alors qu’encore au XIXeme siecle,
une crise était considérée comme une démence ou un trouble psychiatrique. La recherche s’est
d’abord concentrée sur les crises pour comprendre comment une ou plusieurs régions cérébrales
pouvaient passer, d'un fonctionnement normal, a un fonctionnement critique. Cette question trouve
sa réponse dans un ensemble de mécanismes de démarrage et de propagation d’une crise, qui
peuvent étre regroupés dans la notion d’ictogenese. L’épilepsie est caractérisée par la récurrence de
crises, ce qui renvoie a une autre question: pourquoi un cerveau est capable de générer
spontanément des crises alors qu’'un autre n’en est pas capable. Ou, pourquoi et comment un
cerveau non-épileptique, devient capable de générer des crises d’épilepsie ? Cette question fait
référence a 1’épileptogenése, un concept assez large, puisqu’il englobe les mécanismes qui ménent a
I'épilepsie, c'est-a-dire aux premieres crises, mais peut aussi faire référence a des mécanismes qui

aggravent |’épilepsie en augmentant la fréquence des crises.

4.1 Approches palliatives contre préventives
De nombreuses drogues antiépileptiques ont été proposées pendant ces vingt derniéres années, en
offrant de nouvelles options thérapeutiques pour le traitement des crises, elles ont permis

notamment d’améliorer la facilité d’utilisation et de diminuer les risques de mauvaises interactions
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entre médicaments. Cependant elles n’ont réussi ni a réduire significativement le nombre
d’épilepsies pharmacorésistantes ni a guérir I'épilepsie (Temkin 2009 ; Loscher & Schmidt 2011). Alors
que l'ensemble des traitements pharmacologiques actuels sont essentiellement palliatifs, des
stratégies préventives sont a présent envisagées (Dichter 2009 ; Pitkdnen 2010), principalement dans
les épilepsies se développant aprés une agression initiale. Ce genre d’épilepsie se déclare souvent
apres une période de latence qui peut durer plusieurs années. On imagine aisément dans ces cas, que
stopper ces processus puisse empécher la future survenue des crises. De plus, comme ces processus
continuent probablement apreés la premieére crise, il est aussi envisageable d’empécher la maladie de

s’installer trop rapidement ou trop sévérement.

Récemment, des tests dans des modéles expérimentaux, chez l’animal, ont montré que les
antiépileptiques actuels sont inefficaces pour prévenir I’épilepsie (Loscher & Brandt 2010) ; ce constat
était prévisible car ces drogues ont été congues et testées pour empécher 'ictogenese, alors que la
prévention de I'épilepsie nécessite d’intervenir sur 1’épileptogenése. Comme le montre la revue de
(Pitkdnen & Lukasiuk 2011), la recherche sur les molécules anti-épileptogenése se développe et
fournit quelques résultats expérimentaux encourageants, notamment la Rapamycine qui montre un
effet préventif chez des rats développant une épileptogenese (Van Vliet et al. 2012). La conception et
I’évaluation de traitements préventifs de I’épilepsie nécessitent la découverte de biomarqueurs de
I’épileptogenese, c'est-a-dire de caractéristiques biologiques mesurables liées au développement de

I’épilepsie (Engel 2011), comme développé ci-apres.

4.2 Quels biomarqueurs de I'épileptogeneae ?

L’épileptogenese passe souvent par une période de latence, qu’on dit silencieuse car elle se situe
avant l'apparition des premiéres crises. Néanmoins, il est évident que des modifications
pathologiques menant a I'épilepsie interviennent durant cette phase. L’objectif est de mesurer ces
modifications. C’est pour cette raison que la recherche sur les biomarqueurs de ces processus
d’épileptogenese est tres active aujourd’hui. Tout I’enjeu est de trouver les bons outils pour
identifier des biomarqueurs potentiels et en mesurer I'évolution au court du temps. IIs pourraient
avoir deux rdles: le plus évident est un diagnostic préventif de 1'épilepsie notamment chez des
patients a risque, par exemple aprés un traumatisme cranien ; le second role est de permettre

I’élaboration et I’évaluation expérimentale de stratégies thérapeutiques préventives.

Les biomarqueurs peuvent étre structurels, et fonctionnels ; par exemple un biomarqueur structurel
de PEMLT avec SH, serait la perte cellulaire dans la CA, qui est mesurable par histologie du tissu
nerveux, alors que la survenue de crises constituerait un biomarqueur fonctionnel, mesurable
uniquement si le tissu est en activité. Pour le traitement préventif, le besoin réside dans des
biomarqueurs de I’épileptogenése qui soient précoces, c'est-a-dire observables dés la période de
latence, et mesurables de fagon non-destructive afin de pouvoir suivre le développement d’une

épilepsie.
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4.2.1 Les promesses de 'imagerie cérébrale

L’IRM est une technique particuliérement adaptée a la mesure de biomarqueurs de I’épileptogenése
car elle est non invasive et permettrait donc un diagnostic rapide et sans risque chez ’homme.
Quelques études cliniques sont actuellement menées pour identifier de tels biomarqueurs, en
particulier apres des épisodes prolongés de convulsions fébriles chez 'enfant (Shinnar et al. 2008).
Des mesures du volume hippocampique ou de 'amplitude du signal T, dans cette région ressortent
comme de possibles biomarqueurs du développement d’une épilepsie comme I'indique une récente
revue (Gomes & Shinnar 2011). De nombreux travaux expérimentaux sur des modéles animaux ont
été récemment publiés sur différents biomarqueurs mesurables en IRM (Nehlig 2011). En particulier,
un article a montré qu’il était possible, apres un état de mal induit chez des rats, de prédire le

développement ou non d’une épilepsie grace au signal T, (Kharatishvili et al. 2009).

Plus récemment, des biomarqueurs fonctionnels ont également été proposés, notamment par
spectroscopie RMN du proton chez le rat, ou un article montre une augmentation d’'une mesure
Pactivation gliale, entre un état de mal initial et des crises chroniques (Filibian et al. 2012). Dans le
méme type de modéles expérimentaux, d’autres outils comme la TEP montrent une diminution du
métabolisme suivant ’agression initiale (Fupp et al. 2012), cette derniére ayant 'inconvénient d’étre

un peu plus invasive que 'IRM.

4.2.2 Que peut encore apporter I'électrophyaiologie ?
Pour la recherche de biomarqueurs fonctionnels, la résolution temporelle élevée des signaux

électrophysiologiques est un atout majeur. L’EEG est utilisée et étudiée depuis de tres nombreuses
années, mais recele encore beaucoup d’information qui n’est pas exploitée, comme ’atteste 'intérét
trés récent porté sur des oscillations haute fréquence pathologiques, aussi appelées Fast Ripples
(Fefferys et al. 2012), mises en évidence dans I’épilepsie en 1999 (Bragin, Engel, C. L. Wilson, Fried &
Buzsaki 1999). Les modeles animaux ont révélé que ces événements électrophysiologiques sont
observables dés la période de latence, entre I’agression initiale et les premiéres crises. Les Fast
Ripples sont actuellement beaucoup étudiés en tant que biomarqueurs potentiels des régions
épileptogenes (Lévesque et al. 2011 ; Staba & Bragin 2011 ; Zijlmans et al. 2012 ; Demont-Guignard et
al. 2012).

Cependant d’autres marqueurs électrophysiologiques comme les pointes épileptiques, souvent
appelées pointes intercritiques, sont également observées durant la période de latence, avant les
premiére crises. Ces pointes sont connues depuis longtemps (Matsumoto & Ajmone-Marsan 1964),
mais il existe trées peu de données sur leur évolution durant ’épileptogenése. Une étude
expérimentale récente révele une augmentation de leur fréquence d’occurrence dans un modeéle
d’épileptogenese chez le rat (White et al. 2010). Au-dela des changements de leur fréquence, ces

pointes sont connues pour avoir différentes morphologies.
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L'une des hypothéses développées dans ces travaux de thése est que ces changements
morphologiques sont susceptibles d’avoir un lien avec I’épileptogenése, et qu’ils peuvent étre révélés

grace notamment a des méthodes automatiques de traitement du signal.

1l est clair que ’EEG a toujours un grand intérét pour la compréhension de I’épilepsie, que ce soit en
clinique ou en recherche expérimentale, méme s’il est parfois délaissé au profit de I'imagerie. Grace
a Dlémergence des neurosciences computationnelles, on est capable de modéliser de facon
relativement précise I’activité électrophysiologique (Wendling et al. 2012). Cela constitue un outil
supplémentaire pour extraire l'information des signaux EEG. En outre, ce couplage avec la
modélisation biomathématique est aujourd’hui bien plus fort en électrophysiologie qu’en imagerie

cérébrale.

4.3 De lanéceaaité d’'utiliaer dea modelea expérimentaux

L’épilepsie étant diagnostiquée apres I'apparition des premiéres crises, il est tres difficile d’étudier la
période de latence chez les patients. La recherche de biomarqueurs et de traitements de
Iépileptogenese nécessite de faire appel a l'expérimentation animale (Simonato et al. 2012).
L’'utilisation de modéles animaux permet de suivre le développement d’une épilepsie dans des
conditions contrdlées et reproductibles (génotype, age, environnement, etc.), et de pouvoir ’observer
tres tot et avec des outils invasifs. En outre, 'expérimentation animale permet d’étudier, dans les
mémes conditions, des animaux contrdles ne développant pas d’épilepsie, ce qui aide beaucoup la
recherche de biomarqueurs pertinents. Les modéles biomathématiques, bien qu’ils se situent a des
niveaux d’abstraction beaucoup plus éloignés du cerveau humain, vont eux aussi dans ce sens, tout

en présentant des avantages différents.






Chapitre 2

Objectif et formalisation du probleme

1  Objectif: identification/interprétation de marqueurs dans
les signaux électrophysiologiques liéa a I'inatallation progreaaive
de I'épilepaie dana un modele animal

Du ponte de vue clinique, 'objectif général de ce travail de these est d’affiner nos connaissances sur
le processus d’épileptogenése. A long terme, ces connaissances pourraient fournir des clefs pour de
nouvelles thérapies préventives contre linstallation de certaines épilepsies, notamment

pharmacorésistantes.

Ainsi, nous allons d’abord, dans le Chapitre 3, mettre en place un protocole d’étude de
I’épileptogenese dans un modeéle expérimental chez la souris. Ce modeéle, qui est une des formes du
« modele kainate », est tres utilisé car il présente de nombreuses similitudes avec les EMLT
diagnostiquées chez I’homme. Il consiste a créer une lésion qui entraine une épilepsie apres une
période de latence de deux a trois semaines. Nous souhaitons suivre ce processus d’épileptogenése a
travers I’évolution de marqueurs électrophysiologiques observables au niveau de la 1ésion. Pour cela,
il nous faudra définir un protocole d’enregistrement des signaux SEEG sur le long terme (30 jours).
Nous restreindrons ensuite notre analyse a des événements particuliers présents pendant

Iépileptogenese : les pointes épileptiques.

Du point de vue méthodologique, 'objectif de ce travail est d’élaborer des méthodes de traitement
visant a détecter/caractériser/interpréter des événements transitoires liés a I’épileptogenese et
apparaissant dans les signaux électrophysiologiques. Ainsi, la seconde partie de ce travail, présentée
dans le Chapitre 4, consistera a analyser ces événements afin d’identifier des caractéristiques
morphologiques de ces événements qui soient liées au développement de la maladie dans le cerveau
de la souris. Nous proposerons une méthode automatique, a la fois de détection des événements et
de calcul de caractéristiques morphologiques pertinentes qu’il nous faudra identifier. Nous

comparerons I’évolution de ces caractéristiques avec le développement de 1’épilepsie.

Le Chapitre 5 traite de la troisiéme et derniere partie de ce travail, dans laquelle nous proposerons
une interprétation de I'évolution des caractéristiques observées en termes de mécanismes

physiopathologiques sous-jacents. Pour cela nous proposerons une modélisation biomathématique,
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par un modéle de population neuronale, des événements précédemment analysés. De ces
événements modélisés, nous pourrons tirer des hypothéses sur les processus sous-jacents
responsables des modifications morphologiques des pointes épileptiques. Ainsi nous fournirons un
lien entre les observations électrophysiologiques du Chapitre 4 et le modéle expérimental
d’épileptogenése généré dans le Chapitre 3. La derniére étape consistera a vérifier certaines de ces

hypothéses expérimentalement.

Cette these permettra d’avoir une meilleure compréhension du processus d’épileptogenése opérant
dans un modeéle animal ’EMLT. Elle vise a fournir des biomarqueurs de I’épileptogenése, qui
pourront servir de cibles pour d’éventuels traitements préventifs de I’épilepsie. Son objectif est aussi
de développer une approche méthodologique multidisciplinaire entre ’expérimentation animale, le

traitement du signal et la modélisation biomathématique.

2  Formalisation du probleme

Un suivi EEG de 'épileptogenése pendant J jours sera effectué chez M souris et fournira un

ensemble de /] X M signaux s;,,(t),j =1,..,Jetm =1, ..., M.

L’objectif est de détecter des transitoires de type « pointes épileptiques » au sein de ces signaux
Sjm(t). Le nombre N; , de pointes et la durée T}, de chaque signal permettra de suivre la fréquence

d’occurrence F; ,, des événements en fonction des jours d’épileptogenese et des animaux enregistrés.

Chacune des N, pointes détectées dans chaque signal EEG sera extraite et analysée comme un
signal indépendant vj, ,(t), n =1, ...,N;,,. Ces pointes seront caractérisées suivant un certain

nombre de critéres morphologiques a, b, c, ..., tels que :

a]mn
v]mn(t) jmn

jmn

Le but recherché ici n’est pas d’étudier I’évolution des pointes sur une période de quelques heures,
mais de le faire a ’échelle de I'épileptogenése, c'est-a-dire sur quelques semaines dans notre cas.
Nous nous intéresserons donc aux moyennes 4, B, C, ... des caractéristiques dans chaque signal,

c'est-a-dire a chaque jour j et pour chaque souris m.
A Njm ] mn

Z Jmn
jm C]mn

]m

Ces valeurs 4,B,C, ... devront caractériser la morphologie typique des pointes épileptiques

observables a un moment donné du processus d’épileptogenése. Leur évolution en fonction des jours
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d’observation peut étre vue comme une projection de I’évolution des processus sous-jacents mis en
ceuvre dans la génération de ces événements. Il est possible de remonter a ces processus par
identification des parametres d’'un modéle biomathématique inspiré de la neurophysiologie et
capable de simuler ces pointes épileptiques. Une étude paramétrique sera nécessaire pour déterminer
quelles modifications sur les parametres , 3,7, ... du modéle sont nécessaires pour reproduire les

changements mesurés sur les caractéristiques 4, B, C, ... :

a a; Aj1 Ajz
B N B> = B;, — |72
Y1 Y2 C]l CJZ






Chapitre 3

Modele animal d’épilepsie mésiale du lobe
temporal

Comme il a été dit, I'étude de Iépileptogenese requiere l'utilisation de modeles animaux, dans
lesquels on est capable de suivre le développement de la maladie a partir d’un instant initial que ’'on
maitrise. Parmi les modeéles expérimentaux utilisés en épilepsie aujourd’hui, une grande majorité
sont des modéles chez le murin, ou murinés (murinae), principalement chez le rat et la souris
(Pitkdnen et al. 2005). Ces especes ont 'avantage de pouvoir former des lignées génétiques dans
lesquelles tous les individus possédent le méme génotype (aux mutations spontanées pres). Cette
caractéristique permet de diminuer énormément les différences interindividuelles lors

d’expérimentations.

Ce chapitre présente d’abord une vue générale des modéles d’épilepsies chez le murins in vivo, avant
de s’attarder sur le modéle que nous avons utilisé, un modeéle d’EMLT chez la souris. Ensuite sont
exposés les détails du protocole que nous avons élaboré pour suivre I'épileptogenése au travers de
lactivité électrophysiologique enregistrée en champs (LFP, Local Field Potential). La section 4 décrit
des événements particuliers que nous avons relevés dans les signaux LFP acquis, notamment certains
qui n’avaient pas été rapportés dans la littérature. Ces résultats sont ensuite discutés, avec quelques

limitations du modele expérimental utilisé.

1  Les modeles murins in vivo d’épilepaie

Comme il a été dit précédemment, I’épilepsie regroupe un ensemble de maladies toutes caractérisées
par la récurrence de crises. Ces crises sont des accés paroxystiques qui touchent certaines régions
cérébrales, et de ces régions dépendent les formes d’expression de la maladie. Les modeéles animaux
d’épilepsie humaine peuvent étre évalués suivant que les crises qu’ils présentent répondent a trois
critéres. Du point de vue des manifestations comportementales, elles doivent présenter un
isomorphisme avec les crises d’'un syndrome épileptique clinique. Les crises doivent aussi présenter
une homologie en termes de régions cérébrales et de réseaux neuronaux impliqués dans leur genese.
Enfin, ces crises doivent répondre aux antiépileptiques de la méme fagon que les crises humaines

qu’elles modélisent.
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Les modeéles animaux d’épilepsie sont souvent classés entre modéles de crise d’épilepsie et modéles
d’épilepsie chronique. Dans le premier cas, qu’on qualifie aussi de modele de convulsion, on effectue
un traitement qui provoque directement une ou plusieurs crises chez un animal. Ces crises peuvent
étre instantanées ou arriver plusieurs heures apres le traitement, qui est souvent un traitement
chimique ou dans des cas plus rare une stimulation électrique, voire une stimulation sonore.
Néanmoins dans ces modeles, les crises sont induites et pas spontanées ; le tissu cérébral n’est donc
pas épileptique « en soi ». A contrario, on parle de modéle d’épilepsie lorsque que I'on produit un
animal capable, de maniére innée ou acquise, de générer spontanément des crises récurrentes. Alors
que les modéles de crises permettent d’étudier l'ictogenese, les modeles d’épilepsies permettent

d’étudier I'épileptogenese, c’est pourquoi nous nous intéressons seulement a ces derniers.

1.1 Modeles innés

Il existe plusieurs facons d’obtenir des animaux qui développent une épilepsie de maniére innée. La
premiére se produit naturellement par le biais de mutations spontanées, dans le génome d’un animal,
qui vont entrainer la survenue de crises récurrentes durant sa vie, comme cela peut se produire chez
I’homme. Evidemment I'aspect aléatoire d’un tel modéle le rend difficilement utilisable pour la
recherche. Une seconde approche consiste a opérer une sélection directionnelle de ce type
d’animaux. Cela consiste a favoriser artificiellement un trait génétique, en I'occurrence la capacité a
faire des crises, lors de la construction de couples reproducteurs. Plus le nombre de générations
augmente, plus la probabilité que les animaux soit épileptiques est grande. On peut a terme aboutir a
des lignées d’animaux génétiquement épileptiques. Cette méthode a été utilisée pour obtenir les
lignées de rats GAERS (Genetic Absence Epilepsy in Rats from Strasbourg) (Vergnes et al. 1982) ou
WAG/Rij (Van Luijtelaar & Coenen 1986). Une autre solution pour la création de lignées
génétiquement épileptiques est de provoquer une sélection directionnelle, non-pas sur un critére
naturel, mais sur un critére induit, comme l’injection d’une drogue convulsivante. C’est de cette
maniére qu'ont été créées les lignées de souris BS et BS/Orl présentant elles aussi une épilepsie
génétique de type absences (Chapouthier et al. 1998). A priori moins pertinente, cette derniére
méthode a aussi permis par une sélection directionnelle opposée, c'est-a-dire qui garde les souris les
moins sensibles a la drogue convulsivante, d’aboutir aux lignées les BR et BR/Orl, qui sont
résistantes a 1'épilepsie. Une troisiéme approche découle des progres faits dans la manipulation
génétique grace auxquels on peut remplacer, ou invalider, un géne précis chez certains animaux. En
ciblant certains genes pertinents, comme ceux codant pour les canaux ioniques du systéme nerveux
central, on peut obtenir des animaux génétiquement modifiés qui développeront une épilepsie
durant leur vie (Chabrol et al. 2010). La notion d’épileptogenése n’est pas évidente pour ces modeles
innés, car ici I'épilepsie est 100 % génétique, ne nécessitant aucun élément déclencheur. En outre,
méme si on peut imaginer qu’une épileptogenése se produise, elle commence probablement trés tot,

a un stade de développement ou il est difficile d’acquérir des signaux électrophysiologiques.
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1.2 Modeles acquis

On parle de modeles acquis lorsque 1’épilepsie est induite artificiellement chez des animaux qui n’en
auraient pas développée autrement. Dans ces modeles, 'observation de I’épileptogenése peut étre
faite a partir d’'un instant connu et souvent sur une période courte (quelques jours a quelques

semaines).

1.2.1 Modeles développementaux
Ces modeéles consistent a créer une lésion a une certaine époque du développement de I’animal, afin

d’induire une malformation, entrainant 1’épilepsie. Certains de ces modéles, qui consistent en une
agression in utero chez des rats, s’approchent plus ou moins de dysplasies corticales : comme le
modéele MAM (acétate de méthylazoxyméthanol, un agent antimitotique) (Cattabeni & Di Luca 1997),
ou un modeéle par irradiation (Roper 1998). D’autres modeles développementaux, plus tardifs, ont été
élaborés en reproduisant les agressions initiales responsables de nombreux cas d’épilepsies,
notamment temporales. Ainsi, 'hypoxie postnatale, lorsqu’elle est provoquée chez le murin aprés la
naissance, peut entrainer des crises qui seront suivies plus tard d'une épilepsie relativement
pharmacorésistante (Jensen et al. 1991). Une épileptogenése peut aussi étre initiée par I'induction de
convulsions fébriles, en provoquant une élévation de la température du corps quelques semaines

apres la naissance, chez le rat (Baram et al. 1997), ou chez la souris (Dubé et al. 2005).

1.2.2 Modeles d’embraaement
Le phénoméne d’embrasement (ou « Kindling ») consiste a stimuler un tissu cérébral de facon

répétitive pendant une période de plusieurs jours ou semaines, pour le forcer a produire des
connexions dans le sens de cette stimulation, ce qui peut a terme lui « apprendre » a faire des crises
spontanées. Il a été mis en évidence avec une stimulation électrique intracérébrale (Goddard 1967),
mais il a aussi été montré qu’on pouvait induire un embrasement chimique, a I'aide de drogues

proconvulsivantes (Girgis 1981).

