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LEXIQUE

Activité paroxystique : éléments du signal EEG qui se distinguent du signal basal et qui indiquent un état
pathologique comme une crise d’épilepsie.

Barriere Hémato-Encéphalique : protection qui isole le tissu cérébral de la circulation sanguine.
Comorbidité : se définit par la présence de plusieurs maladies chez une méme personne.

Décharge pointe-onde: oscillation pathologique détectable par électroencéphalographie. Elles
apparaissent a une fréquence de 3-4 Hz chez I’'Homme et de 7-8 Hz chez le rat. Elles sont concomitantes
d’arrét comportementaux appelés crise d’épilepsie absence.

Diagnostique clinique : Démarche par laquelle un médecin détermine I'affection dont souffre un patient.

Electroencéphalographie (EEG) : technique non invasive d’enregistrement de l'activité électrique du
cerveau. Les électrodes sont disposées a la surface du scalp et détectent les activités neuronales
synchronisées.

Electrocorticographie (ECoG) : technique invasive d’enregistrement de I'activité électrique du cerveau par
I’emploi d’électrodes subdurales placées directement a la surface du cortex cérébral.

Encéphale : Systeme nerveux situé dans le crane. Comprend le cerveau (télencéphale et diencéphale), le
cervelet et le tronc cérébral. Le télencéphale se compose des deux hémisphéres cérébraux et englobe le
télencéphale qui comprend le thalamus, I'hypothalamus et I'épithalamus. Le cervelet se situe sous le
cerveau et derriere le tronc cérébral. Le tronc cérébral fait le lien entre la moelle épiniére et le cerveau et
le cervelet.

Epilepsie Absence de I’Enfant (EAE): crises associées a des activités cérébrales bilatérales
hypersynchrones et paroxystiques pendant lesquelles I’enfant perd connaissance. Elles sont détectables
par I'apparition de décharges pointes-ondes a une fréquence de 3-4 Hz sur |'électroencéphalogramme.

Excitotoxicité : destruction neuronale par hyperactivation glutamatergique. Le glutamate présent en
exces provoque une entrée trop importante de calcium dans le neurone post-synaptique, ce qui active des
seconds messagers et des enzymes qui dégradent le cytosquelette, les membranes et I’ADN. Ce
mécanisme peut se produire aprés une lésion cérébrale ou un accident vasculaire cérébral. La mort des
neurones peut engendrer une libération massive de glutamate dans le milieu extracellulaire. Ce glutamate
va provoquer la mort cellulaire des neurones voisins par excitotoxicité.

Functionnal Ultrasound Imaging (fUS — Imagerie Ultrasonore fonctionnelle) : technique d’imagerie
fonctionnelle, basée sur I'imagerie doppler ultrarapide, qui permet de mesurer le volume sanguin cérébral
chez le rat mobile. La résolution spatiale de la technique est proportionnelle a la fréquence des ultrasons
utilisés. Pour des ultrasons a 15MHz, les voxels ont une taille de 100um?.

Fuseau de sommeil : ondes dont la fréquence est comprise entre 12 et 14 Hz. Elles sont prépondérantes
pendant le stade 2 du sommeil lent.



GABA (acide y-aminobutyrique): neurotransmetteur inhibiteur principal du systéme nerveux central. Il
est excitateur lors du développement embryonnaire.

Glutamate : acide aminé, neurotransmetteur excitateur principal du systeme nerveux central chez les
mammiferes.

Homéostasie : Processus de régulation par lequel I'organisme maintient les différentes constantes du
milieu intérieur (ensemble des liquides de I’organisme) dans une gamme physiologique.

Ictal : trouve son origine du latin ictus qui veut dire crise.

Imagerie par Résonnance Magnétique (IRM) : technique qui permet d’imager le corps de fagon précise
par l"utilisation de champs magnétiques. La résolution spatiale de cette approche est proportionnelle a
I'intensité du cham magnétique utilisé.

Imagerie par Résonnance Magnétique fonctionnelle (IRMf) : modalité de I'IRM qui permet d’enregistrer,
par I'intermédiaire de modifications hémodynamiques, I'activité cérébrale.

Local Field Potential (LFP ou Potentiel de Champ Local) : potentiel électrique extracellulaire a basse
fréquence (1-100Hz) enregistré autour des neurones. Il se détecte a I'aide d’électrodes implantées dans le
cortex. Il refléte la synchronisation de populations de neurones situées a moins de 3mm de I’électrode. Le
LFP est extrait du signal ECog ou électrophysiologique intracérébral par I'application de filtre passe-bas.

Réseau du mode par défaut : Structures corticales et sous-corticales actives lorsque I'individu est au repos,
sans étre focalisé sur une tache.

Multiunit activity (MUA ou activité multi-unitaire en francais) : potentiels d’actions détectés dans une
population de neurones a l'aide d’électrodes implantées dans le cortex. Ils sont extraits du signal
électroencéphalographique a I'aide de filtres passe haut (400-10kHz).

Near Infrared Spectroscopy (NIRS — Spectroscopie dans le proche infrarouge) : technique d’imagerie
optique de I’oxygénation sanguine cérébrale. Cette approche repose sur le fait que le sang oxygéné et le
sang désoxygéné ont des propriétés optiques différentes. En neuroimagerie chez le petit animal, cette
approche donne une idée globale des variations d’oxygénation cérébrale.

Neurotransmetteur : messager chimique libéré dans la fente synaptique par les neurones présynaptiques
et qui agit sur les cellules post-synaptiques (neurones, cellule musculaire, glie) par le biais de son action
sur des récepteurs ionotropiques/canaux. Il est régénéré au niveau des terminaisons axonales et est stocké
dans des vésicules avant d’étre libéré. Il exerce un effet excitateur (glutamate, acétylcholine a la jonction
neuromusculaire) ou inhibiteurs (GABA ou glycine) sur I’activité neuronale.

Neuromodulateur : messager chimique qui réalise la modulation du signal neuronal par le biais de son
action sur des récepteurs métabotropiques/récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). Son action peut
étre excitatrice ou inhibitrice selon la cascade intracellulaire mise en jeu. On peut citer les monoamies
(dopamine, sérotonine, noradrénaline, histamine), mais aussi la mélatonine, 'orexine, I'adénosine,
I"acétylcholine, etc.

Phase clonique : intervient lors d’une crise d’épilepsie et se manifeste par des convulsions et des secousses
provoquées par des contractions et des relaxations musculaires.



Phase tonique : intervient lors d’une crise d’épilepsie et se caractérise par des contractions musculaires
généralisées qui menent a un raidissement.

Potentiel Post Synaptique (PPS): modification du potentiel membranaire enregistrée au niveau du
dendrite du neurone post-synaptique. Il peut étre excitateur (PPSE) ou inhibiteur (PPSI). La somation des
PPSE et des PPSI se fait au niveau du corps cellulaire et peut résulter ou non en la production de potentiels
d’action axonaux.

Rythme circadien : Rythme biologique d’une durée de 24 heures. Le rythme veille/sommeil est un exemple
de rythme circadien.

Sémiologie : éléments relevés par le médecin lors de I'examen clinique qui servent a dresser un tableau
clinique et a poser un diagnostic.

Synapse : région de contact entre deux neurones ou entre un neurone et un autre type cellulaire (ex:
muscle squelettique).

Synapse chimique : synapse qui utilise des neurotransmetteurs pour transmettre I'information.

Synapse électrique : synapse qui utilise des jonctions communicantes pour transmettre directement le
signal par le biais d’un courant ionique sans sécrétion de neurotransmetteur.

Synapse tripartite : association fonctionnelle entre les membranes pré et post synaptique et celle d'un
prolongement astrocytaire. Les astrocytes participent a la recapture du glutamate ce qui prévient I’excito-
toxicité, et au recyclage des neurotransmetteurs.

Syndrome : ensemble de symptomes qui constituent une entité et caractérise un état pathologique.

Systéme nerveux central (SNC) : Le SNC comprend I’encéphale (ensemble du cerveau, du tronc cérébral
et du cervelet) et la moelle épiniére. L'encéphale est protégé par la boite cranienne. La moelle épiniére,
est protégée par la colonne vertébrale.

Systéme nerveux périphérique : ensemble des nerfs et des ganglions. Les nerfs (branches sensorielles et
motrices) permettent de lier le systeme nerveux central aux muscles squelettiques, aux viscéres et
ganglions.

Transmission autosomique : transmission d’un géne qui est porté par un chromosome non sexuel.
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CHAPITRE 1 — INTRODUCTION

L’existence de liens réciproques étroits entre le métabolisme cérébral local et les performances
cognitives amene aujourd’hui a utiliser le niveau de métabolisme comme un potentiel critere de diagnostic
précoce de maladies neurodégénératives (Naia et al., 2023) ou encore a conseiller I'exercice physique
comme « booster » des fonctions cérébrales (Matura et al., 2017). Ainsi, pour de nombreux domaines des
neurosciences, le suivi précis du métabolisme cérébral est un défi majeur qui, pour étre relevé, doit
exploiter les développements technologiques issus des avancées les plus récentes en biologie et en
physique. Mes travaux de thése portent sur le développement de ces technologies et sur leur application
dans un modele d’épilepsie absence afin de mieux comprendre le lien entre métabolisme, comportement

et apparition des crises.
|/ L"épilepsie

Dans cette partie, nous décrirons le fonctionnement cérébral général et les techniques
fondamentales en électrophysiologie qui permettent de I’étudier. Nous verrons ensuite comment la
fonction cérébrale est modifiée dans un cadre pathologique : I'épilepsie. Pour cela, nous répondrons aux
guestions suivantes : qu’est-ce qu’une crise d’épilepsie ? Comment naissent et sont détectées les crises

d’épilepsie ? Comment sont classées les crises ?

I.1) Les rythmes neuronaux physiologiques
I.1.a) Du neurone au réseau neuronal

Le nombre de neurones dans le cerveau humain est estimé a 80 milliards. Les premieres
observations faites par Santiago Ramon y Cajal en utilisant la coloration argentique de Camillo Golgi,
datent de la fin du XIXeme siécle. Il est apparu que malgré leur grande diversité morphologique, les
neurones présentent une organisation caractéristique en 3 compartiments distincts : |'arborisation
dendritique, le corps cellulaire (ou soma) et I’'axone. D’un point de vue fonctionnel, les dendrites et le
soma réceptionnent les nombreux messages afférents synaptiques excitateurs et inhibiteurs donnant lieu
a des signaux électriques locaux de quelques mV d’amplitude et de quelques dizaines de ms de durée,
nommeés potentiels synaptiques excitateurs (PPSE) ou inhibiteurs (PPSI) qui s’atténuent avec la distance.
Le corps cellulaire réalise I'intégration ou sommation des signaux dendritiques parvenus au soma. Enfin,

si la sommation de ces signaux électriques de faible amplitude permet d’atteindre le seuil d’excitabilité de
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la cellule postsynaptique, des potentiels d’action (PA) qui sont des signaux électriques de grande
amplitude (~ 100mV) et de courte durée (~1 msec) sont générés au niveau du segment initial de I’axone
et propagés sans atténuation le long de I'axone jusqu’aux arborisations axonales terminales pour causer
la libération vésiculaire des neurotransmetteurs. C'est cette propagation sans atténuation des PA le long

de I'axone qui est couramment nommeée « influx nerveux ».

La transmission de I'influx nerveux d’un neurone a un autre ou d’un neurone a la cible musculaire,
glandulaire ou viscérale, se fait par le biais des « synapses », parfois électriques mais surtout chimiques.
Le terme synapse est attribué au britannique Charles Sherrington, qui, a la fin du XIXéme siecle, s’est
appuyé sur les informations neuroanatomiques fournies par Santiago Ramon y Cajal et sur ses propres
résultats physiologiques utilisant le curare chez la grenouille, pour déduire qu’il devait exister une zone de
contact entre le neurone et sa cible musculaire au niveau de laquelle le curare était susceptible d’agir et

gu’il existerait donc une « connexion spéciale », qu’il nomma « synapse » (Shepherd and Erulkar, 1997).

Maintenant on sait que de contact, il n'y en a point et qu’on peut définir classiquement une
synapse comme une zone d’apposition entre la membrane de la terminaison axonale présynaptique et la
membrane de la spécialisation dendritique (synapse axo-dendritique) ou du soma (synapse axo-
somatique) postsynaptique, séparées par une fente synaptique (20-40 nm) dans laquelle sont libérés les
neurotransmetteurs. C’'est a du Bois-Reymond et Thomas Eliott que I’on doit les premiéeres preuves, dés le
début du XXéme siecle, de la libération d’'un médiateur chimique a la synapse et donc la théorie de la

transmission synaptique chimique.

Ce sont des pensées contemporaines a celles de C.S. Sherrington, notamment du philosophe
britannique Alexander Bain et du psychologue américain William James, qui ont amené a appréhender le
fonctionnement du systéeme nerveux en termes d’interaction de réseaux de neurones. Sa conception
réunissait |'esprit et le corps contrairement a la vision dualiste de Descartes pour qui I’esprit (res cognitans)
pouvait exister sans le corps (res extensa) car la substance mentale se distingue de la substance matérielle
(Bishop, n.d.). Ainsi, des neurones connectés chimiquement par le biais de synapses se regroupent pour
former un réseau neuronal fonctionnel et y participent par leurs caractéristiques propres (propriétés
intrinseques) et leurs interactions récurrentes excitatrices et inhibitrices (propriétés de réseau) en formant
des unités fonctionnelles autonomes. Ces réseaux neuronaux plus ou moins extensifs dialoguent et
participent, par leurs afférences et projections efférentes, a la création d’un tissu neuronal complexe et
plastique, capable de réaliser et réguler des fonctions physiologiques diverses qui vont du simple réflexe

spinal myotatique, aux fonctions cognitives les plus complexes telles que I’exploration spatiale ou les cycles
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veille/sommeil (Liu et al., 2015). Ces fonctions engagent des régions du cerveau définies permettant une
division anatomo-fonctionnelle en lobes et en aires cérébrales, aussi appelées aires de Brodmann (figure
1). Parmi ces réseaux neuronaux, on compte ceux qui impliquent le thalamus et le cortex sur lesquels je
vais m’attarder. Alors méme que l'on tente de les surpasser par l'intelligence artificielle, il est
particulierement crucial d’élucider les réalités d’organisation fonctionnelle de ces réseaux neuronaux.

biologiques.
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Figure 1: Organisation comparative du cortex chez ’'Homme (A et B) et le rongeur (C et D). A, C.
Organisation des lobes corticaux. B, D. Répartition des 52 aires de Brodmann. On note la large zone antéro-

postérieure dédiée au cortex somatosensoriel chez le rongeur. Adapté de Dorr et al., 2007; Kirkcaldie,
2012

Dans le cerveau, I'activité de ces réseaux est soutenue par les cellules gliales. Il existe 4 types de
cellules gliales, qui ont chacun des réles distincts. La microglie assure la veille immunitaire et la protection
du tissu cérébral face aux pathogenes. Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline autour des
axones des neurones, ce qui améliore et accélere la conduction de I'influx nerveux. Les épendymocytes
produisent le liquide céphalorachidien dans lequel baigne le tissu cérébral et délimitent la paroi des
ventricules qui contiennent ce liquide. Enfin, les astrocytes participent au maintien de ’homéostasie, c’est-
a-dire le maintien relativement constant de différents parameétres de I'organisme (composition ionique
des milieux, osmolarité, disponibilité des substrats énergétiques, température, etc) du systéme nerveux

central. Avec les neurones, ils forment la « synapse tripartite » en captant notamment le glutamate libéré
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en exces par le neurone pré-synaptique, afin de réguler la transmission synaptique et prévenir les
neurones de I'excito-toxicité (Lalo et al., 2021). Les extensions des astrocytes sous la forme de pieds
astrocytaires recouvrent les vaisseaux et participent a former la barriere hémato-encéphalique (BHE)
(Wang and Bordey, 2008). La BHE isole le cerveau de la circulation sanguine, ce qui le protege des virus,
bactéries et toxines. C'est aussi par les pieds astrocytaires que les astrocytes captent les substrats

énergétiques présents dans la circulation sanguine et les mettent a disposition des neurones.

I.1.b) Exemples de réseaux : Les réseaux thalamocorticaux

Le thalamus est un noyau gris central localisé dans le diencéphale, prés du 3% ventricule. Il est
particulierement décrit dans sa fonction de relai, de tri et d’intégration de la majorité des informations
sensorielles en route vers le cortex (a I’exception des informations olfactives) par le biais de différents
noyaux dédiés. Il a une fonction importante, en interaction avec le striatum, dans le controle moteur, mais

contribue également aux émotions, a la formation du langage, a la mémorisation et a I’attention.

Ces fonctions sont assurées par deux types de noyaux thalamiques : les noyaux de premier ordre
et les noyaux de grand ordre. Les noyaux de premier ordre regoivent les informations en provenance des
voies sensorielles ascendantes et de structures sous-corticales. Ainsi, des expériences
d’immunomarquages et/ou d’enregistrement ont montré, a titre d’exemple, que le noyau géniculé latéral
recoit les informations visuelles (Conley and Fitzpatrick, 1989; Hamos et al., 1987; Lesica and Stanley,
2004), tandis que le noyau postérieur ventral recoit les informations somatosensorielles (Li and Ebner,
2007; Temereanca and Simons, 2004) et le noyau géniculé médian, les informations auditives (Kimura et

al., 2005)

Les neurones des noyaux de grand ordre établissent des connexions réciproques et non-
réciproques organisées de facon topographiques avec plusieurs régions corticales. Ainsi, le noyau
médiodorsal est interconnecté avec les cortex préfrontaux, cingulaire antérieur, temporaux, pariétaux et

insulaires (Giguere and Goldman-Rakic, 1988) .

I.1.c) Les enregistrements EEG pour étudier les réseaux neuronaux

Les enregistrements électroencéphalographiques (EEG) ont été largement employés afin d’étudier
I'activité des réseaux neuronaux. Chez 'Homme, cette technique mise au point par le physiologiste
allemand Hans Berger en 1929, consiste a placer des macro-électrodes a la surface du scalp et a enregistrer
le potentiel électrique généré par les activités des populations neuronales sous-jacentes. De cette

maniere, Hans Berger a décrit la présence d’ondes cérébrales sur I'électroencéphalogramme de ses sujets.
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Pour comprendre comment sont générées ces ondes, il faut mettre en relation I’organisation
cellulaire en 6 couches du cortex cérébral avec la nature de I'activité neuronale. La couche la plus
superficielle est la couche 1 dite couche moléculaire. Cette couche contient principalement des
prolongements dendritiques des neurones de couches plus internes. La couche 2 est la couche granulaire
externe. Elle contient des neurones granulaires qui recoivent les afférences d’autres aires du cortex. La
couche 3 est la couche pyramidale externe. Elle contient des neurones pyramidaux qui émettent des
connexions vers d’autres aires corticales. C’est la principale source d’efférences cortico-corticales. La
couche 4 est la couche granulaire interne, composée de neurones étoilés et pyramidaux. C'est I’endroit ou
les informations qui proviennent d’autres structures cérébrales entrent dans le cortex. Le thalamus envoie
des projections en majorité vers cette couche. La couche 5 est la couche pyramidale interne. Elle contient
des neurones pyramidaux de gros diametre, disposés parallelement les uns aux autres et orientés
perpendiculairement a la surface du cortex, qui portent I’activité de sortie du réseau cortical vers d’autres
structures comme les ganglions de la base et aussi vers d’autres couches intra corticales. Enfin, la couche
6 est dite couche polymorphe et contient des neurones qui envoient des projections axonales vers le
thalamus. En plus d’étre organisé en couches horizontales, le cortex est agencé en micro-colonnes et
hyper-colonnes verticales de neurones qui constituent des unités fonctionnelles de traitement de

I'information.

L’activité neuronale qui, comme explicité précédemment (cf. partie I.1.a), comprend les potentiels
d’action et les potentiels synaptiques, géneére des lignes de courant. La sommation de ces lignes de courant

forme un champ de potentiel électrique détecté par les électrodes de I'EEG (figure 2A).
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Figure 2 : Du potentiel d’action a la production d’ondes. A. Schéma des neurones pyramidaux du cortex.
On note que I'activité coordonnée de ces neurones forme des lignes de courant qui s’additionnent. La
détection de ces lignes de courant se fait par I’emploi d’une électrode disposée a la surface du scalp. B.
Génération d’'onde a partir de l'activité unitaire. Les enregistrements extracellulaires E1 et E2
correspondent a des activités unitaires excitatrices. Les enregistrements extracellulaires E3 et E4
correspondent aux potentiels post-synaptiques excitateurs présents dans les dendrites des neurones
pyramidaux et détectés sous la forme de potentiels de champs locaux. L'enregistrement E5 correspond a
I’enregistrement EEG de surface. On note que les ondes détectées en surface font suite a la
synchronisation et la sommation de I’activité des neurones corticaux.

Ainsi, I'électroencéphalographie rend compte du niveau de synchronisation de |'activité
neuronale. Il s'avere que plus I’activité neuronale est synchronisée, plus le signal enregistré apparait sous
forme d’ondes d’amplitude importante (figure 2B). Ces ondes trouvent leur source dans les fluctuations
spontanées du potentiel de membrane de neurones thalamocorticaux (propriétés intrinséques) ou suite a
des interactions entre neurones excitateurs et inhibiteurs (propriétés de réseau). Une des premiéres
observations faite grace a I'EEG est qu’il existe une corrélation entre I'état d’activité d’un individu et la
nature des ondes enregistrées. Des les débuts de |'utilisation de I'EEG, il avait été constaté, chez un modele
de lapin, que la profondeur de I’'anesthésie avait une influence sur la fréquence et sur I'amplitude des
ondes enregistrées (Adrian and Matthews, 1934). Depuis, les différents états cérébraux ou états d’éveil
ont été précisément décrits et classés selon 5 états principaux comme présenté dans la figure 3. On peut
y voir que plus le sujet testé est calme, plus les oscillations enregistrées sont de basse fréquence. La
fréquence des ondes s’étend sur la gamme de 0,5 Hz et jusqu’a plus de 35 Hz. C'est en 1929 que Hans
Berger a décrit les ondes alpha et beta chez un sujet (Berger, 1929). Lorsque celui-ci est éveillé et calme,
les ondes alpha sont enregistrées, elles furent qualifiées d’ondes de repos par Frédéric Bremer. Les ondes
de repos disparaissent lors de stimulations sensorielles pour laisser place aux ondes beta, qui ont une
fréquence plus élevée et sont de moins grande amplitude. Celles-ci furent qualifiées d’ondes d’activité par
F. Bremer. Plus tard, Jasper et Andrew ont étudiés les ondes gamma. Ces ondes, présentes lors de la
résolution de problémes complexes, ont une fréquence comprise entre 35 et 50 Hz. Les ondes de basses
fréquences furent décrites par William Grey Walter en 1937. L’auteur distingue les ondes delta, présentes
chez un sujet sain endormi ou dans certains cas pathologiques (tumeur ou épilepsie), des ondes théta qui
constituent un rythme intermédiaire entre les ondes delta et alpha. Toutes ces descriptions n’ont toutefois

pas permis de tisser un lien de causalité entre la présence des ondes et |'état cérébral de I'individu.
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[.2) Les rythmes neuronaux pathologiques

[.2.a) Du neurone au réseau neuronal : exemple de la boucle thalamo-corticale

Bande de fréquence Fréquence Exemple de tracé

Etat cérébral

Gamma >35 Hz

Résolution de probléme,

concentration profonde 0.0 07 0 06 0.8 7.0
Beta 12-35 Hz

Attentif, activité
cognitive modérée

Alpha 8-12 Hz
Réflexion calme, repos

Theta 4-8 Hz
Relaxé, somnolent
0.0 0.2 0.4 06 0.8 70
Delta 0.5-4 Hz
Sommeil, réve
0.0 0.2 0.4 06 0.8 1.0

Figure 3 : 5 principaux états cérébraux. Adaptée de Abhang et al., 2016

Du fait de leur organisation en réseaux, |’activité d’une population de neurones peut avoir un effet
important sur 'activité globale du cerveau. Il existe des cas ol une activité accrue et prolongée de
populations de neurones du thalamus et du cortex généere des oscillations pathologiques. C'est le cas
présenté dans la figure 4 ou |I'on peut voir, chez un modéle de rat épileptique, des enregistrements
électrophysiologiques de I'activité de décharge de potentiels d’action de populations de neurones (multi-
unit activity ; MUA 400-10KHz) et des potentiels de champ locaux (Local Fiel Potentials ; LFP 1-100 Hz)
obtenus par des enregistrements en profondeur dans le cortex somatosensoriel et le noyau ventro-
postéromédian du thalamus qui ciblent une population de neurones relativement localisée. Il apparait que
durant les oscillations pathologiques détectées dans I'EEG de surface, I’'amplitude des signaux MUA et LFP
enregistrés augmente dans ces structures. Cependant, les hautes fréquences étant plus filtrées par les

tissus traversés (couches corticales, liquide céphalorachidien, méninges, crane, muscle et peau), les
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signaux de type LFP participeraient davantage au signal macroscopique enregistré via I'EEG de surface que

les MUA (Musall et al., 2014).