1.2.3 Modeles d’épilepaie aprea un état de mal

L’état de mal est parfois une cause de déclenchement d’une épileptogenese, ce qui est aussi observé
dans certains modeles expérimentaux. La pilocarpine, un alcaloide agoniste non-sélectif des
récepteurs muscariniques, est utilisée chez les murins pour induire un état de mal qui entraine, aprés
une période de latence de quelques semaines, une épilepsie (W. A. Turski et al. 1983). Le méme type
de modéle peut étre généré avec l'acide kainique (KA de 'anglais kainic acid) (Tremblay & Ben-Ari
1984), ces « modeles kainate » connaissent plusieurs variantes qui dépendent principalement du
mode d’administration de la drogue (intrapéritonéal, intraveineux, intracérébral, etc.). Ces deux
drogues, bien que leurs mécanismes d’action soient différents, entrainent des épilepsies
pharmacorésistantes proches, par certains aspects, des épilepsies du lobe temporal décrites chez

I'homme.
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1.2.4 Autres modeles

Il existe bien d’autres modeles d’épilepsies. Un des plus ancien a avoir été utilisé pour I’étude
expérimentale est un modéle généré par l'injection de tétanospamine, la toxine tétanique,
directement dans le cerveau (Roux & Borrel 1898). Ce procédé permet de modéliser différents types
d’épilepsies focales, dont le foyer dépend de la zone dans laquelle la toxine est injectée. D’autres
modeles génerent une épilepsie par un traumatisme cranien, qui est une des causes des épilepsies
humaines. C’est notamment possible par une percussion de la surface du crane a I’aide d’un procédé

mécanique précis permettant de doser la force de I'impact (McIntosh et al. 1989).

1.3  Ethique animale

L’expérimentation animale est depuis longtemps, et encore aujourd’hui, un moyen essentiel pour
développer notre connaissance du cerveau. Méme si ¢ca n’a pas toujours été le cas, les expériences
impliquant des animaux sont aujourd’hui encadrées par des régles d’éthique. En France, la premiére
de ces régles est une loi de 1976 qui définit I’animal comme un étre sensible, pouvant donc ressentir
la douleur. Elle est suivie en 1986 par un texte de la Communauté Economique Européenne
(86/609/CEE) qui définit les moyens devant étre mis en ceuvre pour pratiquer I’expérimentation sur
des animaux. A partir de 2013, ce texte sera remplacé par une nouvelle directive de 1'Union
Européenne (2010/63/UE). Toutes les procédures expérimentales devront alors passer par un comité
d’éthique local, avant d’étre approuvées par un organe national. Elle vise a mieux encadrer
I'expérimentation animale afin de réduire la souffrance et le nombre d’animaux utilisés. Dans ce
sens, l'utilisation de modéles biomathématiques permet de générer des hypothéses, et donc,
d’augmenter la connaissance tirée de lexpérimentation animale et/ou de réduire le nombre

d’animaux utilisés.

2  Le modele « kainate » intra-hippocampique chez la souris

Comme il a été mentionné précédemment, il existe plusieurs modeéles dits « kainate ». Leurs
différences portent sur la méthode d’injection et la quantité de KA injectée, ainsi que sur I’espéce,
dans laquelle ils sont produits. Nous appellerons « modele KA-IH » le modéle kainate par injection

intra-hippocampique chez la souris.

2.1 Acide kainique et récepteurs kainate

L’acide kainique (KA, de I’anglais kainic acid) est un produit naturel extrait, pour la premiére fois en
1953, d’une algue rouge nommeée Digenea simplex. Cette substance a un effet excitateur sur les
neurones, qui est dii a sa fixation sur des récepteurs spécifiques baptisés récepteurs kainate (Simon et
al. 1976). Ces récepteurs, qui sont présents dans tout le systéme nerveux central, constituent, avec les
récepteurs AMPA ( a -amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) et NMDA (N-méthyl-D-
aspartate), les trois types de récepteurs glutamatergiques. Les récepteurs kainate sont répartis dans

tout le systéme nerveux central et sont des récepteurs ionotropes, c'est-a-dire qu’ils forment des
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canaux ioniques qui vont s’ouvrir lorsque les récepteurs associés sont activés. Dans le cas des

récepteurs kainate ce canal ionique est perméable aux ions sodium et potassium.

2.2 Description du modele KA-IH

Ce modele est généré par I'injection d’un trés faible volume d’une solution de KA directement dans
I'hippocampe d’une souris adulte (Figure 3.1). Cette injection provoque chez I'animal un état de mal
qui s’arrétera de lui-méme apres plusieurs heures. Dans la majorité de cas, I’animal survit et reprend
une activité « normale ». Néanmoins, apres deux a trois semaines, la souris présente des épisodes
paroxystiques qui deviennent de plus en plus nombreux (jusqu'a plusieurs par heure), et sont
assimilables a des crises d’épilepsie. Ces épisodes prennent, plus rarement (quelques fois par

semaine), I’aspect de convulsions de type crises tonico-cloniques.

Gyrus denté

2 mm 2 . =~ "\ Subiculum

Cortex entorhinal
Antérieur Corne d'Ammon

Figure 3.1 - Formation hippocampique chez la souris. Figure crée avec ALLEN Mouse Brain Atlas
(Allen Institute for Brain Science).

Le modeéle KA-TH a été étudié pour la premiere fois par (Suzuki et al. 1995) et découle des travaux sur
les effets épileptogeénes du KA sur le systeme limbique (Ben-ari 1985 ; Nadler 1981). Ce modéle a
depuis été I'objet de nombreuses études, sur les plans structurels et fonctionnels, dont les résultats
sont résumés ci-dessous. Des tests de drogues antiépileptiques ont aussi montré que ce modéle
présentait une forte pharmacorésistance (Riban et al. 2002). Pour ces raisons, il est aujourd’hui
considéré comme un bon modele ’EMLT avec sclérose hippocampique. Bien que I'injection intra-
hippocampique soit difficile a mettre en ceuvre, elle présente un taux de survie plus important que
dans les autres modeéles (Pitkdnen et al. 2005). De plus, les doses injectées directement dans
I’hippocampe sont beaucoup plus faibles que pour les modéles nécessitant une injection systémique,
lacide kainique étant un produit cher (600 € pour 10 mg), cela représente un avantage en termes de

cott.
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2.3 Modifications structurelles

Le KA provoque une excitotoxicité, lésion de neurones par excés d’excitation, qui entraine une perte
neuronale dans hippocampe (Vincent & Mulle 2009). Cette mort cellulaire est principalement
attribuée a influx trop important d’ions calcium, di soit a la stimulation excessive des récepteurs
glutamatergiques soit a une sur-activation des canaux calciques voltage-dépendants (Lipton &
Rosenberg 1994 ; Koh et al. 1990). Comme le mentionne la revue de Vincent et Mulle, le stress
autophagique ou la mort cellulaire programmée sont également observés suite a une administration
de KA. L’intervention de I'un ou l'autre de ces mécanismes d’excitotoxicité dépend de la durée de
I’état de mal initial et donc de la dose de KA injectée (Tokuhara et al. 2007). Une telle observation
avait été faite par Suzuki et son équipe dans 'étude originale du modéle KA intra-hippocampique
chez la souris (Suzuki et al. 1995), rapportant notamment sur I'étendue de la perte neuronale une
différence importante entre des doses de 0,8 mmol a 1,5 mmol de KA. Une autre étude sur ce
modele rend compte que suite a I'injection d’1 mmol de KA, la mort des cellules pyramidales est
importante apreés trente jours et devient quasiment totale aprés quatre mois (Bouilleret et al. 2000).
Cette dégénérescence se fait d’abord dans le hilus et dans la région CA1 de la corne d’Ammon (CA)
puis dans une moindre mesure dans la région CA3. En réaction a cette perte cellulaire, une

importante gliose est observée dans ’hippocampe injecté (Heinrich et al. 2006).

Alors que la CA perd une partie de ces neurones pyramidaux, les cellules granulaires du gyrus denté
(GD) opérent une migration accompagnée d’une hypertrophie (Suzuki et al. 1995 ; Heinrich et al.
2006). 11 en résulte que 1'épaisseur de la couche granulaire du GD augmente dans les semaines qui
suivent l'injection intra-hippocampique de KA. L’équipe de Suzuki a aussi observé que l'injection
systémique de benzodiazépines ou d’antagoniste du glutamate quelques heures apreés
Padministration de KA, peut retarder la dispersion de la couche granulaire (Suzuki et al. 2005). En
plus de cette migration cellulaire, un bourgeonnement des fibres moussues, qui sont des axones de
cellules granulaires vers CA3, a été montré. Ces axones forment ainsi des connexions récurrentes

aberrantes vers le GD (Suzuki et al. 1995 ; Bouilleret et al. 2000).

Au-dela de ces changements structuraux, plusieurs études ont montré une diminution des récepteurs
du GABA, dans la région CA1l apres 'administration de KA, que ce soit par injection intra-

hippocampique (Bouilleret et al. 2000), ou systémique (Cossart et al. 2001).

2.4 Marqueurs électrophysiologiques

Quelques travaux ont décrit des marqueurs électrophysiologiques observés dans le modéle KA par
injection intra-hippocampique. Les Figure 3.2, Figure 3.3 et Figure 3.4 présentées ci-dessous
proviennent de publications relatives a ces travaux (Riban et al. 2002 ; Meier et al. 2007 ; Heinrich et

al. 2011).
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2.4.1 Etat de mal initial

Pendant I'état de mal initial, I’animal présente une activité électrophysiologique trés stéréotypée
composée de pointes répétées a une fréquence supérieure a 1 Hz (Figure 3.2). Cette activité, qui
perdure pendant tout ’état de mal, est principalement enregistrée dans I’hippocampe injecté ou elle
supplante le rythme théta normalement enregistré dans cette structure. Suite a cette période,
Pactivité théta hippocampique reste faible et tend a disparaitre dans les jours suivant I'injection

(Riban et al. 2002).
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Figure 3.2 - EEG enregistrés pendant I'état de mal. A/ Chez une souris contréle. B/ Chez une souris
ayant subi une injection intra-hippocampique de KA. Dans les deux cas, le signal supérieur
représente la dérivation hippocampique ipsilatérale, alors que le signal inférieur représente la
dérivation corticale ipsilatérale. Figure extraite de (Riban et al. 2002).

2.4.2 Décharges rythmiques

Environ deux semaines apres l'injection, 'animal présente des événements électrophysiologiques
paroxystiques récurrents générés dans I’hippocampe injecté, et qui sont assimilés a des crises
d’épilepsie. Ces décharges hippocampiques paroxystiques (DHP) ont 'aspect de décharges d’ondes-
pointues, amples et plutdt lentes au début, puis s’atténuent et deviennent plus rapides a la fin de
celles-ci (Figure 3.3). Le rythme des ondes-pointues dans ces décharges varie entre 4 Hz et 12 Hz
avec une tendance a débuter lentement pour accélérer ensuite, la durée des décharges peut aller de
dix secondes jusqu’a trente secondes ininterrompues. Cependant, il a été observé que précédemment
a l’apparition de DHP, on pouvait enregistrer des décharges similaires mais de plus basse fréquence
et de plus courte durée, pouvant méme se résumer a une seule onde-pointue. Dans l’article de
Heinrich paru en 2011 (Heinrich et al. 2011), ’évolution de ces décharges a été échelonnée pour
constituer une classification des stades d’avancement de ’épileptogenése. Le cinquiéme stade est
caractérisé par la survenue des DHP et est considéré comme le stade épileptique chronique. Le
sixiéme stade est invoqué lorsque les DHP durent et généralisent secondairement au cortex
entrainant ainsi des crises convulsives tonico-cloniques. Ces crises restent cependant rares, arrivant
approximativement une a deux fois par jour (bien que cela n’ait pas été rapporté dans la littérature),

et sont donc difficiles a enregistrer.
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Figure 3.3 - Echelle de Heinrich des décharges épileptiques. A/ Hyperactivité. B/ Ondes-pointues
isolées ou en décharges de moins de 5 secondes. C/ Décharges entre 6 et 10 secondes. D/
Décharges entre 11 et 17 secondes. E/ Décharge hippocampique paroxystique (DHP). F/ DHP avec
généralisation au cortex. A chaque fois, le signal supérieur représente la dérivation hippocampique
ipsilatérale, alors que le signal inférieur représente la dérivation corticale ipsilatérale. Figure
extraite de (Heinrich et al. 2011).
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2.4.3 Oscillations hautes fréquences

Des oscillations hautes fréquences pathologiques (200-600 Hz), souvent appelées Fast Ripples (FR)
en anglais, ont été décrites dans plusieurs modeles expérimentaux utilisant du KA (Bragin, Engel, C.
L. Wilson, Fried & Mathern 1999), ou de la pilocarpine (Foffani et al. 2007). Les FR ont aussi été
observés dans le modeéle KA-IH chez la souris o, bien que peu de travaux le rapportent, il a été
montré que leur survenue est concomitante avec les ondes-pointues composants les décharges
(Meier et al. 2007). Ce lien avec les ondes-pointues a aussi été rapporté dans un article récent portant
sur 'épileptogenése dans un modele pilocarpine chez le rat (Lévesque et al. 2011). Trés récemment,
les travaux de notre équipe ont montré que des mécanismes d’hyperexcitabilité distincts étaient
impliqués dans la génération des pointes et des FR (Demont-Guignard et al. 2012). Ainsi, la raison de

cette concomitance entre les FR et des ondes-pointues dans les modéles expérimentaux reste floue.
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Figure 3.4 - Fast Ripples et ondes-pointues. A/ Décharge, de type DHP, formée d’ondes-pointues.
B/ Oscillations de hautes fréquences de type Fast Ripples greffées sur les ondes pointues
ipsilatérales. Dans les deux cas, le signal supérieur représente la dérivation hippocampique
ipsilatérale, alors que le signal inférieur représente la dérivation hippocampique controlatérale.
Figure extraite de (Meier et al. 2007).

3 Protocole expérimental pour le auivi de I'épileptogeneae

Le protocole que nous avons utilisé pour la génération du modéle KA-IH est basé sur celui développé

par I’équipe d’Antoine Depaulis (Riban et al. 2002).

3.1 Animaux

Nous avons utilisé neuf souris (mus musculus) males adultes de la lignée C57BL/6]. Six de ces souris
sont dédiées au modéle KA-TH (M = 6 par rapport au formalisme du Chapitre 2), les trois autres
servant de contrdle. Ces souris proviennent d’un élevage maintenu dans notre animalerie suivant un

cycle jour-nuit 12h/12h & une température de 2241 °C. Durant toute leur vie, elles sont nourries et
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abreuvées ad libitum (nourriture d’élevage: SPECIAL DIETS SERVICES RM3). Dés le début de

Pexpérience les souris sont placées dans des cages individuelles (L10 x P20 x H13).

3.2  Opération chirurgicale

A Tage de 8045 jours, les souris subissent une procédure chirurgicale visant a initier une
épileptogenese et a installer le matériel qui permettra ensuite I'acquisition du potentiel de champ
local (LFP, de I'anglais Local Field Potential). Les animaux sont d’abord anesthésiés par injection
intrapéritonéale (i.p., 11 ul/g) d’hydrate de chloral (4 %) en solution dans du sérum physiologique
(NaCl, 0,9 %). Puis ils sont placés dans un cadre stéréotaxique pour murins. Apres une incision du
scalp, le crane est dégraissé et ruginé pour permettre une meilleure adhérence des matériaux utilisés

par la suite.

Une seringue de 0,5 pl (Hamilton) est placée sur une micro-pompe et reliée a un cathéter, composé
d’un tube en polyéthyléne (& interne = 460 pm) et d’'une canule d’injection (& externe = 229 pm,
& interne = 127 pum). Cette canule est fixée a un bras solidaire du cadre stéréotaxique mais dont la
position est réglable. Pour chaque animal, une injection a été réalisée dans I’hippocampe droit, dont
les coordonnées par rapport au bregma (AP=-Zmm; ML=-1,5mm; DV=-2mm) sont
déterminées a partir d’un atlas du cerveau de souris (Paxinos & Franklin 2001). Six souris ont été
injectées avec 50 nl d’une solution de KA d’une concentration de 20 mM (soit 1 nmol de KA).
L’injection de ce volume dure une minute et la canule est laissée deux minutes supplémentaires pour
éviter le reflux de la solution lorsque la canule est retirée. De la méme facon, trois animaux ont été
injectés avec volume identique de sérum physiologique pour constituer des sujets contréles. Pour
permettre cette injection, le crane a préalablement été percé, a I'aide d’une fraise, au-dessus du site

d’injection, ainsi qu’aux niveaux des cortex frontaux droit et gauche et du cervelet.
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Figure 3.5 - Electrodes utilisées en expérimentation animale. A/ Electrode bipolaire implantée
dans les structures profondes, I'hippocampe dans notre cas. B/ Electrode monopolaire sous-durale
positionnée sur le cortex ou le cervelet.

Suite a l'injection, quatre électrodes, une électrode bipolaire et trois électrodes monopolaires, sont

désinfectées dans de lalcool, en préparation de leur implantation. L’électrode bipolaire est
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descendue dans la région CA1 de 'hippocampe, juste au-dessus du site d’injection (AP = -2 mm ;
ML =-1,5mm; DV =-1,9 mm). Les électrodes monopolaires sont placées au-dessus des cortex
frontaux et du cervelet (électrode de référence). Ces électrodes sont fabriquées au laboratoire, a
partir de fils d’acier (J = 120 pum) isolés par une fine gaine de polyester (épaisseur = 7 um). Les
électrodes bipolaires sont constituées d’une torsade de deux fils avec une différence de longueur
(~300 pm) au niveau de l'extrémité implantée (Figure 3.5A). Les électrodes monopolaires sont
constituées d’un seul fil, plié pour qu’une tres courte portion traverse la dure-mére et rentre en
contact avec le liquide céphalo-rachidien (Figure 3.5B). Une fois ces électrodes implantées et fixées
au crane a l'aide de colle cyanoacrylate et de ciment dentaire, les extrémités sortant du crane sont
soudées sur un connecteur. Une seconde couche de ciment dentaire est enfin appliquée afin de
recouvrir les électrodes et de fixer le connecteur, en prenant soin de lisser les aspérités pour éviter
que les animaux ne se blessent. Les souris sont ensuite disposées sous une lampe chauffante et se

réveillent dans les heures qui suivent.

3.3 Suivi des modifications électrophysiologiques

Pour chaque souris implantée, une acquisition vidéo-EEG est effectuée tous les trois jours pendant
une période de trente jours a partir de 'injection. Cela correspond a dix acquisitions par souris
(J = 10 selon le formalisme du Chapitre 2). Lors d’'un enregistrement, les animaux sont branchés sur
le systeme d’acquisition et sont placés dans des box en plexiglas (L15 x P15) séparés et eux-mémes
placés dans une cage de Faraday. Ce poste d’acquisition se situe directement dans la piéce d’élevage
de ces animaux, limitant ainsi le stress induit par les séances d’enregistrements. Aprés une heure
d’attente, laissant le temps aux animaux de s’habituer a leur nouvel environnement, I’enregistrement
débute pour une durée de trois heures au bout desquelles les animaux sont replacés dans leur cage

respective. Parallélement, la vidéo est acquise sur un systéme distinct et synchronisée avec le signal.

L’acquisition des signaux LFP est effectuée grace a un systéme EEG initialement concu pour la
clinique (DELTAMED) et adapté au petit animal. Ce systéme permet d’enregistrer simultanément
trente-deux voies échantillonnées a 256 Hz et possede un filtre passe-bande matériel ayant pour
fréquence basse 0,032 Hz et pour fréquence haute 97 Hz. Lors de I’acquisition, nous avons utilisé un
montage électrique en référence « flottante », c'est-a-dire que les signaux LFP sont mesurés par
rapport a une référence qui n’est pas prise directement sur le sujet enregistré comme c’est par
exemple le cas en EEG clinique ou la référence est souvent prise sur les oreilles du patient. Une des
raisons de ce choix est que le matériel clinique que nous utilisons ne permet de définir qu'une
unique référence pour la mesure et 'amplification des signaux, alors que nous enregistrons plusieurs
souris simultanément. Il serait possible de grouper les références prises sur chaque souris pour
obtenir une référence moyenne mais il s’avere dans ce cas que les mouvements d’une souris
introduisent des artéfacts sur les signaux des autres souris. Nous avons donc préféré utiliser une
référence flottante, située sur la boite tétiére, pour 'acquisition. De cette maniére la référence propre
a chaque sujet (électrode au-dessus cervelet) est, elle aussi enregistrée, autorisant ’application, a

posteriori, du montage souhaité sur les signaux numérisés. En pratique, cette technique s’est avérée
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efficace, en particulier parce que les enregistrements se déroulaient dans un environnement peu

bruité, laissant ainsi la référence flottante relativement « propre ».

3.4

Figure 3.6 - Systeme d’enregistrement.

Relecture des signaux

Une fois acquis, les signaux sont stockés sur un serveur et, contrairement aux vidéos, ne sont pas

compressés. Ainsi ils ne subissent aucune perte d’information. Trois montages ont été utilisés pour

la lecture des signaux LFP :

3.5

montage monopolaire : ce montage consiste a soustraire la référence (électrode au-dessus du

cervelet) a tous les signaux d’'un méme animal

montage bipolaire : ce montage consiste a visualiser la différence de potentiel, d'une part
entre les deux électrodes corticales, et d’autre part entre les deux contacts de 1’électrode
bipolaire hippocampique. Ce montage peut faire ressortir activité présente trés localement
au niveau du site d’implantation, néanmoins ce signal peut s’avérer trés faible si les deux

contacts de I’électrode bipolaire sont proches.

montage brut : il est parfois intéressant de visualiser les signaux tels qu’ils sont enregistrés,
et de les comparer au montage monopolaire, notamment pour vérifier que le signal de
référence n’induit pas dans les signaux d’intérét, des artéfacts qui n’étaient pas présents

dans le signal original.

Vérification histologique

Au terme des trente jours du protocole, les animaux sont sacrifiés par une injection létale d’hydrate

de chloral. Leur cerveau est immédiatement prélevé puis congelé dans de lisopentane (2-
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méthylbutane) a -35°C. 1l est ensuite stocké a -20 °C avant d’étre tranché en coupes de 20 pm
d’épaisseur dans un cryostat. Les coupes sont déposées et séchées sur des lames de verre puis
colorées au violet de Crésyl suivant un protocole détaillé en annexe (cf. Annexe 2). Cette procédure
permet de vérifier la position de l’électrode hippocampique et d’attester des modifications

structurelles habituellement observées dans le modéle KA-TH.

4 Résultats

4.1 Modifications histologiques

Un net rétrécissement du volume de ’hippocampe ipsilatéral a été observé chez tous les animaux
traités au KA. La coloration histologique a également confirmé une perte cellulaire partielle du
stratum pyramidale (str. pyr.) de CA1 et du hilus et une migration de cellule granulaire du GD. Ces
modifications étaient toujours marquées autour du site d’injection, et plus ou moins étendues

suivant les sujets.

Hippocampe controlatéral Hippocampe ipsilatéral

T

Figure 3.7 - Modifications histologiques.

4.2 Décharges hippocampiques paroxystiques (DHP) et crises

convulsives

Les six animaux traités avec du KA ont présenté des DHP apres une période variable, allant de neuf
jours a vingt-quatre jours aprées 'opération chirurgicale (en moyenne quinze jours) ; a contrario, les
sujets contrdles n’ont présenté aucune décharge. Lors des DHP, la souris ne présente pas de
manifestations musculaires évidentes. Cependant, un examen de la vidéo permet parfois de déceler
quelques signes comportementaux comme un arrét de 'activité et de petits mouvements cloniques
prenant l'apparence de tremblements au niveau du museau ou des oreilles. Ces clonies ne
surviennent pas dés le début des DHP mais dans la période de plus haute fréquence (> 7 Hz) suivant

les grandes ondes-pointues initiales.
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Figure 3.8 - Signal LFP et spectrogramme d’une décharge hippocampique paroxystique. La
représentation en temps-fréquence montre une élévation de la fréquence avec une décharge aux
alentours de 30 Hz peu aprés le début de I'événement.

Pour quatre des six souris épileptiques, des crises convulsives ont également pu étre enregistrées.
Les crises convulsives observées durent entre vingt et quarante secondes, elles se déclarent d’abord
dans ’hippocampe avant de se généraliser aux cortex (Figure 3.9). On voit trés nettement, au début

de la crise, une décharge rapide entre 20 Hz et 40 Hz. Elle est suivie par une phase tonique puis une

phase clonique.
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Figure 3.9 - Signal LFP et spectrogramme d’une crise convulsive.

Les DHP et les crises convulsives sont observées essentiellement lorsque les souris sont au repos,
dans un état de veille calme. En outre, les crises convulsives semblent pouvoir étre provoquées par le

stress. A deux reprises, des crises convulsives se sont déclarées chez un animal pris en mains pour

étre débranché du systéme d’acquisition.
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4.3 Marqueurs électrophysiologiques « silencieux ».

Au-dela de ces activités critiques, qui définissent [Iépilepsie, d’autres événements
électrophysiologiques ont pu étre enregistrés. Nous qualifions de « silencieux » ces événements car
nous ne décelons, chez la souris, aucun signe extérieur lors de leur manifestation sur le signal LFP.
Néanmoins, ils constituent des marqueurs de la pathologie, au méme titre que les crises, car comme

ces dernieres, ils n’ont pas été enregistrés dans les souris contrdles.

Ondes-pointues lentes en décharges. Chez tous les sujets traités au KA, des ondes-pointues
arrivent souvent en décharges rythmiques plus ou moins réguliéres. Bien que les ondes-pointues
soient tres similaires a celles observées dans les DHP, la fréquence des décharges rythmiques est plus
faible (3 Hz a 7 Hz) et elles durent rarement plus de quinze secondes (Figure 3.10A & B). Cette

distinction a déja été faites les travaux précédents (Riban et al. 2002 ; Heinrich et al. 2011).

Fast Ripples. Chez des animaux enregistrés avec un systéme similaire mais échantillonnant les
signaux LFP a 2048 Hz, nous avons constaté que les ondes-pointues, dés leur apparition, sont trés
souvent liées a des Fast Ripples. Comme le montre la Figure 3.10C, ces oscillations haute fréquence
sont présentes au niveau du sommet de 'onde et pendant le retour a la ligne de base (Meier et al.
2007). Leur fréquence est contenue entre 200 Hz et 600 Hz mais reste variable, inter-sujets, mais
aussi intra-sujet (Figure 3.10D). Ils présentent une fréquence principale aux alentours de 250-300 Hz

parfois associée a des harmoniques dans les fréquences plus élevées.

1 mV

2s

1mV

100 ms

Figure 3.10 - Décharges d'ondes-pointues et Fast Ripples. Ces données ont été enregistrées avec
un systeme DELTAMED plus récent que celui utilisé pour le protocole décrit en section 3. Fréquence
d’échantillonnage : 2048 Hz.

Pointes épileptiques sporadiques (PES). Nous avons également relevé la présence récurrente de
pointes épileptiques arrivant de facon sporadique durant les enregistrements EEG. Elles sont
observées entre, et parfois pendant, les décharges d’ondes-pointues. Ce sont des événements

transitoires rapides, parfois trés amples, durant moins de 50 ms, et qui peuvent étre suivis d’'une



48 Chapitre 3

onde. Morphologiquement, ils semblent tres similaires aux pointes intercritiques enregistrées dans
I’hippocampe humain lors d’exploration SEEG (Figure 3.11). Ces PES peuvent étre enregistrées, bien
que rarement, dés trois jours apreés 'injection de KA et deviennent plus courantes apres six jours ; ce
type d’événement peut aussi apparaitre de facon trés marginale chez les souris controles. Alors
qu’en utilisant un montage monopolaire (voie - référence), les PES sont facilement visibles sur les
deux voies de I'électrode bipolaire hippocampique, elles peuvent étre atténuées, voire masquées par
un montage bipolaire (voiel - voie2). Nous avons constaté dans les signaux échantillonnés a
2048 Hz que, comme les ondes-pointues, les PES sont aussi susceptible d’étre associés a des

oscillations haute fréquence de type Fast Ripples.

PES chez la souris PES humaine

1mV 2s 0.5mV
2s

Figure 3.11 - Pointes épileptiques sporadiques (PES) chez la souris et chez 'homme.

4.4 Position des électrodes et aspect du signal

Les coupes histologiques ont permis de vérifier avec précision la position des électrodes implantées
dans T'hippocampe. L’objectif fixé lors de I'implantation de ces électrodes était d’enregistrer les
cellules pyramidales de la région CA1 ayant survécu a I'injection de KA. Pour cela, les électrodes
hippocampiques ont été implantées dans le stratum radiatum (str. rad.) contenant la majorité des
dendrites des cellules pyramidales de CA1 ; cette couche est située directement sous le str. pyr. qui
contient les somas de ces mémes cellules. Les décharges d’ondes-pointues enregistrées dans le str.
rad. sont toujours de polarité essentiellement négative alors que les PES sont de polarité positive,
pour la partie pointue. Cependant, nous avons observé que pour certaines des électrodes bipolaires
implantées, un des deux contacts se situait au-dessus de le str. pyr., ce qui s’est traduit par une
inversion de la polarité des événements électrophysiologiques associés, comme lillustre la Figure

3.12.
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A

Hippocampe controlatéral

Hippocampe ipsilatéral
SRR de .
Contact au-dessus du str. pyr. (1)
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Contact au-dessous du str. pyr. (2)
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Figure 3.12 - Traces des électrodes dans I’hippocampe et signaux LFP associés. A/ Cryo-coupes
d’hippocampe colorées par du violet de crésyl. Les deux pointes de I'électrode bipolaire (marquées
1 et 2) sont espacées de 140 um sur un axe antéro-postérieur. B/ Signaux LFP enregistrés sur
chacune des deux pointes (1 et 2) de I'électrode. La polarité est inversée suivant que le site
d’acquisition se trouve au-dessus ou en-dessous du stratum pyramidale (str. pyr.).

5 Discussion

Le modéle KA-TH présente deux types d’activités critiques: les décharges hippocampiques
paroxystiques et les crises convulsives. Alors que les secondes sont clairement trés similaires aux
crises convulsives observées chez 'homme (décharge rapide, phase tonique, phase clonique, phase
de récupération apres la crise), les premiéres sont plus difficilement transposables a la fois sur le
plan électrophysiologique et sur le plan des signes « cliniques ». Ces DHP n’en restent pas moins des
crises d’épilepsie car elles sont associées a des manifestations extérieures et sont observées de
maniere récurrente dans les animaux traités alors qu’elles ne le sont jamais dans les animaux
contréles. Une question peut cependant étre posée a propos de la différence qui existe entre une
décharge critique qu’on appelle DHP, et une décharge non-critique. Alors que dans les épilepsies
humaines, cette différence est faite grace aux symptémes exprimés par le patient, on ne connait pas
dans les modeles murins, la démarcation exacte entre les événements électrophysiologiques
symptomatiques et asymptomatiques. Comme cela a été décrit dans le modele KA-IH (Heinrich et al.
2011), les décharges évoluent, leur fréquence et leur durée augmentent, mais il n’est pas évident de
trouver un critere électrophysiologique objectif qui différencie ce qui est critique de ce qui ne I'est
pas. La durée étant trop variable entre les souris, nous avons utilisé dans ce travail un critere
fréquentiel, un seuil a 10 Hz mentionné par Riban, au-dessus duquel les décharges sont considérées

comme des DHP.

Ce probléme de démarcation entre les activités critiques et intercritiques ne se pose pas pour les PES
qui sont trés souvent observées dans les épilepsies humaines sans qu’elles soient associées a aucun

symptome. En outre ces événements ont une morphologie treés proche des pointes intercritiques
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observées dans ’hippocampe dans les EMLT. Cependant, elles n’avaient jamais été vraiment décrites
dans le modele KA-TH. Ceci peut étre dia au fait que la majorité des événements
électrophysiologiques rapportés dans la littérature sur le modéle KA-IH chez la souris ont été
observés suivant un montage bipolaire des signaux LFP enregistrés (section 2.4.2). Ce type de
montage sur des signaux provenant d’électrodes trop proches peut atténuer, voire annuler, des
activités arrivant de maniére synchrone sur une large population neuronale ; ce qui est le cas des
PES. C’est dans cette optique que nous avons utilisé un montage électrique en référence flottante,
qui a l'avantage de permettre de faire et de défaire numériquement différents montages. Cette
méthode a nécessité d’avoir un environnement d’enregistrement trés « propre », car les signaux

acquis avec une référence flottante sont sensibles notamment aux saturations.

Pour conclure, il y a certainement encore beaucoup d’événements électrophysiologiques a étudier
dans ces modéles animaux. Les PES en font partie et sont intéressantes car elles sont directement
transposables a celles enregistrées dans 'EMLT chez 'homme. En particulier nous pensons que la
forme de ces événements électrophysiologiques peut avoir un sens au niveau (dys)fonctionnel, par
exemple en termes d’(hyper)excitabilité du tissu neuronal dans lequel elles sont enregistrées. L’étape
suivante dans cette thése, a été de détecter et de caractériser ces PES. Pour cela nous avons
développé et implémenté des méthodes de traitement du signal que nous avons appliqué sur les

signaux acquis au cours de I’épileptogenese.
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Détection des pointes épileptiques sporadiques
(PES) dans les signaux EEG intracérébraux et
caractérisation des changements a long terme

Pour distinguer des changements électrophysiologiques survenant au cours de l’épileptogenese,
nous optons pour une approche automatique afin d’arriver a des résultats les plus objectifs possibles.
Les méthodes de traitement du signal sont capables de détecter ainsi que de caractériser des
événements transitoires dans des signaux tels que les signaux électroencéphalographiques (EEG). Ce
type de signal est cependant hautement non-stationnaire et souvent bruité, notamment par des
artefacts musculaires. Ces caractéristiques sont difficiles a gérer pour les algorithmes automatiques
et peuvent grandement diminuer leurs performances, mais nous essaierons de passer outre en
développant une méthode spécifique a notre probléme. De plus, les experts humains aussi sont sujets
a des erreurs de détection. Les méthodes automatiques ont, en plus de la constance de leurs critéres
de détections, deux autres avantages sur la détection visuelle. Le premier est le colit en temps, un
point qui est non-négligeable étant donné la quantité de signal que nous avons acquis au cours de
I’épileptogenese. Deuxiemement, les méthodes automatiques, une fois développées, sont réutilisables

a I'infini, sur d’autres protocoles et dans d’autres laboratoires.

Les deux premieres sections de ce chapitre présentent les méthodes que nous avons développées,
respectivement pour la détection des pointes épileptiques sporadiques (PES) et leur caractérisation.
En particulier, le détecteur original que nous avons proposé a été évalué et comparé a une méthode
existante. Par la suite, nous détaillons les résultats de 'application de ces traitements sur les signaux
réels acquis in vivo. Nous observerons ainsi les modifications morphologiques des PES au cours de

I’épileptogenese.

1  Détection des pointes

La détection automatique d’événements transitoires, tels que les pointes, est toujours considérée
comme un probléme difficile dans le domaine du traitement des signaux EEG. D’une part, parce que
ces signaux sont hautement non-stationnaires, et d’autre part, parce que les événements que I'on

cherche a détecter peuvent avoir des formes variées.

-5] -
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Dans cette section, nous essayerons d’abord de bien spécifier les événements recherchés, ainsi que le
signal, ou activité de fond, dans lequel ils interviennent. Ensuite, aprés un bref inventaire des
principales approches décrites dans littérature, nous proposerons un détecteur basé sur une méthode
existante, mais modifiée pour répondre spécifiquement au probléme posé. Dans un dernier temps,

nous évaluons la méthode proposée, seule, puis en compétition avec la méthode parente.

1.1 Description des signaux traités et des événements transitoires
recherchés

Les PES sont présentes dans des signaux s; () ou j correspond au jour d’enregistrement et m a la
souris enregistrée. Tous les signaux traités dans cette section sont enregistrés a une fréquence de
256 Hz. Le systéme d’enregistrement contient un filtre passe-bande matériel qui a pour fréquence de

coupure basse, 0,032 Hz, et haute, 97 Hz.

1.1.1 Les activités de fond

Comme le décrit le chapitre précédent, les signaux sont enregistrés par une microélectrode dans
I’hippocampe de souris libres de leurs mouvements. Ainsi les caractéristiques de I’activité de fond
changent suivant que I’animal, est actif ou au repos. De plus les rythmes cérébraux pathologiques
que sont les décharges et les crises, viennent se greffer sur ce signal. Aux vues de notre probléme,

quatre types d’activité de fond sont répertoriés et décrits dans la Figure 4.1.

Etat actif (Figure 4.1A). La souris entre souvent dans cet état au début des enregistrements,
lorsqu’elle explore son environnement. On note que cet état est adopté pendant des périodes assez
longues, pouvant dépasser une heure. Ce signal est de forte amplitude (jusqu’a 5 mV) par rapport au
repos. Il est aussi non-stationnaire, avec parfois de grand pics (mouvements oculaires, choc du cable
d’enregistrement) aussi bien que des décharges trés rythmiques (grattages). A I'ceil, on distingue trés

mal les activités épileptiformes dans ce signal tres bruité, et il est méme probable qu’il y en ait peu.

Repos (Figure 4.1B). On appelle signal de repos toute période ou 'animal est calme et ne présente
pas de décharges épileptiques. Ce signal est de faible amplitude (inférieur a 500 mV) et peut étre

considéré comme stationnaire.

Décharge épileptique (Figure 4.1C). Les décharges d’onde-pointues, bien que présentant une
rythmicité de 4 Hz a 12 Hz, posséde un spectre beaucoup plus large. Ces décharges sont tres
nombreuses dans les signaux acquis surtout en fin d’épileptogeneése. Leur amplitude va de 100 pV a
2 mV pour une durée de quelques secondes a quelques dizaines de secondes. Il est a noter que toutes
les décharges d’ondes-pointues observées dans les signaux issus du protocole décrit dans le Chapitre

3 sont de polarité négative.

Crise généralisée (Figure 4.1D). Les crises présentent un spectre assez similaire au décharges mais
sont cependant plus amples, jusqu’a plusieurs millivolts. Elles durent souvent plus longtemps,

plusieurs dizaines de secondes. Contrairement aux décharges, elles présentent une double polarité
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positive et négative. Elles sont beaucoup plus rares que ces derniéres comme indiqué dans le

chapitre précédent.
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Figure 4.1 - Différentes activités de fond. Les courbes a droite représentent la densité spectrale de
puissante du signal de gauche correspondant. A. B. C. D.

1.1.2 Evénements transitoires recherchés :les pointes épileptiques sporadiques (PES)
Nous cherchons a détecter les pointes épileptiques sporadiques (PES). Les PES sont des événements

transitoires durant en tout et pour tout quelques centaines de millisecondes. Elles sont composées
d’une premiere partie tres rapide (la pointe), qui les définit, et souvent d’une seconde partie plus
lente ('onde) (Figure 4.2). Les PES surviennent en général a une fréquence de quelques dizaines par
heures, bien qu’elles puissent, dans de rares cas, n’étre séparées que de 2 s. Elles apparaissent durant
tout type d’activité, par exemple pendant les phases de mouvements, ou pendant les décharges
épileptiques (Figure 4.2). Nous n’observons pas de PES durant les crises convulsives, et il est difficile

d’imaginer qu’il y en ait.

Visuellement, par rapport au reste du signal, la pointe peut étre schématisée pas un triangle isocéle,
son sommet ayant un angle trés aigu. Nous définissons 'onde comme la composante qui suit

directement la pointe et dont la polarité est opposée a cette derniére. Visuellement, 'onde démarre
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par une droite de pente raide suivie par un arrondi revenant a la ligne de base avec une pente plus
douce. Dans certains cas, le signal repasse la ligne de base pour produire une seconde onde,
beaucoup moins ample et de polarité opposée a 'onde principale (i.e. identique a celle de la pointe).
Nous appellerons cette seconde onde : rebond. Par convention, nous représentons les signaux de
facon a ce que la partie pointe des PES soit positive et orientée vers le haut (Figure 3.12). A I'EEG, la
pointe dure de 20 ms a 50 ms pour une amplitude allant de 200 uV a 4 mV. L’onde dure entre

100 ms et 200 ms pour une amplitude maximum de 3 mV. Enfin, le rebond dure de 100 ms a

300 ms pour une amplitude maximum de 0,3 mV.

Néanmoins et comme le montre la Figure 4.2, la morphologie des PES est loin d’étre constante, tout
en restant dans la limite des canons énoncés ci-dessus. D’abord, en amplitude, les différentes
composantes des PES peuvent varier. Ensuite L’onde et le rebond sont parfois absents ou peuvent
étre noyés dans l’'activité de fond. Au niveau fréquentiel, on note que le seul caractére constant est le
bref pic de fréquence qui traduit la présence de la composante pointue initiale, alors que I’'onde a une
composante fréquentielle beaucoup plus basse. Finalement, ce caractére fréquentiel est, avec la
polarité positive systématique de la partie pointue (dans notre configuration d’acquisition du signal

LFP, cf. section 4.4 du Chapitre 3), les descripteurs les plus absolus des PES.
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Figure 4.2 - Signaux et spectrogrammes de pointes sporadiques seules.
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1.2 Etatde I'art aur leaméthodea de détection

Le probleme de la détection d’événements transitoires dans un signal bruité est un probléme
classique de traitement du signal. En épileptologie, de nombreuses méthodes ont été développées ces
quarante dernieres années pour détecter automatiquement les pointes intercritiques, d’abord dans
I'EEG de scalp, puis dans les signaux de SEEG (Gotman 1976). On trouve des méthodes monovoies
utilisant un seul signal temporel (Senhadji 1993), ou des méthodes multivoies (Bourien 2003). La
plupart des méthodes développées sont dites temps-réel ou en-ligne (ang.: on-line), en ce sens
qu’elles traitent le signal au fur et a mesure de son acquisition, prenant par exemple moins d’une
seconde pour analyser une seconde de signal. Par opposition les méthodes hors-ligne requiérent des
temps de calcul plus longs, mais donnent souvent de meilleurs résultats. Le lecteur pourra se référer
aux revues suivantes pour des informations détaillées concernant le probléeme de la détection des

pointes dans les signaux EEG (Gotman 1999 ; Senhadji & Wendling 2002 ; Wendling et al. 2009).

La détection de pointes consiste en une prise de décision, a chaque instant du signal, de la présence
ou non d’un événement recherché. Cette prise de décision est rarement effectuée sur le signal brut et
nécessite I'extraction de parameétres pertinents afin d’augmenter le contraste entre la pointe et le
reste du signal. Schématiquement, c’est suivant ces deux étapes que la plupart des méthodes
fonctionnent. On s’intéressera aussi a une troisieme étape parfois employée qui est le rejet d’artéfact,
la présence de ces derniers constituant un « piége » classique dans lequel peut tomber toute

méthode de détection.

1.2.1 Augmentation du contraste
D’abord on cherche a mettre en évidence la pointe (événement d’intérét) par rapport au reste du

signal (activité de fond), c'est-a-dire a augmenter le contraste. On calcule une variable, a une ou
plusieurs dimensions, dépendante du temps. Cette variable doit traduire la présence ou non d’un

événement.

On distingue trois classes de méthodes permettant de révéler la présence d’événements transitoires :

les méthodes prédictives, les méthodes dites de « pattern matching» et les méthodes mimétiques.

Méthodes prédictives. Elles consistent a modéliser le signal a l'aide d’un petit nombre de
parametres. Les modéles autorégressifs (AR) ont été trés utilisés pour ce type de probléme (Lopes da
Silva et al. 1977). Ces modéles supposent que le signal EEG peut étre approché par un filtre linéaire
conduit par un bruit blanc. La présence d’un événement d’intérét va transitoirement modifier les
parametres du modéle. C’est sur cette modification des parameétres que la décision est prise.
Typiquement, un test basé sur la distribution statistique (qui s’écarte d’une loi normale) de

Iinnovation du filtre AR peut étre aisément construit.

Méthodes « pattern matching ». Cette classe de méthodes utilise la technique du filtre adapté.
L’événement transitoire typique recherché (gabarit) est utilisé pour filtrer le signal (Saltzberg et al.

1971). Le signal filtré va ainsi changer en présence de tout événement ressemblant au gabarit. Ce
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principe est intéressant lorsqu’on cherche un événement dont la forme et la durée sont tres bien

caractérisées a priori.

Méthodes mimétiques. C’est une approche qui tente d’imiter I'expert en décomposant 'EEG
suivant certains parametres pertinents. Certains auteurs utilisent la pente du signal, ou d’autres
caractéristiques morphologiques de 'événement transitoire recherché (Guedes de Oliveira et al.
1983). D’autres travaux extraient des parametres fréquentiels, a l'aide de filtres classiques, ou

d’ondelettes (Senhadji et al. 1995).