A. EEG de surface

by : NWWN; W‘IW\WWLMMWWWM 100 v
B. Cortex somatosensoriel
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Figure 4 : Enregistrements électrophysiologiques simultanés dans le cerveau de rat épileptique. A. EEG
de surface pour détecter les oscillations pathologiques mises en évidence par les rectangles bleus. B.
Gauche : site d’enregistrement dans le cortex somatosensoriel. Droite : enregistrements de |'activité
multi-unitaire (MUA) et du potentiel de champ local (LFP). C. Gauche : Site d’enregistrement dans le noyau
ventro-postéromédian (VPM) du thalamus. Droite : enregistrements de MUA et de LFP. On note la
présence d’oscillations pathologiques dans I'EEG de surface parallelement a I'augmentation des signaux
MUA et LFP corrélés aux oscillations pathologiques. Adapté de Mishra et al., 2011. (Mishra et al., 2011a)

1.2.b) L'EEG pour détecter les crises d’épilepsie

La ligue internationale contre I'épilepsie (International League Against Epilepsy - ILAE) a défini la
crise d’épilepsie comme un événement transitoire pendant lequel des troubles d’origine neurologique
sont causés par une activité neuronale paroxystique, excessivement élevée et/ou synchrone (Fisher et al.,
2017). Ces crises peuvent avoir des étiologies variées (structurelle, génétique, infectieuse, métabolique,

immune ou inconnue) et sont détectable par enregistrement EEG. Ces activités neuronales pathologiques
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affectent des régions corticales plus ou moins étendues ce qui influence directement la sémiologie et I'EEG
ictal. Les crises peuvent étre déclenchées par des stimuli lumineux, sonores ou suite a un stress ou une
privation de sommeil trop importante (Kasteleijn-Nolst Trenité, 2012; Lang et al., 2018; Martins da Silva
and Leal, 2017) et engendrent des dysfonctions cérébrales qui peuvent se manifester par des troubles
moteurs (phases toniques et/ou cloniques i.e. une contraction musculaire de tout le corps suivie ou pas
de secousses musculaires), sensitifs (hallucinations), psychiques, accompagnés ou non d’une perte de
connaissance. Lors des crises, I'EEG d’un patient présente des activités paroxystiques qui sont constituées

d’éléments précis et recensés qui permettent le diagnostic de I'épilepsie. La figure 5 montre ces éléments.

T+ 4
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Figure 5: Activités paroxystiques élémentaires. A. Représentations schématiques. a) pointe. b)
polypointe. c) pointe-onde a 3 Hz. d) pointe-onde lente a 2 Hz. e) polypointe-onde. f) pointe lente. B.
Exemples d’enregistrements des différentes activités paroxystiques élémentaires schématisées en A.
D’apres Thomas and Arzimanoglou, 2000.

Les pointes et les ondes sont les patterns élémentaires qui constituent les activités épileptiformes
dont les spécificités varient selon le type d’épilepsie. Les pointes sont associées a des potentiels d’actions
synchronisés de neurones corticaux et les ondes sont associées a des potentiels post-synaptiques
inhibiteurs et des hyperpolarisations. L’association de ces deux motifs est nommée décharge pointe-onde
(DPQ). L'ensemble des types d’épilepsie présente des étiologies et sémiologies variées mais avec comme

critere commun la récurrence des crises et leur caractere imprédictible.
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1.2.c) La classification des épilepsies en 3 niveaux

La grande hétérogénéité des épilepsies rend nécessaire une classification claire pour faciliter les
diagnostics. Ces classifications établies et tenues a jour par I'lLAE d’aprés les derniéres avancées en
Neurosciences, reposent sur le diagnostic sémiologique et sur les enregistrements EEG. Les épilepsies sont
classées en fonction d’un diagnostic en 3 étapes : le type de crise, le type d’épilepsie et le syndrome

épileptique (figure 6).

Lors d’'une premiére étape, la détermination du type de crises qui se manifestent permet une
classification en crise focale, crise généralisées et crise de point de départ inconnu, sur la base de la région

cérébrale qu’elles affectent en premier.

Lors d’une deuxieme étape, la récurrence des crises d’un certain type permet de parler de type
d’épilepsie : focales, généralisées, focales et généralisées combinées ou d’origine inconnue. Les épilepsies
focales ont un point de départ unifocal ou multifocal et peuvent évoluer vers des crises bilatérales tonico-
cloniques. Les épilepsies généralisées peuvent présenter plusieurs types de crises: absence, crise
myoclonique, atonique, tonique et tonico-clonique. La classification en épilepsies focales et généralisées
combinées est issue d’un diagnostic clinique (troubles fonctionnels observés ou décrits par le patient) qui
peut étre conforté par la présence dans I'EEG interictal de pointes-ondes généralisées a I'ensemble du

cortex.

La troisieme étape permet le diagnostic du syndrome épileptique qui est défini selon des criteres
cliniques (comme le type de crise), paracliniques (4ge d’apparition, causes possibles), 'EEG et I'imagerie
cérébrale. Ces trois niveaux de classification sont complétés par I’étude des comorbidités et de |’étiologie

des crises. Il existerait in fine une cinquantaine de maladies épileptiques ou syndromes épileptiques.
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Etiologie 1

Début focal R Début inconnu
| genéraliseé

Structurelle

@
lHHEHH

Type de |'épilepsie

Focale et Non
généralisée déterminée
combinée

Focale Généralisée .
Meétabolique

Co-morbidités

‘Syndromes épileptiques /

Figure 6 : Classification des épilepsies en 3 étapes. On note qu’a chaque étape sont prises en compte les
étiologies et comorbidités des patients. Adaptée de Scheffer et al., 2017

1.3) Les absences épileptiques

I.3.a) Les absences typiques

Le terme d’absence, introduit en 1705 par Roupart, décrit des pertes de conscience transitoires et
soudaines, corrélées a l'apparition de décharges pointes ondes a une fréquence de 3-4 Hz sur

I’enregistrement EEG chez I'enfant (figure 7).
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Figure 7 : Enregistrement EEG d’une crise absence typique chez I'’enfant. On note I'apparition et la
disparition soudaine des décharges pointes ondes a 3 Hz sur I'ensemble des canaux d’enregistrement.
Adapté de Garzon et al., 2016

Les absences épileptiques, anciennement appelée « petit mal », et qualifiées de « bénignes »
constituent 12% des cas d’épilepsie chez I’'enfant et I’adolescent (Berg et al., 1999), avec une prévalence
plus élevée chez les filles que chez les garcons (Waaler et al., 2000). En général, on observe une rémission
totale des crises aprés la puberté. Cette évolution fréquente vers la guérison de I'épilepsie fait qu’on les
qualifie aujourd’hui d’ « auto-limitées » et non de « bénignes » car des troubles cognitifs et psychosociaux
déléteres peuvent perdurer a I'age adulte, conséquences neurologiques de la récurrence des crises et des
traitements antiépileptiques (Garzon et al., 2016). Ces crises sont de type généralisé du fait que les
décharges pointes-ondes (DPO) soient détectables sur la totalité du cortex. Les crises d’absence sont
présentes dans 6 syndromes d’épilepsie : I'épilepsie absence de I'enfant, I'épilepsie absence juvénile,
I’épilepsie avec myoclonies palpébrales (syndrome de Jeavons), I'épilepsie myoclonique juvénile,
I’épilepsie avec absences myocloniques, I'épilepsie avec absences fantémes (Ferner and Panayiotopoulos,

1993; Jain, 2020). Ces syndromes ont des points communs (présence de DPO concomitantes aux arréts du
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comportement) et des différences (age du diagnostic, taux de rémission, etc). Lors de mes travaux, je me

suis concentré sur un modele animal de I’épilepsie absence.

1.3.b) L'épilepsie absence de I’enfant : diagnostic, traitement

L’épilepsie absence de I'enfant touche principalement les enfants dgés de 4 a 10 ans (Adie, 1924),
avec un taux de rémission qui peut varier de 30% a 80% selon I’étude et le traitement employé (Grosso et
al., 2005; Wirrell, 2003; Wirrell et al., 1996). En clinique, I’hyperventilation pendant 3 minutes combinée a
un enregistrement EEG sont employés pour le diagnostic des crises d’absence typiques. Au cours de ces 3
minutes, si une crise d’absence est détectée, alors le patient testé est diagnostiqué épileptique. Lors de
ces examens, il est possible de demander au patient de compter entre chaque respiration afin de détecter
une éventuelle baisse de I'attention ou de la concentration. En général, les patients épilepsie absence ne

sont pas sensibles aux variations d’intensité lumineuse (Jain, 2020).

Il existe plusieurs traitements pour I’épilepsie absence de I’enfant. Les trois traitements principaux
sont I’éthosuximide (ETX), I'acide valproique et la lamotrigine. Des essais cliniques randomisés en double
aveugle ont montré que I'ETX était le traitement le plus efficace, suivi de I'acide valproique puis de la
lamotrigine (Brigo and Igwe, 2017; Glauser et al., 2010). Ces résultats ont été confortés par une autre
étude qui montre un taux de rémission plus élevé chez des patients traités avec de 'ETX comparés a
d’autres patients traités au valproate de sodium (Berg et al., 2014). L’action de I'ETX a été directement
enregistrée sur des neurones thalamiques de rats et de cochon d’inde. Certaines études montrent que
I’ETX inhibe des canaux calciques a bas seuil ou de type T (Coulter et al., 1989; Huguenard and Prince,
1992; Lacinova et al., 2000) ou que I'ETX peut agir sur des cellules musculaires en modulant des courants
calciques (Toreva et al., 1991; Velkova et al., 1995). D’autres études montrent a contrario une absence
d’effet de I'ETX sur les courants calciques (Leresche et al., 1998). Toutefois, un consensus existe sur le fait
qgue I'application de I'ETX réduit la probabilité des neurones thalamiques de générer des bouffées de PA
qui participent a la formation des fuseaux de sommeil et des DPO (Huguenard and Prince, 1992; Tsakiridou

et al., 1995).
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1.3.c) Facteurs génétiques

L'étude des facteurs génétiques est un outil important pour identifier les facteurs de risque
familiaux de développer I'épilepsie absence et pour espérer comprendre le mécanisme de genése des
crises. Ainsi, chez des familles présentant des absences, on a identifié des mutations sur des sous-unités
de récepteurs du GABA ou sur de sous-unités de canaux calciques voltage-dépendants (CCVD) a bas seuil
d’activation (Chen et al., 2003; Myers et al., 2021). Si 'hétérogénéité des profils génétiques des patients
complique l'interprétation de ces études, il existe cependant un lien fonctionnel logique dans le fait que
des mutations localisées sur les récepteurs GABAergiques ou les canaux calciques de type T puissent toutes
deux résulter en la genése de DPO. Les récepteurs GABAergiques ionotropiques sont les récepteurs GABAA
qui sont activés par la fixation du GABA et qui, en ouvrant une conductance chlore, créent généralement,
en dehors de la phase développementale, des hyperpolarisations du potentiel de membrane. La majorité
des récepteurs GABAa sont des hétéropentameres de sous-unités y2p2alp2al disposés dans le sens
inverse des aiguilles d’une montre autour du pore central. Il existe au total 19 isoformes identifiées (Ghit
etal., 2021). Lorsque les mutations identifiées chez les patients ont été testées sur des modeles cellulaires
in vitro (cellules HEK, ovocytes de xénope), leur effet délétéere sur I’expression et la fonction des récepteurs
GABA, a été mise en évidence. En particulier, les mutations dans les génes GABRA1 codant pour la sous-
unité al et GABRG2 codant pour la sous-unité y2, trouvées chez des patients, s"accompagnent d’une
diminution de I'expression, de la maturation et de I’adressage a la membrane des récepteurs GABA4 (Kang
and Macdonald, 2004), d’une diminution de I'amplitude des courants chlore apres application de GABA
(Tanaka et al., 2008) ainsi que d’une abolition de la potentialisation de ces récepteurs apres application
d’un anxiolytique de la famille des benzodiazépines, le diazepam (Wallace et al., 2001). Une autre étude
a montré qu’une mutation sporadique (ou de novo) dans le géne GABRA1, mise en évidence chez un enfant
atteint d’épilepsie absence, s"accompagne d’une suppression totale des courants GABA, suite a I'absence
d’adressage du récepteur a la membrane. Les auteurs ont parlé « d’inhibition inhibée » (Maljevic et al.,

2006).

Dans le cas d’une baisse d’inhibition, les neurones thalamocorticaux plus dépolarisés, sont plus
susceptibles d’activer leurs canaux calciques a bas seuil responsables des courants de type T qui vont
favoriser la formation d’oscillations et donner lieu a des bouffées de PA et potentiellement a I'apparition

de DPO sur I'EEG de surface (Celli et al., 2017; Huguenard and Prince, 1992; Olsen and Avoli, 1997).

Chez I'nomme, trois génes, CACNA1G, CACNA1H et CACNAI1I, situés respectivement sur les

chromosomes 17, 16 et 22, codent pour les trois isoformes du canal de type T Cav3.1, Cav3.2 et Cav3.3.
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Ces canaux sont formés exclusivement de la sous-unité Cav3 qui contient le pore calcique : il n’y a pas de
sous-unités additionnelles comme pour les canaux de type L a haut seuil d’activation. Ces canaux sont
aussi caractérisés par leur cinétique d’inactivation rapide (Weiss and Zamponi, 2019). Des mutations faux
sens et gain de fonction dans le géne CACNA1H qui code pour les canaux Cav3.2 ont été trouvées chez
des modeéles de rat épilepsie absence qui semblent favoriser I’apparition des crises, bien qu’elles ne soient
ni nécessaires, ni suffisantes au développement de la pathologie (Casillas-Espinosa et al., 2023). D’autres
mutations de Cav3.2 étudiées chez ces rats s"accompagnent d’'une augmentation des courants calciques
enregistrés provoquée par une augmentation de I’adressage a la membrane de canaux calciques de type
T (Proft et al., 2017). Chez 'Homme, il existe des mutations gain de fonction qui accélérent le passage des
canaux Cav3.2 d’un état inactif a un état actif, ce qui augmenterait la disponibilité des canaux lors de

dépolarisations successives (Heron et al., 2007).

1.4) Pathophysiologie de |'épilepsie absence : réseaux neuronaux
impliqués dans les crises

Afin d’élucider la nature et le fonctionnement des réseaux neuronaux impliqués dans les crises
d’absence, les enregistrements électrophysiologiques ont été largement employés, que ce soit chez
I’'Homme ou chez des modeles animaux pharmacologiques, génétiques ou des modeles in vitro. Les
modeles animaux peuvent étre des modeéles aigus, semi-chroniques ou chroniques (Coppola and Moshé,
2012). Ici, nous verrons comment |I'emploi de modeles in vivo et in vitro a permis d’avancer dans la

description des réseaux neuronaux impliqués dans I'apparition des crises.

1.4.1) Les modeles félins pharmacologiques

1.4.1.1) Des fuseaux de sommeils aux décharges pointe-ondes : I’hypothése cortico-réticulaire
Les modeles pharmacologiques félins d’épilepsie absence peuvent étre générés suite a I'injection

périphérique de fortes doses de pénicilline (Gloor, 1979a) (Avoli, 1995; Gloor, 1969). Environ une heure
apres l'injection de la pénicilline, il est possible d’enregistrer des décharges pointes ondes par EEG (figure
8). Ces décharges sont détectables jusqu’a 5 heures apres injection intra-musculaire et sont corrélées a
une absence de réponse a des stimuli extérieurs (Taylor-Courval and Gloor, 1984). La pénicilline, toxine
sécrétée par les champignons Penicilum notatum, agit comme un antagoniste aux récepteurs GABA,, ce
qui dépolarise légerement les neurones par levée d’inhibition, et abaisse leur seuil de production de
potentiels d’action (Ayala et al., 1970; Curtis et al., 1972; Davidoff, 1972; Rossokhin et al., 2014; Tsuda et

al., 1994). L'effet de I'injection de pénicilline est réversible spontanément ou par injection d’une enzyme,
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la pénicillinase, naturellement produite par certains microbes et qui détruit la pénicilline (Gutnick and

Prince, 1971).
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Figure 8 : Décharges pointes ondes généralisées (A) spontanées chez un gargon de 9 ans pendant une
crise, et (B) provoquée par injection de pénicilline chez un chat. Notez que |'apparition des décharges
pointes ondes dans le cortex se fait de facon bilatérale et s’"accompagne d’un arrét comportemental. L:
Gauche ; R : Droite ; F : Frontal ; C: Central ; P : Pariétal. D’apres Gloor, 1979; Gloor and Fariello, 1988

Le noyau réticulé du thalamus générerait puis transmettrait durant le sommeil lent (cf partie IIl)
dans la boucle thalamo-corticale des ondes de 12 a 14 hertz nommeées fuseau de sommeil, dont le patron
ressemble aux bouffées de pointes-ondes mais avec une amplitude moindre et une durée se limitant au
maximum a quelques secondes. Les travaux sur les modeéles pharmacologiques félins ont permis de
proposer et d’explorer I’hypothese cortico-réticulaire selon laquelle les afférences thalamo-corticales,
normalement impliquées dans la genése des fuseaux de sommeil, peuvent favoriser la production de
décharges pointes ondes lorsque le cortex est dans un état de légere hyperexcitabilité (Gloor, 1979; Gloor
et al., 1979). Cette légere hyperexcitabilité engendrerait une plus forte activité des neurones corticaux,
parmi lesquels des neurones inhibiteurs intracorticaux, ce qui menerait a I’alternance entre des périodes

de forte activation et des périodes de forte inhibition. L’alternance entre ces périodes serait un mécanisme
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central dans la production de décharges pointes ondes, avec une activation corticale pendant les pointes

et une inhibition corticale pendant les ondes (figure 9A).

Plus précisément, la production de bouffées de potentiels d’action par les neurones pyramidaux
serait suivie de I'activation des interneurones inhibiteurs intracorticaux qui, en exercant un rétrocontrole
négatif, inhiberaient I'activité des neurones pyramidaux (Avoli and Gloor, 1982; Gloor et al., 1979). Ces
interneurones qui divergent vers un nombre important de neurones pyramidaux, favorisent la reprise
synchronisée de |’activité corticale dans une vaste population neuronale par rebond post-inhibiteur (figure
9B). Cette hypothése est étayée par des travaux qui montrent que le fait de rétablir une excitabilité

corticale basale suffit a ce que des fuseaux de sommeil remplacent les DPO (Gloor et al., 1979).
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Figure 9 : Correspondance entre I’alternance d’activation et d’inhibition des neurones pyramidaux et
I'apparition des décharges pointes-ondes. A. Les deux traces du haut schématisent la relation entre I'EEG
ictal de surface et I'activité d’un neurone cortical. Dans les deux traces du bas, on note la synchronisation
entre les bouffées de potentiel d’action du neurone et les pointes de I'EEG ainsi qu’entre
I’hyperpolarisation du neurone et les ondes dans I'EEG. (B) Schéma anatomique du réseau cortical. La forte
divergence des interneurones inhibiteurs sur la population pyramidale est représentée par un seul
neurone inhibiteur (soma noir). Cette divergence de l'inhibition favoriserait la synchronisation de I'activité

des neurones pyramidaux, ce qui menerait a la production de décharges pointes-ondes. Adapté de Gloor,
1979.

1.4.1.2) Limites des modéles pharmacologiques
Comme vu ci-dessus, les modeles pharmacologiques ont permis d’importantes avancées dans la

compréhension des mécanismes de pathogénese de I’épilepsie absence. Il est ainsi apparu que le thalamus
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et le cortex joueraient des roles centraux dans la production des décharges pointes ondes. L'activité de
ces réseaux pourrait spontanément basculer entre un mode de décharge correspondant aux fuseaux de
sommeil physiologiques et un mode de décharge composé de pointes ondes pathologiques. Cette
hypothése laisse envisager que les crises d’absence puissent ne pas apparaitre de facon aléatoire et
puissent-étre anticipées en fonction du niveau d’activité du sujet étudié. Toutefois, le caractére aigu des
modeéles pharmacologiques rend impossible les études longitudinales, nécessaires lorsque I’on veut tester
des traitements ou explorer les comorbidités associées a I'épilepsie. Pour cela, les modeles génétiques
sont plus appropriés. Nous verrons dans la partie suivante comment les modeles génétiques ont permis
d’explorer de fagon plus précise les contributions du thalamus et du cortex a la production de DPO. Nous
aborderons les liens entre le niveau d’activité comportementale et 'occurrence des crises. Enfin, nous

discuterons des comorbidités liées aux crises d’absence.

1.4.2) Les modeles génétiques : GAERS et Wag-Rij

Il existe deux lignées de rat épilepsie absence chez lesquelles les enregistrements EEG ont révélé
la présence de décharges pointes ondes entre 7 et 11 Hz. La premiére est le rat GAERS (Genetic Absence
Epilepsy Rat of Strasbourg) et la seconde est le rat WAG/Rij (Wistar Albino Glaxo strain bred in Rijwijk). Ces
lignées ont été dérivées a partir de rats wistar qui produisaient de facon occasionnelle des décharges
pointes ondes (Vergnes et al., 1982). Chez ces deux modeles, |'utilisation de I’éthosuximide (ETX) suffit a
supprimer les crises (Blumenfeld et al., 2008; Dezsi et al., 2013). Parmi les similitudes observées entre ces
lignées et les humains épileptiques, on remarque une latence dans la mise en place des crises. Chez
I’'Homme, les crises apparaissent entre 4 et 10 ans et tendent a disparaitre a la puberté ou évoluent en des
formes d’épilepsie plus sévéres. Chez les modeles génétiques, les crises se développent autour de 6-8
semaines chez les rats GAERS et autour de 8-12 semaines chez les WAG/Rij. Toutefois, il faut noter que
chez les rats épileptiques, aucune rémission n’est observée et que les crises augmentent en fréquence

avec I’age (Coenen and Van Luijtelaar, 1987).

1.4.2.1) Les facteurs génétiques
Les mécanismes épileptogénes des rats GAERS et des rats WAG/RIj reposent sur des fonds

polygéniques complexes (Peeters et al., 1990; Rudolf et al., 2004). L'étude des mutations présentes chez
ces modeles a permis des avancées dans la compréhension des mécanismes sous-jacents aux crises
d’absence. Comme vu précédemment au sujet des facteurs génétiques (cf 1.3.c), les mutations décrites
chez ces deux modeles affectent majoritairement le géne CACNA1H qui code pour le canal calcique voltage
dépendant de type T Ca,3.2, largement exprimé dans le thalamus (Broicher et al., 2008; Powell et al., 2009;

Talley et al., 2000). Ces mutations gain de fonction augmentent la conductance calcique des neurones qui
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expriment le canal Ca,3.2 suite a I'augmentation de I’adressage membranaire de ces canaux (Proft et al.,
2017; Tsakiridou et al., 1995). Toutefois, il existe des différences entre ces deux modeles, tels que le temps
passé en crise qui est supérieur chez les GAERS par rapport aux WAG/Rij (Akman et al., 2010). Ces
différences pourraient étre la conséquence de variants distincts qui ont été identifiés chez ces deux lignées
(Gauguier et al., 2004). Par exemple, chez le rat GAERS, une mutation sur la paire de base 4751 de I’exon
24 du géne CACNA1H a été décrite qui est absente chez le rat WAG/Rij. Cette mutation donne lieu a une
permutation de I’acide aminé arginine en proline en position 1584 (R1584P) (Powell et al., 2009). De fagon
générale, les variants concernés induiraient une variabilité de la durée et de la fréquence des crises sans

définir I'entiereté du phénotype épileptique.

Contrairement a I’humain chez qui les filles sont plus susceptibles de présenter la maladie que les
garcons, chez les rats GAERS et WAG/RIj, les décharges pointes ondes ont la méme probabilité d’étre
enregistrées chez les males et les femelles, ce qui indique une hérédité autosomale de I'épilepsie. Malgré
cette transmission autosomale, il existe une influence du cycle hormonal sur I'occurrence des crises, les
neurostéroides contribuant a réguler I'excitabilité neuronale en agissant comme des modulateurs
allostériques de récepteurs GABAA et NMDA (Bowlby, 1993; McEwen, n.d.; Taubgll et al., 2015; Wu et al.,
1991). Chez les rates WAG-Rij, des auteurs ont montré que les phases de pro-oestrus sont corrélées a une
augmentation du nombre de décharges pointes ondes (van Luijtelaar et al., 2001). Cette phase correspond
au pic de progestérone dans le cycle de I'animal, ce qui suggere une influence de ce stéroide sur
I"apparition des crises. Ces résultats sont confortés par d’autres études qui montrent que I'injection
d’alloprégnolone, un métabolite endogéne de la progestérone, suffit a augmenter le nombre de crises

enregistrées (Budziszewska et al., 1999).

En somme, il existerait chez ces modeéles de rats épileptiques, des facteurs génétiques importants
dans I'apparition des crises d’absence, qui moduleraient seulement a la marge certains parametres tels
gue le nombre de crises, leur durées et I'age de leur mise en place. Finalement, que les crises soient dues
au fond génétique ou qu’elles soient déclenchées de facon pharmacologique (cf 1.4.a), les conséquences
sémiologiques sont semblables, comme I'expression anormale et déformée d’activités synchrones
physiologiques telles que les fuseaux de sommeil. Il apparait donc important de diversifier les modeles
d’études afin d’explorer de fagon aussi exhaustive que possible les mécanismes moléculaires (genes,
protéines), cellulaires (structures, types neuronaux) et intégratifs (activité de réseau) qui pourraient étre

révélateurs d’une variabilité physiopathologique de la genese des crises d’absence.
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1.4.2.2) Les réles du cortex et du thalamus : I’hypothése d’un foyer cortical
L’étude des réseaux neuronaux responsables des crises d’absence est une question centrale pour

comprendre cette épilepsie. Ce point a été exploré en détail chez les rats épileptiques, notamment grace

aux enregistrements électrophysiologiques in vivo et in vitro.

Les enregistrements électrophysiologiques in vivo ont montré le caractere généralisé des
décharges pointes ondes. Dans I'étude présentée dans la figure 7 (Meeren et al., 2002), les auteurs ont
détecté des crises d’absence chez les rats WAG/Rij en implantant des électrodes intracorticales réparties
sur tout I'axe antéropostérieur du cerveau (figure 10A). lls ont montré que les décharges pointes-ondes
apparaissent de facon bilatérale et synchrone et envahissent une large partie du cortex (figure 10B). On
constate que I'amplitude des oscillations atteint son maximum dans les régions antérieures du cortex et
diminue progressivement dans les régions postérieures. L'étude décrit aussi des oscillations plus fortes

dans les parties latérales du cortex, comparées aux parties médiales.
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Figure 10 : Exemple d’une crise enregistrée dans des régions corticales réparties sur ’axe antéro-
postérieur et de fagon bilatérale chez le rat WAG/Rij. A. Position des sites d’enregistrements. B.
Enregistrements EEG correspondants. On note que les décharges pointes ondes apparaissent de facon
bilatérale et sont détectables par la majorité des canaux d’enregistrement. Les décharges pointes ondes
sont plus marquées dans la partie antérieure du cerveau et sont quasiment absentes dans la partie
postérieure. Adaptée de Meeren et al., 2002.
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Ces oscillations plus marquées a certains endroits rendent plausible I’existence d’un foyer cortical
qui initierait les crises d’absences. D’autant plus que les auteurs démontrent un délai d’apparition des
décharges pointes ondes entre le cortex et le thalamus, le premier précédant le deuxieme. Ces résultats
sont cohérents avec |’expression augmentée de genes qui codent pour des canaux sodiques voltage-
dépendants (Nav1.1 et Nav1.6) et qui participent aux courants sodiques voltage dépendant persistants
(qui s’activent pour de légéres dépolarisations proches de la valeur du potentiel membranaire de repos)
capables de générer des bouffées de potentiels d’action dans les neurones du cortex somatosensoriel. Ces
augmentations d’expressions géniques se font au méme age que I'apparition des crises chez le rat WAG/Rij

(Klein et al., 2004).

Afin d’étudier plus précisément cette question de I’existence d’un foyer cortical, d’autres auteurs
ontréalisé des enregistrements EEG cette fois sur des rats GAERS (Zheng et al., 2012). Ces enregistrements
ont révélé des oscillations encore plus précoces dans le cortex somatosensoriel secondaire, primaire et le

cortex insulaire (figure 11A).

D’autres travaux chez le rat GAERS ont pu établir un lien causal entre I'activité de ces neurones du
cortex somatosensoriel et la production de décharges pointes ondes (figure 11B ; van Raay et al., 2012).
En effet, I'injection du NeuroPeptide Y (NPY), un inhibiteur endogéene de I’activité neuronale, effectuée
dans les cortex somatosensoriels primaires ou secondaires était suivi d’une diminution du temps passé en
crise, du nombre de crises et de la durée des crises. Ces données permettent d’attribuer un role initiateur
aux cortex somatosensoriels primaires et secondaires dans la production de décharges pointe-ondes sans
réelle distinction parce que l'injection du NPY dans le cortex somatosensoriel secondaire, touchait
également le cortex somatosensoriel primaire. Cette importance du cortex somatosensoriel est confortée
par d’autres travaux qui montrent que I'injection d’anti-épileptiques tels que I'éthosuximide (Manning et
al., 2004), ou d’inhibiteurs de canaux sodiques comme la phénytoine (Gurbanova et al., 2006), la lidocaine
(Sitnikova and van Luijtelaar, 2004) ou la tétrodotoxine (Polack and Charpier, 2009a), dans le cortex

somatosensoriel péri-oral sont suffisantes pour bloquer I'apparition de décharges pointes ondes.
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Figure 11 : Enregistrement EEG chez le GAERS pour déterminer le site d’initiation des décharges pointes
ondes. S2: cortex somatosensoriel secondaire; S1ULp: cortex somatosensoriel primaire lévre
supérieure ; S1FL : cortex somatosensoriel primaire membres antérieurs ; M1 : cortex moteur primaire ;
IC: cortex insulaire. A. Les décharges pointes ondes sont d’abord détectées dans les cortex
somatosensoriels primaires et secondaires. Les décharges pointes-ondes apparaissent d’abord de fagon
unilatérale avant de se généraliser (adaptée de Zheng et al., 2012). B. Evolution du temps passé en crise,
du nombre de crise et de la durée moyenne des crises suite a I'injection de doses croissantes de NPY dans
le cortex moteur primaire (M1), le cortex somatosensoriel primaire (S1) et le cortex somatosensoriel
secondaire (S2). Adaptée de van Raay et al., 2012

Apres avoir identifié le foyer cortical responsable de I'apparition des crises chez les rats
épileptiques, il convenait d’étudier les mécanismes cellulaires a I’origine de ces activités pathologiques. A
cette fin, des enregistrements extracellulaires (électrocorticogramme ; EcoG) pour détecter les DPOs et
des enregistrements intracellulaires de neurones pyramidaux du cortex somatosensoriel secondaire ont
été combinés (Polack et al., 2007). Cette approche a révélé que les neurones pyramidaux des couches

profondes (couches 5/6) déchargent de fagon rythmique en dehors et pendant les crises électrographiques
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(figure 12A) mais que leur activité est modulée différemment pendant ces deux phases. En effet, en
interictal la décharge rythmique de bouffées de PAs se produit avec une fréquence d’environ 15 Hz sur
fond de potentiel membranaire aux alentours de -58mV et des fluctuations infraliminaires du potentiel de
membrane de quelques mV d’amplitude (figure 12B - interictal). En revanche, pendant la crise, la décharge
rythmique de bouffées de PAs se produit avec une fréquence plus lente d’environ 6Hz sur fond de potentiel
membranaire plus hyperpolarisé et d’oscillations plus amples du potentiel de membrane de 'ordre de la
dizaine de mV. Ces bouffées de décharge précédent d’environ 20 ms les DPO détectées par I'EcoG (figures
12B-ictal et 12C). Il se pourrait que chez une population spécifique de neurones pyramidaux des couches
profondes, un cablage synaptique excitateur accru combiné a des propriétés intrinséques de membrane
particulieres telles qu’une diminution de la conductance lh (courants cationiques entrants dépolarisants
activés par I’hyperpolarisation) qui, tout en retardant la décharge, faciliterait la sommation des PPSEs
(Williams and Stuart, 2000), puisse étre a I’origine de propriétés de décharge rythmique spontanée de type
pacemaker et donc de la genese des DPOs. Cette idée est confortée par le fait que les neurones des

couches profondes déchargent en premier lors de la production des décharges pointes-ondes (figure 12C).
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Figure 12 : Activité des neurones des couches profondes (5/6) du cortex somatosensoriel chez le rat
GAERS. A. gauche : Photographie d’'un neurone pyramidal enregistré, aprés marquage a la neurobiotine.
Droite : enregistrement électrocortigramme (ECoG) de surface et intracellulaire (intra) lors d’une crise
d’absence du neurone photographié. B. Enregistrement intracellulaire d’'un neurone pyramidal des
couches 5/6 en dehors d’une crise (interictal) et pendant une crise (ictal). La fleche désigne une bouffée
de potentiels d’actions qui se produit de facon spontanée. On note |’hyperpolarisation qui suit cette

35



bouffée de potentiels d’actions et qui est équivalente de celle observée dans ce neurone pendant la crise.
Par ailleurs, lors des crises, le neurone enregistré semble décharger environ 20ms avant la phase de pointe
détectée en ECoG. C. Distribution de la temporalité des potentiels d’action des neurones des différentes
couches corticales par rapport a I'apparition des pointes. Le t=0 correspond aux pointes. Adaptée de
Polack et al., 2007.

Afin de valider I'implication des neurones des couches profondes du cortex somatosensoriel dans
la production des décharges pointes-ondes, il est nécessaire de voir comment varie leur activité suite a
I'injection de traitement anti-épileptique tel que I'éthosuximide (ETX). Ce point a été exploré dans une
autre étude chez le rat GAERS, a l'aide d’électrocorticogramme (EcoG) et d’enregistrements
intracellulaires, suite a I'injection systémique de doses thérapeutiques d’ETX. Ces injections d’ETX ont suffi
a abolir la production de décharges pointes ondes sur I’'EcoG (figure 13A) et a rétablir une décharge de PA
tonique et un niveau d’excitabilité neuronale similaire a ceux de rats non-épileptiques c’est-a-dire avec un
potentiel de repos plus physiologique autour de 60mV (figure 13B et 13C). Bien que ces résultats ne
suffisent pas a établir un lien de cause a effet entre le pattern d’hyperactivité/hyperexcitabilité de ces
neurones et la production de décharges pointes-ondes, la concomitance de ces événements, autant dans
leur apparition que dans leur suppression, les lient de fagon étroite. Dans ce modele de génése des DPO,
on attribue au cortex somatosensoriel le réle de générateur de rythme via un « hotspot » de cellules
hyperexcitables capables de générer des DPO lorsque la circuiterie cortico-thalamo-corticale est dans un
état approprié avec un niveau d’excitabilité basale élevée. On n’associe alors au thalamus qu’un réle de

résonnateur, qui participe au maintien et a la propagation des décharges pointes-ondes.
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During a seizure 30 min after ethosuximide injection
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Figure 13: L’action de I'éthosuximide (ETX) sur les neurones des couches profondes du cortex
somatosensoriel secondaire de rats GAERS. A. Enregistrement ECoG et intracellulaire pendant une crise
(gauche) et apres injection d’ETX (droite). B. Enregistrement ECoG (haut) et intracellulaire (bas)
correspondant. C. Potentiel de membrane et taux de décharge moyens en dehors des crises pour les
différentes conditions (GAERS avant et apres injection d’ETX et rat non-épileptique). On note qu’apres
injection d’ETX, les neurones corticaux des rats GAERS passent d’un état hyperactif et hyperexcitable a un
état normal, similaire aux neurones corticaux de rats non-épileptiques. Adaptée de Polack and Charpier,
2009.

Toutefois, cette vision centrée autour du foyer cortical et du réle secondaire du thalamus est a
nuancer. La relation entre le cortex et le thalamus dans la production des décharges pointe-ondes pourrait

étre plus subtile. Une étude a divisé les crises en différentes étapes : I'état pré-ictal (1,25 s avant la
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premiere décharge pointe onde), 'initiation (500 premieres ms), la crise, la terminaison (1,5 s avant la
derniere décharge pointe onde) et I'état post-ictal. A I'aide d’enregistrements EEG multi-sites sur des
animaux éveillés, ils ont établi les participations de différents noyaux thalamiques dans |'apparition des
crises. De maniére générale, ils ont constaté que I'activité du cortex était bien modifiée avant celle des
noyaux thalamiques étudiés. Une exception subsiste puisqu’ils ont observé un couplage bidirectionnel
entre la couche 5 du cortex somatosensoriel et le noyau postérieur thalamique (Po) lors de I'état pré-ictal
(Lattjohann and van Luijtelaar, 2012). En outre, des stimulations électriques a basse fréquence de noyaux
thalamiques suffisent a générer a nouveau des décharges pointes ondes, lorsque des stimulations a haute
fréquence les ont abolies (Littjohann and van Luijtelaar, 2013). Il est établi que les informations
sensorielles sont traitées par le cortex aprés avoir été filtrées par le thalamus (Pierret et al., 2000). Des
auteurs ont montré que le blocage pharmacologique du nerf trijumeau, dont les informations sont filtrées
dans le noyau ventro-postéro-médian (VPM) du thalamus et traitées par le cortex somatosensoriel
primaire, suffit a diminuer de facon drastique le nombre de décharges pointes ondes et leur durée
(Abbasova et al., 2010). D’autres travaux dans lesquels les auteurs ont enregistré I’activité multi-unitaire
de neurones de différents noyaux thalamiques et couches corticales chez le rat GAERS ont montré que les
neurones du noyau réticulé thalamique (nRT) déchargent avec un « verrouillage de phase » (phase locked)
par rapport aux pointes, et que ces décharges précedent celles enregistrées dans le cortex (Seidenbecher
et al., 1998). Des observations similaires ont été faites chez le rat WAG-Rij (Inoue et al., 1993). En outre,
des lésions unilatérales du nRT, qui a une activité pacemaker (Buzsaki et al., 1988), suffisent a supprimer
les décharges pointes ondes du cortex ipsilatéral chez des rats GAERS (Avanzini et al., 1993). Ensemble,

ces résultats illustrent la complexité des interactions entre le cortex et le thalamus.

1.4.2.3) L’'implication d’autres structures sous-corticales
Jusqu’ici, nous avons vu que le cortex et le thalamus ont des réles centraux dans I’apparition des

crises d’absence. Cependant, d'autres structures sous-corticales en étroite connexion avec le réseau
thalamocortical voient également leur activité modifiée pendant les DPOs. C’est le cas notamment du
striatum (Assous and Tepper, 2019). Le striatum fait partie des ganglions de la base, avec le globus pallidus
(GP), le noyau sous-thalamique (STN) et la substance noire (SN). Il est composé a 95% de neurones épineux
moyens (MSN) GABAergiques (dont les neurones striato-corticaux) et de 5% d’interneurones inhibiteurs
locaux GABAergiques et cholinergiques (Silberberg and Bolam, 2015). Les MSN et les interneurones locaux
recoivent des projections corticales glutamatergiques convergentes organisées de facon topographique

(figure 14A) (Cavada and Goldman-Rakic, 1991; Jiang and North, 1991; Kita, 1996; Mahon et al., 2000;
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Sharott et al.,, 2012; Weber and Yin, 1984; Wilson and Kawaguchi, 1996). Les MSN participent au
traitement des informations sensorielles pour amorcer une réponse contextuelle comme le début d’un
mouvement. Pour démarrer une activité motrice ou maintenir I'immobilité, le striatum active
respectivement la voie directe ou la voie indirecte (figure 14B). En outre, le striatum recoit des afférences
dopaminergiques de la substance noire mais aussi de |'aire tegmentale ventrale mésencéphalique. Ces
afférences modulent I’activité des MSN et des interneurones inhibiteurs, qui expriment de fagon sélective
les récepteurs dopaminergiques D1 ou D2, et qui, dans quelques cas, co-expriment les récepteurs D1 et
D2 (Valjent et al., 2009). Cette modulation dopaminergique peut activer les récepteurs D1 et inhiber les
récepteurs D2, ce qui diminue I'activité des neurones striataux et provoque une levée d’inhibition des

voies thalamo-corticales. Cela a pour conséquence de faciliter le mouvement.
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Figure 14: Organisation hodologique striatale. A. Schéma de la micro circuiterie striatale. ChIN :
interneurones cholinergiques; GIN : Interneurones GABAergiques; dMSNB et iMSN : interneurones
épineux moyens de la voie directe ou indirecte ; SN : substance noire ; DA : projection dopaminergique. B.
Schéma des voies directes et indirectes. GP: Globus Pallidus; STN: noyau sous-thalamique; SN:
substance noire ; DA : projection dopaminergique. Adaptée de (GOmez-Ocddiz and Silberberg, 2023;
Kreitzer and Malenka, 2008)
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La relation entre I'occurrence des crises et I’activité du striatum est bidirectionnelle. Chez des rats
épileptiques, la signalisation dopaminergique est altérée puisque I'expression de récepteurs
dopaminergiques D1 et D2 dans les ganglions de la base est plus faible que chez des rats non-épileptiques
(Birioukova et al., 2005; Tsyba et al., 2023). Dans le cadre de I’épilepsie, I’hypothése dopaminergique serait
celle d’'un taux élevé de dopamine chez des sujets épileptiques qui pourrait expliquer cette régulation a la
baisse des récepteurs D1 et D2. L’activation pharmacologique de la voie directe (D1) suffit a supprimer les
décharges pointes-ondes alors que I'inhibition de la voie directe ou I’activation de la voie indirecte (D2) les
aggrave (Deransart et al., 2000, 1998). L'inhibition de la substance noire, qui régule par la libération de

dopamine I'activité du striatum, permet aussi de supprimer les DPO (Depaulis et al., 1988).

De plus, chez des rats GAERS, le suivi par EEG des DPO couplé a des enregistrements
intracellulaires ou extracellulaires de I’activité des neurones cortico-striataux mais aussi des MSN et des

interneurones striataux locaux (Slaght et al., 2004), a permis de faire 3 observations importantes.

e Les neurones cortico-striataux déchargent avant la composante pointe des DPO (figure 15A)
e L'activité des MSN est modulée pendant les DPO (hyperpolarisation pendant les DPO et
dépolarisation aprés les DPO) (figure 15B).

e Lesinterneurones locaux déchargent de facon soutenue pendant les DPO (figure 15C).
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Figure 15 : Activité de neurones du striatum pendant une crise d’absence. A. Le pic de la décharge du
neurone cortico-striatal se situe a 19 ms avant la composante pointe des DPO (fleche bleue). B. Activité
d’un MSN pendant une crise d’absence. On note que |I’hyperpolarisation du potentiel de repos pendant
les DPOs s’accompagne de dépolarisations rythmiques qui restent infraliminaires. Fleche verticale : une
interruption momentanée des décharges pointes ondes est accompagnée d’une atténuation de
I’hyperpolarisation du neurone striatal. Fleche oblique : la fin de la période de crise est suivie d'une forte
dépolarisation du neurone striatal. C. Activité d’un interneurone GABAergique (IN) du striatum pendant
une crise d’absence. On note que pendant la crise corticale, I'IN présente une activité tonique et

irréguliere. Adaptée de Slaght et al., 2004
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Ainsi, le cortex, en activant les deux populations striatales inhibitrices (MSN et interneurones locaux)
provoquerait une diminution globale de I’activité du striatum par le biais du shunt (afférences inhibitrices
proximales diminuant le poids des excitations) réalisé par la petite population d’interneurones locale sur

les MSN (figure 16A).

La conséquence de ce bas niveau d’activité des MSN est une cessation du mouvement en raison
de la non mise en jeu de la voie directe D1. Or, comme expliqué plus haut et dans la figure 16B, une

diminution de la mise en jeu de la voie D1 est un facteur qui favorise I'immobilité et les crises.