Le but de toutes ces méthodes est de décrire le signal d’une fagon qui fait ressortir les pointes de
Pactivité de fond. La seconde partie de la détection consiste a prendre, en chaque instant du signal,

une décision sur la présence ou non d’un événement.

1.2.2 Prise de décision

Lorsqu’il n’y a qu’un seul paramétre, la prise de décision peut étre faite par simple seuillage dans
certain cas, ou de facon plus élaborée, par des méthodes statistiques (Basseville & Nikiforov 1993).
Ces méthodes sont aussi utilisées dans les cas ou plusieurs parametres sont couplés pour décider de
la présence d’'un événement recherché. Ici, les réseaux de neurones artificiels sont trés utilisés
notamment grace aux outils de calculs de plus en plus puissants et de plus en plus accessibles. Les
puissances de calculs disponibles pour les réseaux de neurones permettent méme de prendre la
décision directement sur le signal EEG brut sans extraire au préalable des parameétres pertinents
(Ozdamar & Kalayci 1998).

1.2.3 Rejet des artéfacts
La présence d’artéfacts au sein des événements d’intérét détectés (les PES) peut considérablement

détériorer la qualité des analyses qui suivront 'étape de détection. Aussi, des précautions doivent
étre prises quant au rejet de ces événements. D’'une maniére générale, les méthodes proposées
procédent a posteriori a un test sur les événements détectés afin de rejeter les éventuels artéfacts.
Dans les travaux (Gotman & L. Y. Wang 1991 ; S. B. Wilson et al. 1999), le rejet des artéfacts
musculaires ou de certains rythmes cérébraux est effectué sur des bases de durée ou de fréquence de
répétition des événements. La littérature fournit de nombreuses méthodes de rejet des artefacts
typiquement rencontrées en routine clinique, principalement ceux dus aux battements du cceur ou
aux mouvements oculaires (Fatourechi et al. 2007 ; Croft & R. J. Barry 2000), ou plus récemment des
artefacts rencontrés durant des acquisitions d’'EEG couplées avec de I'IRM fonctionnelle (Grouiller et
al. 2007). Mais, les artefacts rencontrés en EEG sont intrinséquement liés a la nature des
enregistrements ; il y a une différence significative entre les signaux acquis chez ’homme et chez la
souris. A notre connaissance, il n’existe pas de méthode automatique développée pour la suppression

d’artefacts dans les signaux EEG chez le petit animal.
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1.3 Propoaition d'un détecteur apécifique des PES

Pour la détection des PES observées dans le modeéle KA-TH, nous choisissons une stratégie basée sur
la présence de la phase pointue initiale systématiquement observée dans les événements d’intérét.
En effet, 'onde n’étant pas toujours présente, nous ne voulons pas favoriser un type de PES au
détriment d’un autre. Nous focalisons notre stratégie sur deux caractéristiques de cette pointe : son
large spectre et sa polarité toujours positive (selon notre convention de représentation). L’utilisation
de la caractéristique fréquentielle seule ne semble pas suffisante a cause des décharges d’ondes-
pointues négatives qui présentent aussi un spectre large. L’ajout de 'information de polarité permet
de mieux différentier ces derniéres des PES. Cependant certains événements non recherchés,
présents dans les signaux traités peuvent présenter ces deux caractéristiques. Il s’agit des crises
convulsives et des phases de mouvements (Figure 4.1); ces deux événements sont des artéfacts
potentiels et devront étre rejetés. Nous optons pour un rejet manuel de ces événements avant la
détection automatique. Ces périodes sont peu nombreuses et tres facilement discernables par un
expert a l'aide de 'EEG-vidéo, car elles sont de forte amplitude et de durée assez longue. Un
prétraitement manuel afin d’annoter les signaux par des marqueurs, permet a moindre coit, de se
débarrasser de ces artéfacts et d’homogénéiser le signal a traiter. Ensuite, une détection automatique

de type mimétique permet de déterminer les instants d’occurrence des PES.

Notre approche s’inspire des travaux de thése de Jérome Bourien (Bourien 2003) qui avait proposé
une méthode automatique pour la détection de pointes épileptiques dans des signaux de SEEG. Ce
probléeme est proche du noétre car il revient a détecter des pointes, événements transitoires large
spectre, noyées dans de I'activité cérébrale. La méthode proposée dans cette theése utilisait un filtrage
par banc de filtre avant une élévation au carré du signal filtré ; la prise de décision étant réalisée par
un algorithme récursif capable de détecter ce saut de moyenne. Nous avons repris I'idée principale
de cette méthode en l'adaptant a notre probleme spécifique. En particulier, nous avons intégré
I'information sur la polarité positive des pointes que nous cherchons a détecter. Pour cette derniére

raison nous appelons cette méthode de détection : POSPIK (de I’anglais : POSitive SPIKe).

1.3.1 Prétraitement manuel : rejet des artéfacts a priori
Devant la difficulté que peut représenter le rejet automatique des artefacts, nous avons opté pour

une méthode manuelle et a priori. Ce prétraitement consiste a repérer les portions de signal
susceptibles de produire le plus d’artéfacts, c'est-a-dire les phases de mouvements et les crises
convulsives. Ce travail est réalisé par un expert a l'aide des logiciels AMADEUS (développé dans
I'équipe SESAME, LTSI) pour la visualisation et I'annotation des signaux et VLC MEDIA PLAYER pour
le contrdle vidéo. Les annotations sont stockées dans des fichiers (format texte) dans un langage
facilement lisible. Ensuite, algorithme global, mis en place pour le traitement des signaux durant

I'épileptogenese, utilise ces fichiers afin de ne traiter que les portions non annotées du signal.
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1.3.2 Augmentation du contraste « pointe vs activité de fond »

Retrait de la composante continue. Le signal est d’abord centré sur sa valeur médiane afin
d’annuler toute composante continue. La médiane est préférée a la moyenne car le signal est parfois
asymétrique, a cause des décharges épileptiques d’ondes-pointues négatives, nombreuses en fin de

protocole. La moyenne est plus sensible a cette asymétrie du signal que la médiane m.

Annulation des valeurs négatives. Ensuite pour intégrer I'information de positivité de la pointe,

nous avons fait le choix d’annuler toutes les valeurs négatives du signal.

+1.1 _ [xXc[n]  six.[n] >0
xe [n] { 0 sinon

Normalisation de ’amplitude. A présent intervient une étape de normalisation afin d’éviter que
les parametres des méthodes ultérieures soient dépendants de I'amplitude du signal brut, et donc de
la méthode d’acquisition. Le signal est totalement asymétrique et ne peut donc pas étre normalisé
par son écart type, comme c’est couramment opéré. Nous choisissons de normaliser le signal par la

racine carrée du moment non-centré d’ordre 2, qui peut étre assimilée a un écart type non-centré.

N

1
m; = N;(’“?[k])z

xZ[n]

xr [n] =

m,

La normalisation n’intervient qu’apreés la suppression des décharges épileptiques négatives car leur
amplitude et leur nombre varient au cours de 1’épileptogenése. Une normalisation effectuée avant
leur suppression aurait donné un poids trop important a ces décharges. L’efficacité de la méthode de
détection aurait donc été dépendante de I'avancement de I’épileptogenese ; ce que nous voulons

absolument éviter.

Filtrage des fréquences non désirées. Le signal est filtré par un filtre passe-bande pour supprimer
les composantes non-pertinentes dans notre cas, comme les basses fréquences et conserver les
composantes plus hautes fréquences caractéristiques des pointes. Cependant nous préférons un
filtrage plus simple que la méthode par banc de filtres utilisée par Bourien (Bourien 2003). Ce choix
est d’abord fait car un tel filtre n’est pas nécessaire dans notre cas. En outre, cela permet d’améliorer

le temps de calcul. Dans I’équation suivante, « * » représente le produit de convolution.

x¢[n] = hln] * x,[n]
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Nous choisissons d’utiliser un filtre a réponse impulsionnelle finie d’ordre N = 128 4 déphasage
linéaire (Figure 4.3), qui introduit, par conséquent, un retard constant dans la bande passante. Ce
retard peut étre facilement corrigé en introduisant un délai opposé dans le signal, c'est-a-dire une

avance égale au retard introduit par le filtrage, soit N/2 .

Xraln] = xf [n + g]

Nous avons construit ce filtre a déphasage linéaire par convolution de deux réponses
impulsionnelles (finies) identiques d’ordre 64. Ces réponses impulsionnelles ont été générées par la
fonction firl de MATLAB R2007A en utilisant une fenétre d’apodisation de type Hamming. Dans la
suite de ce document (section 1.4), nous testerons l'influence de différentes bandes passantes et

fenétres d’apodisation sur les performances de la méthode de détection.
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Figure 4.3 - Réponse impulsionnelle fini utilisée pour le filtrage. A/ Réponse impulsionnelle
d’ordre 128. B/ Réponse fréquentielle en échelle semi-logarithmique. C/ Phase linéaire de la
réponse impulsionnelle.

Elévation au carrée. Le signal est finalement élevé au carré afin de construire une statistique qui

augmente de fagon transitoire en présence d’une pointe.
— . 2
y[nl = xpq"[n]

1.3.3 Prise de décision
La prise de décision est assurée par la méthode des sommes cumulées dite CUSUM initialement

proposé par Page (Page 1954). Elle a été approfondi par Hinkley quinze ans plus tard (Hinkley 1971),
ce qui lui vaut aussi le nom d’algorithme de Page-Hinkley. Il s’agit d’un algorithme récursif basé sur
la fonction de vraisemblance. Cet algorithme est optimal pour la détection d’un changement

brusque, comme un saut de moyenne, dans un bruit blanc.
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Algorithme des sommes cumulées (CUSUM). Soit une suite d’observations yj, ..., ¥,
indépendantes de densité de probabilité pg(y) paramétrée par 6. La probable rupture a détecter
correspond a un changement abrupt du parameétre 8 a l'instant r. La détection revient a tester la
présence, ou non, de cette rupture, puis a estimer I'instant de rupture r. Posons les deux hypothéses

suivantes :
Hy : 6 =86, pour 1<k<n
Vi<r<n,

H : 6=60, pour 1<k<r-—1
6 =6, pour r<k<n

Le rapport de vraisemblance entre ’hypothése H; et 'hypothése H s’écrit :

- n
k=1 Do, Vi) [Ti=r Po, i) T P6, k)

A= =
[Tie=1Po, i) L _1po, i)

Le test consiste a comparer a un seuil le rapport A, ou son logarithme népérien qui s’écrit

H;
stz
Hy

Ou S}* est une somme du type :
b
po, )
b — In————
¢ Po, Wn)
k=a 0
Comme ici I'instant de rupture r est inconnu, on écrit la fonction de décision suivante

= max S}
Gn 1<r<n

Dans le cas ou 'hypothése H; est acceptée, I'instant de rupture r peut étre estimé en maximisant la

fonction de vraisemblance

r—1 n
) = a0 | [po.0)
k=1 k=r

L’estimateur de r s’écrit alors

7 = arg max L(r) = arg max
1<rsn 1<rsn

np (y )Hk rp91(yk) arg m M
% Vi) T 50 ) s ma H" +Po (i)
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Ou bien

7 = arg max S
1<rsn
Ce probleme hors-ligne revient a un probleme en-ligne si on considére que n est 'indice de
Pobservation la plus récente. De plus, afin de diminuer le temps de calcul on peut réécrire la fonction

de décision g,, et estimateur 7 de la facon suivante

Hy
gn=S'— min S 2 «a
1<rsn
Hy

# = argminS] !
1<rsn

La fonction de décision peut aussi étre écrite de fagon récurrente.

t'H

pB (yn)> 1
g, =lg _+In——] =2 «a
" (n b e, H,

Avec go = 0.

Cas d’un saut de moyenne dans un processus gaussien. Cet algorithme est souvent utilisé
lorsque les observations yj, ..., ¥, suivent une loi normale d’écart type o et de moyenne y, avant la

rupture et p; apres. On peut alors écrire

Po, Vi) v %
In—22 — —(y, — g — =
po,(Vk) 02 (y ke~ Ho 2)

Ouv = uy — Uy > 0 est la valeur du saut de moyenne.

Dans ce cas, la fonction de décision et I’estimateur s’écrivent

H
Wt 1
Hy

2
Ou le seuil ¢ = %, et
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Mise en pratique. Cette méthode est réputée pour étre robuste aux approximations faites sur ses
conditions d’application. Nous faisons I'approximation que le signal y(n), dont nous cherchons a
détecter les sauts de moyenne, répond a ces conditions. Les valeurs de g, v et o sont inconnus. La
moyenne initiale yy est estimée par une moyenne statistique sur une fenétre glissante de durée H.
La valeur du saut de moyenne v, souvent appelé biais dans cet algorithme, et le seuil de décision &
sont imposés par 'opérateur et conditionneront les performances du détecteur. Bourien a proposé
dans son détecteur une adaptation de ’algorithme permettant de détecter plusieurs ruptures dans le

méme signal en introduisant un temps de gel G de 'algorithme apres chaque détection.

Algorithme 4.1 - Algorithme CUSUM récursif.

Entrée : signal v(1: N) de N échantillons ; la valeur v du saut de moyenne (biais) ; le seuil de détection ¢ ;
I’horizon H ; le temps de gel G

Sortie : le vecteur u(1: N) égale a 1 aux instants des ruptures estimés et 0 ailleurs

t=1;k=1;
tantquek < N
detection =0 ;
cus =0;
k=t+H;
mini = o ;
v
min(k—1,N)—t+1

tant que detection = 0etk < N

ymin(k=1N) 177 . // moyenne de v entre t et min(k — 1, N)

Ho = i=t

cus = cus + (v[k] — U —g) ;
si cus < mini
mini = cus ;
Teandidat = K ;
fin si
o = g + (v[k]—z[k—H]);
si (cus —mini) > &
detection =1 ;
t=k+G-—-H,;
ulrcandigarl = 1;
fin si
k=k+1;
fin tant que

fin tant que

L’ensemble de la méthode de détection automatique proposée ici peut étre illustrée par la Figure 4.4,
qui représente les deux étapes successives d’augmentation du contraste et de prise de décision. Cette

figure met aussi en avant la pertinence, pour notre probleme, de I'annulation des valeurs négatives
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que nous avons intégrée a cette méthode. Nous évaluerons quantitativement cette méthode dans la

suite de ce document.

, PES
Décharge

WWWW -

)

Signal

— Sans valeurs négatives

— Avec valeurs négatives

J lLJJ\ 1

Puissance dans la
bande passante

Seui

Point de ruptur

Somme cumulée

Figure 4.4 - Chronogrammes de la méthode de détection automatique. Les courbes noires
illustrent la méthode actuelle alors que les courbes rouges illustrent une méthode similaire mais
sans |'étape d’annulation des valeurs négatives. Nous remarquons que l'annulation des valeurs
négatives permet une discrimination tres efficace entre les décharges d’ondes-pointues et les PES,
que nous recherchons.

1.4  Evaluation des performances

La méthode de détection proposée a été testée sur des signaux simulés. L’objectif est de choisir les
parametres optimaux pour notre probleme de détection en s’appuyant sur une base de signaux de
test que nous avons préalablement construite. La bande passante du filtre ainsi que le seuil de
décision ¢ et le biais v de l'algorithme CUSUM ont été optimisés. Enfin nous avons comparé

Pefficacité de notre détecteur avec celui proposé par Bourien.

1.4.1 Construction des signaux de test
Des signaux synthétiques ont été construits a partir d’activité de fond et de pointes épileptiques

réelles. Ces signaux de test nous permettent de controler exactement ’amplitude des pointes par
rapport a lactivité de fond, ou Rapport Pointe/Fond (Rpg). C’est un facteur critique pour les

performances de détection, qui comme nous le verrons, varie beaucoup expérimentalement.

Un catalogue de trente pointes épileptiques de différentes formes a été construit. Ces pointes
proviennent des six souris traitées au KA énoncées dans le chapitre précédent, a raison de cinq par

souris. Ces pointes ont été incluses dans trois signaux d’activité de fond d’une durée d’une heure
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chacun. Afin d’étre sir que l'activité de fond ne contienne pas d’autres pointes épileptiques, ces

signaux proviennent de trois souris contrdles.

L’inclusion des pointes est opérée de fagon a ce que le signal v;(n) remplace I'activité de fond b;(n)
pendant la durée L de la pointe. L’utilisation d’une fenétre w(n) permet d’éviter les ruptures
induites par la transition entre le signal de fond et le signal de pointe. Cette fenétre de longueur L est

construite par soustraction de deux fonctions sigmoides avec des retards différents. Chaque
0.15

sigmoide est paramétrée par A = ? pour parcourir l'intervalle ]0; 1[ en 150 ms, soit § =
éch

échantillons.

1 1
w(l) = - , 0<IlI<L-1
1+ e_l(l_% 1+ e_ﬂ(l‘“g)

0.5 1

0 | | | ‘-—-—-[I

0 32 64 96 128

Indice de I'échantillon [
Figure 4.5 - Fenétre sigmoidale. L = 128 et § = 38

Chacun des signaux de test s(n) est construit a partir d’un signal de fond b;(n), ot j € {1; 2; 3}, dans
lequel les pointes v; sont insérées a des instants aléatoires k;, 1 < i < 30. Les instants d’inclusion k;
sont déterminés aléatoirement pour chaque signal, avec une probabilité nulle que deux pointes se
superposent. Les signaux de test ainsi construits répondent a I’équation suivante au moment des

pointes et sont identiques au signal de fond en dehors de pointes comme illustré Figure 4.6.

s(l+ k) =Rpp.v;(D.w) +b(l+k).[1—w(D)], 0<I<L-1
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ki + L-1

e

1.0
Fenétre d’ajout
X 0.0
Rpp
Rpr x Pointe normalisé
0.0
1.0

Fenétre de suppression
0.0

X

Fond normalisé

!

%

Signal de test
(Rpr =5)

Figure 4.6 - Intégration d’une pointe dans un signal d’activité de fond.

Par cette méthode, une base de test de vingt-sept signaux a été construite. Chaque activité de fond

est utilisée neuf fois, a chaque fois les trente pointes du catalogue sont « semées » différemment.

Nous avons évalué les performances du détecteur suivant deux critéres : le taux de bonne détection

(TBD) et la fréquence de fausse alarme (FFA).

N détectées

N.

présentes

TBD =

Le TBD est le taux de vraies pointes effectivement détectées parmi les Npy¢sentes pointes présentes
dans le signal.

N fausses alarmes

FFA = X 3600

Tsignal

La FFA correspond au nombre Nfgysses atarmes de fausses alarmes détectées par heure de signal
(Tsignai correspond a la durée total du signal traité). La FFA remplace ici le taux de fausse alarme,

souvent utilisé en détection, mais impossible a calculer dans notre cas car on ne peut pas dénombrer

les éléments du signal qui ne sont pas des pointes, et donc on ne peut pas calculer de taux.

1.4.2 Optimisation de la bande passante du filtre
Nous avons d’abord cherché a optimiser les quatre parameétres sensibles qui ont été énoncé dans le

détail de la méthode (section 1.3) : les deux fréquences de coupure (F,q, F.;) du filtre passe bande et

le couple biais et seuil (v, §) de I'algorithme CUSUM. Les tests ont été menés en faisant varier le
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rapport Rpg autour de valeurs basses {4, 5, 6,7}, qui sont les plus critiques pour le TBD. Au-dela de
ces valeurs le TBD est trés proche de 1. Pour chaque jeu de paramétres, nous avons calculé des

criteres de performance moyens sur ’ensemble de la base de test.

Rpp = 4 Rpp =5 Rpr =6 Rpr =7

FFA (FA / heure)
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Figure 4.7 - Courbes ROC du détecteur POSPIK pour différentes bandes passantes. Chaque
graphe représente les TBD et FFA obtenues pour un couple (F., Rpr). Chaque point noir
correspond a un couple (v, &), ol ve[0,5;5] et § €[0,1;6,6]. Les valeurs de FFA supérieures a 60
FA/heure ne sont pas affichées.
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Les résultats sont présentés Figure 4.7 a la manieére de courbes opérationnelles de réception,
couramment appelées courbes ROC (ang. : Receiver Operating Characteristic), ou la FFA remplace le
traditionnel taux de fausse alarme. Ces résultats montrent, comme prévu, que le TBD se dégrade
grandement lorsque le rapport pointe/fond Rpr diminue. On remarque que pour Rpr = 4, les
fréquences de coupure F, = {20 ; 40}, initialement utilisées dans la méthode de Bourien pour la
détection de pointes chez I'homme, ne sont pas optimales dans notre cas. Ici, les meilleurs résultats
semblent étre obtenus avec ses bandes passantes plus larges, et pour une fréquence de coupure basse
a 30 Hz. Nous choisirons finalement le couple de fréquences F, = {30; 70} Hz, qui parait bon, en

particulier pour des Rpy faibles et moyens.

1.4.3 Evaluation de la fenétre temporelle du filtre
En plus des bandes passantes, nous avons aussi testé 'influence de la fenétre temporelle du filtre.

Les quatre fenétres temporelles représentées Figure 4.8 ont été testées.

—— Hamming
""" Hanning
—— Blackman
—-= FlatTop

1.0 1

Amplitude

0.0 1 g

Echantillon

Figure 4.8 - Quatre fenétres temporelles pour le filtrage.

Les résultats de cette évaluation sont présentés Figure 4.9. Ces courbes ROC montrent que le choix
de la fenétre temporelle n’a pas d’importance sur les performances de la détection. La méthode que
nous proposons semble tres robuste au type de filtrage et est essentiellement sensible aux fréquences

de coupures utilisées.
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Rpr =4 Rpr =5 Rpp =6 Rpp =7
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Figure 4.9 - Courbes ROC du détecteur POSPIK pour différentes fenétres temporelles. Chaque
ligne correspond a une des quatre fenétres temporelles testées : Hamming, Hanning, Blackman et
Flat Top.

1.4.4 Choix des parametres de détection

Les paramétres de filtrage étant fixés, le choix des parameétres (v, ) optimaux pour l'algorithme
CUSUM se fait en évaluant le meilleur rapport TBD/FFA pour notre probléme. Nous optons pour un
biais v = 3,5 et un seuil £ = 4,5. Ces paramétres offrent une FFA inférieur a 5 FA/heure et des TBD
de 0,4 a 0,9 pour des valeurs de Rpp de 4 a 7. Ces performances sont satisfaisantes dans la mesure
ou les pointes annotées par un expert ont un RPF souvent supérieur a 5 ; ici, nous avons voulu tester
notre méthode de détection dans un cas limite. Néanmoins pour la suite de ce travail, il est important
de garder a 'esprit que les trés petites pointes (en amplitude) sont moins bien détectées que les plus

grandes.