En conclusion, le striatum et les autres ganglions de la base semblent entrer en jeu de fagon
importante dans la modulation de I'occurrence des crises. Poursuivre I'étude de ces structures est

incontournable pour élucider les mécanismes épileptogenes.
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Figure 16 : Mécanisme commun de l'activité striatale pendant les crises et I'immobilité. A. Schéma de
la connectivité entre les neurones cortico-striataux et les deux population striatales qui illustre le shunt
exercé sur les MSN striato-corticaux par les interneurones (IN) inhibiteurs locaux. B. Schéma illustrant la
voix directe D2 initiée par les MSN D2 (neurone A). L'absence de décharge des MSN D2 induit I'immobilité
(et les crises, non illustré). La décharge des MSN D2 induit le mouvement. Adapté de (Purves et al., 2015)
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1.4.2.4) Limitations des études électrophysiologiques chez les rats épileptiques
Pour conclure, nous pouvons dire que les enregistrements électrophysiologiques ont permis

d’'importantes avancées dans la compréhension des mécanismes qui participent au développement des
crises. Il est désormais possible de décrire plusieurs structures et populations neuronales qui ont un role
central dans la production de décharges pointes ondes. Toutefois, les approches décrites jusqu’ici ne
permettent pas d’enregistrer I'activité cérébrale de facon exhaustive. Les informations que I’on peut tirer
des enregistrements électrophysiologiques dépendent du nombre d’électrodes utilisées et de leur position
dans le cerveau. Ces données ne nous donnent qu’une vision partielle voire biaisée des événements
conduisant aux crises, selon la théorie (foyer cortical ou foyer thalamique) que I'on pense étre juste.
Jusqu’ici, la communauté scientifique a eu tendance a focaliser de fagon cyclique sur une théorie puis sur
I’autre, si bien que dans la revue de Massimo Avoli de 2012 (Avoli, 2012), I'auteur prédit que la prochaine

théorie ascendante sera celle centrée sur le thalamus.

II/ L'imagerie fonctionnelle pour étudier I'épilepsie absence

En complément des approches électrophysiologiques qui apportent une information sur I’activité
neuronale locale voire unitaire et surtout extrémement précise temporellement, les approches d’imagerie
fonctionnelle cérébrale (IRMf, TEP, NIRS, fUS) permettent un suivi certes indirect de I’activité neuronale
(niveau d’oxygene, flux sanguin etc) mais beaucoup plus global et méme exhaustif pour la zone imagée.
Par conséquent, ces approches d’'imagerie fonctionnelle constituent des outils particulierement adaptés
pour explorer la dynamique spatiotemporelle de signaux liés a I’activité des réseaux neuronaux. Dans cette
partie, nous aborderons les principes sur lesquels elle repose. Quelles sont ses applications dans des cas
physiologiques ? Comment ces approches ont-t-elles amélioré la compréhension des mécanismes qui
participent a I'apparition des crises d’absence ? Quelles sont les limites de ces approches et quels

nouveaux développements technologique permettraient de dépasser ces limites ?

[1.1) Substrats métaboliques des neurones

Les fonctions cognitives reposent sur la mise en jeu de réseaux neuronaux cérébraux adaptés aux
taches réalisées. L'activité des neurones de ces réseaux nécessite I'apport de glucose (Bélanger et al.,
2011). Ce glucose sert a produire I’ATP nécessaire au maintien du potentiel membranaire de repos, et son
utilisation augmente lors de la production de potentiel d’action et de la libération de neurotransmetteurs.

Le glucose est le seul substrat énergétique stocké dans le cerveau, sous la forme de glycogéne. Ce
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glycogéne cérébral sert de source d’énergie en cas de je(ine de durée modérée et participe a certains
processus de consolidation de la mémoire (Duran et al., 2013; Gibbs et al., 2006; Kanungo et al., 2018;
Suzuki et al., 2011). Lors de jelnes prolongés, le glycogéne musculaire et hépatique peut étre employé
pour les besoins du fonctionnement cérébral (Owen et al., 1967). En outre, dans certaines situations, le
cerveau peut utiliser d’autres substrats énergétiques, tels que les corps cétoniques pendant le
développement et les périodes de jeline prolongées et le lactate lors d’efforts importants (Cahill et al.,
1966; Nehlig, 2004; Nehlig and Pereira De Vasconcelos, 1993; Owen et al., 1967; Smith et al., 2003) .
L’apport en nutriments des neurones est médié par I'unité neuro-glio-vasculaire (figure 17). Cette
unité repose sur I'étroite collaboration entre les neurones, les astrocytes et les cellules qui forment et
modulent les réseaux vasculaires, a savoir les cellules murales (cellules musculaires lisses et péricytes) plus
périphériques et les cellules endothéliales qui constituent la paroi des vaisseaux sanguins. Les cellules
murales jouent un réle dans les mécanismes de vasodilatation et de vasoconstriction et les cellules
endothéliales jointives forment avec les pieds astrocytaires la barriere hématoencéphalique (BHE).
L’unité neuro-glio-vasculaire participe donc au maintien de I’'homéostasie cérébrale, et protege de
cerveau de toxines et autres atteintes. L’astrocyte capte le glucose présent dans les capillaires contigus, le
converti en pyruvate puis en lactate et transfere ce lactate au neurone en aval qui s’en servira comme

substrat pour la production d’ATP (figure 17).

@%2 Pre-Synaptic

ATPase Neuron
[ ]
:'._. o0

o, Glu
o.' L4 o./

[ ]
e ® "—NMDA-R

PSD-95 @ v

.
aent
.t
....
-
.o

Glyc!)Iysis
&, Astrocyte

Pyruvg.te

Capillary

b MCT4
Ca LDH-5

Lactate ;

Pericyte (®

o
........................ Post-Synaptic
Neuron

Figure 17 : Schéma des mécanismes de couplage neurovasculaire et neurométabolique. (a) L'activation
de récepteurs NMDA par la libération présynaptique de glutamate augmente la synthése d’oxide nitrique
(NO) par I'oxide nitrique synthase (nNOS). Le NO diffuse librement a travers les membranes pour agir sur
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les artérioles et provoquer des vasodilatations localisées. (b) Suite a I’activité neuronale, I'astrocyte libere
du calcium qui diminue la contraction des péricytes. (c) Le cycle glutamine-glutamate : le glutamate (Glu)
présent dans la fente synaptique est recapté par I’astrocyte, converti en glutamine (GIn) puis transféré au
neurone pré-synaptique pour reformer les stocks de neurotransmetteurs. (d,e) Le glucose présent dans le
capillaire sanguin est capté par I’astrocyte, converti en pyruvate puis en lactate et transféré au neurone
post-synaptique pour servir de source d’énergie. LDH : Lactate déshydrogénase, GLT : Transporteur de
glutamate, MCT : Transporteur de lactate, ATP : Adénosine triphosphate. Les lignes pleines désignent les
activités enzymatiques et les pointillés désignent les mouvements de solutés. Adapté de Watts et al., 2018.

Les activités neuronales et astrocytaires produisent des messagers comme |’oxyde nitrique (NO)
ou le calcium qui ont un effet vasodilatateur. Ils font partie des mécanismes qui permettent d’augmenter
I"afflux sanguin de fagon localisée pour subvenir a des besoins métaboliques neuronaux et astrocytaires
accrus. Il s’agit du concept de couplage neurovasculaire sur lequel repose I'imagerie fonctionnelle. Dans la
prochaine partie, nous expliquerons comment ce couplage a été mis en évidence et comment il est

exploité dans des études d’imagerie fonctionnelle.

[1.2) Couplage neurovasculaire
11.2.1) Hyperhémie fonctionnelle

Le couplage neurovasculaire donne lieu a I’"hyperhémie fonctionnelle. Autrement dit, lorsqu’une
partie du cerveau s’active, I'afflux sanguin vers cette région augmente. C'est en 1890 que ce phénomene
a été décrit pour la premiere fois (Roy and Sherrington, 1890). Dans cette étude, les auteurs ont montré
chez le chien qu’une stimulation sensorielle provoquait une augmentation réversible du volume cérébral
et de la pression artérielle cérébrale (figure 18). Les autres résultats obtenus dans cette étude ont mené
a la conclusion que le cerveau sécrete des substances vasoactives, c’est-a-dire capables d’agir sur le

diameétre des vaisseaux.
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Figure 18 : Description du couplage neurovasculaire suite a une stimulation périphérique. Le volume
sanguin cérébral et la pression artérielle augmentent suite a une stimulation électrique du nerf sciatique.
Ces parametres reviennent a leurs valeurs de base apres I'arrét de la stimulation. Adaptée de Roy and
Sherrington, 1890.

Ces travaux précurseurs ont été suivis de ceux de Angelo Mosso qui, en 1884, flit le premier a
exploiter le couplage neurovasculaire et les modifications de flux sanguin cérébral pour suivre de facon
indirecte la fonction cérébrale lors d’'une tache cognitive (Sandrone et al., 2014). Il développa la
pléthysmographie, qui permet de suivre les variations de volume sanguin. Il démontra que lors d’une

activité cognitive, chez un sujet avec un volet cranien, en position allongée ou assise et immobile, le

volume sanguin cérébral varie de facon indépendante du volume sanguin des bras et des jambes (figure
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19B.a). Il proposa I'idée que les variations de perfusion sanguine cérébrale affectaient des régions du

cerveau spécifiques d’une tache cognitive ou d’une stimulation sensorielle donnée (Raichle, 1998).

Figure 19 : Augmentation de la pulsatilité cérébrale lors d’une tache cognitive. A. Montage expérimental
de Mosso qui permet de suivre I'évolution du volume sanguin cérébral. B. (a) Volumes sanguins lorsque
I'on demande au sujet d’effectuer une opération mathématique (fleche blanche). La trace du haut
correspond a I’enregistrement fait dans le cerveau et la trace du bas a I’enregistrement controle fait dans
I’avant-bras. On note que lors de la tache cognitive, seule la pulsation cérébrale augmente. (b) Volumes
sanguins du cerveau (trace du haut) et de I'avant-bras (trace du bas) au repos. Adaptée de Zago et al.,
2009.

Une centaine d’années plus tard, de nombreuses techniques ont vu le jour pour enregistrer les
variations de perfusion sanguine dans le cerveau. Parmi ces techniques, on compte |'Imagerie par
Résonnance Magnétique fonctionnelle (IRMf), la Tomographie par Emission de Positron (TEP ou PET en
anglais), la Tomographie par Emission MonoPhotonique (TEMP ou SPECT en anglais), la spectroscopie dans
le proche infrarouge (NIRS — Near InfraRed Spectrocopy), la vélocimétrie laser, I'imagerie ultrasonore
fonctionnelle (fUS — functional UltraSound imaging), etc. Ces techniques, qui nécessitent pour leur mise
en ceuvre des approches plus ou moins invasives, ont des caractéristiques spécifiques en termes de
résolution spatiale (capacité a séparer deux signaux proches spatialement), de résolution temporelle
(capacité a séparer deux signaux proches dans le temps) et de sensibilité (capacité a détecter un signal de
faible intensité) (figure 20). Chacune de ces techniques permet de suivre un ou plusieurs parametres

parmi la liste suivante : le taux de consommation métabolique d’oxygéne (CMRO, — Cerebral Metabolic
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Rate of Oxygen), la pression partielle en oxygene (pO,) et en dioxyde de carbone (pCO), la concentration
en hémoglobine oxygénée (HbO), en hémoglobine désoxygénée ou réduite (HbR), en hémoglobine totale
(HbT), le flux sanguin cérébral (Cerebral Blood Flow ; CBF) et le volume sanguin cérébral (Cerebral Blood
Volume ; CBV). Ensemble, ces parameétres composent la réponse hémodynamique qui survient suite a une

activité neuronale.
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Figure 20 : Comparaison des différentes techniques d’imagerie cérébrale. Les critéres de comparaisons
sont la résolution spatiale, la résolution temporelle, la taille des champs imagés et le caractére invasif ou

non de la technique. Adapté de Medani, 2016.

11.2.2) Utilisation du couplage neurovasculaire pour I'imagerie fonctionnelle

11.2.2.1) La détection du signal BOLD par IRMf
L'IRMf est probablement la technique la plus employée, que ce soit dans la recherche ou en

cliniqgue. Cette technique repose sur le fait que I'hémoglobine oxygénée (HbO) et I’'hémoglobine

désoxygénée ou réduite (HbR) ont des propriétés magnétiques différentes. L'HbR est la molécule
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paramagnétique, c’est-a-dire que c’est elle qui va acquérir une aimantation sous I'effet d’'un champ
magnétique extérieur. HbO est diamagnétique, ce qui veut dire qu’elle génére un champ magnétique
opposé a celui auquel elle est exposée. Suite a une activité neuronale, on observe dans un premier temps
une diminution locale de I'oxygénation sanguine. Celle-ci est rapidement surcompensée par une
augmentation du flux sanguin. On enregistre alors une augmentation du signal BOLD (Blood Oxygen Level

Dependant) qui traduit une augmentation du ratio HoO/HbR (Buxton et al., 1998).

La figure 21 présente un exemple d’étude employant I'IRMf pour localiser et quantifier les activités
cérébrales lors de stimulations auditives (Binder et al., 1997). On fait écouter une liste de mots a des sujets
et on cartographie les régions cérébrales dont I’activité est parallelement augmentée. Les auteurs ont ainsi
pu observer que le traitement des informations auditives langagieres est principalement latéralisé dans
I’'hémispheére gauche. lls ont pu également identifier précisément les régions corticales qui participent a la
compréhension du langage, et ainsi approfondir les connaissances auparavant établies grace aux

expériences de lésion.

Figure 21 : Enregistrement IRMf lors d’une stimulation auditive. L'objectif de cette étude était de
cartographier les régions cérébrales actives suite a une stimulation auditive. Les sujets écoutaient des
séries de mots pendant les enregistrements d’IRMf. La figure présente un enregistrement d’un sujet agé
de 26 ans. On peut voir que dans I’'hémisphere gauche, les régions activées (en rouge et orange) sont le
sulcus temporal supérieur et le gyrus temporal médian (L56), le gyrus temporal inférieur (L56-L44), le gyrus
angulaire (L56-32), le gyrus frontal inférieur (L56-44), le gyrus frontal (L44-32-20-8) et le cortex cingulaire
(L8). Dans I’hémisphére droit, le cervelet postérieur (R8) et quelques régions du cortex préfrontal et du
gyrus angulaire. Les quelques zones colorées en bleu correspondent a des zones dont I’activité diminue.
Adaptée de Binder et al., 1997.
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11.2.2.2) La détection du CBV par imagerie ultrasonore fonctionnelle (fUS)
L'imagerie ultrasonore ou échographie est une technique largement utilisée en clinique. Elle

nécessite 'usage d’ultrasons que I'on envoie a travers un tissu ou un organe a l'aide d’une sonde
ultrasonore constituée de transducteurs piézoélectriques qui convertissent un courant électrique en
impulsion mécanique et inversement (Wells, 2006). Les particules présentes dans le milieu imagé générent
un écho qui est capté par la sonde ultrasonore. Les propriétés de ces échos (intensité de I’écho, proximité
de la particule échogeéne avec la sonde) permettent de générer une image ultrasonore en B-mode, utilisée

pour explorer 'anatomie d’un organe.

Cette approche permet aussi d’enregistrer le flux sanguin. On se base pour cela sur le principe de
I'effet Doppler. L'effet Doppler est le décalage de fréquence d’une onde mécanique (sonore) ou
électromagnétique lorsque la distance qui sépare I'émetteur du récepteur varient au cours du temps.
L'exemple le plus commun pour illustrer cet effet est celui de la sirene du véhicule d’'urgence qui nous
dépasse et qui s’éloigne de nous. A mesure que le véhicule se rapproche, le son de la sirene devient plus
aigu car la fréquence de I'onde sonore pergue augmente. Une fois que le véhicule nous dépasse et
s’éloigne, le son de la siréne devient plus grave car la fréquence de I'onde sonore pergue diminue. Sur la
base de ce principe, et en connaissant la fréquence de I'onde ultrasonore utilisée et la valeur du décalage
de fréquence des ondes émises par les particules échogénes (ici, les particules sanguines), il est possible

de déduire le mouvement (vitesse et direction) des particules sanguines du tissu imagé.

Classiquement, des ondes ultrasonores focalisées en un point sont utilisées. L'inconvénient étant
gue pour produire I'image d’un plan, il faut superposer plusieurs images avec des points de focalisation de
I’onde ultrasonore différents, ce qui réduit la cadence a laquelle les images sont produites. Il est alors
impossible de s’affranchir d’artefacts comme les battements cardiaques ou d’imager des phénomeénes
rapides comme les variations hémodynamiques. En effet, d’aprés le théoreme de Nyquist-Shannon : « La
représentation discrete d’un signal exige des échantillons réguliéerement espacés a une fréquence
d’échantillonnage supérieure au double de la fréquence maximale présente dans ce signal ». On peut
contourner cet obstacle en utilisant des ondes ultrasonores planaires avec des angles d’inclinaisons
variables (Bercoff et al., 2011; Montaldo et al., 2009). C’est ce qui est décrit dans la figure 21A. La figure
21B montre qu’avec cette approche, il est possible de détecter des variations de volume sanguin cérébral

(CBV) en temps réel et simultanément sur toute la profondeur du cerveau de rat.

50



Image-8 Image-~7 Image -6 Image 7 Image 8 _

iii ii >
zd

SF

H &

Ultrasoniu
probe

Cranial
window

T 4 =—— Echoes
<— Skull

‘ T Ty

o
(%) sepddo g semody

Figure 21 : Exploration du couplage neurovasculaire avec le fUS chez le rat. A. Formation d’une image
ultrasonore. Gauche : On envoie des ondes planaires a travers le tissu cérébral et on détecte I'écho des
particules sanguines. Droite : On obtient des images hautement résolues (100um?) par la moyenne
d’images composites enregistrées sur 200ms. B. Augmentation du volume sanguin cérébral (CBV) suite a
I"application d’un agent dépolarisant. Image de gauche : On applique du 4AP qui dépolarise les neurones
dans la zone entourée et désignée par la fleche blanche. L'augmentation de volume sanguin est mise en
évidence par les couleurs chaudes. De gauche a droite : les augmentations de CBV forment une vague qui
part du point d’application du 4AP et envabhit le cortex et le thalamus. Adaptée de Macé et al., 2011

11.2.2.3) Limites de I'imagerie fonctionnelle lorsqu’elle est employée seule
Bien que I'IRMf ait permis des avancées majeures dans le domaine des neurosciences,

I'interprétation des variations de signal BOLD reste complexe. En effet, le signal BOLD dépend d’une
combinaison de parametres tels que CBF, CBV, et de CMRO; (Hyder et al., 2001; Ogawa et al., 1998, 1993).
Or, ces paramétres peuvent évoluer de facon non coordonnée. Il existe alors 2 maniéeres pour le signal
BOLD d’augmenter. La premiére maniére est le cas classique d’une augmentation de I'activité neuronale
qui meéne a une augmentation du rapport HbO/HbR, comme précédemment décrit. La seconde peut étre

une diminution de I'activité neuronale sans variation du CBF (pas d’afflux sanguin nécessaire), qui mene a
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une diminution du CMRO2 et a une augmentation de la pO; sanguine en raison d’'un métabolisme faible
chez ces cellules peu demandeuses d’02 et d’énergie. Par ailleurs, il existe 2 scénarios qui menent a une
diminution du signal BOLD. Le premier est une diminution de I'activité neuronale qui méne a une
diminution du flux sanguin cérébral et de ce fait, de la pO,. Le second est une augmentation de |'activité
neuronale, sans augmentation significative du flux sanguin cérébral (par exemple en cas d’anomalie du
couplage neurovasculaire), ce qui méne a une diminution de la pO; en raison de la demande énergétique

accrue des tissus (Blumenfeld, 2007; Schridde et al., 2008).

Un autre point a relever est que la réponse hémodynamique qui fait suite a une activité neuronale
varie au cours du développement. Notamment, le délai de la réponse peut étre plus long dans les phases
précoces du développement (Richter and Richter, 2003). Les auteurs suggérent que, suite a une activité
neuronale, le délai de dilatation des vaisseaux sanguins est plus important s’ils sont de gros diametre du
fait en particulier que ceux-ci récupérent du sang de régions éloignées (Lee et al., 1995). Ainsi, la fraction
de gros vaisseaux recrutés suite a une activité neuronale diminuerait avec I'age et le délai de la réponse
hémodynamique a une activité neuronale serait, par conséquent, raccourci. Il convient alors de considérer

cet aspect du délai de la réponse hémodynamique comme un potentiel biais lors de 'emploi de I'IRMf.

Il est donc nécessaire de combiner I'IRMf, et de maniere générale I'imagerie fonctionnelle, avec
d’autres approches complémentaires pour extrapoler, au plus prés de la réalité pathophysiologique, la
dynamique des réseaux neuronaux. C'est dans cet optique que I'’emploi de l'imagerie fonctionnelle

combinée aux enregistrements EEG s’est développée.

[1.2.3) Etudes imagerie fonctionnelle-EEG pour décrire la physiologie

11.2.3.1) L'IRMf-EEG
L’électroencéphalographie a émergé au début du 20eme siécle avec le galvanometre du psychiatre

allemand Hans Berger en 1924 en tant que technique pour enregistrer des réponses neurophysiologiques.
C’est aussi une technique de neuroimagerie généralement non invasive qui implique le placement de
macroélectrodes sur le scalp pour enregistrer, suite a son amplification, les potentiels électriques du
cerveau. Chaque électrode capture les signaux électriques synchrones des populations neuronales
corticales voisines. Les potentiels électriques sont la conséquence directe de l'existence de diplles
électriques créés par les potentiels postsynaptiques générés au niveau des dendrites apicales des cellules
pyramidales du cortex. Les potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) résultent d’entrées de charges
positives dans le milieu intracellulaire, se traduisant par une déplétion localisée de charges positives dans

le milieu extracellulaire. Les p6les du dipdle électrique peuvent étre considérés comme la source et le puit
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des courants ioniques créés par I'exces et le défaut d’espéces ioniques formant des gradients entre le soma
des dendrites apicales. Ces ions peuvent se déplacer librement dans le liquide céphalo-rachidien et les
tissus cérébraux, provoquant ainsi des courants ioniques dans un milieu résistif, ce qui se traduit par des
potentiels électriques (Lopez-Gordo et al., 2014). L’'EEG posséde une résolution temporelle inégalable de
I’ordre de la milliseconde. La résolution spatiale de I'EEG et donc la cartographie qu’on peut dériver du
signal électrique issu des populations neuronales corticales, est dépendante du nombre d’électrodes
placées sur le scalp qui va difficilement au-dela de 256 électrodes dans les enregistrements EEG a haute
densité actuels. De méme, I'estimation de la région cérébrale d’ou provient le signal est génée par la
mauvaise conduction du signal a travers le liquide céphalorachidien et I’'os du crdne (Van Den Broek et al.,
1998), ce qui nécessite des approximations complexes pour une cartographie corticale et laisse les

structures profondes inaccessibles.

A l'inverse, I'IRMf possede une résolution temporelle limitée par la nécessité de moyenner les
essais, mais possede une résolution spatiale de I'ordre du millimetre, dépendante de la puissance de

I’aimant et permet d’enregistrer le signal BOLD de tout le volume cérébral.

En résumé, I'IRMf et 'EEG sont deux techniques complémentaires pour explorer I'activité
cérébrale (figure 22A). L'EEG posséde une résolution temporelle de I'ordre de la milliseconde. Sa
résolution spatiale est limitée par une mauvaise conduction du signal a travers le liquide céphalorachidien
et I'os du crane (Van Den Broek et al., 1998), ce qui rend impossible la cartographie précises des activités
neuronales des structures profondes. L'IRMf posséde une résolution spatiale de I'ordre du millimétre et

permet d’enregistrer tout le volume cérébral, ce qui compense la faiblesse de I'EEG.

La figure 22B présente un exemple d’étude ou les auteurs ont combiné I'IRMf avec I'EEG (Portas
et al.,2000). Ici, les auteurs ont voulu cartographier les activations cérébrales suite a une stimulation
auditive en fonction de I'état d’éveil ou de sommeil des sujets. Pour cela, I'EEG servait a détecter I'éveil ou
le sommeil et I'IRMf servait a détecter les augmentations de signal BOLD, qui rendent compte de facon
indirecte de I'activité neuronale. Les résultats révelent que pour une stimulation auditive neutre comme
un bip sonore, les régions cérébrales activées pendant I’éveil et le sommeil sont similaires. Ces activations
concernent le cortex auditif, le thalamus et le noyau caudé. Les auteurs concluent qu’une stimulation

auditive neutre est traitée de la méme maniere, quel que soit I’état cérébral du sujet.
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Figure 22 : Enregistrement IRMf-EEG chez ’Homme pendant une stimulation auditive, lors de I'éveil et
du sommeil. A. Principe de I'imagerie multimodale IRMf-EEG. B. Enregistrement IRM-EEG. (a) EEG pendant

I’éveil et le sommeil. (b) IRMf pendant I’éveil et le sommeil, suite a la stimulation auditive. Adaptée de Bin
He and Zhongming Liu, 2008; Portas et al.,2000.
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11.2.3.2) LE fUS-EEG
De récents développements technologiques et chirurgicaux ont rendu possible le couplage de

I'imagerie ultrasonore fonctionnelle (fUS) avec les enregistrements EEG, chez le rongeur mobile (figure
23A; Sieu et al., 2015). Cette approche permet de mettre en lien les variations de CBV avec les signaux
EEG qui rendent compte de I’état cérébral (éveil/sommeil) de 'animal. Le fait que I’animal soit libre de ses
mouvements permet de se rapprocher des conditions physiologiques, de fagcon a ce que les contraintes
et/ou parameétres qui pourraient influencer le comportement de I’animal sont limités au maximum. Un
exemple de résultat est présenté en figure 23B (Bergel et al., 2018). On peut y voir que les différents états
cérébraux (que nous définirons dans la partie 11l.1.1.i) sont associés a des activités hémodynamiques
spécifiques. On pourrait s’attendre a ce que les périodes d’éveil s’Taccompagnent d’augmentations du CBV
plus importantes que pendant le sommeil, or ce n’est pas toujours le cas. L'étude révele que pendant le
sommeil paradoxal (aussi appelé sommeil REM pour Rapid Eye Movement), le CBV, qui renseigne de fagon
indirecte sur l'activité neuronale, augmente massivement dans le cortex, I'hippocampe dorsal et le
thalamus. Ainsi, le fUS-EEG permet, du fait de sa sensibilité et de sa haute résolution spatio-temporelle,
de décrire avec précision des phénomeénes physiologiques, pré-requis essentiel en amont de I'analyse des

fluctuations pathologiques de ces mémes activités.
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Figure 23: Les signaux hémodynamiques cérébraux sont spécifiques d’un niveau d’activité
comportemental. A. Procédure chirurgicale pour le placement de la sonde ultrasonore. Une partie de I'os
cranien est remplacée par une prothése perméante aux ultrasons. La sonde est fixée a la téte de I’animal
et peut se déplacer d’avant en arriere pour enregistrer différents plans. B. Variations du CBV lors de I’éveil
calme (QW - quiet wake), éveil actif (AW — active wake), sommeil lent (NREMS — non-REM sleep), sommeil
paradoxal (REMS — rapid eye movement sleep). Adapté de Bergel et al., 2018; Sieu et al., 2015.
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Dans la prochaine partie, nous verrons comment I'approche combinée de I'imagerie fonctionnelle
et de 'EEG a permis une cartographie des structures neuronales qui participent a la production des
décharges pointes-ondes. Nous verrons aussi I'aspect dynamique des activités qu’elles génerent et dans

guelle mesure ces activités sont modifiées avant méme |'apparition des crises d’absence.

[1.3) Imagerie fonctionnelle couplée a I'EEG pour étudier I'épilepsie absence
[1.3.1) Chez I'homme

Avant I’emploi de I'IRMf-EEG, les études qui portaient sur I'épilepsie étaient limitées par la faible
résolution spatiale de I'EEG. Il était impossible d’établir des corrélations entre I’activité neuronale et
I"apparition des crises. Or, cette question est cruciale pour comprendre les mécanismes responsables de

I"apparition des crises.

La figure 24 présente un enregistrement de 2 crises d’absences enregistrées chez un méme patient
(Moeller et al., 2010). La premiére observation est que le signal BOLD augmente dans le cortex préfrontal
et le thalamus pendant les crises et qu’il diminue dans le noyau caudé du striatum, et dans les régions du
réseau du mode par défaut. Le réseau du mode par défaut est constitué des régions cérébrales actives
lorsque l'individu est au repos, immobile, sans réaliser de tache cognitive (Raichle and Mintun, 2006). Ces
résultats sont cohérents avec ceux obtenus chez les modeles de rats épileptiques qui montraient une
augmentation de I'activité de la boucle thalamo-corticale (activation) et une diminution globale de
I’activité multi-unitaire du striatum pendant les crises (désactivation) (cf § 1.4.B) ainsi qu’avec d’autres

études IRMf-EEG réalisées chez des patients (Berman et al., 2010; Guo et al., 2016; Li et al., 2009).

La seconde observation est qu’il existe une variabilité inter-individus dans les structures cérébrales
qui connaissent une variation du signal BOLD. Ainsi, sur 17 patients testés, 5 patients présentaient une
diminution du signal BOLD dans le noyau caudé. L'activité la plus représentée et conservée entre les
différents patients est celle du thalamus, présente chez tous les patients et enregistrée dans 94% des
crises. Ces données sur la variabilité inter-individus pourraient expliquer les disparités que I'on observe
entres les différentes études, ol certaines rapportent, a l'inverse, une diminution de I'activité du cortex
préfrontal (Moeller et al., 2008) ou une activation du striatum (Masterton et al., 2013). En revanche, les
auteurs n’ont en général pas observé une grande variabilité dans I’activation spatiotemporelle du signal
BOLD entre les crises d’'un méme patient, mais plutét quelques disparités dans les modifications des
sighaux hémodynamiques lors de la production de DPO entre patients (Aghakhani, 2004; Archer, 2003;
Bode, 1992; Gotman et al., 2005; Nehlig, 2004; Nehlig et al., 1996). Il faut noter que les patients recrutés

dans ces études avaient des profils variés, en termes d’dges (certains patients ont plus de 30 ans), de
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traitements suivis et de comorbidités associées aux crises d’absence (certains patients présentaient des

déficiences mentales).

20.0

Deactivation

Figure 24 : Enregistrement IRMf-EEG de deux crises d’absence chez un méme patient. Le début des crises
est marqué par les fleches rouges sur le tracé EEG et par les fleches blanches sur les images d’IRMf. On
note qu’il y a un délai de 5 secondes entre le début de la crise en EEG et celui observé en IRMf en raison
de la cinétique du couplage neurovasculaire et de la fréquence d’'image/seconde de I'IRMf. Les deux crises
débutent par des activations du cortex préfrontal. Dans la premiére crise, cette activation est détectable
en IRMf 10 secondes aprés le début des DPO. Pour la seconde crise, on observe un décalage de 5 secondes.
Adaptée de Moeller et al., 2013, 2010.

L’apport de I'imagerie fonctionnelle combinée aux enregistrements EEG a non seulement permis
une cartographie des activités cérébrales corrélées aux crises d’absences, mais a apporté des informations

sur la dynamique de ces activités. Cette question est essentielle pour aborder la prédiction des crises qui
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nécessite d’apporter une description des activités cérébrales qui interviennent de fagon précoce ou qui
précedent les crises. En effet, si I’on considére qu’une crise débute lorsque les décharges pointes ondes
sont détectées par I'EEG, cela n’exclue pas le fait que des modifications de I’activité neuronale surviennent

avant leur synchronisation.

Des travaux qui joignent I'imagerie fonctionnelle aux enregistrement EEG montrent que des
modifications hémodynamiques surviennent 5 a 15 secondes avant I'apparition des DPO. C’est le cas des
études présentées dans la figure 25 (Bai et al., 2010; De Simone et al., 2002, 1998; Roche-Labarbe et al.,
2008). Les auteurs y ont combiné les enregistrements EEG aux enregistrements d’ultrasonographie
Doppler transcranienne (figure 25A), aux enregistrements NIRS (Near Infrared Spectroscopy -
spectroscopie dans le proche infrarouge) (figure 25B) et aux enregistrements IRMf (figure 25C).
L'ultrasonographie Doppler transcranienne permet une mesure du CBF (Aaslid et al., 1982) tandis que le
NIRS permet une mesure optique de la saturation sanguine globale du cerveau. Ces deux techniques
possedent une haute résolution temporelle (de I'ordre de la centaine de millisecondes) et une faible
résolution spatiale se limitant a apporter des informations moyennes globales de I’"hémodynamique
cérébrale. On trouve chez ces patients épileptiques, des augmentations du CBF détectables 4 a 6 secondes
avant le début des crises (figure 25A). Par ailleurs, des augmentations du taux d’hémoglobine oxygénée
et des diminutions du taux d’hémoglobine désoxygénée étaient détectées 10 secondes avant I’apparition
des crises (figure 25B). Le volume total d’hémoglobine pouvait augmenter ou diminuer selon le patient.
Quant au signal BOLD, il commencerait a augmenter dans le cortex orbito-frontal 14 secondes avant le
début des décharges pointes-ondes, cette activation envahissant peu a peu une large partie du cortex

préfrontal (figure 25C).

Ensemble, ces données tendent a montrer que les crises n"apparaissent pas de facon aléatoire
mais reposeraient sur des mécanismes neuronaux, métaboliques et hémodynamiques qui se mettraient
en place quelques secondes avant la synchronisation de I'activité neuronale. Mieux connaitre ces
mécanismes est un préalable nécessaire a la prédiction des crises. Pour explorer cette piste, il est possible
d’employer des modeles de rats épileptiques. Dans la prochaine partie, nous nous demanderons si les

observations faites chez I'Homme ont été confirmées chez les rats épileptiques.
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Figure 25: Variations hémodynamiques qui précédent les crises d’absences. A. Enregistrement
d’ultrasonographie doppler transcranienne chez un patient épileptique. La trace du haut montre
I’enregistrement du CBF. Les traces du bas montrent |’enregistrement de I'EEG correspondant. On note
une augmentation du CBF 5 secondes avant I'apparition des décharges pointes ondes. B. Moyenne des
enregistrements NIRS de la saturation sanguine en oxygene dans les cerveaux de 6 patients. La courbe
rouge montre |'évolution de la concentration en hémoglobine oxygénée (HbO2). La courbe bleue montre
I’évolution de I’hémoglobine désoxygénée (HHb). Le rectangle orange désigne la durée d’une crise. La
période nommée « baseline » serta la normalisation du signal. On note I'augmentation de la concentration
d’HbO2 et la diminution de la concentration en HHb qui débute 10 secondes avant le début de la crise. C.
Moyenne des enregistrements IRMf-EEG chez 8 patients épileptiques. On remarque I'augmentation du
signal BOLD qui débute 14 secondes avant le début de la crise. Cette augmentation commence dans le
cortex orbito-frontal (OF), fronto-polaire (FP), cingulaire (CG), pariétal latéral, précuneus (PC) et occipital
latéral (LO). Adaptée de Bai et al., 2010; De Simone et al., 1998; Roche-Labarbe et al., 2008

11.3.2) Chez le rat épileptique

11.3.2.1) Par I'emploi de techniques conventionnelles
Le premier point a confirmer est que les structures impliquées dans I’apparition des DPO sont les

mémes chez les rats épileptiques et chez I’'Homme. La figure 26 montre les structures cérébrales qui voient
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leur activité modifiée lors des crises chez le rat WAG/RIj (figures 26A et 26B) et chez le rat GAERS (figure
26C) (David et al., 2008; Tenney et al., 2004). Pour cela, les auteurs ont réalisé des enregistrements IRMf-
EEG sur des rats anesthésiés. Les résultats présentés dans |'article David et al., 2008 ont été traités pour
s’affranchir des variations de CBF et CMRO2 et ne conserver que les variations de CBV. Ces études révelent
une augmentation du signal BOLD et du CBV dans le thalamus et le cortex somatosensoriel primaire en
tonneaux chez les deux modeles d’épilepsie. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus par IRMf-EEG
chez ’'Homme et par enregistrements électrophysiologiques chez le rat qui montrent une implication des
réseaux thalamo-corticaux (Depaulis et al., 2016; Depaulis and Van Luijtelaar, 2006; Nersesyan et al.,

2004).

Le second point est la diminution du signal hémodynamique observée dans le striatum, qui
reproduit ce que I'on observait chez 'Homme (cf figure 24) et qui est cohérent avec les études

électrophysiologiques de I'activité des neurones du striatum (Slaght et al., 2004b).

Dans la figure 26C, on peut voir que le CBV augmente dans le cervelet. Ces résultats concordent
aussi avec ceux obtenus par des enregistrements électrophysiologiques chez le rat (Kandel and Buzsaki,
1993). Le rble dans la genese des crises de cette structure encore peu étudiée dans le cadre de |'épilepsie
absence reste méconnu. Il est possible que les activités rythmiques décrites dans le cervelet participent
au maintien des décharges pointes-ondes. En effet, certaines activités sont en phase avec la composante
pointe et d’autres en phase avec la composante onde des DPO. Cela suggere une activité rythmique
présente dans le cervelet lors des DPO qui différerait selon la sous-classe de neurones cérébelleux

enregistrée.

Enfin concernant le reflet temporel de la durée des crises dans le signal BOLD, on peut noter dans
la figure 26B que les crises sont associées des augmentations de signal BOLD qui durent plus de 30
secondes, alors que la durée d’'une crise est d’environ 10 secondes. Les variations de signal BOLD
n’offriraient donc qu’un suivi approximatif de la dynamique temporelle du couplage neurovasculaire

pendant les crises.
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Figure 26 : Enregistrements fMRI-EEG des variations des signaux hémodynamiques dans les cerveaux de
WAG/Rij et de GAERS lors de crises d’absence. A. Cartographie des activités cérébrales pendant les crises
d’absence sur 3 plans d’images consécutifs chez le rat WAG/RIj. La rangée du haut montre les régions
d’intérét. nRT = noyau réticulé thalamique ; S1 = cortex somatosensoriel primaire ; Po = noyau postérieur
du thalamus; MD = noyau thalamique médiodorsal; VPM/VPL = noyau thalamique ventraux
postéromédian/ postérolatéral. La rangée du bas montre les localisations des variations du signal BOLD.
B. Quantification des variations du signal BOLD dans les régions d’intéréts. On note que lors des crises, les
signaux BOLD de chacune des régions d’intérét augmente d’environ 10% par rapport au niveau basal. C.
Enregistrement IRMf-EEG chez un rat GAERS. Le signal a été traité pour ne montrer que le CBV. On constate
des augmentations du CBF dans le cervelet (Cer), le thalamus (T), la substance noire pars reticulata (SNr),
le cortex somatosensoriel primaire en tonneaux (S1BF), le cortex rétrosplénial (RS) et des diminutions du
CBF dans le cortex visuel primaire (V1), les cortex somatosensoriels primaires et secondaires (S1 et S2), le
striatum (CPu) et le cortex moteur primaire (M1). Adaptée de (David et al., 2008b; Tenney et al., 2004)
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Pour élucider la dynamique du couplage neurovasculaire avant et pendant les crises, il est
nécessaire d’employer d’autres approches, mieux résolues temporellement et qui enregistrent de facon
isolée les différents paramétres hémodynamiques cités précédemment tel que récapitulé dans la figure
27 (Mishra et al., 2011a; Roche-Labarbe et al., 2010a). Dans la figure 27A, les auteurs combinent les
enregistrements EEG pour détecter les crises, les activités multi-unitaires et les variations de LFP a des
enregistrements d’'IRMf et de vélocimétrie laser qui permet de mesurer de fagon localisée le CBF. Ces
enregistrements se concentrent sur le cortex somatosensoriel primaire en tonneaux (S1BF), le noyau
ventro-postéro-médian du thalamus (VPM) et le striatum (CPu). Les auteurs décrivent une augmentation
du signal BOLD, du CBV, du CBF, de I'amplitude du signal LFP et de I'activité multi-unitaire dans le S1BF et
le thalamus. Ces résultats sont compatibles avec la théorie classique du fonctionnement du couplage

neurovasculaire et avec les données présentées précédemment.

Dans le striatum, les auteurs décrivent une diminution du signal BOLD, du CBV, du CBF, une forte
augmentation de I'amplitude du LFP et une trés faible augmentation de I'activité multi-unitaire. Il est
plausible que ces apparentes disparités observées entre des signaux hémodynamiques qui diminuent et
des signaux électrophysiologiques qui augmentent soient dus a une activité des interneurones inhibiteurs
du striatum qui court-circuitent de facon synchrone I'activité des neurones striato-corticaux (cf § 1.4.2.3)
accroissant les signaux LFP enregistrés localement. Sans la mesure conjointe de ces différents parameétres,
et en n'ayant que I’évolution des signaux LFP et des signaux BOLD comme dans la plupart des études IRMf-

EEG, il aurait été complexe de proposer une explication a ces résultats.

La figure 27B apporte |'information de la saturation sanguine en oxygéne dans le cerveau. C'est le
parametre qui manquait a I'étude présentée dans la figure 27A pour avoir un suivi exhaustif des
parametres hémodynamiques. Dans cette étude, les auteurs ont réalisé des enregistrement NIRS-EEG chez
des rats GAERS et ont montré une diminution du rapport hémoglobine oxygénée/hémoglobine
désoxygénée qui démarre 15 secondes avant le début des crises. Cela s’accompagne d’une diminution de
la quantité totale d’hémoglobine. Ces résultats sont cohérents avec ceux observés chez I’'Homme. Il existe
bien des signaux précurseurs des crises d’absence chez les modeéles de rat épileptiques. Il est crucial de
décrire ces activités neuronales et hémodynamiques si I’on veut prédire I'occurrence des crises et espérer

la moduler.
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Figure 27 : Evolution des différents parameétres hémodynamiques et des activités neuronales dans le
cortex somatosensoriel primaire en tonneaux, le thalamus et le striatum. A. Variation des signaux
hémodynamiques pendant les crises d’absence chez le rat GAERS. Notez une augmentation du signal
BOLD, du CBV, du CBF, du LFP et de I’activité multi-unitaire (MUA) dans le S1BF et de Thal et une diminution
des parametres hémodynamiques dans le CPu corrélé a une augmentation du LFP et de la MUA. B.
Variation de I'oxygénation sanguine 15 secondes avant les crises. Hémoglobine oxygénée = HbO2 ;
hémoglobine désoxygénée = HHb; Hémoglobine totale = HbT. Notez une diminution du rapport
HbO2/HHb avant les crises et une diminution de I’'HbT. Adaptée de Mishra et al., 2011; Roche-Labarbe et
al., 2010.

63



11.3.2.2) Exploration des variations de CBV pendant et entre les crises avec le fUS-EEG
Comme démontré précédemment, I'utilisation de nouvelles techniques telles que I'imagerie

ultrasonore fonctionnelle combinée aux enregistrements EEG (fUS-EEG), permet de lier les variations de
CBV aux oscillations électrophysiologiques. Contrairement a I'IRMf-EEG, cette approche ne nécessite pas
de sédation ce qui nous rapproche des conditions physiologiques nécessaires aux études

comportementales.

La figure 28 présente une étude faite au sein de mon laboratoire d’accueil (Sieu et al., 2015). Ici,
les auteurs ont réalisé des enregistrements fUS-EEG sur des rats GAERS vigiles et mobiles. lls ont enregistré
différents plans coronaux pour suivre I’évolution du CBV dans les structures d’intérét: le cortex
somatosensoriel primaire, le thalamus et le striatum. Dans la figure 28A, on peut voir pour chaque plan
imagé a des temps différents, 'EEG qui lui correspond. On voit que les DPO sont associées a une
augmentation du CBV dans le thalamus et le cortex et une diminution dans le striatum. Cela est confirmé
dans la figure 28B qui fournit la quantification des variations moyennes du CBV. Ces résultats sont
cohérents avec ceux obtenus par les techniques conventionnelles précédemment décrites, ce qui valide la

pertinence de I'emploi du fUS-EEG en condition pathologique.

La figure 28C et D offre une vision plus dynamique des variations du CBV lors des périodes de
crises (ictales) et des périodes entre crises (interictales). Nous pouvons voir que le CBV augmente pendant
les périodes ictales et diminue en dessous de la valeur basale pendant les périodes interictales dans le
thalamus et le cortex. A l'inverse, dans le striatum le CBV diminue pendant les périodes ictales et augmente
au-dessus de la valeur basale pendant les périodes interictales. Le fait qu’il soit possible de détecter des
variations du CBV a I’échelle de la crise unique atteste de la sensibilité du fUS-EEG. En outre, la possibilité
de distinguer le signal ictal du signal interictal atteste de la qualité de la résolution temporelle de cette
technique. En effet, les périodes interictales sont aussi corrélées a des modifications des signaux
hémodynamiques qui n’étaient pas détectées par I'IRMf-EEG (cf figure 26). Cette observation renforce
I'idée émise dans la partie précédente que des variations hémodynamiques, qui pourraient résulter
d’activités neuronales indétectables sur I'EEG intracortical, précéderaient |'apparition de décharges

pointes-ondes sur I'EEG.

Par ailleurs, on constate dans la figure 28A au niveau du tracé EEG que les crises apparaissent de
facon irréguliére avec des périodes d’une durée de 20 minutes ou la probabilité d’enregistrer une crise est
plus élevée. De ce fait, certains plans ont été enregistrés sans que suffisamment de crises se soient

produites, et d’autres ont été enregistrés sans suffisamment de périodes interictales. Cette variabilité de
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I’occurrence des crises a rendu délicate la mise en évidence des variations de CBV ou la normalisation du
signal fUS par rapport a un signal basal. Il s’avére donc nécessaire de décrire avec précision comment le
taux de crise varie au cours du temps et quels sont les paramétres qui pourraient influencer ces évolutions

afin d’optimiser notre protocole d’enregistrement fUS-EEG.