1.4.5 Comparaison au détecteur Bourien

Pour clore cette évaluation, nous avons comparé la méthode proposée ici a celle dont elle s’inspire,
qui est détaillée dans la thése de Bourien. Cette comparaison a été faite sur un signal réel contenant
des décharges négatives, ces événements parasites qui nous ont poussés a modifier la méthode

proposée par Bourien.

Le signal de test utilisé, d’'une durée d’une heure, est issu du protocole détaillé dans le Chapitre 3. I1
contient de nombreuses pointes sporadiques (n = 69) et décharges négatives. La lecture visuelle par
un expert a mis en évidence soixante-neuf pointes. Le signal a été soumis aux deux méthodes

Bourien (Bourien 2003) et POSPIK. La méthode POSPIK a été utilisée avec les parameétres choisis
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précédemment et détecte cinquante-huit événements, dont trois fausses alarmes dans le signal de
test. La méthode originale proposée par Bourien a, quant a elle, été utilisée avec les parametres
décrit dans la theése excepté les suivants: F, ={30;70}, Biais = 350 et Seuil = 350. Les
parametres de biais et seuil ont été déterminés pour que le nombre d’événements détectés soit
proche de celui du détecteur POSPIK. Finalement cinquante-cing événements ont été détectés par la

méthode Bourien, mais onze étaient des fausses alarmes.

Méthode TBD FFA
(FA/heure)

Bourien | 0,64 (n=44) 11

POSPIK 0,80 (n=55) 3

Tableau 4.1 - Performances des détecteurs EPIC et POSPIK. TBD (Taux de Bonne Détection) et FFA
(Fréquence de Fausse Alarme) en FA par heure.

Il apparait dans le Tableau 4.1 que le détecteur Bourien est moins sensible aux PES (annotées par
I'expert) que la méthode POSPIK proposée ici. La FFA de la méthode POSPIK est en accord avec les
performances mesurées plus haut, alors que la FFA de la méthode Bourien est nettement plus élevé.
En regardant la nature de ces fausses alarmes, nous avons constaté qu’elles sont dues, comme on

pouvait s’y attendre, aux décharges d’ondes-pointues négatives (Figure 4.10).
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Figure 4.10 - Pointes intervenants durant les décharges. Le signal de test présente une décharge
négative et une pointe sporadique. Les traits verticaux représentent les instants de détection des
méthodes Bourien et POSPIK.

Un autre point sur lequel notre méthode est censée étre plus performante est celui du temps de
calcul, pour la raison que Iétape de filtrage que nous utilisons est plus légere. Les deux méthodes

n’étant pas implémentées dans le méme langage (Objective-C sur machine virtuelle NEXTSTEP pour
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Bourien ; MATLAB R2007A pour POSPIK), nous n’avons pas effectué une comparaison rigoureuse des
temps de calcul. Néanmoins, sur une heure de signal de test, il y a une différence relativement
importante avec 10,88 s pour la méthode Bourien et 0,73 s pour notre méthode POSPIK. Cet écart
est, au moins en partie, dit au fait que Bourien utilise un banc de filtres complexe alors que nous
utilisons un filtrage simple. Une autre explication probable est la différence d’implémentation ou
d’exécution, que ce soit au niveau du langage, du compilateur ou de la machine virtuelle utilisés. En
effet, certaines fonctions, tel que le produit de convolution ou le calcul de moyenne, sont
directement implémenté dans MATLAB pour étre plus efficaces. Notons enfin qu'une méthode rapide
est préférable pour ces travaux de thése, non pas pour le traitement en temps réel des signaux, mais
a cause de gros volume de données a traiter (animaux suivis sur 30 jours, enregistrés trois heures

tous les trois jours).

2 Caractérisation morphologique des PES

Nous avons élaboré un détecteur sensible aux pointes épileptiques sporadiques (PES) et
suffisamment spécifique pour repérer automatiquement ces événements dans des signaux de longue
durée (plusieurs heures) préalablement « nettoyés » des artéfacts. Le détecteur POSPIK se base sur la
composante pointue positive. Mais la morphologie des PES ne se résume pas uniquement a cet
aspect. Comme nous le montrons dans cette section, les PES présentent des formes diverses que nous
cherchons a caractériser. Dans le but d’intégrer cette caractérisation au traitement automatique des
EEG a long-terme, nous proposons ensuite un algorithme pour calculer ces caractéres. Ainsi, pour

chaque PES détectée, une portion de signal v, ,, (t) est extraite, ou j est le jour d’enregistrement, m

la souris enregistrée et n I'indice de la pointe dans le signal. Ces signaux seront traités par

I’algorithme proposé ci-apres.

2.1 Description de la forme des PES

La Figure 4.11 présente des PES selon une base de temps permettant d’appréhender précisément leur

décours temporel.
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Figure 4.11 - Vue détaillée de PES typiques.
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La forme des PES peut étre décrite suivant plusieurs approches. D’un c6té, on peut voir un
événement comme un tout, dans ce cas la caractérisation est globale. Des méthodes comme la
transformée en ondelettes ont été explorées sans que les résultats nous poussent a approfondir. D’un
autre coté, une PES peut étre décrite comme une succession de composantes distinctes dans le
temps. Dans ce cas, il est judicieux de segmenter cette PES pour ensuite décrire chaque composante
séparément. Nous faisons ce choix en utilisant les trois composantes décrites dans la section 1.1.2 de

ce chapitre et illustrées Figure 4.12 : la pointe, I’'onde et le rebond.

2.2 Segmentation automatique des PES

Nous proposons ici un algorithme de segmentation des PES contenue dans les signaux v; ,,  (£). Le
principe est de déterminer les instants de début et de fin de chacune des trois composantes, pointe,
onde et rebond. Nous optons pour une méthode basée sur une suite de régles de décision appliquées
directement au signal sans transformation préalable. La Figure 4.12 présente les instants clefs utilisés

par la méthode.
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Figure 4.12 - Segmentation d'une PES.

L’Algorithme 4.2 présente en détails la méthode utilisée. Brievement, 'idée générale de I'algorithme
est de détecter le sommet de chaque composante pour ensuite déterminer I'instant de passage d’'une
composante a 'autre. Nous devons prendre en compte le fait que contrairement a la pointe, I'onde et
le rebond ne sont pas systématiquement présents. De plus, le rebond ne peut exister que s’il est

précédé par une onde. Pour pallier aux erreurs de segmentation, des durées maximales Lyyinte =

100 ms, Lypge = 300 ms et Lyopona = 350 ms sont utilisées.
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Algorithme 4.2 - Segmentation des PES

Entrée : vecteur v(1: N) de taille N contenant une PES extrait du signal de LFP, paramétres de durée maximale
des composantes Lyointe> Londe €t Lrebona

Sortie : instants kq, k, ct k5

v(1:N) =v(1:N) — moyenne(v(l: N)) ;
kpointe = indice_ max(v(1:N)) ;
k, = indice_premier_négatif (v(kpointe: kpointe + Lpointe)) + Kpointe — 15
si existe(k;)
Konge = indice_min (v(kl: ky + Lpointe + Londe)) +k—1;
k, = indice_premier_positif(v(konde: konae + Londe)) + Konge — 1
si existe(k,)
ks =kz + Lyebona 5
sinon
ky = konae + Lonae
fin si

fin si

2.3 Les caractéristiques des composantes

Les caractéristiques les plus évidentes sur les composantes sont 'amplitude et la durée. Elles sont
définies pour la pointe, ’onde et le rebond. Néanmoins, étant donné qu’il est tres difficile de détecter
la fin du rebond, on fixe la durée de celui-ci a 350 ms. Ces caractéristiques ne prennent pas en
compte des aspects plus précis sur la forme des composantes, comme la concavité. C’est pourquoi
nous utilisons aussi 'aire pour I'onde et le rebond. Cette aire n’est pas définie dans le cas de la
pointe dont la forme triangulaire varie peu. L’aire, qui est calculée en sommant les échantillons entre
I'instant de début et l'instant de fin, a I'avantage d’étre peu sensible au bruit. Toutes ces

caractéristiques sont schématisées Figure 4.13.
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Figure 4.13 - Composantes et caractéristiques d'une PES typique.
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3 Reésultats sur le suivi pendant I'épileptogeneae

Les méthodes de détection et de caractérisation proposées dans ce chapitre ont été appliquées
successivement sur I'ensemble des signaux LFP s; ,, (t) acquis suivant le protocole du Chapitre 3. Cet
ensemble comprend 180 heures de signaux d’épileptogenése (souris KA) et 90 heures pour les
signaux controéles (souris Ctrl). Une fois le rejet manuel des périodes d’artéfacts effectué, 177 heures,
dont 119 heures d’épileptogenese et 58 heures contrdle, ont été traités automatiquement. Le temps
de calcul total nécessaire est de 9 minutes avec MATLAB R2007A installé sur un ordinateur portable
équipé d’un processeur INTEL CORE 2 DUO P8400 (deux cceurs a 2,26 GHz), de 2 Go de mémoire vive,

et d’un disque dur a 7200 tr/min.

3.1 Fréquence d’occurrence PES

Sur 'ensemble des signaux traités, 4664 événements ont été détectés comme étant des PES, 4507
dans les souris KA et 157 dans les souris controles. Ramenée aux durées des signaux traités pour
chaque groupe, la fréquence d’occurrence est respectivement de 37,9 événements/heures et de 2,7
événements/heures. Comparés a la fréquence de fausse alarme (FFA) de 5 FA/heure établie lors des
tests du détecteur, ces résultats suggerent que les événements détectés chez les animaux controles
sont essentiellement des fausses alarmes. Les fréquences détaillées pour chaque souris sont

rapportées dans le Tableau 4.2.

Jours 3 6 9 1z 15 18 21 24 27 30
Souris
KA #1 1,5 16,4 10,2 9,7 25,0 23,7 565 25,7 549 449
KA #2 0,0 149 596 64,2 459 416 52,1 592 355 921
KA #3 0,5 0,0 3,9 0,7 5,2 1,0 79 587 638 1169
KA #4 0,5 06 11,6 21,5 287 624 538 496 84,2 733
KA #5 1,3 05 13,0 13,5 125 635 639 733 526 57,3
KA #6 12,6 0,0 0,0 0,5 0,6 7,5 13,8 54,6 280,2 1427
Ctrl #1 0,6 0,0 2,8 5,2 0,4 0,0 3,3 1,6 1,1 0,9
ctrl #2 0,0 4,7 1,1 6,4 3,5 6,9 0,5 2,7 0,0 7,5
Ctrl #3 11,5 6,6 5,0 2,1 1,5 1,3 0,9 2,3 3,8 1,4

Tableau 4.2 - Fréquences d’occurrence des événements détectés dans tous les animaux traités
(nombre d’événements par heure).

On constate que les fréquences des événements détectés chez les souris controles sont tres faibles
par rapport aux souris ayant subi une lésion induite par 'acide kainique ; les événements détectés
chez les sujets contrdles ne dépassent jamais 11,5 par heure. Ce cas limite est supérieur aux 5
FA/heure fixées pour I'étalonnage du détecteur, tout en restant trés inférieur aux fréquences qui
peuvent étre rencontrées dans les souris KA. De plus, le seuil de 5 FA/heure correspond a une
moyenne des FFA calculées sur trois signaux d’activité de fond différents. La limite de 11,5

détections par heure dans les souris controles peut correspondre a un cas extréme de signal recelant
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beaucoup d’artéfacts. On peut supposer que les activités de fond retenues pour construire les
signaux synthétiques ne reflétent pas I’ensemble des activités de fond rencontrées parmi les signaux

acquis expérimentalement.

Les données du Tableau 4.2 sont reprises dans la Figure 4.14 afin de rendre compte de I’évolution de
la fréquence d’occurrence apres I'injection. Alors que la fréquence reste trés basse chez les animaux

contréles, elle s’accroit, en moyenne, continuellement entre 3 jours et 27 jours aprés une injection de
KA.
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Figure 4.14 - Evolution des fréquences moyennes des PES.

3.2 Evolution de la morphologie des PES

La Figure 4.15 présente une vue d’ensemble des événements détectés au cours du mois suivant
Pinjection intra-hippocampique. On retrouve bien chez les souris KA la forme caractéristique décrite
précédemment pour les PES. De plus, il ressort de cette figure une nette tendance sur 1’évolution de
la forme pendant I'épileptogenése avec des pointes et des ondes de plus en plus grandes. Les
événements détectés chez les souris contrdles sont plus variés et ne présentent pas 'onde lente
observée dans les PES. En outre, on ne discerne aucune tendance dans I’évolution, au cours du

temps, de leur morphologie.
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Figure 4.15 - Pointes moyennes pendant I'épileptogenése. Chaque signal en noir représente la
moyenne des événements détectés, en gris, pour une souris et pour un jour donné. On distingue
les souris injectées a I'acide kainique (KA) des souris controles (Ctrl). Les échelles sont identiques
pour tous les signaux.

Les trois figures suivantes, Figure 4.16, Figure 4.17 et Figure 4.18, détaillent I’évolution des moyennes

(notée Aj > Bjm, Cimy - dans le formalisme du Chapitre 2) des caractéristiques de la pointe,
I'onde et du rebond au cours de I’épileptogenese. Afin de rejeter I'influence trop importante
potentiels artéfacts, les jours ou le nombre de PES détecté N; , est inférieur a cinq événements

sont pas pris en compte.

de
de

ne



76 Chapitre 4

Nous choisissons de représenter 1'épileptogenése suivant deux échelles temporelles différentes. La
premiére est I’échelle du temps réel, qui commence le jour de I'injection et se termine a la fin des 30
jours du protocole, elle est identique pour toutes les souris. La seconde échelle, quant a elle, est
recalée sur la période qui sépare le jour d’injection et le jour d’apparition des premiéres décharges
hippocampiques paroxystiques (DHP) caractéristiques de I’épilepsie dans le modéle kainate. Ainsi,
nous effectuons un recalage affine, qui normalise la durée de cette période entre les sujets de I’étude.
Cette normalisation nous permet de nous affranchir du fait que I’épilepsie ne s’installe pas avec la

méme vitesse chez tous les sujets de I’étude.

Caractéristiques de la pointe. Il apparait que la pointe change au cours de I’épileptogeneése (Figure
4.16). D’abord elle connait une augmentation de son amplitude de 274 % entre six jours et trente
jours apres I'injection. On observe aussi, sur ce méme intervalle de temps, une augmentation de

71 % de sa durée. Ces modifications sont conservées quelle que soit I’échelle de temps adoptée.
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Figure 4.16 - Evolution des caractéristiques de la pointe. Ces tracés présentent I’évolution des
moyennes des caractéristiques morphologiques, par jour et par souris. A gauche, les moyennes et
erreurs standards sur 'ensemble des souris pour chaque jour. A droite, chaque point correspond a
un jour et a une souris donnée.

Caractéristiques de ’onde. Comme le montre la Figure 4.17, I'amplitude de 'onde augmente de
310 % entre le sixiéme jour et le trentieme jour post-injection. Simultanément, sa durée semble
diminuer de 29 %. Néanmoins cette diminution n’apparait pas sur I’échelle de temps recalée sur
I'épileptogenese. Il est possible que le changement de durée observé soit dii a un biais

d’échantillonnage. Cependant et malgré la diminution de durée apparente, I’aire de 'onde augmente
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de 578 %. Cet accroissement est nettement supérieur a celui de I'amplitude. Cela implique que le

changement global des PES n’est pas homothétique.
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Figure 4.17 - Evolution des caractéristiques de I'onde. Ces tracés présentent |’évolution des
moyennes des caractéristiques morphologiques, par jour et par souris. A gauche, les moyennes et
erreurs standards sur 'ensemble des souris pour chaque jour. A droite, chaque point correspond a
un jour et a une souris donnée.

Caractéristiques du rebond. Les résultats sur ’évolution des caractéristiques du rebond sont
présentés Figure 4.18. IlIs rendent compte d'un net accroissement du rebond pendant
I'épileptogenése, en amplitude (+ 104 %) et surtout en surface (+ 421 %). Cette importante
augmentation de 'aire du rebond s’explique par le fait que cette aire est quasiment nulle au début de

I’épileptogenese, alors qu’elle devient trés grande par la suite, notamment apres les premieres DHP.
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Epileptogenése en temps réel Epileptogenése en temps recalé
0,5 - °
[ ]
S 037 ® .
N -
< > 0,4 LI
5}
-géo,z- 0,3 o® e o o
5T 0 ° °
= g 0,2 - [ ) & ® .
£ g 0,1 A () 0.'."
<< ~ 0,1 1 '..
0 0
120 A
°
T 60 100
o ~ ° °
=2 80 1
— E 40 - [ ] o o
S > 60 -
o g o o060
L — o
s 20 40 Lo *°
< 20 - ""
° “$‘
0 T T T T T T T T T T 0 ﬁ—' T
0 6 12 18 24 30

Injection Premier HPD
Jours apres 'injection de KA

Figure 4.18 - Evolution des caractéristiques du rebond. Ces tracés présentent I’évolution des
moyennes des caractéristiques morphologiques, par jour et par souris. A gauche, les moyennes et
erreurs standards sur 'ensemble des souris pour chaque jour. A droite, chaque point correspond a
un jour et a une souris donnée.

4 Discussion

Dans ce chapitre, nous montrons qu’il est possible de détecter, d’extraire et de traiter,
automatiquement dans un signal LFP, des événements transitoires que nous appelons pointes
épileptiques sporadiques (PES). Bien que des approches méthodologiques similaires aient déja été
proposées dans le cas des pointes épileptiques en EEG intracérébral ou de scalp, il nous a été

nécessaire d’adapter la solution au probléme posé dans le cadre de ces travaux de thése.

La méthode de détection spécifique que nous proposons, basée sur 'aspect large bande et la polarité
de la composante pointue des PES, a montré des résultats satisfaisants lors des tests sur des signaux
synthétisés a partir de données réelles (pointes insérées dans I’activité EEG de fond afin de disposer
d’une « vérité terrain »). Appliquée aux signaux réels issus du protocole de suivi de ’épileptogenese,
elle a répondu a nos attentes. D’abord, peu d’événements ont été détectés chez les individus
contrdles et ce nombre concorde avec la fréquence de fausse alarme qui avait été admise lors du
paramétrage du détecteur. Ensuite et surtout, la fréquence des PES augmente au cours de
I'épileptogenese dans les animaux KA. Une observation similaire a été obtenue dans l'étude
récemment publiée par White mais dans un modéle différent (injection intrapéritonéale de KA chez
le rat) (White et al. 2010). Comme dans ce travail, les PES deviennent de plus en plus nombreuses

alors que I’épilepsie s’installe. Cependant, et bien que ¢a n’ait pas été abordé dans I'autre étude, nous
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observons aussi une variation de 'amplitude des PES au cours du protocole, et donc une variation
des performances de détection. Plus précisément, plus les PES sont proches de I'injection initiale, et
plus elles sont de faible amplitude. Cela implique, pour des raisons intrinseques a la méthode de
détection détaillées précédemment, qu’il y a probablement plus d’événements non-détectés au début
du protocole qu’a la fin. Néanmoins, ce probléme n’est pas propre a la détection automatique. En
effet il est parfois difficile, voire impossible méme pour un expert humain de relever des pointes plus
petites qu'une certaine amplitude par la seule inspection visuelle des tracés. Méme si ce fait nuance
nos résultats, on peut conclure que la fréquence des PES détectées par cette méthode augmente. Ce

résultat, en soi, suggere que les PES peuvent constituer un marqueur de I’épileptogenese.

Au-dela de ce changement de fréquence, nous observons des changements dans la forme des PES.
D’abord, leur amplitude globale augmente au cours de I’épileptogenése, ce qui n’avait jamais été
décrit. Ce changement de forme n’est pas homothétique (facteur d’accroissement constant
expliquant le passage des PES initiales a celles générées en fin d’épileptogenése). En effet,
premiérement, I'onde croit beaucoup plus que la pointe, et deuxiémement, il y a apparition d’un
rebond qui n’existe pas dans les premiers événements enregistrés. Donc, plus quun simple
agrandissement des événements électrophysiologiques, on observe une altération du motif entre

deux stades différents de I’épileptogeneése.

Tres peu de travaux sur I'évolution de la forme des pointes épileptiques ont été publiés a ce jour. On
notera toutefois un article paru sur le changement de forme de pointes épileptiques intervenant en
décharges dans différents modeles d’épilepsie temporale chez le rat (Chauviére et al. 2012). Bien que
leurs résultats soient tres différents des notres, il est difficile d’établir un lien avec notre travail tant
les événements traités dans cet article semblent plus proches des DHP que des PES que nous

détectons et qui sont au centre de notre étude.

A T'issue de ce chapitre, nous pouvons considérer que la forme, ou le motif, des PES est un marqueur
de Dépileptogenése dans les souris ayant subi une injection intra-hippocampique de KA. Ce
changement de motif traduit certainement une évolution des processus neurophysiologiques
intervenant dans la génération des PES. Or, nous n’expliquons pas le lien fonctionnel qui existe entre
les modifications sous-jacentes induites dans le Chapitre 3 et les changements électrophysiologiques
observés dans le présent chapitre. Pour établir ce pont, nous utilisons dans le Chapitre 5 un modéle
biomathématique, établi a partir d’hypothéses physiologiques, et capable de simuler des événements
électrophysiologiques tels que les PES. L’étude approfondie de ce modéle permettra d’interpréter

I’évolution de la forme des PES en termes de processus sous-jacents propres a I’épileptogenese.






Chapitre 5

Interprétation des changements morphologiques
des pointes épileptiques basée sur un modele
biomathématique

On considére souvent que le cerveau humain est le plus complexe des systemes présents dans la
nature ; notons qu’en tant que mammifere, la souris n’est pas loin au-dessous. L’accumulation de
toujours plus d’observations n’est pas suffisante pour percer cette complexité. Les données
expérimentales doivent étre reliées entre elles afin de fournir des interprétations mécanistiques sur
le fonctionnement cérébral, qu’il soit physiologique ou pathologique. La modélisation
biomathématique, parfois désignée par I'anglicisme « computationnelle », constitue un outil pour
expliquer des comportements observés expérimentalement. En effet, des modeles biomathématiques
sont notamment capables, a partir de configurations et de parameétres argumentés par des
connaissances physiologiques, de mimer une activité électrophysiologique, telle que celle reflétée
dans le potentiel de champ local (LFP) ou 'EEG. Ces modeles permettent ainsi de relier les
observations expérimentales a des processus sous-jacents non-mesurables. Dans le domaine de
Iépilepsie, les modéles biomathématiques sont largement utilisés comme le montre un livre
récemment paru sur le sujet (Soltesz & Staley 2008). Cette méthode est particuliérement pertinente
pour étudier I’épileptogenése qui est un processus relativement « silencieux » et donc difficile a

observer.

L’objectif visé ici, est d’expliquer les modifications morphologiques des pointes épileptiques
sporadiques (PES), décrites dans le chapitre précédent, en termes de processus physiopathologiques
sous-jacents, et ce au moyen d’'un modele biomathématique. Aprés une revue bibliographique de
certains types de modeles neuronaux, nous proposerons dans ce chapitre un modeéle
biomathématique capable de simuler des PES. Au moyen d’une analyse de sensibilit¢é du modele,
nous pourrons générer des hypothéses sur les parametres responsables des changements
morphologiques des PES. Nous essaierons finalement de vérifier expérimentalement ces hypotheses

afin de valider, a la fois, le modéle proposé et les interprétations mécanistiques fournies.

-81 -
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1  Les modeles biomathématiques en neurosciences

Un modéle biomathématique peut étre élaboré sur trois axes, décrits dans (Suffczynski et al. 2006), et
appelés : face value, constructive value, predictive value. Le premier est la capacité a reproduire un
comportement proche du comportement réel observé cliniquement ou expérimentalement. Le
second correspond aux connaissances physiologiques intégrées pour I’élaboration du modéle. Le
troisiéme axe évalue la véracité des interprétations fournies par le modele ; c'est la compétence du

modeéle pour prédire une réalité mécanistique.

1.1 Différentes approches de la modélisation en neurosciences

La modélisation du cerveau peut étre envisagée a plusieurs niveaux de détail. Le choix du niveau de
détail dépend des observations que I'on tente de reproduire et des mécanismes que I'on aspire a
comprendre. La revue de (Suffczynski et al. 2006), que nous allons résumer ici, présente un état de

Part trés complet de ces différents niveaux de modélisation (Figure 5.1).

b) Membranes, d) Cellules
canaux, 1ons _\\ \K

» Sl Q_,[ # A
TR (S,

S

a) Genes .
c) Synapses e) Population locale,

réseau neuronale

Figure 5.1 - Différents niveaux de détail de la modélisation biomathématique neuronale. Extrait
de (Suffczynski et al. 2006).

On appelle modeéles « microscopiques » les descriptions les plus détaillées des structures cérébrales.
Parmi ces modeéles, les plus « fins » s’attachent a simuler le comportement des canaux ioniques (Wu
1991) de la membrane ou des synapses (Yeung et al. 2004), en intégrant les molécules et les génes
impliqués dans leur fonctionnement. A un niveau plus élevé, des modeles décrivent des cellules
neuronales entieres, en utilisant par exemple le formalisme de Hodgkin et Huxley pour modéliser le
fonctionnement de la membrane. Pour plus de précision, ces neurones sont parfois décrits par
plusieurs compartiments, permettant par exemple de différentier le fonctionnement des dendrites de
celui du soma et de I'axone (Traub et al. 1991 ; Pinsky & Rinzel 1994). Le plus large niveau de
représentation des modeles dits microscopiques est lintégration de trés nombreux modéles
unicellulaires pour former des réseaux. Ces modeles sont ainsi capables de reproduire un signal LFP.
Cependant, ces modeles sont trés complexes et intégrent un trés grand nombre de parameétres. Pour

pallier a ce probleme, des modéles de population, dits « mésoscopiques », ont été introduits (H. R.
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Wilson & Cowan 1972). Cette approche considére non plus les neurones indépendamment, mais sous
forme de masse de neurones qui ont, a un niveau local, tous des activités similaires. Ainsi, ces
modeles possédent un nombre réduit de parameétres tout en gardant la capacité de simuler des
dynamiques locales comme le LFP (Lopes da Silva et al. 1974 ; Wendling et al. 2002). Une derniére
approche, dite « macroscopique », permet de modéliser des structures cérébrales entieres, comme le

cortex (Nunez 1981 ; Wright & Liley 1995) ou la boucle thalamo-corticale (Robinson et al. 2001).

La modélisation, est toujours une simplification de la réalité. Dans notre cas, nous faisons le choix
d’utiliser les modeles les plus simples capables de simuler une activité LFP, c'est-a-dire les modéles

de populations neuronales, que nous présentons plus en détails dans la section suivante.

1.2 Les modeles de populations locales de neurones

Au début des années 1970, des chercheurs ont abordé la modélisation neuronale a une échelle plus
grande que ’échelle cellulaire, considérant non plus les neurones indépendamment, mais sous
Pangle des populations neuronales (H. R. Wilson & Cowan 1972). Leur hypothese de départ est que
les interactions entre neurones proches sont certes plus ou moins aléatoires, mais que ces
interactions font naitre des tendances au sein de la population. Ces auteurs font 1’analogie avec le
comportement des fluides, expliquant qu’un liquide s’écoulant dans un tuyau rectiligne n’est, du
point de vue moléculaire, qu'un amas de mouvements browniens. En se basant sur I’argument qu’il
existe une forte redondance dans l’activité de neurones au sein d’une population locale, ils ont
considéré qu’il n’était plus nécessaire de décrire les activités unitaires des neurones, mais seulement
Pactivité moyenne de la population. Ce travail s’appuie aussi sur un second argument selon lequel
tout processus nerveux, quelle que soit sa complexité, dépend d’une interaction entre cellules

excitatrices et cellules inhibitrices.

Le modéle proposé par Wilson et Cowan considere une population neuronale, divisée en deux sous-
populations, 'une excitatrice et I'autre inhibitrice. L’activité (sortie) d’une sous-population est
décrite par le nombre moyen de potentiels d’action (PA) générés par unité de temps. Cette sortie est
calculée par une fonction non-linéaire des entrées, qui dans ce modele, sont 'activité de 'autre sous-
population modélisée et une entrée exogene. Cette fonction est de forme sigmoidale car elle
symbolise une fonction de répartition de la distribution statistique des seuils de déclenchement des
PA dans les neurones de la sous-population modélisée. Ce modéle original a été utilisé et amélioré
par de nombreux auteurs. Certains (Lopes da Silva et al. 1974 ; Lopes da Silva et al. 1976 ; Zetterberg et
al. 1978) 'ont utilisé pour modéliser I'activité électrique et notamment les rythmes enregistrés dans
certaines structures cérébrales. D’autres auteurs ont couplé plusieurs de ces modeles pour simuler

des régions cérébrales plus vastes (Jansen & Rit 1995).
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Figure 5.2 - Schéma fonctionnel d’une sous-population neuronale.

La Figure 5.2 propose un schéma fonctionnel d’une sous-population comprenant différents éléments
de modélisation apportés par les publications précitées. Cette sous-population intégre en entrée des
taux de décharges moyens Y}, ;) des sous-populations voisines afférentes; cette grandeur est
pondérée par un nombre moyen de connexions Cj, ;); d'une sous-population vers l'autre. A cela
s’ajoutent des entrées spécifiques ES; provenant de projections neuronales plus lointaines. Toutes
ces entrées passent par des fonctions de transfert hj, (;); ou hs; symbolisant la transmission
synaptique ; elles ont I'allure de filtres passe-bas pour modéliser, entre autre, le retard synaptique. La
grandeur V; représente, en moyenne dans la sous-population, la somme des potentiels post-

synaptiques excitateurs (PPSE) et inhibiteurs (PPSI) arrivant au soma.

n;
Vi=(ESi*hs)(0) + Z GiewiYew * M) i=1,..,N
k=1

A partir de ce potentiel moyen, la fonction sigmoide S; donne le taux de décharge moyen de la sous-
population. Cette grandeur peut ensuite étre intégrée en entrée des autres sous-populations

modélisées.
Y;(t) = S;(V)

2  Modélisation proposée pour les pointes épileptiques

Les pointes épileptiques sont connues pour étre liées a une hyper-synchronisation transitoire de la
zone, ou population neuronale, dans laquelle elles sont enregistrées. Cette caractéristique s’accorde
trés bien avec le concept de population basé sur I’hypothése, émise par Wilson et Cowan, d’une forte
redondance locale dans I’activité des neurones. Si la forme des pointes est 'effet d’'une dynamique de
population, nous n’avons pas besoin de modéliser chaque cellule, c’est pourquoi nous avons opté

pour un modele de population. Les deux avantages majeurs de [lutilisation d’'un modéle
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« mésoscopique » par rapport a un modele « microscopique » sont : un colit en temps de calcul plus

faible, et un nombre de parametres réduit, rendant ainsi 'identification plus facile.

La solution que nous proposons pour la modélisation des pointes est un modéle de population basé
sur les travaux effectués au sein du laboratoire par Fabrice Wendling (Wendling et al. 2000 ;
Wendling et al. 2002). Des modifications ont été apportées pour répondre au mieux a la
problématique abordée dans ce chapitre qui est de comprendre les modifications morphologiques des

pointes épileptiques.

2.1 Modele d’'une population neuronale de CA1

Notre modéle comporte deux sous-populations. La premiere est une sous-population de neurones
excitateurs, que nous appellerons P, qui modélise les cellules pyramidales de CA1. La seconde, que
nous appellerons I, est une sous-population d’interneurones inhibiteurs. Ces deux ensembles sont
interconnectés comme le montre la Figure 5.3A. Les cellules pyramidales fournissent deux
connexions AMPAergiques efférentes, une premiére vers les interneurones (P-I), et une seconde vers
elle-méme (P-P, excitation collatérale). La sous-population I fournit une connexion inhibitrice
GABAergique vers P (I-P). Plus précisément, cette derniére modélise une inhibition vers les dendrites
des cellules pyramidales, elle constitue donc une inhibition lente (récepteurs GABA, slow),
contrairement a I'inhibition somatique qui est plus rapide (récepteurs GABA, fast). Ce choix a été
fait car il semble que I'inhibition rapide intervienne peu dans la forme générale d’événements

comme les pointes épileptiques, en particulier dans les caractéristiques décrites dans le Chapitre 4.
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CA1 37 Nt c
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Figure 5.3 - Schéma du modele a deux sous-populations. A/ Représentation simplifié du modéle.
B/ Schéma fonctionnel détaillé du modéle.

2.1.1 Entrées
Non-spécifique. Une entrée non-spécifique représente les afférences excitatrices diverses vers les

cellules pyramidales de la population. La densité de PA arrivant par ces voies est modélisée par un
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bruit blanc gaussien wy(t) de variance o2 et fluctuant autour d’un niveau moyen u. Concrétement,

ce bruit entraine la génération d’une activité de fond dans la population.

Spécifique d’une population de CA3. Afin de modéliser de facon réaliste la génération des
pointes épileptiques, nous avons ajouté une entrée spécifique qui représente les connexions
afférentes depuis des cellules excitatrices de CA3. Ce choix s’appuie sur les travaux (Avoli et al
2002), qui montrent U'importance des projections excitatrices de CA3, via les collatérales de Schaffer
(CAZ2), dans l'initiation des pointes épileptiques enregistrées dans CA1. Dans ce modele, la densité de
PA wy3(t) regue par les pyramides est nulle dans la majeure partie du temps excepté a I'instant tpg

ou elle connait une brusque augmentation d’amplitude C;43_,p, d’'une durée 6pg.

Dejsss Sit € [tpg;tpg + 6
Wes(t) = { CAd’.% P [ Ps’li:"nOI;lE pE]

2.1.2 Sorties

La population neuronale modélisée n’a pas, a proprement parler, de sortie, mais plutdt des points de
mesures. La principale mesure constitue une modélisation du LFP. Cette grandeur est calculée a
partir de la somme des PPSE et PPSI dans les cellules pyramidales. Elle est ensuite filtrée par un filtre
passe-haut analogique, de gain G,pet de réponse impulsionnelle h,p,, dont 'objectif est de supprimer
la composante continue de la mesure, comme le fait un systéme d’acquisition EEG. Ce signal est
ensuite échantillonné a une fréquence F,.,. Cette valeur est une vision simplifiée du LFP qui est, en
réalité, généré par les flux d’ions dans le milieu extracellulaire, suivant la théorie dipolaire.
Cependant, a l’échelle temporelle d'une pointe épileptique et des caractéristiques que nous
mesurons, la grandeur que nous simulons suit la méme dynamique que le LFP, ce qui justifie cette
simplification. Au-dela du LFP, ce modéle permet aussi 'observation en temps réel d’autres mesures
de l'activité de la population, comme par exemple les taux de décharges Yp et ¥; dans les deux sous-

populations P et L.

2.1.3 Modele de transfert synaptique
La communication entre deux sous-populations passe par un transfert synaptique qui nécessite de

transformer une densité de PA afférents en un potentiel membranaire présomatique moyen. Ce
transfert est modélisé par un filtre de type passe-bas traduisant les retards introduits par les
cinétiques synaptiques. En considérant un PA afférent comme une impulsion (un Dirac), la réponse

impulsionnelle d’un tel filtre est un PPS.

Comme modele de PPS, nous avons utilisé des fonctions de type bi-exponentielle telles que celles
décrites dans l'article de (Molaee-Ardekani et al. 2012). Ces fonctions permettent, par rapport aux
réponses synaptiques utilisées par (Jansen & Rit 1995), de régler indépendamment le temps de
montée et le temps de descente des PPS modélisés, et ainsi mieux approcher la forme des PPS
enregistrés in vitro (Figure 5.4). Dans notre cas, cela nous permettra de simuler des PES aux

morphologies plus proches de celles que nous avons observées chez la souris, notamment au niveau
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de la durée de la pointe. Evidemment, ce réalisme supplémentaire augmente la complexité du
modele. Cependant, cette augmentation reste limitée a un seul parameétre supplémentaire par
fonction de transfert synaptique par rapport au modele original, qui utilise des fonctions h d’ordre 2.
En outre, aucune opération supplémentaire n’est ajoutée dans les équations du modele, car on traite
a la place, deux termes d’ordre 1 par fonction h. Le « colt » calculatoire ajouté par ce réalisme est
donc minime. Les équations des réponses synaptiques excitatrices et inhibitrices utilisées sont

présentées ci-dessous.

—azt _ e—alt

he(t) = Va%W@(t)
obat _ p=byt
hi(t) = ypby ————0(t)
L b 1 bl _ b2

Les facteurs y, et ¥, servent a normaliser ’amplitude de la réponse synaptique de facon a ce que
lefficacité d’une transmission synaptique soit paramétrée par la valeur C_, . Les valeurs (a4, a,) et
(b1, by) sont des paramétres de forme qui interviennent dans les durées de montée et de descente du
PPS. La fonction © représente 1’échelon-unité (appelée fonction Heaviside en anglais). L’Annexe 2
fournit une description détaillée des parameétres de la fonction h ainsi que le détail du passage a

I’écriture sous forme d’équations différentielles.
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Figure 5.4 - Réponses synaptiques. Les réponses impulsionnelles h, et h;.modélisent
respectivement les PPSE et PPSI dont les amplitudes sont normalisées.

2.1.4 Fonction sigmoide de déclanchement de PA
L’objectif de cette opération est de calculer le taux moyen de décharges, autrement dit le nombre

moyen de PA émis par unité de temps, en fonction du potentiel présomatique moyen dans la sous-
population. Nous utilisons la fonction sigmoide asymétrique décrite par (Eeckman & Freeman 1991).
La Figure 5.5 présente un tracé de cette fonction, paramétrée avec les valeurs données par (Jansen &
Rit 1995). Les mémes parametres sont utilisés quelle que soit la sous-population, P ou I, supposant

que leur fonction de déclenchement est similaire. Le facteur e, indique le taux de décharge médian
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de la sous-population. Le terme v, est le potentiel post-synaptique (PPS) moyen pour lequel 50 % de

la sous-population décharge. Le facteur r constitue le parametre de pente de la sigmoide.

2e,

SO = o

)

Taux de décharge (s1)

-10 -5 0 5 10 15 20

Potentiel présomatique moyen (mV)
Figure 5.5 - Fonction sigmoide du modéle de population.

2.1.5 Equations différentielles

L’état de ce modele peut étre décrit par trois variables x; x, et x3. L’évolution de ces variables en
fonction des variables d’entrées wyg et w43 pourrait étre décrite par un systéme d’équations
différentielles stochastiques du second ordre. Afin de ramener ce systéme a des équations
différentielles du premier ordre, trois variables d’état supplémentaires, x,, X5 et Xz sont ajoutées.
Pour modéliser la mesure du LFP, une septiéme variable x, est incluse. Cette variable correspondant
a la sortie du filtre passe-haut analogique du systéme d’acquisition. L’ensemble de ces variables
forme le vecteur d’état X du systéme. L’évolution dans le temps de ce vecteur d’état peut étre décrite

par le systeme d’équations différentielles ci-dessous.

(%;(t) = x;43(t) i=1,..,3

X4 () = Ya@1CpoyS[x2(8) — x3(0)] — (ag + ax)x,(t) — aga,x,(t)

) X5 (t) = Yaa1{wns(t) + weas(t) + CpopS[xa () — x3(0)]} — (ag + az)xs(t) — agazx,(t)
X6 (t) = Ypb1CropS[x1 ()] — (by + by)x6(t) — bybyx3(t)

X7(t) = Gpplxs(£) — x6(0)] — %7(t)
\ Tph
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2.1.6 Parametres du modeéle

Parametres Valeurs Commentaires
o K 3?3; } activité de 'entrée non-spécifique
\8 o k
= Dcazop 0,66 amplitude du pic d’activité de I'entrée spécifique
- Opg 1 ms durée du pic d’activité de I'entrée apécifique
0 Gpn 0,75 gain du filtre d’acquiaition
'g 5 Tpn 0,32s constante de temps du filtre d’acquiaition
< Focn 256 Hz fréquence d’acquiaition
a, 150 st
-1
g % Zz 2520();1 parameétres de frome des réponses synaptiques
G ot 1
= b, 30 s°1
E i Cpo; 165 efficacité de la connexion P — |
«n CI—»P 330 efficacité de la connexion —» P
Cp_p 44 efficacité de la connexion P —» P
. €o 2,551 taux de décharge médian
Eo Vg 6 mV potentiel médian
v r 0,56 mV-1! « pente » de la sigmoide

Tableau 5.1 — Parameétres de base du modele de population de CA1. Les cases grisées désignent
les paramétres variables de I’étude de sensibilité 3 en section de ce chapitre.

2.2 Simulation de l'activité du modele

L’activité du modéle de population est décrite par son systeme d’équations différentielles. La
solution a ces équations permettrait d’exprimer le vecteur d’état et donc le LFP en fonction des
parametres et des entrées du modele. Mais on ne sait pas résoudre analytiquement un tel systeme
d’équations différentielles, méme pour des entrées déterministes, du fait des non-linéarités
introduites par S. Le seul moyen pour observer I'évolution du vecteur d’état est d’avoir recours a
une simulation numérique. Nous passons d'un modéle biomathématique a un modeéle

computationnel, c'est-a-dire calculé par un systeme numérique.

2.2.1 Discrétisation du temps

Le modele décrit ici est un systeme dynamique défini en temps continus. Cependant, la simulation
numérique ne peut, par définition, étre effectuée qu’en temps discrets. Autrement dit, nous
cherchons a connaitre I’état du processus X a différents instants t;, ou k = 0,1, ..., N. Ces instants

sont espacés par un pas de discrétisation A = t;, — t;,_; que nous choisissons fixe quel que soit k.
L’activité du modéle est donc simulée a une fréquence Fg;p,, = 7 qui doit étre au moins égale a la

fréquence d’échantillonnage F,.;, du signal LFP. Utiliser un pas de discrétisation plus fin que le pas
d’échantillonnage permet d’augmenter la précision de la simulation en contrepartie d’un cott de
calcul plus important. La simulation numérique consistera a calculer des états successifs du
processus a partir d’'un état initial X(t,) imposé. Le passage d’un état X, _; du processus a 'état
suivant Xj nécessite de connaitre le déplacement du processus entre les instants t;_4 et t;. Cela

consiste a intégrer les équations différentielles entre ces deux instants.
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2.2.2 Intégration numérique des équations différentielles

Dans cette partie, nous décrivons d’abord succinctement deux méthodes d’intégration numérique
d’équations différentielles ordinaires. Puis dans un second temps, la méthode utilisée dans la these
de Paul Frogerais (Frogerais 2008) pour 'intégration d’équations différentielles stochastiques. Le livre
de (Kloeden & Platen 1992) décrit de nombreuses méthodes d’intégration numérique, dont celle

exposée ci-dessous.
Soit un systéeme d’équations différentielles de la forme :
X =f(X,1t) , X (ty) connu

Nous cherchons a intégrer les déplacements du processus X entre les instants discrets ty <+ <
ty < -+ <ty avec un pas de discrétisation A, = t, — t,_,. Cette discrétisation oblige a faire une
approximation du déplacement, car il n’est pas connu a tout instant de la période Aj. La méthode la
plus simple, appelée méthode d’Euler, consiste a utiliser la pente a l'instant ¢, pour calculer ce

déplacement, grace a I’équation :
Xie = Xi—1 + Dpef (X, te)

Cette méthode qui commet une certaine erreur d’approximation, est dite d’ordre 1 car elle n’utilise
que les deux premiers termes du développement de Taylor de X(t). Des méthodes d’ordre supérieur
permettent de réduire cette erreur. La thése de Frogerais a montré que, dans un probléme trés
similaire, la méthode de Runge-Kutta a 'ordre 4 constituait un bon compromis entre précision et

cotit de calcul.
K1 = f(Xj-1, tk-1)
1 1
KZ = f(Xk—l +§K1Ak, tk—l +§Ak)
1 1
K3 = f (Xk—l + EKZA](, tk—l + EAk>
K4 = f(Xk—l + K3Ak, tk)
1
X = Xp1 + E(Kl + 2K2 + 2K3 + K4)A,
Dans cette notation, le pas de discrétisation A, tout comme la fonction f, dépendent du temps, ce
qui n’est pas notre cas. D’une part, nous avons choisi de simuler I'activité de notre modele suivant
un pas fixe A. D’autre part, dans la thése de Frogerais, le probleme est reformulé pour faire

apparaitre I'entrée w = wys — 4 + Wey3 en dehors de la fonction f. Ainsi cette fonction devient

aussi invariable dans le temps.
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Dans sa these, Frogerais a reformulé le probleme en écrivant le systéeme d’équations différentielles

stochastiques :

(%; (t) = x;,3() i=1,..,3

X4 (t) = VYa@1CpoyS[xo(8) — x3(0)] — (ag + ax)x,(t) — aga,x,(t)

) X5 (t) = Yaar{u + CppS[x2(t) — x3(0)]} — (ag + a)xs5(t) — agazx,(t) + yaa.[w(t)]
X6 (t) = Ypb1CropS[x1 ()] — (by + by)x6(t) — bybyx3(t)

ka'w(t) = Gpp[xs(t) — x6(8)] — x;(t)

ph

On peut alors exprimer le déplacement du processus X de la facon suivante :
X=f@x)+gw)

Ici, la fonction f est appelée dérive, elle peut étre vue comme la dérive intrinseque du processus. La
fonction g, appelée diffusion, correspond au déplacement induit par 'entrée aléatoire w. Frogerais
montre alors que le probléeme d’intégration numérique par la méthode Runge-Kutta 4 peut

finalement étre écrit :

K1 = f(Xg—1) + gWi-1)/A
1
K2 =f<Xk_1 +§K1A> +g(Wk_1)/A
1
K3 =f<Xk_1 +§K2A> +g(Wk_1)/A
K4 = f(Xg—1+K38)+ g(W;-1)/A
1

2.2.3 Algorithme de simulation

Le modéle est d’abord initialisé en imposant une valeur d’origine aux variables contenues dans le
vecteur d’état X. Les états suivants sont ensuite calculés successivement par la méthode de Runge-
Kutta 4. Un certain temps est nécessaire au modéle pour se stabiliser. Ce temps dépend de la
« distance » entre les valeurs d’origines du vecteur d’état et ses valeurs moyennes lorsque le modéle
est stable, ces dernieres dépendant des entrées et des parametres structurels du modele. Nous avons
constaté qu'une période de 5s de temps simulé était suffisante lorsque les variables d’état étaient
nulles a l'origine et tant qu’on ne s’éloignait pas trop des paramétres de base du modele donnés dans
la partie 2.1.6. La stabilisation de la sortie LFP du systéme nécessite aussi que le filtre passe-haut
d’acquisition soit stable, ce qui dans la pratique, est largement le cas apres 5s de temps simulé.