Pour conclure, le fUS-EEG donne un nouvel élan dans la description des mécanismes
pathophysiologiques liés aux crises d’absence. Les enregistrements sur animaux mobiles, le suivi en temps
réel des variations hémodynamiques et la haute sensibilité de la technique offre de nombreuses
perspectives prometteuses. Toutefois, cette approche ne donne qu’une vision partielle des phénomeénes
hémodynamiques sous-jacents aux décharges pointes-ondes. Pour avoir un suivi exhaustif de ces
phénomeénes, le développement de nouvelles approches qui allient la détection des crises avec un suivi du

CBV, du CBF et de la saturation sanguine en oxygéne, en temps réel avec une bonne résolution temporelle

est nécessaire. Nous aborderons cette question dans la 4°™ partie de cette introduction.
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Figure 28 : Variations du CBV pendant et entre les crises d’absence. A. Suivi du CBV sur différents plans
d’acquisition fUS (présentés a gauche). En haut : détection des crises par I'EEG réalisé pendant les 5 plans
d’acquisition fUS (indiqués avec le code couleur). En bas : évolution du CBV pendant les crises sur chaque
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plan d’acquisition fUS. Les couleurs chaudes montrent une hyperperfusion alors que les couleurs froides
montrent une hypoperfusion. B. Evolution moyenne du CBV pendant les crises. S1: Cortex
Somatosensoriel primaire ; T : Thalamus ; CPu : Striatum. C. Positions des plans enregistrés par rapport au
bregma et délimitation des régions d’intérét. Violet, bleu, rose : cortex ; vert clair et foncé : striatum;
orange : thalamus. D. Signaux EEG pour détecter les crises et fUS pour suivre le CBV dans les régions
d’intéréts

[1.3.3) Role des activités astrocytaires dans la mise en place des crises d’absence.

Les astrocytes sont nécessaires au fonctionnement métabolique cérébral. lls régulent en partie les
activités hémodynamiques pour assurer I’'hyperhémie fonctionnelle qui fait suite a une activité neuronale
augmentée, et fournissent les neurones en substrats métaboliques (cf. figure 17). Leur rdle
neuroprotecteur par la formation de la barriere hématoencéphalique et la production de facteurs
neurotrophiques est capital pour la survie de I’organisme. lls régulent aussi la concentration en glutamate
et en GABA dans I'espace extracellulaire, ce qui leur donne un réle capital dans la régulation de la balance
excitation/inhibition. Ces cellules gliales fonctionnent comme un syncytium dans lequel se propagent des
vagues calciques via des jonctions GAP. Ces nombreux roles, ainsi que la prépondérance des cellules gliales
dans le cerveau par rapport aux neurones, font que les astrocytes en particulier suscitent un intérét
croissant de la communauté scientifique pour étudier des pathologies cérébrales (Dolotov et al., 2022;
Miyazaki and Asanuma, 2020; Sadick et al., 2022; Sun et al., 2019; Wang et al., 2023; Wheeler and
Quintana, 2019), et d’autres formes d’épilepsies (Purnell et al., 2023; Seifert et al., 2010; Seifert and
Steinhauser, 2013).

L’épilepsie absence fait partie des pathologies qui mettent en jeu les astrocytes. Une étude montre
gue chez les rats épileptiques, 'activité astrocytaire est augmentée de facon progressive avec I'age. Cette
activité augmentée est détectée dans les réseaux thalamo-corticaux mais pas dans |I’hippocampe (Dutuit
et al., 2002). Dans ces conditions, il semblerait plausible que les neurones des réseaux thalamo-corticaux
présentent des altérations métaboliques qui modifieraient I'activation astrocytaire. Cette idée est
cohérente avec deux études qui montrent que chez les rats GAERS, le métabolisme du glucose et I'activité
de la lactate déshydrogénase sont accrus (Dufour et al., 2003, 2001). Néanmoins, ces activités
métaboliques et enzymatiques altérées affectent la totalité des structures cérébrales, qu’elles produisent
des décharges pointes-ondes ou non. |l est donc délicat de conclure quant a leur implication dans
I"apparition des crises.

Une approche pour élucider la place des astrocytes dans I’épilepsie absence est de comparer leur
activité avant et apres 'apparition et la stabilisation des crises. Cette approche a révélé que le cycle
glutamate-glutamine n’est pas modifié chez les rats GAERS immatures, en comparaison avec des rats non-

épileptiques. Ce cycle estaugmenté chez les rats GAERS matures, lorsque les crises sont détectables (figure
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29). En revanche, les astrocytes des rats immatures transmettent moins de glutamine aux neurones
GABAergiques en comparaison avec les astrocytes de rat non épileptiques. Ce taux de glutamine est rétabli
a un niveau normal chez les rats GAERS matures. Compte-tenu de ces résultats, on pourrait s’attendre a
une signalisation GABAergique normale chez les rats GAERS adultes. Or, des études électrophysiologiques
révélent une activité GABAergique parfois inchangée (Bessaih et al., 2006; Caddick et al., 1999), ou parfois
augmentée (Cope et al., 2009; Tan et al., 2008; Wong, 2010). Cette variabilité pourrait s’expliquer par la
diversité des modeles étudiés. Il est possible que chez certain modeles, les astrocytes jouent un réle dans

le développement des crises.
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Figure 29 : Schéma des cycles glutamine-glutamate-GABA dans le cortex et le thalamus de rats GAERS.
Les interactions entre les neurones glutamatergiques et les astrocytes sont identiques entre les rats GAERS
immatures et les rats non épileptiques, alors que le transport de glutamine vers les neurones
GABAergiques est diminué. Chez les rats GAERS adultes, les interactions entre les neurones
glutamatergiques et les astrocytes sont plus fortes. Dans le thalamus, seule la recapture du glutamate par
les astrocytes est plus marquée. L'interaction entre les neurones GABAergiques et les astrocytes est
équivalente a celle observée chez les rats non épileptiques. Melg et al., 2007
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I1l/ Niveau d’activité comportementale et épilepsie

Dans la partie précédente, nous avons abordé la question du lien étroit entre I'apparition des
crises d’absence et les variations hémodynamiques et métaboliques. Ces variations peuvent se produire a
I’échelle d’une activité cérébrale ponctuelle, ou étre modulées sur des échelles plus lentes telles que celles
des rythmes circadiens qui comportent des états comportementaux divers (activité/repos, éveil/sommeil).
Parallelement a ces variations, les crises semblent étre répartie de fagon non uniforme au cours du temps.
Dans cette partie, nous évoquerons tout d’abord les variations hémodynamiques et métaboliques durant

le cycle éveil/sommeil et comment I’état comportemental peut influencer I’occurrence des crises.

[11.1) L'occurrence des crises en fonction du niveau d’activité comportementale

Les crises d’absence engagent la synchronisation de I’activité de la boucle thalamo-corticale. Ces
activités génerent des décharges pointes-ondes détectables par enregistrement EEG. Ces évenements
électrophysiologiques sont proches des oscillations lentes 9-16 Hz détectables pendant le sommeil
nommées les fuseaux de sommeil (« sleep spindles »). Ces observations ont mené a l'idée que les
décharges pointes-ondes seraient des fuseaux de sommeil « dégénérés » (cf partie l.4.a.i). Cette
hypothése considére que la frontiére entre les oscillations physiologiques (fuseaux de sommeil, ondes
theta et alpha) et les oscillations pathologiques (décharges pointes-ondes) peut étre franchie
spontanément en situation pathologique. Ces observations justifient ['intérét des études

comportementales qui explorent le lien entre épilepsie et niveau d’activité comportementale.

I11.1.1) Le cycle éveil/sommeil et les variations métaboliques

111.1.1.1) Le cycle éveil/sommeil
De nombreuses fonctions physiologiques sont modulées selon le rythme circadien. Parmi celles-

ci, se trouvent les cycles éveil/sommeil. Ces cycles, régulés par le tronc cérébral, impliquent I’activité de la
boucle thalamo-corticale (Steriade, 2000) ainsi que de celle de I’hypothalamus. Les mécanismes de
régulation de ces cycles sont récapitulés dans la figure 30. L'éveil est maintenu par I'activité
noradrénergique du locus coereleus, sérotoninergique du raphé, dopaminergique de la substance noire,
histaminergique du noyau tubéromammilaire et cholinergique du tronc cérébral. Toute ces structures sont
stimulées par I'activité des neurones orexinergiques de |I’hypothalamus. Le sommeil est promu par
I’accumulation d’adénosine extracellulaire qui fait suite aux activités neuronales et par la mélatonine qui
est sécrétée par la glande pinéale. L’activité de la glande pinéale est régulée par des facteurs extrinséques

comme [l'alternance jour/nuit et par des facteurs intrinséques comme I'activité du noyau
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suprachiasmatique. En paralléle, I’expression cyclique des clock genes module I'éveil et le sommeil sur des

périodes de 24h (Piggins, 2002).

Noyau
suprachiasmatique

neuronales
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—*
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Figure 30 : Régulation des cycles éveil/sommeil. Les fleches noires désignent une activation. On note que
le tronc cérébral peut promouvoir I’éveil ou le sommeil paradoxal (REM).

Les périodes d’éveil se subdivisent en éveil actif, lors d’'une activité physique, d’une tache
cognitive ou d’une tache inhabituelle (Murthy and Fetz, 1992) et en éveil calme (lorsque le sujet est
immobile, en repos passif et/ou préparant I'endormissement). Les périodes d’éveil actif sont associées a
une désynchronisation de I’activité des neurones du néocortex et de la partie médiane du noyau
postérieur du thalamus (Bouyer et al., 1981; Desmedt and Tomberg, 1994; Murthy and Fetz, 1992). Les
périodes d’éveil calme sont associées a une plus grande synchronisation de |'activité corticale (Poulet and

Crochet, 2019).

Chacun des états d’éveil et de sommeil est caractérisé par un signal EEG caractéristique (cf figure
3). De facon générale, les oscillations a plus haut fréquence sont observées lors des phases d’éveil, et les

oscillations a basse fréquence lors des phases de sommeil (Mikulan et al., 2018).
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Les périodes de sommeil sont constituées de cycles qui comportent le sommeil lent et le sommeil
paradoxal ou REM (Rapid Eye Movement). Il est corrélé a des mouvements oculaires rapides. C’est la phase

de réve et de la consolidation a long terme de la mémoire.

D’une durée d’environ 90 minutes chez I’'Homme, ces cycles se répéetent 3 a 5 fois par nuit (figure

31). La durée de chacun des stades est variable au cours de la nuit.
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Figure 31 : Organisation des stades de sommeil. A. EEG et hypnogramme lors d’une nuit de sommeil chez
un sujet sain. N3 correspond aux stades 3 et 4 du sommeil lent. Les lignes verticales en pointillés délimitent
les cycles. Adaptée de Pan et al., 2021.
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Les phases de sommeil lent sont composées de 4 stades :

e Le stade 1 correspond a I'étape d’endormissement. C'est I'étape de transition entre |’éveil et le
sommeil, ol 'EEG présente des ondes théta et de moins en moins d’ondes alpha.

e Lestade 2 représente 50% du sommeil total. C'est le sommeil Iéger. A partir de ce stade, I'individu
peut poursuivre dans des stades de sommeil profond (3 et 4), de sommeil paradoxal ou peut se
réveiller. Les stimulations sensorielles extérieures (bruit, contact physique) suffisent a réveiller
I'individu.

e Les stades 3 et 4 composent le sommeil profond. Ces phases sont cruciales dans I'élimination de
déchets métaboliques cérébraux (Reddy and Van Der Werf, 2020) et dans la consolidation de la

mémoire.

71



Au niveau de I'EEG, le sommeil lent se caractérise par des ondes lentes (slow wave sleep), avec une
fréquence de 0,4 a 4Hz. Ces ondes lentes résultent de la synchronisation de I'activité de populations de
neurones corticaux. C'est principalement pendant le stade 2 du sommeil lent que se produisent par
moment des oscillations plus rapides appelées fuseaux de sommeil (sleep spindles), a une fréquence de
11-16Hz (figure 31 et 34) (Dijk et al., 1993; Silverstein and Michael Levy, 1976; Zeitlhofer et al., 1997). Ces
oscillations apparaissent suite a des stimulations sensorielles et résultent de I'activation de neurones du
noyau réticulé thalamique qui hyperpolarisent des neurones thalamocorticaux (Steriade et al., 1993). Ces
hyperpolarisations ont pour conséquence d’activer des courants Iy et Ir, déclenchant un rebond post-
inhibition et menant a I'activation de neurones pyramidaux corticaux de la couche 4 (Bal et al., 19953,
1995b). Les potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) de ces neurones forment les fuseaux de
sommeil détectés par EEG. Les fuseaux de sommeil joueraient un réle dans le traitement des informations
sensorielles et la stabilité du sommeil (Dang-Vu et al., 2010), ainsi que dans la consolidation de la mémoire
(Nishida and Walker, 2007). Le stade 2 comporte aussi les complexes K qui sont des ondes lentes de grande
amplitude mais de courte durée, qui peuvent apparaitre de fagcon spontanée ou suite a un stimulus externe
(figure 31) (Loomis et al., 1938). Ces complexes K sont associés a une absence de réponse aux stimuli

externes et participeraient au maintien du sommeil (Forget et al., 2011).

En conclusion, le sommeil comporte des marqueurs électrographiques qui peuvent permettre de
subdiviser les cycles de sommeil en phases physiologiquement repérables et de comparer les

caractéristiques de fréquence d’onde pathologiques.
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Figure 34 : Répartition des fuseaux de sommeil (sleep spindle) en fonction du stade de sommeil lent ou
du sommeil REM. Blocs bleus : sommeil lent Iéger, stades 1 et 2 ; blocs rouges : sommeil lent profond,
stades 3 et 4 ; blocs verts : sommeil REM. On note que les fuseaux de sommeil apparaissent en majorité
pendant les stades 1 et 2 du sommeil lent, de fagon modérée pendant les stades 3 et 4 et sont absents lors
du sommeil REM. Adaptée de Azumi and Shirakawa, 1982.

111.1.1.2) Les oscillations lentes
Depuis le début des années 2000, la question des oscillations lentes, appelées « infraslow » dans

la littérature, connait un regain d’intérét. Les oscillations infraslow ont une fréquence inférieure a 0.1 Hz
(Aladjalova, 1957). Elles sont détectées lorsque le cerveau entre en mode « par défaut » pendant I’éveil
(Pan et al., 2013), c’est-a-dire que son activité n’est pas dirigée vers une tache extérieure, et pendant le
sommeil lent (Achermann and Borbély, 1997; McKeown et al., 1998), avec une prévalence pour le stade 2
(Lazar et al., 2019). Ces oscillations pourraient jouer un réle dans la détection de stimulations
somatosensorielles (Monto et al., 2008). Elles apparaissent de fagon rythmique lorsque la respiration est
réguliere (Karavaev et al., 2018) et peuvent augmenter |’excitabilité des neurones corticaux (De Goede
and Van Putten, 2019). En outre, ces oscillations sont détectées chez des patients épileptiques lors
d’événements interictaux (Vanhatalo et al., 2004). Puisque I’hyperventilation est I'approche employée
pour le diagnostic de I'épilepsie absence (Kessler and McGinnis, 2019; Sadleir et al.,, 2006) et que
I’hyperexcitabilité corticale qu’elle génére semble favoriser I'occurrence des crises (Shouse, 1988), il se

pourrait qu’il y ait un lien entre les oscillations infraslows et I’occurrence des crises d’absence.
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111.1.1.3) Variations métaboliques entre les états d’éveil et de sommeil
Il a été décrit que c’est particulierement au moment des transitions entre le sommeil et I’éveil que

des variations métaboliques importantes se produisent (figure 35). Une diminution de la fonction
respiratoire et de la consommation cérébrale en glucose et en oxygéne accompagne I'endormissement et
le sommeil lent. De ce fait, il se produit une accumulation de glycogéne dans le cerveau et une diminution
du lactate, qui suggerent le passage a un métabolisme cérébral basé sur les acides gras (corps cétogenes)

au moment de I'endormissement, comme observé en période de jeline.

Nous avons vu que des changements d’oxygénation sanguine et de signal BOLD précedent les
crises d’absence, chez 'Homme et chez les rats épileptiques. Ces modifications se retrouvent aussi
pendant les transitions entre le sommeil et I’éveil. Il est donc nécessaire de faire le lien entre les crises
d’absence et le niveau d’activité comportementale. Dans la prochaine partie, nous nous intéresserons a la

répartition des crises d’absence selon |'état d’éveil et de sommeil.

Sleep, NREM Wake
immobile active/muscle movement
fasted state food/water intake
body temp: 36-37°C body temp: 37-38°C
Respiratory Quotient |} ~ = 5%

Glucose l -30% to -50%
Metabolic rate
wuen -59% to -25%

Glucose +10% to +30%

Lactate -10% to -35%
Glutamate ~-20%

Figure 35 : Variation du métabolisme cérébral entre les phases de sommeil lent et d’éveil. Le sommeil
lent se caractérise par I’'absence de prise alimentaire et d’eau. Ce jeline modifie le métabolisme cérébral
et diminue la consommation en glucose pour augmenter le métabolisme des corps cétogenes. Adaptée de
Aalling et al., 2018.
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[11.1.2) Occurrence des crises d’absence et cycle éveil/sommeil

Chez les patients épileptiques, les crises se répartissent de facon non uniforme au cours d’une
journée. Elles sont détectées pendant le sommeil et I'éveil et s"accumulent pendant la transition du
sommeil vers I’éveil (Nagao et al., 1990; Stevens et al., 1971a). Il existe des fenétres temporelles ou le taux
de crise diminue. Des auteurs rapportent une « suppression périodique des crises » toutes les 70 a 140
minutes et pendant les phases de sommeil paradoxal (Nita et al., 2006; Stevens, 1972). Les périodes de
sommeil paradoxal sont d’ailleurs moins longues chez les patients épileptiques qui ne répondent pas au
traitement pharmacologique (valproate de sodium) par rapport a ceux qui répondent au traitement, ce
qui suggére un lien entre la durée du sommeil paradoxal et le taux de crise (Hamdy et al., 2020). Chez les
rats WAG/Rij, on observe une variation circadienne de "occurrence des crises qui apparaissent plus
souvent pendant les phases sombres (qui correspondent aux phases d’activité chez les rongeurs) que
pendant les phases éclairées (Peeters et al., 1990). La figure 36 présente un exemple d’enregistrement
obtenu chez un modéle de chat épileptique qui montre que les activités paroxystiques (DPO) sont
détectées pendant les phases d’éveil et de sommeil lent et sont absentes lors du sommeil paradoxal. Pour
cela, les auteurs ont combiné les enregistrements EEG aux enregistrements électromyographiques du cou
(EMG) et électro-oculographiques (EOG). L'EMG mesure la contraction du muscle nuchal, qui se contracte
pendant |’éveil et se relache pendant le sommeil. L'EOG mesure la contraction des muscles périoculaires,
actifs pendant les mouvements des yeux. Avec cette approche, il est possible de distinguer les phases
d’éveil (signaux EMG et EOG forts) des phases de sommeil lent (signaux EMG et EOG faibles) et des phases

de sommeil paradoxal (signal EMG faible et signal EOG fort).
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Figure 36 : Evolution du taux de décharges pointes-ondes en fonction du niveau d’activité d’un chat
épileptique. A. Définition du niveau d’activité comportementale en fonction des signaux EMG et EOG. B.
Enregistrement EEG-EMG-EOG chez un chat épileptique. On note que les oscillations a 4Hz, considérées
comme pathologiques, sont abondantes pendant I'éveil et le sommeil lent. Elles sont beaucoup moins
détectées pendant la transition du sommeil lent au REM et pendant le REM. Adapté de Nita et al., 2006.

Ces résultats sont en partie discordants avec une autre étude conduite chez I’'Homme (Horita et
al., 1991). Dans I’étude d’Horita et al., les auteurs montrent que les crises d’absence apparaissent le plus
souvent pendant les phases d’éveil, les stades 1 et 2 du sommeil lent et pendant le sommeil paradoxal. En
outre, les crises sont plus fréquentes pendant le dernier tier de la nuit, moment ou les stades 3 et 4 du
sommeil lent sont le moins fréquents (cf figure 31). Cette discordance pourrait s’expliquer par le critere
choisi pour discriminer les crises d’absence. Les auteurs ne considérent comme crise que les décharges
pointes-ondes réguliéres et symétriques (bilatérales) qui durent au moins 5 secondes. Il est possible que
leur approche omette un certain nombre de crises, ce qui biaiserait le résultat final. En effet, dans I'étude
de Stevens et al.,, 1971, les auteurs expliquent que les crises sont moins stables et moins marquées
pendant les phases de sommeil lent, en particulier pendant les stades 3 et 4. |l faut noter que leur méthode
de discrimination des crises est peu restrictive et inclut sirement des événements qui ne sont pas des
DPO. Il est donc nécessaire d’employer des critéres suffisamment restrictifs et permissifs pour étre

spécifique et exhaustif dans la détection des crises d’absence.
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Une maniére de contourner cet obstacle est d’analyser manuellement les enregistrements EEG
pour détecter les DPO. C’est ce qui a été réalisé dans une étude sur des rats épileptiques explorant les
liens entre états de vigilance et occurrence des crises (Lannes et al., 1988). Les auteurs expliquent que les
DPO peuvent durer moins d’une seconde et qu’elles apparaissent pendant les états d’éveil passif, calme
et pendant le sommeil lent, avec une préférence pour les moments de transition entre ces deux états. A
I'inverse, les DPO ne sont pas détectées pendant I’éveil actif et trés rarement pendant le sommeil REM. Il
a été montré que les rats WAG/Rij ont moins de périodes de sommeil REM et plus de sommeil lent que les
rats non épileptiques (Gandolfo et al., 1990). Il est possible que I'apparition des crises soit concomitante
avec des perturbations des cycles de sommeil, ce qui agirait en synergie avec les mécanismes
épileptogenes. Ces résultats issus d’une analyse manuelle des enregistrements présentent la limite d’étre
expérimentateur dépendant. Cependant, des méthodes d’analyses automatisées chez des rats WAG/Rij

ont permis de reproduire ces résultats (Drinkenburg et al., 1991; Van Luijtelaar and Coenen, 1986).

Dans une autre étude, les auteurs placent les rats wistar dans un état de privation de sommeil
REM (Peeters et al., 1989). Il apparait que I'absence de sommeil paradoxal favorise I'éveil actif chez ces
animaux, ce qui est associé a une diminution du nombre de crises détectées. Chez des rats WAG/RIij,
I"administration d’éthosuximide pendant 4 mois diminue I’occurrence des crises et la quantité de sommeil
paradoxal, sans modifier le sommeil lent ni la quantité totale de transition éveil-sommeil. Ces résultats
confortent I'idée que les crises d’absence apparaissent de facon préférentielle pendant les périodes de

sommeil lent et d’éveil calme, ol I'activité neuronale est synchronisée.