L’ensemble de I’algorithme de simulation numérique a été implémenté sous MATLAB R2007A.
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2.2.4 Parametres de la simulation numérique

Parameétres Valeurs Commentaires
Fim 1024 Hz fréquence de simulation
Ty 5s durée de stabilisation du modele

Tableau 5.2 — Paramétres de simulation.

2.3 Activités simulées

Ce modele est capable de simuler divers types d’activités de la région CA1. Dans cette section nous
illustrons d’abord deux cas simples, activité physiologique et activité pathologique (instable),
rencontrés dans d’autres modeles biomathématiques. Ensuite nous présenterons les PES simulées par

ce modele.

2.3.1 Activité physiologique
Les parametres de base, indiqués en section 2.1.6 de ce chapitre, permettent de simuler une activité

de base (Figure 5.6).
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Figure 5.6 - Activité de base du modéle.

2.3.2 Activité paroxystique
Lorsque la valeur moyenne de I'entrée augmente de facon importante le modéle fini par atteindre un

cycle limite qui peut étre assimilé a une activité paroxystique. Ce cycle est atteint lorsque
I'excitabilité du modele est trop forte au regard de 'entrée qu’il recoit. Comme I'illustre la Figure 5.7,

ce cycle est caractérisé par des oscillations quasi-sinusoidales de grande amplitude.
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Figure 5.7 - Activité paroxystique du modeéle.

2.3.3 Pointes épileptiques

Lorsque l'entrée wcy3 est utilisée pour envoyer des volées de PA, des événements transitoires
apparaissent dans le signal LFP. Ces événements sont similaires aux PES observées dans le modéle
KA, mais aussi chez 'Homme en SEEG, notamment dans I'hippocampe dans des d’épilepsies

temporales (Figure 5.8).

Pointe simulée Pointes réelles

~J
(2]

Fréquence (Hz)
o &

=

Figure 5.8 - Pointes épileptiques : simulée et réelles. Les pointes réelles sont extraites de I'article
(Wendling et al. 2012)
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En s’intéressant plus précisément a la forme de ces pointes simulées, on remarque qu’elles
présentent le méme décours temporel avec une premiére partie pointue rapide, suivie d’'une onde
plus lente de polarité opposée. Les durées de ces composantes sont du méme ordre de grandeur que
dans les signaux réels. L’amplitude quant a elle, n’est pas comparable avec les signaux réels car dans
le modele elle est arbitrairement fixée par le gain du filtre d’acquisition G,p. On constate aussi sur la
pointe simulée de la Figure 5.8 la présence d'une seconde onde de méme polarité que la composante
pointue. Cette seconde onde rappelle I’onde de « rebond » observée dans les PES du modele KA-TH,
mais elle est plus courte que cette derniere. Malgré cette différence, ces deux ondes de « rebond »

évoquent un méme mécanisme d’oscillation avant un retour a la stabilité du systeme.

Dans le chapitre précédent, nous avons observé que la forme des PES réelles enregistrées chez
I’animal est variable, notamment pendant I’épileptogenése. La Figure 5.9 montre que, dans le modéle
biomathématique, la forme de ces événements varie beaucoup en fonction de certains parametres de
connectivité du modele. Pour évaluer ces changements morphologiques dans les pointes simulées,
nous pouvons utiliser les mémes caractéristiques morphologiques que précédemment, a savoir
Iamplitude de la pointe, I'aire de 'onde et I’aire du rebond. En jouant sur certains parametres, il est
donc possible de reproduire I’évolution des caractéristiques morphologiques observée

expérimentalement durant I’épileptogenése.

1mV
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Figure 5.9 - Exemples de pointes simulées. Pointes épileptiques simulées pour différentes valeurs
de parameétres D¢y3.p, Cp_p, Cip €t Cp_,;.

Afin de comprendre les liens qui existent entre les parameétres de connectivité et les caractéristiques
morphologiques des pointes, nous nous proposons d’étudier, dans la suite de ce chapitre, la
sensibilité du modele aux quatre parameétres de connectivité, Dcgzp, Cpop, Ciop et Cpp,

intervenant dans la génération des PES.
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3  Effets des parametres sur la morphologie des PES

3.1 Méthode automatique d’analyae de la aenaibilité

Etant donné qu’il n’est pas possible d’identifier mathématiquement les paramétres agissant sur les
caractéristiques morphologiques des PES, nous avons procédé a une analyse de sensibilité aux
parametres étudiés. Cette analyse nécessite de simuler une grande quantité de PES en utilisant des
jeux de paramétres différents. Afin de quantifier automatiquement les caractéristiques
morphologiques des pointes pour chaque jeu de parameétres, nous avons di réutiliser les algorithmes
développés précédemment. En effet, les PES simulées sont bien détectées par la méthode développée
dans le Chapitre 4-1. Nous avons ensuite appliqué la méthode de caractérisation automatique
développée pour I'analyse des PES pendant I'épileptogenése dans le modéle KA-IH (Chapitre 4-2).
Grace a un programme que nous avons développé, nous avons interfacé le modeéle biomathématique

et les méthodes de détection et de caractérisation des PES.

3.1.1 Bornes de I'’eapace des parametres
Dans ce modeéle, la valeur des paramétres de connectivité n’a pas de lien direct avec la réalité. Il est

donc impossible de fixer celle-ci dans I’absolu par rapport a des connaissances physiologiques. Les
bornes de I'analyse de sensibilité ont été fixées empiriquement par mimétisme de la morphologie des

PES observées in vivo.

A B

Figure 5.10 - Cas limites des PES simulées.

Parametres Valeurs min Valeurs max
Dcas—p 0,66 2,64
Cp_; 165 330
Ciop 165 330
Cp_p 44 88

Tableau 5.3 - Plages de parameétres explorées pour I'analyse de sensibilité.

3.1.2 Analyse de la variance

L’observation de leffet conjoint de N parameétres sur un facteur calculé en sortie du modele
nécessite une représentation sur N + 1 dimensions ; cette analyse devient difficile au-dela de deux

parametres. Dans notre cas, nous avons dans un premier temps tenté de représenter I’effet conjoint
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des quatre parametres étudiés au moyen de cartographies en couleur. Afin de nous assurer de la
justesse de ces observations nous avons aussi utilisé une méthode automatique d’analyse de
sensibilité basée sur 'analyse de la variance. Cette méthode a I’avantage de permettre une analyse
de linfluence marginale de chaque parametre, mais aussi une analyse de l'influence conjointe de
deux parametres. Une description du principe théorique de la méthode est fournie dans I’Annexe 3,

qui correspond a une traduction partielle de 'article (Blanchard et al. 2011).

Pour appliquer cette méthode a notre probléme, nous avons utilisé I'interface graphique GUI-HDMR
(Ziehn & Tomlin 2009). Une base de N = 20000 simulations a été générée pour des valeurs de
parametres tirées aléatoirement suivant une loi uniforme entre les bornes du Tableau 5.3. Les valeurs
des caractéristiques morphologiques associées ont été calculées automatiquement sur les PES

résultants de ces simulations.

3.2 Résultats sur la pointe

Les cartes en couleur de la Figure 5.11 présentent uniquement un gradient horizontal et aucun
gradient oblique. De plus, on ne distingue aucune variation d’'une carte a 'autre. Cela signifie que,
dans ce modele, Pamplitude de la pointe est essentiellement contrdlée par l'entrée Dcy3-p, qui

représente la force de la volée de PA a I’origine de la PES dans la population de CA1 prise en compte.
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Figure 5.11 - Représentation de l'influence des paramétres sur I'amplitude de la pointe.
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Les résultats de I’analyse de sensibilité basée sur la variance concordent avec ’analyse visuelle des
cartes de couleur (Tableau 5.4). De plus, ce résultat révéle qu’aucune contribution conjointe de

parametres n’a d’influence sur I’amplitude de la pointe.

Marginales (1¢ ordre) Conjointes (24 ordre)

Dcaz-p 99,89 % {Dcaz-p; Cpor} %)
Cpr %) {DCA3—>P; CI—>P} %)
Cip 0,04 % {Dcaz-p; Cpp} %
Cpop 0,02 % {Cp-p; Ciop} %
{Cpor; Cpp} %)

{Cip; Cp_p} %,

Total 99,95 % Total %)

Tableau 5.4 - Valeurs des contributions des paramétres sur ’lamplitude de la pointe.

Ces résultats suggerent que, dans le modele KA-IH (kainate-intrahippocampique), la population
neuronale de CA1 dans laquelle les PES sont enregistrées recoit des stimulations provenant de CA3
de plus en plus fortes a mesure que I'épileptogenése avance. D’un point de vue plus microscopique,
on peut avoir plusieurs interprétations de cette hypothése. Ce phénomene peut étre di par exemple
a l'augmentation du nombre de neurones pyramidaux de CA3 impliqués dans la volée de PA qui
déclenche les PES. On peut aussi voir ce résultat comme une augmentation de l'efficacité des

synapses entre ces neurones et les neurones pyramidaux de CA1.

3.3 Résultats aur 'onde
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Figure 5.12 - Représentation de I'influence des parameétres sur I'aire de I'onde.
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L’onde qui suit directement la pointe est influencée par plus de paramétres que cette derniére. La
Figure 5.12 fait apparaitre un gradient oblique sur chaque carte de couleur, ce qui indique que l'aire
de I'onde est influencée a la fois par 'entrée D43_,p et par la connexion C;_,p des interneurones vers
les cellules pyramidales. De plus, les cartes sont légérement différentes entre elles, révélant ainsi un

effet des parametres Cp_,p et Cp_,;.

Le Tableau 5.5, qui retranscrit les contributions, marginales et conjointes, mises en évidence par
I'analyse de la variance, confirme et précise ces résultats. La contribution marginale la plus
importante est, comme pour la pointe, due a la force de la volée de PA envoyée par CA3. Une
deuxiéme contribution non négligeable est celle du parametre C;_,p décrivant l'efficacité de 'action
des interneurones inhibiteurs vers les cellules pyramidales excitatrices. Cette analyse révéle que la
contribution des deux autres paramétres a laire de I'onde reste trés faible. Les contributions
conjointes vont dans le méme sens. En effet, on constate que la seule contribution conjointe

significative est celle du couple {D¢a3-p; Ci-p}.

Au niveau du sens de ces contributions, la Figure 5.12 montre clairement que les parametres D¢43_,p
et C;_p influence 'onde dans des sens opposés. D’une part, ’apparition et 'augmentation de ’'onde
sont provoquées par une augmentation de la volée de PA venant de CA3. D’autre part, ce méme
phénomene sur 'onde est observé pour une diminution de 'efficacité de la connexion inhibitrice des
interneurones sur les cellules pyramidales. Ce phénomene est, a premiére vue, contrintuitif. En effet,

I'onde est souvent vue comme le reflet de I'action des interneurones inhibiteurs sur les cellules

pyramidales.
Marginales (1¢" ordre) Conjointes (2" ordre)

Dcpzp 80,57 % {Dcaz—p; Cpoi} 0,60 %
Cp_; 0,81 % {Dcaz—p; Cip} 529 %
Ciop 11,26 % {Dcasz—p; Cpp} 0,25 %
Cp_p 0,58 % {Cp_1; Ciop} 0,25 %

{Cpo1; Cpp} %
{C1—p; Cpp} 0,22 %
Total 93,22 % Total 6,61 %

Tableau 5.5 - Valeurs des contributions des parameétres sur I'aire de 'onde.

Afin d’expliquer comment la diminution de linhibition peut augmenter 'aire de l'onde, nous
présentons, dans la Figure 5.13, les taux de décharges dans les deux sous-populations P et I
modélisées, et ce pour trois degrés d’inhibition différents. Cette figure confirme que les PES simulées
en champ (LFP) ont une onde plus importante lorsque le niveau d’inhibition est bas. On constate que
ce phénomene est lié a un taux de décharge au repos, dans les deux sous-populations, plus important
dans le troisieme cas que dans le premier. De plus, le taux de décharge des neurones excitateurs P
augmente plus que celui des neurones inhibiteurs, et cela alors méme que 'efficacité de I'inhibition
diminue, ce qui se traduit par une plus grande instabilité du modele. Par conséquent, pour une méme

volée de PA venant de CA3, les cellules pyramidales P, qui sont moins inhibées au repos, vont plus
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exciter les interneurones I dans le troisieme cas que dans le premier. Il en résulte que ces derniers
vont en retour, avoir une rétroaction inhibitrice plus forte sur les synapses de la sous-population P,
et C’est cette activité en entrée des neurones pyramidaux P qui engendre le LFP. Il est donc normal
que 'onde de la pointe soit plus importante lorsque le degré d’inhibition est faible, quand bien méme

cette onde est la traduction en champs de I’activité inhibitrice.
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Figure 5.13 - Morphologie des PES simulées en fonction du taux d'inhibition. Sous chaque
schéma sont présentés les taux de décharges dans les deux sous-populations, cellules pyramidales
(P) et interneurones (I), et le LFP correspondant a une simulation sans activité de fond. Trois
configurations du modeéle correspondant a trois taux d’inhibition différents : 1) C;_p = 330, 2)
Cip = 247,5et 3) C,_,p = 165. Les autres parametres variables sont fixés sur des valeurs
intermédiaires : Dcys_p = 1,32, Cpp = 66, Cp_,; = 247,5.

Le fait que la population de CA1 modélisée est plus instable lorsque la connexion inhibitrice est peu
efficace peut étre observé en simulant une activité paroxystique sommaire, comme décrit dans la
section 2.3.2. En augmentant la densité de PA venant de I'entrée non-spécifique suivant une pente
constante, il est possible de mesurer le délai jusqu’a ce que la population devienne instable et adopte
une activité paroxystique. La Figure 5.14 montre que plus le degré inhibition C;_p diminue, plus le

délai jusqu’a l'instabilité est bref, confirmant I’explication ci-dessus.
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Délai jusqu’a 'instabilité
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temps (u.a.)
Figure 5.14 - Stabilité du modeéle en fonction du taux d’inhibition.

Le phénomene contrintuitif qui lie 'aire de 'onde et le degré d’inhibition améne a plusieurs
interprétations physiologiques possibles. En effet dans le modéle de population, Iefficacité de la
connexion inhibitrice C;_,p (ou degré d’inhibition) ne correspond pas a un parameétre physiologique
précis. Cette valeur englobe a la fois le nombre de connexions moyen entre la sous-population
d’interneurones et la sous-population de cellules pyramidales, ainsi que lefficacité de la
transmission synaptique a proprement parler. Cette seconde caractéristique est elle aussi dépendante
a la fois du nombre moyen de récepteurs GABAergiques post-synaptiques disponibles et de la
quantité de GABA relachée en moyenne dans chaque fente synaptique. Notre modéle
biomathématique ne faisant pas de différence entre toutes ces caractéristiques physiologiques, les

hypothéses que nous avons formulées sont applicables indépendamment a I'une ou a I'autre.

Nous choisissons de vérifier I'hypothese selon laquelle 'aire de 'onde augmente lorsque efficacité
des synapses inhibitrices diminue, et en particulier lorsque le nombre moyen de récepteurs
GABAergiques post-synaptiques diminuent, ce qui peut étre aisément provoqué expérimentalement.
Nous avons, dans la section qui suit, utilisé deux modalités expérimentales différentes, in vivo et in

vitro, afin de tester cette hypothése du modéle biomathématique.

4  Vérification expérimentale du lien entre I'onde et le degré
d’inhibition

Le modele biomathématique prédit qu'une diminution de I’efficacité de la connexion inhibitrice des
interneurones vers les cellules pyramidales dans CA1 entraine un accroissement de I'onde des PES
enregistrées dans cette structure. Nous proposons ici de vérifier cette hypothése en diminuant
artificiellement le degré d’inhibition a l'aide d’antagoniste des récepteurs GABA,, qui sont les
principaux récepteurs inotropes du systéme nerveux central. Cette vérification a été menée selon
deux modalités expérimentales. La premieére vise a travailler sur les mémes PES, donc dans le modéle
KA-IH in vivo, en injectant un antagoniste des récepteurs GABA, dans tout 'organisme. La seconde

expérience utilise un autre modele de pointes « épileptiques », dans des tranches d’hippocampe in
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vitro, ce qui permet d’administrer ’antagoniste du GABA, directement et seulement dans cette

structure.

4.1 Blocage in vivo des récepteurs GABAa chez des souris épileptiques

La picrotoxine (PTX) est un composé chimique extrait des fruits de la Coque du Levant (Anamirta
cocculus). Ce produit agit comme antagoniste non-compétitif des récepteurs GABA, (Yoon et al.
1993). 1l est considéré comme un convulsivant car la diminution d’inhibition qu’il provoque entraine
une augmentation de I’excitabilité qui peut aboutir a une convulsion. Notre objectif est d’administrer
de la PTX a des souris déja épileptiques pour mesurer une éventuelle modification de la morphologie

des PES qu’elles présentent spontanément.

4.1.1 Méthode

Trois souris C57BL/6] ont subi une injection intra-hippocampique d’acide kainique (KA) et une
implantation d’électrodes suivant le protocole décrit dans le Chapitre 3 (section 3.2). Entre six et
neuf semaines apres 'opération ces souris ont été placées dans une cage de Faraday pour une séance
d’EEG. Durant cing heures, nous avons enregistré les LFP dans les différentes structures implantées,
dont I'hippocampe droit. Trois heures apres le début de I'acquisition, chaque souris a recu une
injection intrapéritonéale d’une solution de PTX (SIGMA-ALDRICH, 2 mg/kg) et de sérum
physiologique (NaCl 9 %). L’enregistrement des LFP a ensuite continué pendant les deux heures

restantes.

Les PES dans ces signaux ont été annotées par un expert avant et apres I'injection de PTX. La
morphologie des PES recueillies a ensuite été analysée suivant la méthode de caractérisation

détaillée précédemment.

4.1.2 Résultats

Observée séparément, chacune des trois souris a présenté une augmentation significative de 'aire de
londe des PES (Figure 5.15B). L’amplitude de la pointe montre une diminution significative dans un
cas sur trois, une diminution non significative dans un autre cas, et une stabilité dans le dernier cas
(Figure 5.15A). L’analyse appariée de ces données fait ressortir une augmentation de 120 % de l'aire

de I'onde, alors que 'amplitude de la pointe ne varie pas significativement.

Ces résultats, obtenus in vivo, montrent que la diminution de I’action GABAergique (GABA,), et
donc de lefficacité des connexions inhibitrices des interneurones sur les cellules pyramidales
entraine, dans les PES, une augmentation de 'aire de I'onde alors que la pointe ne semble pas
modifiée. Le fait que, dans cette expérience, I'amplitude de la pointe ne change pas soutient
I'hypothese selon laquelle c’est bien la diminution du degré d’inhibition qui agit sur 'aire de 'onde
et non pas une amplification de la volée de PA a l'origine de la pointe (autre possibilité pour

augmenter I’onde dans le modeéle biomathématique).
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Figure 5.15 - Changements morphologiques des PES apreés injection de PTX in vivo. Diagramme
de comparaison de la moyenne et de I'erreur standard des caractéristiques morphologiques (A/
amplitude de la pointe ; B/ aire de I'onde) des PES enregistrées in vivo, avant et aprés l'injection
i.p. de picrotoxine (PTX). Chaque graphe présente les données appariées et normalisées sur la
valeur moyenne avant I'injection de PTX. (*) : p<0,05 avec un test t de Student pairé.

4.2 Blocage in vitro des récepteurs GABAa sur tranches organotypiques
d’hippocampe

Afin de tester in vitro I'influence d’une diminution de I'inhibition sur la morphologie des PES, nous
avons utilisé des tranches organotypiques d’hippocampe de rat. Aprés mise en culture, les coupes
d’hippocampe de jeunes rats continuent a se développer et peuvent étre maintenues en vie plusieurs
semaines. Ainsi, dans une tranche organotypique, le nombre de connexions par neurones est
beaucoup plus proche du tissu vivant que ne I’est le nombre de connexions dans des tranches aigues
classiques (Gdhwiler et al. 1997). Lorsque 'excitabilité de ces tranches est artificiellement augmentée,
le signal LFP enregistré dans le stratum radiatum (str. rad.) de la région CA1 présente des pointes
isomorphes des PES enregistrées in vivo (Figure 5.16). Pour diminuer le degré d’inhibition dans ces
tranches d’hippocampe, nous avons utilisé de la bicuculline, un antagoniste compétitif des
récepteurs GABA, (Curtis et al. 1970 ; Khawaled et al. 1999). L’objectif est ici de comparer la
morphologie des pointes « épileptiques » observées pour différentes concentrations de bicuculline

dans la tranche, c'est-a-dire pour différents niveaux d’inhibition.