L’activité neuronale synchronisée semble étre un facteur facilitateur pour I'apparition des DPO.
Cette synchronisation doit se faire dans une certaine gamme de fréquence pour donner lieu aux crises.
Chez des patients humains, on observe que la fréquence des signaux EEG tend progressivement vers la
fréquence des décharges pointes-ondes vers 3-4 Hz (Inouye et al., 1990). Ces changements s’observent
jusqu’a 45 secondes avant les décharges pointes ondes. Les signaux a haute fréquence voient leur
fréquence diminuer avant la crise et les signaux a basse fréquence voient leur fréquence augmenter avant
la crise. Toutefois, lorsque le signal EEG du patient présente des ondes alpha, qui sont dans une gamme
de fréquence proche de celle des décharges pointes-ondes, aucune modification de fréquence n’est
observée. Cela conforte I'idée que les états d’éveil calme sont caractérisés par une activité basale favorable
au développement des crises d’absence. Cette activité basale favorable abaisserait le seuil de

déclenchement des crises.
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Bien qu’une augmentation du taux de crise ait été décrite pendant les états de transition entre
I’éveil et le sommeil chez le rat WAG/Rij, aucune étude n’a confirmé cette observation chez les rats GAERS.
Par ailleurs, identifier des fenétres temporelles pendant lesquelles les crises tendent a s’accumuler est un
préalable indispensable pour la prédiction des crises. La prédiction des crises doit étre fiable, c’est-a-dire
avec peu de faux positifs et de faux négatifs, et doit pouvoir se faire suffisamment tot avant le
déclenchement de la crise pour envisager une intervention qui puisse empécher la crise. Pour 'instant, les
études faites chez le WAG/RIij ne permettent une prédiction des crises que 4 secondes avant leur
déclenchement (Smyk et al., 2019). De plus, les travaux menés jusqu’a présent n’ont pas permis de
déterminer lequel de I'arrét comportemental ou de la série de décharges pointes-ondes apparait en
premier. La premiére partie de mon travail de thése (présentée dans le chapitre 2) porte sur la
caractérisation de I'occurrence des crises chez le rat GAERS, en fonction de son état d’activité ou de repos
et abordera aussi le rapport de temporalité entre I’arrét du comportement et I'apparition des décharges

pointes ondes.

IV) Vers une nouvelle approche : L’acousto-optique

IV.1) Limites des approches actuelles de mesure de |I'oxygénation sanguine
cérébrale

L'imagerie en profondeur du tissu cérébral représente un défi majeur des Neurosciences a la
recherche de données dynamiques provenant de la globalité du tissu neuronal cérébral, cortical et sous-
cortical. Les approches d’imagerie fonctionnelle cérébrale reposent sur le principe d’hyperhémie
fonctionnelle pour mesurer de facon indirecte les activités neuronales. Sur ce principe et comme
précédemment décrit au paragraphe 11.2.1, les activités neuronales provoquent des variations des
parametres hémodynamiques (volume sanguin cérébral — CBV; flux sanguin cérébral — CBF;
consommation en oxygéne — CMRO,) qui sont détectables par les différentes techniques d’imagerie
fonctionnelle (Imagerie par Résonance Magnétique fonctionnelle — IRMf ; Tomographie par Emission de
Positron — TEP ; Spectroscopie dans le proche infrarouge ou Near InfraRed Spectrosopy - NIRS, imagerie
ultrasonore fonctionnelle ou functional UltraSound imaging — fUS ; imagerie ultrasonore de localisation

microscopique ou functional Ultrasound Localization Microscopy - fULM).

L'IRMf permet un suivi du CBV, du CBF et du CMRO,. L'inconvénient est que ces trois parametres

peuvent évoluer de fagon distincte, ce qui complique l'interprétation des données (Blumenfeld, 2007;
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Mishra et al., 2011; Schridde et al., 2008). Le fUS/fULM mesure le CBV et le CBF, avec une trés bonne
résolution spatio-temporelle (dimension des voxels : 100 um?® ; 1 image / 1.4 seconde). Cette approche ne
donne pas d’information sur le CMRO,, qui est la variable métabolique représentant directement I’activité
neuronale. En effet, les activités neuronales ménent a des déplétions localisées en oxygéne (Ozugur et al.,
2020) qui sont ensuite surcompensées par la réponse hémodynamique. L'idéal serait de pouvoir localiser
et quantifier ces déplétions et ces surcompensations qui donneraient des indications indirectes mais

fiables des activités neuronales sous-jacentes.

Pour I'instant, il existe différentes techniques qui permettent la mesure du CMRO2. Par exemple,

il est possible de mesurer le CMRO2 par IRM par I'application de la loi de Fick :

« Dans un échangeur, le passage d’un gaz entre la phase gazeuse et le sang est régi par le principe de
conservation de la masse : la quantité de gaz échangée en régime stable est égale a la différence de

quantité entre I'entré et la sortie du gaz fixé sur le sang. »

De ce fait, on peut avoir une idée globale du CMRO2 pour le cerveau entier par le calcul de la
différence entre la saturation sanguine en oxygene du sang artériel et celle du sang veineux (Bolar et al.,
2011; De Vis et al., 2014; Haacke et al., 1997; Thulborn et al., 1982). La limite de cette approche en IRM
est la sensibilité et la vitesse de mesure pour observer les parametres permettant de déduire les variations

de CMRO:.

Une autre approche est I'utilisation de la TEP. Cette technique peut servir a mesurer le CBF et le
CMRO; (Ibaraki et al., 2004; Reivich et al., 1979). Elle nécessite I'injection de traceurs radioactifs. Ceux-ci
ont des courtes demi-vies, ce qui limite la durée des enregistrements. Par ailleurs, la production des
traceurs radioactifs nécessite la présence d’un cyclotron a proximité du site d’enregistrement, ce qui pose

des difficultés logistiques et de co(t.

En somme, les méthodes présentées jusqu’ici permettent de suivre I'activité cérébrale de facon
indirecte avec une fiabilité et/ou une résolution spatio-temporelle modérée. Il convient donc de mettre
au point de nouvelles approches qui combleraient ces limites. Pour la suite et fin de cette introduction,
nous verrons comment il serait possible d’améliorer une technique déja existante, I'imagerie NIRS, pour

effectuer un suivi oxymétrique localisé dans le tissu cérébral superficiel et profond.

IV.2) L'imagerie NIRS : principe et limite
L'imagerie optique est une alternative a I'|RM et au PET pour mesurer le CMRO,. En particulier,

I'imagerie proche infrarouge (NIRS — Near InfraRed Spectroscopy) permet une oxymétrie globale du
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cerveau, de facon non-invasive. Le principe de la mesure exploite le fait que le cerveau est relativement
transparent a la lumiére dans la gamme du proche infrarouge (J6bsis, 1977) et que I’hémoglobine
oxygénée et 'hémoglobine désoxygénée ont des spectres d’absorption distincts pour ces longueurs
d’onde (figure 37A). On peut voir sur le spectre d’absorption que I’hémoglobine désoxygénée (Hb) absorbe
plus la lumiere a 760 nm que I’"hémoglobine oxygénée (Hb0O2) et que I’HbO2 absorbe plus la lumiére a 850
nm que I'Hb. Entre ces deux valeurs, se trouve le point de croisement des courbes, appelé point
isobestique (a 800 nm). C'est a 800 nm que I"absorption de la lumiére par 'HbO2 et I'Hb est équivalente.
La loi de Beer-Lambert met en relation I'absorption d’un faisceau lumineux avec les propriétés du milieu

qu’il traverse. Elle s’exprime mathématiquement par la formule :
A=¢.L.C

Avec, A l’absorbance, ¢ le coefficient d’extinction molaire, une constante spécifique a une espece
chimique donnée, L la longueur parcourue par la lumiére a travers le milieu étudié (ici, le tissu cérébral), C

la concentration de I’entité chimique absorbante (ici HbO2 ou Hb, selon la longueur d’onde utilisée).

Cette loi part du postulat que le milieu étudié n’est pas diffusant (milieu homogene et transparent
dans lequel la lumiére se propage en ligne droite). Or, les milieux biologiques sont diffusants (renvoient
dans toutes les directions la lumiere qu’ils regoivent) rendant cette loi inefficace pour I'étude de la

saturation en oxygene. C'est pourquoi, elle a dG étre adaptée (Franceschini et al., 1995).
La loi de Beer-Lambert modifiée s’exprime par la formule suivante :
e =A4C.L.DPF

On aintroduit un coefficient qui est le DPF pour Differential Pathway Factor. Ce facteur permet de
prendre en compte le fait que, dans le cerveau, la lumiéere parcourt une distance qui est plus grande que
la distance émetteur-récepteur. La valeur du DPF dépend de la longueur d’onde de la lumiere utilisée et
de I’dge du sujet/patient étudié (Duncan et al., 1996; Scholkmann and Wolf, 2013). En fonction de ces deux
parametres, la valeur du DPF a été estimée entre 3 et 6 (Delpy et al., 1988; Duncan et al., 1996). En outre,

on mesure des variations de concentrations, d’ou I'ajout d’un delta.

En alternant une illumination a 850 nm et a 760 nm on peut déterminer de facon respective les
concentrations en HbO2 puis en Hb (figure 37B). L'emploi d’un faisceau de lumiere a 800 nm (point
isobestique) permet de déterminer la concentration en HbO2 et en Hb, autrement dit en hémoglobine

totale
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Figure 37 : NIRS : principe et fonctionnement. A. Spectres d’absorption de I'hémoglobine oxygénée
(HbO2) et désoxygénée (Hb). Fleche bleue en pointillés : longueur d’onde (760 nm) utilisée pour mesurer
la concentration de Hb ; Fleche rouge en pointillés : longueur d’onde (850 nm) utilisée pour mesurer la
concentration de HbO2. B. Schéma de I'absorption de la lumiére a travers un tissu pour les deux longueurs
d’ondes. (a) A 850nm, HbO2 absorbe une partie de la lumiére. (b) A 760nm Hb absorbe une partie de la
lumiére.

L’alternance des deux longueurs d’ondes permet d’obtenir le diagramme présenté en figure 38A.
On peut y voir l'intensité de lumiére transmise par le tissu et captée par la photodiode. La photodiode
convertit I'information de l'intensité lumineuse en tension électrique. Ainsi, la quantité de lumiere
transmise est proportionnelle a la tension affichée par la photodiode. En prenant la valeur moyenne
obtenue aux différents plateaux lors des différents éclairages, on peut tracer les courbes présentées en
figure 38B. On remarque la présence d’oscillations lentes (1-2 Hz) qui se distinguent du bruit de fond. Ces
oscillations sont liées aux battements cardiagues comme montré en figure 38C. Les valeurs de I'intensité

lumineuse transmise aux diastoles et systoles servent a normaliser le signal d’intensité.

_ID—IS

A
ID

’: A H 4 . oy 7 . . . .
Avec A pour lintensité normalisée, ID pour I'intensité lumineuse transmise en fin de diastole et

IS pour Iintensité lumineuse transmise en fin de systole.
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En calculant la valeur de A aux deux longueurs d’ondes, on peut calculer le ratio des sighaux optiques :

Ros = 4760
4850

Ensuite, en incorporant la valeur du Rgg dans la formule permettant le calcul de la saturation en oxygéne,

on obtient la formule suivante :

€760 Hb ~ €850 Hb-Ros
(€760, Hb — €760, HBO) T (€850, HBO7 — €850, Hh)Ros

5a02(Rps) =

En faisant I'application numérique des constantes &, on obtient la formule simplifiée suivante :

Sq07 =110-25 Ry
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Figure 38 : Principe de la mesure de la saturation sanguine en oxygene. A. Diagramme de l'intensité de
lumieére détectée par la photodiode aux différentes longueurs d’ondes. B. Evolution de l'intensité
lumineuse transmise pour les deux longueurs d’ondes. C. Composantes systoliques et diastoliques des
oscillations lentes.

L'imagerie NIRS est employée en routine en clinique. Pour cela, on dispose a la surface de la téte
des diodes et des capteurs. La lumiére envoyée est en partie réfléchie a la surface du scalp, I'autre partie
de la lumiere pénétre le tissu et se propage selon une enveloppe probabiliste de trajectoires qui
s’apparente a la forme d’une banane de diffusion (figure 39A). Une partie de cette lumiére est absorbée.
Le reste est transmis a la sortie du tissu pour étre capté. L'intensité lumineuse transmise permet de
calculer les concentrations respectives en HbO2 et en Hb, comme détaillé ci-dessus. La distance entre le
faisceau incident et la fibre de collecte de la lumiére transmise définissent la profondeur du tissu imagé.
Ainsi, plus cette distance est élevée, plus la profondeur du tissu imagé augmente (figure 39B). En général,
la source de lumiére et la collecte sont espacés de 2 a 7 cm pour des enregistrements chez 'Homme

(Villringer and Chance, 1997) et de 1 a 5 mm chez le rat (Crespi, 2007; Roche-Labarbe et al., 2010). On
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estime que la profondeur du tissu imagé correspond a un tiers de la distance entre la source de lumiére et

le détecteur (Patterson et al., 1995).

La principale limite de I'imagerie NIRS est sa résolution spatiale. L'information la plus précise que
nous ayons est que la lumiére emprunte de facon préférentielle un trajet tel que décrit dans la figure 39A.
Chez le rat, cette banane de diffusion peut englober la majeure partie du cerveau, ce qui rend impossible
la cartographie précise des variations d’oxymétrie. Dans le milieu diffusant qu’est le cerveau, la lumiére va
connaitre des évenements de réflexion multiples. La conséquence est qu’il est impossible de connatitre le
trajet exact d’un photon a travers un tissu. Cela est d’autant plus vrai lorsque I'on tente d’imager le tissu

en profondeur.
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Figure 39 : Diffusion de la lumiére a travers le tissu A. Propagation du faisceau de lumiére a travers le
tissu. La lumiére diffuse avec une forme de banane. Une partie de la lumiére est absorbée ou réfléchie et
une autre partie est transmise. B. Profondeur de la propagation de la lumiére en fonction de la distance
entre I'émission et la collecte.

IV.3) L'acousto-optique : vers une oxymétrie localisée et en profondeur
IV.3.1) Principes physiques et détection du signal acousto-optique

L'imagerie optique est entravée par un obstacle : la diffusion multiple. Lorsqu’un faisceau de
lumiere traverse un tissu, les photons empruntent des trajectoires aléatoires impossibles a déterminer
seulement d’apres la lumiére recue (figure 40A). Cela limite la localisation des paramétres mesurables
comme I'oxymétrie. Il est possible d’y remédier en ajoutant un faisceau d’ultrasons focalisés qui traverse
le tissu (figure 40B). Les ultrasons focalisés, en faisant vibrer le tissu par lequel transitent certains photons
les « marquent » en modifiant leur fréquence (figure 40C), c’est I'effet acousto-optique. En outre, les
ondes sonores se propageant dans le milieu modifient la densité moléculaire de celui-ci en alternant des

zones de compression et des zones de dilatation. Ces déformations élastiques provoquent des
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modifications de I'indice de réfraction du milieu, c’est-a-dire de la maniéere dont va se propager la lumiére,
ce qui provoque des modifications de la phase de I'onde optique. Nous détaillerons plus tard I'effet de ces
modifications sur la détection du signal acousto-optique. La finalité sera que le spectre énergétique de
lumiere transmise aura une composante principale, a la fréquence de la lumiére incidente (wo), et deux
composantes minoritaires a la fréquence de la lumiére incidente +/- la fréquence des ultrasons (wot wuys).
Ce marquage des photons renseigne sur leur trajet a travers le tissu : un photon marqué est forcément

passé par le faisceau d’ultrason en son point de focalisation.

Diffusion a travers le cerveau

Ultrasons
focalisés

Lumiére transmise
collectée

Laser

us

Lumiére transmise

i W Wys D

Densité spectrale

S 7~ w(PHz)
Photons marqués

Figure 40 : Localiser les informations optiques par acousto-optique. A. Diffusion de la lumiéere a travers
le tissu cérébral. B. Ajout d’un faisceau d’ultrasons focalisés. C. Marquage des photons par les ultrasons
focalisés. D. Séparations des photons marqués et des photons non marqués.

La détection du signal acousto-optique repose sur I'emploi d’un cristal photoréfractif. L'effet
photoréfractif a été observé pour la premiere fois en 1966 par les laboratoires Bell (Ashkin et al., 1966).

Dans cette étude, les auteurs ont mesuré la propagation d’un faisceau de laser (visible ou ultraviolet),
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focalisé ou non, dans un cristal de LiNbO; et de LiTaOs. lls ont constaté qu’aux endroits ou la lumiéere se
propage, I'indice de réfraction du cristal, autrement dit la vitesse de propagation de la lumiere a travers le
cristal, était modifié. Ces altérations provoquent une distorsion du front d’ondes, modifiant la maniére
dont le laser se propage a travers le cristal. Il est apparu que l'intensité de cet effet dépendait de la
longueur d’onde, de la puissance et de la durée d’exposition du laser. Ces trois paramétres se regroupent

pour définir I’énergie recue par le cristal.

Au départ, cet effet était considéré comme indésirable et était appelé « dommage optique ». Une
série d’étude a donc été menée avec pour but d’atténuer I'effet photoréfractif. En paralléle, d’autres
travaux ont permis une meilleure compréhension du phénomeéne dans le but de pouvoir I’exploiter. C’est
en 1968 que des hologrammes ont été enregistrés dans des cristaux photoréfractif, qui sont a la fois

photoconducteurs et électro-optiques (Chen et al., 1968).

Un matériau est dit photoconducteur lorsque sa résistance électrique varie suite a I'exposition a
un rayonnement électromagnétique. Ce phénomeéne nécessite I'absorption de la lumiére par les cristaux
utilisés. Les cristaux transparents dans la gamme thérapeutique peuvent étre dopés ou ce sont des
impuretés dans la structure cristalline qui leur conférent leur absorptivité. Ainsi, un photon absorbé par le
cristal provoquera une photo-ionisation localisée dans le réseau cristallin, libérant des porteurs de charges
comme des électrons ou des trous d’électrons. Ces charges passent d’un site a un autre, soit de facon
directe, soit par I'intermédiaire d’un porteur de charge libre qui se déplace sous I'effet d’'un champ
électrique ou de I'agitation thermique. Ces mouvements de charges constituent I’étape de conduction. Ils
dépendent de la maniére dont est éclairé le cristal. Dans nos travaux, les cristaux sont éclairés de facon
non-uniforme. Par conséquent, la redistribution des charges n’est pas uniforme, ce qui donne lieu a un

champ électrique, appelé charge d’espace.

L'effet électro-optique se manifeste dans des matériaux optiques non-linéaires (cristaux,
polymeres). Il résulte de la présence de ces charges d’espace qui créent un champ électrique. Cela se
traduit par une modification de I'indice de réfraction, et donc de la maniére dont se propage la lumiére a

travers le cristal photoréfractif.
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Figure 41 : Schéma du montage acousto-optique. L’holographie photoréfractive est réalisée avec un
cristal Sn,P,Se :Te (SPS) de dimension 9x9x6 mm? dans les directions x, y et z. L'emploi du SPS est motivé
par sa compatibilité avec les enregistrements dans la fenétre thérapeutique (dans le proche infrarouge ;

autour de 800nm) et par son temps photoréfractif court, de quelques millisecondes. Tirée de A La
Guillaume, 2013.

Dans notre étude, nous utilisons deux faisceaux de lumiére (figure 41) dont les fronts d’ondes
interférent de fagon cohérente. Il est possible de modifier I'orientation du cristal pour obtenir un gain
photoréfractif négatif dans la direction du faisceau qui sort de I’échantillon diffusant, et qui se dirige vers
le détecteur. Nous avons choisi cette configuration dans le but de limiter I'auto-diffraction du faisceau
référence (beam-fanning) susceptible de créer un signal parasite important sur le détecteur. Ce
phénoméne se manifeste lorsque les cristaux photoréfractifs ont un fort gain, comme c’est le cas pour
notre cristal Sn,P,Se :Te (SPS). La détection de notre signal de notre acousto-optique repose sur le principe
du mélange a deux ondes dans ces cristaux. Prenons pour cela deux faisceaux lumineux de méme
fréquence viaser qui se recombinent dans le cristal. Suite aux processus microscopiques décrits
précédemment, les interférences produites dans le cristal créent un réseau d’indice. Celui-ci peut étre

complexe si I'un des faisceaux correspond a de la lumiere diffuse qui sort de I’échantillon. Le temps
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d’établissement de I'effet dans les cristaux de SPS est en général de I'ordre de quelques millisecondes. La
conséquence de ce réseau photo-créé est que le faisceau référence diffracte une réplique spatiale du
faisceau Objet (qui sort de I’échantillon). Ainsi, au niveau du détecteur (photodiode de grande surface) on
aura deux contributions avec un méme front d’onde (objet+référence diffractée), ce qui optimise le
rapport signal sur bruit associé au terme d’interférences : on parle d’adaptation de front d’onde. La
lumiere qui sort de I’échantillon excité par les ultrasons contient plusieurs fréquences : celle du laser (Viaser)
reste prépondérante malgré I’apparition de nouvelles composantes de fréquences liées a I'application des
ultrasons (Viaser £ Vus), que nous appellerons « photon marqués ». L'amplitude de ces photons marqués
dépend de la quantité de lumiere qui passe dans le champ des ultrasons, ainsi leur détection révele la
présence ou non d’un objet absorbant dans le milieu (figure 42). On pourrait alors effectuer ce mélange a
deux ondes en prenant un faisceau Référence par exemple a (Viaser £ Vus) et créer ce réseau dans le cristal
avec la composante a (Viaser £ Vus) qui sort du milieu. Mais il n’en est rien car I’excitation ultrasonore est
en impulsions de quelques microsecondes et le réseau n’aurait pas le temps de s’établir dans le cristal.
Nous devons adopter une stratégie de mesure complémentaire : nous prenons un faisceau Référence a
Viaser, QUi créé un réseau (hologramme) des « photons non marqués ». Lorsque les ultrasons traversent la
tache de lumiere diffuse dans I'échantillon, il y a création de photons marqués : par conservation de
I’énergie, nous avons donc moins de photons non marqués. Cependant, comme le cristal ne « voit » pas le
cheminement des ultrasons, le réseau inscrit ne change pas et la quantité de lumiere diffractée par la
référence reste la méme : I'amplitude du mélange a deux ondes mesurées sur le détecteur subit donc une
variation correspondant a I'amplitude des photons marqués, ce qui permet de suivre en temps réel la
propagation des ultrasons dans le milieu et de facto le contraste optique local, qui révéele la présence d’un

objet.