4.2.1 Méthode

Les tranches organotypiques sont préparées a partir de rat Wistar males 4gés de six jours, comme
décrit dans (Gdhwiler et al. 1997). Les hippocampes sont disséqués puis coupés en tranches de
375 pm qui sont maintenues en incubation sur des lames de verre dans un milieu de culture a 36 °C.
Apreés deux a trois semaines, les tranches in vitro sont placées sous microscope dans une chambre
d’enregistrement (AXIOSCOPE FS, ZEISS, Oberkochen, Allemagne). Le LFP dans le str. rad. est
enregistré a l'aide d’'un amplificateur (AXON AXOPATCH 200B AMPLIFIER, MOLECULAR DEVICES), et

échantillonnée a 10 kHz puis filtrée a 2 kHz. Durant enregistrement, la tranche est perfusée en
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continue (1-2 ml/min) avec un liquide cérébrospinal artificiel (ACSF) normal stabilisé a 95 % de O,
et 5% de CO; et contenant : 124 mM de NaCl, 2,5 mM de KCIl, 26 mM de NaHCOs, 1,25 mM de
NaH,PO,, 10 mM de glucose, 2 mM de CaCly, 2 mM de MgCl, (pH 7,4 et température 34 °C). Afin
d’imposer différents degrés d’excitabilité et ainsi générer des pointes, la perfusion d’ACSF est
modifiée pour diminuer le taux d’ions Mg2+, et est combinée avec une perfusion de différentes
concentrations de bicuculline (0 uM, 10 uM ou 50 uM ; TOCRIS). Deux tranches ont été enregistrées
sans bicuculline, quatre tranches ont été perfusées avec 10 uM de bicuculline et trois tranches ont
été perfusées avec 50 pM. Chaque tranche d’hippocampe n’a été utilisée que pour une concentration

de bicuculline donnée.

A B

Tranche d’hippocampe LFP enregistrés
(bain : faible Mg?* et bicuculline)

10 uM de
bicuculline

CA3 1 mvV
DG 250 ms

Figure 5.16 - Modeéle de pointes épileptiques dans des tranches d'hippocampes de rats. A/
Schéma d’hippocampe montrant le site de mesure du LFP in vitro. B/ Pointes « épileptiques »
enregistrées pour deux concentrations différentes de bicuculline.

50 uM de
bicuculline

CA1 LFP

Les pointes « épileptiques » enregistrées par ce procédé sont analysées a I’aide du logiciel CLAMPFIT
(PCLAMP, MOLECULAR DEVICES). Leur morphologie a dii étre caractérisée manuellement a cause du

bruit particulier a ce type d’enregistrements in vitro.

4.2.2 Résultats

La méthode utilisée permet d’enregistrer des événements transitoires de type pointes
« épileptiques » ressemblant morphologiquement aux PES observées in vivo (Figure 5.16 B). Ces
événements ont été observés aussi bien avec une concentration de bicuculline de 10 pM (n = 51)
que de 50pM (n = 28), mais n'ont pas été observés sans bicuculline. La comparaison des
caractéristiques morphologiques révele que I'amplitude de la pointe ne change pas significativement
entre les deux concentrations (Figure 5.17 A). A contrario, I’aire de 'onde connait une augmentation
significative, plus 100 % en moyenne, entre une faible (10 uM) et une forte (50 uM) concentration
de bicuculline (Figure 5.17 B). Ce modéle in wvitro de pointe épileptique semble donc confirmer
I'hypothése du modele théorique selon laquelle I'aire de I'onde augmente a mesure que le degré

d’inhibition sur les cellules pyramidales de CA1 diminue.
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la pointe (mV) (mV-ms)
NS *
n=3 _
3| n=4 150 n=3
1
=4
2 100| n
1 50
0 0

Figure 5.17 - Influence de la bicuculline sur la morphologie des pointes épileptiques. Diagrammes
affichant la moyenne, ainsi que I'erreur standard, des caractéristiques morphologiques des pointes
obtenues dans des tranches d’hippocampes perfusées avec 10 uM (n = 51 pointes parmi N = 4
tranches) et 50uM ( n = 28 pointes parmi N = 3 tranches) de bicuculline. Les deux
caractéristiques morphologiques étudiées sont I'amplitude de la pointe (A) et I'aire de 'onde (B).
(*) : p<0,05 avec un test t de Student.

5 Discussion

Dans ce chapitre, nous avons tenté d’interpréter les changements morphologiques des pointes
épileptiques sporadiques (PES) observées pendant I’épileptogenése en termes de modifications
physiopathologiques sous-jacentes. Nous avons pour cela proposé une modélisation
biomathématique, physiologiquement argumentée, des PES afin de déterminer les parametres de
connectivité influencant leur morphologie. Il a été montré que ces événements peuvent étre simulés
par des modeéles neuronaux a I’échelle cellulaire tels que les modéles compartimentaux (Demont-
Guignard et al. 2009), mais ces modéles sont plus complexes, notamment au regard du nombre de
parametres et du colt de calcul. C’est pourquoi nous avons choisi d’implémenter un modéle de
population neuronale, a deux sous-populations, qui posséde un nombre restreint de parameétres, ce
qui le rend plus facile a identifier. Ce choix est justifié par le fait que les PES sont des activités
impliquant une forte synchronie au sein d’une population locale de neurones, il y a donc peu de
différence entre P'activité d’un neurone et celles des neurones voisins du méme type, contrairement a
d’autres événements transitoires tels que les Fast Ripples (Wendling et al. 2012). La rapidité des
calculs du modeéle de population nous a permis d’effectuer un tres grand nombre de simulations pour
identifier des parametres susceptibles d’avoir une influence sur la morphologie des PES simulées.
Nous avons pour cela procédé suivant deux méthodes d’analyse de sensibilité, d’abord visuellement,
puis automatiquement grace a une méthode basée sur I'analyse de la variance. Deux caractéristiques

morphologiques ont été étudiées dans les PES simulées : I'amplitude de la pointe et I'aire de I’onde.

L’analyse de sensibilité du modéle théorique montre qu’un parametre important dans la
morphologie des PES simulées est la force de la volée de PA provenant des projections excitatrices

de la région CA3 vers les cellules pyramidales de CA1. Plus ce parameétre est important, plus la PES
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résultante est ample, aussi bien sa pointe que son onde. Ce phénomene est assez intuitif en soi. Par
rapport a I'épileptogenese et aux résultats du Chapitre 4, cette hypothése du modéle théorique
suggere que l'impact de la volée de PA initiant les PES est de plus en plus fort, a mesure que

I’épilepsie s’installe.

Nos résultats montrent aussi que l'aire de I'onde est liée a 'efficacité de la connexion inhibitrice des
interneurones vers les cellules pyramidales. Il est souvent admis que ’onde est le reflet d'une action
inhibitrice, mais nous montrons ici que 'onde croit lorsque le degré d’inhibition diminue. Ce
phénomene a priori contrintuitif a pu étre vérifié par deux expérimentations, in vivo et in vitro. En
outre, ce résultat ameéne a une interprétation intéressante des données électrophysiologiques que
nous avons enregistrées chez la souris et qui montraient une augmentation de l'aire de I'onde au
cours de Iépileptogenese. En effet, nos observations suggérent que, dans le modéle KA-IH,
I'épileptogenese est liée a une érosion progressive du degré d’inhibition sur les cellules pyramidales
au cours des semaines suivant l'injection de KA. Cette hypotheése rejoint celles d’autres travaux qui
ont montré une diminution de I'inhibition GABAergique dans les épilepsies temporales (Ben-Ari &
Dudek 2010). En particulier deux phénomeénes pourraient étre impliqués dans cette diminution de
Iinhibition. Le premier est la dégénérescence des projections dendritiques des interneurones
GABAergiques sur les cellules pyramidales (Cossart et al. 2001). Le second est la variation du
potentiel d’inversion du GABA,, qui rend ainsi le GABA dépolarisant. Ce deuxieme phénomene a
été observé chez 'homme (Cohen et al. 2002 ; Huberfeld et al. 2007), mais aussi pendant

I’épileptogenese dans des modeéles animaux d’épilepsie du lobe temporal (Staley 2008).

Bien que les événements simulés semblent présenter un « rebond », directement apres 1’onde, nous
avons préféré ne pas I'étudier. La raison est que ce rebond est beaucoup trop bref pour pouvoir étre
assimilé au rebond observé dans les PES enregistrées in vivo. Cette différence est certainement due
aux simplifications que nous avons introduites et nous empéche donc d’émettre des hypothéses
mécanistiques précises sur I’origine du rebond. Cependant, on peut faire une certaine analogie entre
laugmentation de ce rebond dans les PES réelles et simulées, qui semble, dans les deux cas, liée a
une augmentation générale de 'amplitude de ces événements. Ce rebond, tout comme I’onde, semble
retranscrire une perte de la stabilité de la population de CA1 modélisée, qui met alors plus de temps,
et oscille plus, pour retrouver son point d’équilibre aprés un choc qu’est la volée de PA provenant de
CA3. L’augmentation de l'excitabilité générale de la population, qui peut étre induite par une
diminution de l'inhibition, est trés certainement a lorigine de la perte de stabilité, qui est reflétée

dans le caractére oscillant de la morphologie des PES.






Conclusion & perspectives

Cette these a permis de mettre en évidence la présence de pointes épileptiques sporadiques (PES)
dans les potentiels de champs locaux (LFP) enregistrés dans ’hippocampe dans le modeéle kainate
intra-hippocampique (KA-IH) chez la souris, un modele animal d’épilepsie mésiale du lobe temporal
(EMLT). Nous avons développé des méthodes de traitement du signal afin de détecter ces PES dans
les signaux LFP et de caractériser leur morphologie, suivant trois composantes : la pointe, I’'onde et
le rebond. Les tests effectués sur le détecteur proposé ont permis de valider nos choix
méthodologiques. Ensuite, ces méthodes ont été appliquées aux signaux LFP acquis durant
I'épileptogenese dans le modeéle KA-IH. D'une part, nous avons confirmé I'augmentation de la
fréquence d’occurrence des PES a mesure que I'épilepsie s’installe, observation qui a été faite dans
un autre modeéle d’épilepsie temporal chez le rat (White et al. 2010). D’autre part, nous avons révélé
une augmentation générale de "amplitude de ces trois composantes. De plus, nos résultats montrent
une augmentation de laire de 'onde et du rebond. Nous pensons donc que ces changements
morphologiques peuvent constituer des marqueurs du processus d’épileptogenese. Afin de
comprendre leur signification physiopathologique, nous avons développé, a partir de précédents
travaux au sein de 1'équipe (Wendling et al. 2002), un modéle biomathématique d’une population
neuronale de I’hippocampe capable de simuler des PES. Nous avons effectué une analyse de la
sensibilité du modéle a certains parametres d’excitabilité de deux maniéres, visuelle et automatique.
Cette analyse a mis en évidence I’action contrintuitive du degré d’inhibition dans la population
modélisée sur l'aire de I'onde des PES. Deux expériences de blocage des récepteurs GABA, ont
permis de valider ce résultat, in vivo dans le modéle KA-IH, et in wvitro dans des tranches
organotypiques d’hippocampe de rat. Ainsi, 'onde des PES semble bien refléter le niveau
d’excitabilité du tissu cérébral. Nous pensons qu’elle constitue un biomarqueur de la perte
d’inhibition observée au cours du processus d’épileptogenése (Cossart et al. 2001). En conclusion,
cette these apporte des connaissances nouvelles pour I’étude de I’épileptogenése car elle fournit un

moyen d’observer son déroulement.

Les perspectives découlant de ce travail de thése sont nombreuses, d’abord concernant des aspects
méthodologiques. Premiérement, nous avons fait le choix d’utiliser le modéle KA-IH mais il serait
intéressant d’appliquer les méthodes que nous proposons a d’autres modeéles expérimentaux. Il existe
beaucoup de modeles d’épileptogenése. Comme 'ont fait (White et al. 2010) chez le rat en étudiant la
fréquences de pointes épileptiques semblables aux PES, il serait intéressant d’analyser la

morphologie de ces événements, afin de confronter ces résultats. Deuxiémement, au-dela des pointes
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épileptiques, d’autres événements transitoires sont présents pendant 1’épileptogenése dans le LFP,
comme les Fast Ripples (cf. Chapitre 3 section 4.3). Il existe aujourd’hui des moyens pour étudier ces
événements au cours de I'épileptogenése. D'une part, des méthodes de détection spécifique de ces
événements ont récemment été publiées (Salami et al. 2012 ; Birot et al. 2013). D’autre part, un travail
effectué au sein du laboratoire a montré qu’il était possible de simuler des Fast Ripples dans un
modele biomathématique détaillé (microscopique) (Demont-Guignard et al. 2012). Une perspective
évidente serait donc d’appliquer aux Fast Ripples I’approche que nous avons utilisée dans cette these.
Derniérement, dans le domaine de la modélisation, il serait intéressant d’améliorer le réalisme des
PES simulée, principalement sur la durée de I'onde et du rebond. Une piste de travail serait d’ajouter
d’autres connexions inter-populations, tels que I'excitation NMDAergique, plus lente que I’excitation

AMPAergique que nous avons modélisée.

Au-dela de I'aspect scientifique, nous espérons que cette these ouvre des perspectives plus concretes
sur le plan médical. D’abord, en suscitant un intérét pour la morphologie des pointes épileptiques
enregistrées en SEEG. Ces pointes, souvent nommeées pointes intercritiques en clinique, présentent
de nombreuses similitudes avec les PES : elles sont souvent composées d’une partie pointe et d'une
partie onde et sont observables dans I’hippocampe dans les EMLT. L’hypothese selon laquelle 'onde
est un marqueur de l'excitabilité, et plus précisément de la perte d’inhibition, présente un intérét
certain pour les épileptologues. Finalement, ce biomarqueur pourra peut-étre permettre, alors méme
que les crises sont rares ou encore inexistantes, d’évaluer I'efficacité de stratégies thérapeutiques

visant a ralentir, voire stopper, le processus d’épileptogenése.

Ces travaux de thése ont été acceptés pour publication dans la revue internationale EPILEPSIA sous le
titre « Shape features of epileptic spikes are a marker of epileptogenesis in mice ». Au-dela des résultats
présentés ici, cet article propose un biomarqueur normalisé basé sur les caractéristiques
morphologiques des PES. Dans un souci de généralisation des résultats, ce biomarqueur a été testé
sur des souris issues de lignées consanguines différentes. Cela constitue un premier pas vers une

possible application a ’homme.
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Table des abréviations et sigles

CA(1, 2, 3)

DHP

EEG

EMLT

GD

KA

KA-TH

LFP

PES

PTX

SEEG

str. pyr.

str. rad.

Diftérentes parties (1, 2 et 3) de la Corne d’ Ammon

Décharge hippocampique paroxystique
Electroencéphalographie, ou parfois électroencéphalogramme
Epilepsie mésiale du lobe temporal

Gyrus denté

Acide kainique

Désigne le modele in vivo d’épilepsie chez la souris obtenue par une injection intra-

hippocampique d’acide kainique.

Potentiel de champ local (ang. : Local Field Potentiel)
Pointes épileptiques sporadiques

Picrotoxine

Stéréo-électroencéphalographie

Stratum pyramidale : couche pyramidale

Stratum radiatum : couche radiale
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Annexe 1

Coloration de Nissl : protocole utilisé

1

2

Préparation du Crésyl violet :

« Diluer 2 g de Crésyl violet acétate dans 400 ml d’eau ultra-pure (mQ)

« Bien agiter

« Conserver dans une bouteille opaque a la lumiére (emballée de papier d’aluminium)
« Laisser reposer au moins 24 heures

« Filtrer avant utilisation

Coloration des coupes :

Placer les lames dans un panier qui sera trempé successivement dans les bains suivant pendant les

durées indiquées.

R N Ul AW
o — — — — Y~ —

9)

Crésyl

H20 distillée
Ethanol 50 %
Ethanol 70 %
Ethanol 95 %
Ethanol 95 %
Ethanol 100 %
Ethanol 100 %
Butan-1-ol

10) Butan-1-ol

8 min
ringcage
1 min
1 min
1 min
1 min
1 min
1 min
8 min
8 min

Ensuite, monter entre lames et lamelles avec du Roti®-Histokitt II (CARL ROTH).

3

Référence

Banny, T]M. & Clark, G., 1950. The new domestic cresyl echt violet. Stain Technol, 25(4),
pp-195-6.
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Annexe 2

Modele bi-exponentiel de réponse synaptique

Cette annexe est dédiée a la description de la fonction bi-exponentielle utilisée pour modéliser le
transfert synaptique, qu’il soit inhibiteur ou excitateur, dans une population neuronale. Elle décrit
les différents parameétres et leur influence sur la forme de la réponse synaptique ; et détaille le calcul
permettant d’écrire ce transfert synaptique sous forme d’un systéeme d’équations différentielles du

premier ordre.

—lat _ p=Myt

h(t) = y(41, 2204 B 0(t)

1  Parametres de forme de la bi-exponentielle

La forme des potentiels post-synaptiques (PPS) peut étre décrite par leur amplitude, et les temps de
montée et de descente. Ces caractéristiques sont paramétrées par les valeurs 1, et 1,. Les équations

suivants sont tirées de ’annexe de I’article (Molaee-Ardekani et al. 2012).

L’amplitude A apparait dans ’équation lorsque 1'on fait ressortir le facteur de normalisation y, dont

I’équation est donnée ci-dessous.

A
NG
y(ll’lz) = (Z) S1 /11 * AZ
exp(1) sinon

Le temps de montée t,, correspond au temps pour atteindre le maximum, alors que le temps de
descente t; est la durée, depuis le sommet, nécessaire pour que la courbe décroisse jusqu’a 37 % de
lamplitude maximum A. Dans la fonction bi-exponentielle, les temps de montée et de descente,

peuvent étre réglés indépendamment I'un de l'autre.

()
tn =75
. y) ,
o — o 090211 4+ 2 sinh (In (,1_2)) ) 0,30538tanh (07992 x In (/1_;))

In (:11—;) In (%)
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2  Miae aoua forme d’équation différentielle

Le modele de transfert synaptique utilisé transforme une densité de potentiels d’action afférents u
en un PPS v. Mathématiquement, cela correspond a un filtre passe-bas dont la réponse
impulsionnelle h admet une transformée de Laplace H, qui constitue la fonction de transfert du filtre

(p indique la variable de Laplace).

o) =Y e e+ 2

On peut alors écrire la relation suivante reliant les transformées de Laplace de I’entrée et de la sortie,

UetV.
P2V () + (4 + A)pV () + 112,V (p) = v, U(p)
Ce calcul aboutit a une équation différentielle du deuxiéme ordre.
U(6) + (4 + 2)v(8) + 21 4,v(t) = yAu(t)

L’introduction d’une troisiéme variable rameéne ce probléeme au systeme d’équations différentielles

du premier ordre qui a été utilisé dans cette these.
{1.71 =7,
Uy = YAhu— (A4 + )v, — Lidv
3  Référence

Molaee-Ardekani, B. et al., 2012. Effects of transcranial Direct Current Stimulation (tDCS)
on cortical activity: A computational modeling study. Brain Stimul.



Annexe 3

Base théorique de I'analyse de sensibilité basée
sur la variance

Cette annexe est une traduction partielle de 'annexe de ’article de (Blanchard et al. 2011). Elle a
pour objectif de donner les bases théoriques sur lesquelles est fondée la méthode d’analyse de

sensibilité utilisée dans cette these.

1  Analyse de sensibilité basée sur la variance

Cette méthode est basée sur une décomposition de type ANOVA de la sortie du modele
(caractéristiques morphologiques étudiées). En considérant que chaque caractéristique est une
fonction @ non-linéaire d’'un vecteur inconnu des paramétres 6, la décomposition ANOVA de &

peut s’écrire :

D) = g + Z ®,(6,) Z 0,,(8,6,) + -+ Dy (81,80 )
i ij

Ici, le terme @ = [ ®(6)d0 est la valeur moyenne de la sortie. Comme I’écrivent (Li et al. 2002), la
fonction du premier ordre ®;(6;) représente la contribution marginale du i-éme paramétre d’entrée
6; a la caractéristique de sortie ®(8). La fonction du second ordre ®;; (Bi,Bj) représente, quant a
elle, la contribution conjointe de la paire (Bi, Bj) a la caractéristique considérée, et ainsi de suite

jusqu’au dernier terme qui contient les résidus a lordre n (contribution conjointe de tous les

parametres d’entrée). Les variances marginales et conjointes (2nd ordre) sont données par :
_ 2
g; = f q)i d@l

La variance totale de la sortie ®(8) est donnée par o = [ ®2(6)df — ®3. On peut donc calculer, a
partir de la premiére équation, la variance relative de chaque contribution par rapport a la variance

totale o de la sortie :
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Sij=?,1SiSn,1 <jsSni#j

T

Les indices de sensibilité S; et S;; quantifient respectivement l'influence marginale du parametre 6;
et l'influence conjointe des parametres 8; et 6; sur la caractéristique morphologique étudiée. En
pratique, la variance totale est facile a calculer, mais le calcul des nombreuses intégrales impliquées
dans les variances marginales devient trés difficile lorsque le nombre de parameétres d’entrée
augmente. Sur ce point des améliorations peuvent étre faites en utilisant des méthodes de types
Monte Carlo (Saltelli 2002 ; Sobol "2001) dans le but de maximiser le nombre d’échantillons sans trop
augmenter le colt de calcul. Afin de réduire le nombre d’échantillons, (Rabitz & Alis 1999) a proposé
une approche alternative qui fait une approximation de la sortie grace a des projections ¢ des
fonctions @ avant le calcul des indices de sensibilité. Ces projections peuvent étre vues comme un
méta-modele représentant la sortie. Par exemple avec une représentation polynomiale, on peut

démontrer que @; et ®;; peuvent s’écrire comme des polynémes de ces projections :

k

®,(6;) = Z aj or(6;)

r=1

®;;(6;,6))

Z 0004 (6))

Ilb4N

Plus tard, (Li et al. 2002) ont amélioré cette méthode en montrant que dans le cas d’approximations

polynomiales, on peut directement avoir acces aux variances marginales et conjointes :

~ (@)’

r=1
I m
ij
2, 2P
p=1q=1
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