En général, la principale limitation de cette approche est qu’une partie du faisceau de référence
peut diffuser sur les impuretés du cristal et interférer avec |'autre partie de ce méme faisceau. Cela crée
un fond de lumiere diffuse qui participe au bruit de la mesure. Pour pallier a cela et améliorer le rapport
signal/bruit, il est nécessaire de faire des moyennages de plusieurs centaines d’acquisitions acousto-
optiques, ce qui limite les enregistrements a une image/minute. En outre, la création d’'un hologramme
dans un cristal nécessite plusieurs millisecondes, ce qui peut étre trop long par rapport a la décorrélation
de speckle in vivo qui se fait en moins d’'une milliseconde pour des profondeurs de 3.2mm dans le cerveau
de souris (Qureshi et al., 2017). Donc, I'utilisation de cette approche peut limiter la profondeur du tissu

enregistré.
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IV.3.2) Formation d’une image acousto-optique

Afin de réaliser une acquisition acousto-optique, nous utilisons des ondes ultrasonores focalisées.
Apres avoir définies les dimensions du champ imagé, des tirs successifs d’ultrasons focalisés permettent
de marquer de fagon localisée des photons (figure 42). En superposant les images obtenues avec les
différents points de focalisation, on arrive a une image composite dans laquelle on peut localiser et
guantifier les photons marqués. On peut alors repérer des endroits ou la quantité de photons marqués est
moindre, qui correspondent a la périphérie du faisceau laser et a des inclusions absorbantes présentes

dans le milieu imagé.

Ultrasons focalisés Photons marqués

\

Quantité
de photons marqués

100%

0%

Image composite

Figure 42 : Schéma de la formation d’une image acousto-optique. Les ultrasons sont focalisés en un point
sur le plan imagé. En modifiant la position du point de focalisation pour recouvrir la totalité du plan imagé,
on parvient a localiser et quantifier les photons marqués. Adaptée de Laudereau, 2016.

Ce type d’'imagerie point par point nécessite des acquisitions par impulsion ultrasonore (US). Ce
ne sont donc pas des acquisitions en continue. Cette approche repose sur le fait qu’on puisse déterminer
la profondeur d’une particule échogene en fonction du délai qu’il y a entre I’émission de I'onde (US) par la
sonde US et la réception de I'’écho US par cette méme sonde US. En prenant en compte ce délai et en

modifiant progressivement la profondeur de focalisation des ultrasons, on peut imager la totalité d’'un

88



échantillon. Un des intéréts de cette méthode est que la résolution spatiale des photons marqués lors
d’une impulsion dépend de la taille du point de focalisation de I'onde US. Or, la taille de ce point de

focalisation dépend de I’étendue temporelle de I'onde US, qui est réglable via I’échographe.

IV.3.3) Etat de I'art de I'imagerie acousto-optique

Bien que le principe physique d’acousto-optique ait été décrit au début du 20°™¢ siécle, I'imagerie
acousto-optique n’en est encore qu’a ses balbutiements mais elle est déja prometteuse (Gunther et al.,
2018). Deux études réalisées sur des gels fantdmes montrent que cette technique est sensible aux
variations d’absorbance d’un milieu (Bratchenia et al., 2009) et qu’elle pourrait permettre une mesure du
flux sanguin dans un milieu diffusant (Hussain et al., 2018). Dans une autre étude décrite en figure 43,
réalisée sur des biopsies de tissu, les auteurs détectent des tissus tumoraux grace a leurs propriétés
optiques (Laudereau et al.,, 2015). Les tissus tumoraux provenaient d’un patient qui souffrant de
mélanome de |'uvée qui affecte la peau ou les muqueuses des yeux, et peut métastaser au niveau du foie.
La tumeur initiale et les tissus métastatiques expriment le pigment mélanine, et ont donc tendance a
absorber plus de lumiére que les tissus sains (figure 43d). Cette étude montre que la olu I'imagerie
ultrasonore classique échoue (figure 39a), I'imagerie acousto-optique parvient a détecter deux masses
tumorales distinctes (figure 43b et c). Ces tumeurs ne se distinguent pas du tissu sain d’un point de vue
de leurs propriétés mécaniques mais présentent des propriétés optiques différentes exploitables en
acousto-optique. En effet, on observe une diminution du signal acousto-optique a I'emplacement des
tissus tumoraux (figure 43b), du fait de I'absorption de la lumiere par les pigments de mélanine. Ces
résultats montrent que I’acousto-optique présente une sensibilité qui permet de différencier des tissus

sur la base de propriétés optiques distinctes.
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Figure 43 : Détection de deux métastases hépatiques d’'un mélanome uvéal. L’échantillon (délimité en
rouge) est obtenu aprés une biopsie chez un patient. Les tissus métastatiques sont délimités par des
pointillés blancs. (a) L'imagerie ultrasonore ne permet pas la détection des tissus tumoraux. (b) L'imagerie
acousto-optique permet la détection des tissus tumoraux. On observe une diminution de I'intensité du
signal a leur emplacement. (c) Carte de contraste acousto-optique. (d) Photographie de I’échantillon
hépatique montrant les deux métastases noires. Tiré de Laudereau et al., 2015.

Un objectif de ma thése était d’évaluer la possibilité d’employer cette technique pour I’oxymétrie
cérébrale localisée chez le rat. Pour cela, deux étapes sont nécessaires. La premiere est d’adapter la
technique aux propriétés tissulaires du cerveau (milieu tres diffusant) et aux contraintes anatomiques
inhérentes aux enregistrements in vivo, a savoir la présence de I'os cranien qui limite la propagation de la
lumiere et des ultrasons. La seconde est de déterminer les parametres qui ont une influence critique sur
la qualité des images. Ce sont ces deux points que j'ai explorés expérimentalement pendant ma these. Les

avancées réalisées sont décrites dans le chapitre 3.
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CHAPITRE 2 — OCCURRENCE DES CRISES D’ABSENCE EN LIEN AVEC LES ETATS
D’ACTIVITE ET DE REPOS CHEZ LE RAT GAERS

Reda El Mahzoum*, Hieu Tran*, Agnés Bonnot**, Ivan Cohen**

* . Ces auteurs sont co-premiers auteurs
** . Ces auteurs sont co-derniers auteurs

Bien que les réseaux neuronaux impliqués dans I'apparition des crises d’absences aient été
largement étudiés, les facteurs abaissant le seuil de déclenchement des crises restent méconnus. Pour les
appréhender, il est nécessaire de mettre en relation I'occurrence des crises avec le comportement. C'est

ce que nous avons fait dans I’étude présentée dans ce chapitre.

Nous avons réalisé des enregistrements électroencéphalographiques (EEG) en continu sur une
longue période (5-7 jours) afin de déterminer |"occurrence des crises chez le modeéle Genetic Absence
Epileptic Rat of Strasbourg (GAERS). En paralleéle, nous avons recueilli les électro-oculogrammes (EOG),
électromyogrammes du cou (EMG) et accélération de la téte (ACCEL) afin d’identifier deux états

comportementaux de I’animal, a savoir la phase d’activité et la phase de repos.

Les analyses ont montré que les crises s’assemblent en bouffées de crises et qu’il existe une
probabilité accrue d’occurrence des crises spécifiquement lors de la transition entre les périodes d’activité
et de repos. De plus, chez les rats épileptiques, les phases d’activité durent plus longtemps que chez les
rats contréles. Ces résultats suggérent que ces états transitoires, en agissant sur le niveau d’excitabilité
des réseaux neuronaux, pourraient étre un facteur déterminant dans le processus de déclenchement des

crises.
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Epileptic seizure clustering and
accumulation at transition from
activity to rest in GAERS rats

Hieu Tran', Reda El Mahzoum!, Agnés Bonnot* and Ivan Cohen**

Sorbonne Universite, INSERM, CNRS, Neuroscience Paris Seine, Institut de Biologie Paris Seine, Paris,
France

Knowing when seizures occur may help patients and can also provide insight
into epileptogenesis mechanisms. We recorded seizures over periods of several
days in the Genetic Absence Epileptic Rat from Strasbourg (GAERS) model of
absence epilepsy, while we monitored behavioral activity with a combined head
accelerometer (ACCEL), neck electromyogram (EMG), and electrooculogram
(EOG). The three markers consistently discriminated between states of
behavioral activity and rest. Both GAERS and control Wistar rats spent more
time in rest (55-66%) than in activity (34-45%), yet GAERS showed prolonged
continuous episodes of activity (23 vs. 18 min) and rest (34 vs. 30 min). On
average, seizures lasted 13s and were separated by 3.2min. Isolated seizures
were associated with a decrease in the power of the activity markers from steep
for ACCEL to moderate for EMG and weak for EOG, with ACCEL and EMG power
changes starting before seizure onset. Seizures tended to occur in bursts, with
the probability of seizing significantly increasing around a seizure in a window of
+4 min. Furthermore, the seizure rate was strongly increased for several minutes
when transitioning from activity to rest. These results point to mechanisms that
control behavioral states as determining factors of seizure occurrence.

KEYWORDS

epilepsy, electroencephalogram, electromyogram, electrooculogram, head motion,
seizure occurrence, behavior transition, rest

Introduction

In humans, absence epilepsy is characterized by sudden and brief loss of consciousness,
correlated with 3-4Hz bilateral spike-wave discharge (SWD) detectable by scalp
electroencephalographic (EEG) recordings, and grouped together to form a seizure. These
non-convulsive events affect mostly children and teenagers due to a significant amount of
remittance after puberty (1). The attention and learning disorders observed in one-third of
young patients as well as the resistance to pharmacological treatment in 30% of cases underline
the need to understand its mechanisms and develop new therapeutic approaches (2-5). An
approach derived from that used in convulsive epilepsy is to predict seizure occurrence (6, 7)
in order to reduce harmful side effects and/or engage in short-term treatment specifically
when needed.

Anecdotal descriptions have long suggested an unexplained influence of biorhythms,
such as circadian and ultradian, on the modulation of seizure onset, maintenance, and
termination. Observation of absence seizures, particularly in children, initially suggested
that they occur only during wakefulness, but a growing number of studies have shown that
regular SWDs, similar to those of clinical seizures, were also observed during sleep (8, 9).
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In patients with idiopathic generalized epilepsy (IGE), it was
observed that the onset of SWDs would be inhibited by periods of
active wakefulness and REM sleep, whereas it would be favored
during the transition phase between wakefulness and slow-wave
sleep and between slow-wave and REM sleep (10). Thus, the idea
emerged that susceptibility to seizure is greater in intermediate states
of drowsiness and/or inactivity and lower during conscious physical
or mental activity, suggesting that seizure onset could be predicted
on the basis of the state of alertness.

Animal models have been pivotal in addressing these questions,
revealing specificities both for the duration of states of vigilance and
for the genesis of SWDs in relation to these states. In genetic animal
models of absence epilepsy, the intermediate stage of sleep, which is a
transitional stage occurring before and sometimes after REM sleep
and characterized by high voltage spindle activity in frontoparietal
areas (11), was found to be almost three times longer in the WAG/Rij
rat than in control Wistar rats (12, 13), with an overall shorter sleep
cycle (14). In the cat, the efficacy of penicillin to induce SWDs
increased during light slow-wave sleep and fell to zero during REM
sleep (15). In absence-type IGE rat models, SWDs were predominant
during quiet wakefulness and drowsiness and rarely occurred during
REM sleep and active wakefulness (14, 16, 17). When WAG/Rjj rats
were equipped with cortical EEG and nuchal electrodes (18), SWDs
were found to occur mainly during light slow-wave sleep and passive
arousal and, in contrast, were rare in periods of REM sleep, deep sleep,
and active wakefulness. In SmyK’s et al. (19) study using WAG/RIj rats,
the authors found that SWDs are most often preceded by active
wakefulness and followed by light, slow-wave sleep, regardless of the
timing and phase of the circadian cycle. However, in their study, it was
impossible to predict SWD onset based on pre-seizure behavioral
state, except for a very short time window of 4s (19).

As SWDs are massively synchronized oscillations occurring
selectively in some thalamocortical networks (20), it has been
hypothesized that a high degree of desynchronized thalamocortical
neuronal activity during periods of active wakefulness and REM sleep
would inhibit SWDs (18). However, it is difficult to establish such a direct
link between the electrographic manifestations of a condition and the
presence or absence of seizures, as SWDs are absent from periods of deep,
slow sleep where precisely the degree of synchronization is high.

The hypothesis that seems promising is that of a concordance
between the onset of seizure and intermediate levels of alertness, with
a partial and/or unstable level of synchronization that can
be considered a transition state. SWDs could not only be favored in
these periods but also modulate these transitions. There would thus
be a functional link between the mechanisms of regulation of
wakefulness and seizures. This thesis is widely discussed in Leresche
et al. (21) review, which argues that SWDs could be “perverted”
physiological sleep clusters, deriving from the 10-14 Hz oscillations
called spindles observed mainly during delta light slow-wave sleep and
often preceding or following SWDs (21-23). As was already suggested
in a study of penicillin-induced generalized epilepsy in cats (24), the
excitatory thalamocortical input produced by sleep spindles in the
anterior and posterior areas could increase the excitability of cortical
neurons and give rise to SWDs in the somatosensory cortex.

For these reasons, in this study, instead of looking for the links
between discrete states of vigilance and the appearance of SWDs,
we focused on the identification of states of arousal and rest in the
GAERS rat. The GAERS rat is a validated genetic model of absence
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epilepsy (25), as it recapitulates the main markers of this pathology:
electrophysiological profile (26), characteristic ethosuximide
pharmacological ~response, behavioral —manifestations, and
comorbidities (27-29). We identified periods of activity by the level of
tonic activity of the neck muscles (EMG), oculomotor muscles (EOG),
or by tracking overall head movements using an accelerometer.
We asked if there is a preponderance of electrographic seizures during
activity, rest, or transitional states. Thus, we addressed the question in
terms of how distinct states of alertness may favor seizures.

Materials and methods
Animals

For this study, 8 GAERS and 12 Wistar male rats aged 6 weeks to
4months were used. They were housed under controlled conditions
(temperature: 22°C, humidity: 49-52%, day/night cycle: 12h-12h,
light on at 6a.m.). Animal care and use conformed to the European
Community Council Directive of September 22, 2010 (2010/63/EU)
and French law (87/848). Our study was approved by the ethics
committee Charles Darwin No. 5 and the French Ministry
for Research.

Electrodes

The five-channel EEG electrodes were made of 50 pm diameter
tungsten wire. For each electrode, five wires were soldered to five
miniature connectors. Their tips had a difference in depth of 0.5 mm.
For the EOG (bipolar, 50 pm diameter tungsten wires) and EMG
(bipolar, 25 pm diameter tungsten wires) electrodes, the wires were
inserted into the periorbital muscle and the neck muscle, respectively.
An EEG electrode implanted on the surface of the cerebellum served
as a reference electrode. Ground electrode screws were attached above
the olfactory bulb and the cerebellum. The locations of the electrodes
are shown in Figure 1.

Surgery

Anesthesia was induced by inhalation of isoflurane for 20 min at
2% and then maintained by intramuscular injection of a ketamine/
xylazine mixture (80/10 mg/kg). The animal was placed in a stereotaxic
frame on a heating mat (Bioseb, France) to maintain a temperature of
36°C. Under general anesthesia, an incision was made along the
sagittal axis of the head. A pair of five-channel electrodes was placed
bilaterally at the level of the primary somatosensory cortex via two
small holes drilled in the cranial bone at stereotaxic coordinates taken
relative to the Bregma: —1.3 mm in the anteroposterior (AP) axis;
50mm in the mediolateral (ML) axis; and—3.0mm in the
dorsoventral (DV) axis (30). Electrodes for EOG, EMG, reference, and
ground were placed in corresponding muscles. The electrode
assemblies were secured to the skull with dental cement. Analgesia
was provided in the post-surgical period (buprenorphine 0.1 mg/kg
every 12h for 48h). Three nuts were sealed in the cement to allow
attachment of the accelerometer. Surgery recovery rest was at
least 3 days.
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Recording

Simultaneous recordings (Figure 1) of EEG, EMG, EOG, and head
acceleration (ACCEL) in GAERS and Wistar rats were obtained for
116+£43 (n=8 rats) and 107+44 (n=12 rats) h, respectively
(AVG +SD). A brief (15-30min) isoflurane induction is allowed to
attach the connector on the head of the animal to the acquisition
system, composed of a high input impedance amplifier (high-pass

10.3389/fneur.2023.1296421

filter at 1Hz, gain of 1,000) and a digitizer (Xcell, Dipsi, Cancale,
France).

Detection of activity and rest periods

The activity and rest periods were determined according to
three independent criteria based on EOG, EMG, and ACCEL

A
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® EMG
EOG
® Reference
® Ground
c
1o0uV
O Cn 0 O O0OOOda I 00100
O On 0 0 O00O0Od I 00C1aaaoan
O OO 0O O O0D0Ocd 5min I O0oCIaioao
D
Seizure | J[LIE IO R 0 TE0TEW 0 W mME morrn Wi
EOG [ 500v7s
EMG [ 200v%s
ACCMMMM llM bl e
1h

FIGURE 1

——)

Experimental protocol. (A) Dorsal view of the rat skull, illustrating the location of the electrodes. EOG electrodes (orange), EEG bipolar electrodes (red),
a reference electrode (green), EMG electrodes (blue), and ground electrodes (black). (B) Schematic of the experimental set-up allowing constant video
monitoring of the rat equipped with an EEG/EOG/EMG connector and an accelerometer. (C) example of bilateral cortical EEG showing seizures (SWD
series), their detection on each channel (black boxes), and the consensus seizure state (orange boxes). (D) Example of detection of activity and rest
periods. From top to bottom: seizures detected from EEG, power of EOG, EMG signals pre-filtered high-pass at 100 Hz, power of accelerometer signal
pre-filtered bandpass at 0.3—3 Hz. Power signals are smoothed over 15s. The contours indicate the periods of activity detected above a threshold for

the power of each signal
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signals (Figure 1). The EOG and EMG signals were high-pass
filtered at 100 Hz, and then the instantaneous power (square) was
computed and smoothed by convoluting a Gaussian function of
time constant ¢ of 15s. Accelerometer signal on each of the three
axes was bandpass filtered between 0.3 and 3 Hz, and then the
instantaneous power (square) was computed and smoothed by
convoluting a Gaussian function of time constant ¢ of 20s. The
ACCEL signal was then computed by summing the three axes.
EOG, EMG, and ACCEL signals showed rapid transitions
between stable periods near zero (rest) and periods of large
fluctuations (activity). The periods of activity were detected by a
threshold above the noise level on the power signals set to
correspond to transitions between near-zero power and large
fluctuations. On EMG and EOG signals, a minimum duration of
3 min was required to validate an activity period, and a tolerance
of 5min below the threshold was allowed to consider that the
animal was still in the same activity cycle. This avoided splitting
activity periods due to short breaks in behavior. Rest periods
were taken between two consecutive activity periods. On the
ACCEL signal, a minimum duration of 2 min was required to
validate an activity period, and the tolerance was 5min below
the threshold.

Detection of absence seizures

Absence seizures were detected by means of a succession of
processing of the EEG signal (Figure 1): bandpass filtering,
detection of SWDs and series of SWDs on individual channels,
and the presence of concomitant series of SWDs on at least half
of the channels as a sign of seizure. First, the raw signals were
filtered in the 5-50 Hz bandwidth to preserve the SWDs. SWDs
were detected on the basis of their amplitude, typically in the
range of 150-1,500 uV. A series of SWDs were detected on each
channel based on the following criteria: a maximum interval
between SWDs of 1s, an average interval between SWDs of at
least 0.4s, and a duration of the series of SWDs of at least 2s.
Seizures were identified when at least half of the channels showed
a series of SWDs. However, if this condition was not met for a
short period of <2, then the algorithm ignored the gap. In this
way, seizures were not split into pieces in case of brief fluctuations
in the SWD pattern. The minimum duration for seizure was
set at 3s.

Detected seizures were used to compute the seizing time
fraction in activity or rest episodes as the ratio of time spent in
seizure over the whole duration of the episode. A seizing state
function was defined as having a value of 1 during a seizure and
0 in the interictal periods.

Statistical analysis

Comparisons were based on the Students f-test, considering
means and standard deviations (unpaired two-sided t-test).
Correlations were tested using the Fisher z-test on the Spearman
correlation coefficient since the underlying distributions of durations
were not Gaussian. Peri-event graphs were computed by aligning all
occurrences of the events, such as activity-rest transition, seizure
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initiation, or termination. For each time delay around the reference
event, we computed the mean and SEM of the observed signal. Signal
processing and statistical analyzes were performed with LabVIEW
(National Instruments).

The raw data supporting the conclusions of this article will
be made available by the authors without undue reservation.

Results

The activity of GAERS rats was continuously monitored for
several days. Our protocol recorded 16,481 seizures (n=38 rats, 939h
total recording time), which were consistent across animals. The
activity level of these animals was simultaneously recorded and
compared to control non-epileptic Wistar rats following the same
recording procedure (n =12 rats, total 1,288h).

Activity and rest in GAERS and control
animals

We wished to test whether activity and rest could show a temporal
relationship to seizures. As detailed in the Methods section,
we considered three criteria to estimate the activity/rest state of the
animal: motion of the head sensed by an accelerometer, tonus of the
neck, and eye motion estimated from electromyograms of
corresponding muscles. For each criterion, we quantified the power
intensity of the signal at each point in time. During activity, these
signals show a sharp rise above the baseline that is observed when the
animal is idle (Figure 1). We could determine the time windows of
activity and rest by applying a thresholding procedure to these
activity markers.

These three criteria measure some aspects of activity and rest,
which should overlap most of the time but not always. For
example, an animal may remain motionless (ACCEL at rest state)
for some time while otherwise alert, showing active EMG when
neck muscles maintain head position. Yet, recordings showed that
the criteria matched most of the time. We quantified this
observation over all our recordings by counting the fraction of
time one criterium is in active or rest state versus another
criterium (Table 1). Most often (81.5-88.6% of the time), any
two criteria matched, being simultaneously in the active or
rest state.

We compared the initiation and termination of activity
according to our criteria (Figure 2; Table 2). Pairwise comparison
between any two criteria showed marked peak probability at a
latency of <30s. In Wistar, activity beginning and end have a similar
sequence: ACCEL is the first, followed after 13-27s by EMG and
EOG, which are in a short succession (-2 to 3s). In GAERS, activity
starts with a 29s sequence of almost equally spaced ACCEL, EMG,
and EOG. Activity ends in a shorter sequence (11s), in the order
EOG, ACCEL, and EMG.

We measured the time an animal spends continuously in an
active or resting state and the overall fraction of time in the two
states (Table 3). Numbers were consistent across criteria, with
both GAERS and controls spending a larger fraction of time in
rest (54.7-66.5%) than in activity (33.5-45.3%), with longer
continuous episodes of rest (28.3-35.6min) than activity
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TABLE 1 ACCEL/EMG/EOG match in fraction of time (AVG + SD).

GAERS, % time, n = 8 recordings Wistar, % time, n =12 recordings
EMG on EMG off EMG on EMG off
ACCEL on 31.8+79 1.6+1.7 ACCEL on 305+ 3.9 28+19
ACCEL off 9.9+ 6.5 56.8+9.3 88.6 £ 5.6 ACCEL off 10.8 £ 5.6 559+ 6.7 86.4+438
ACCEL on 249476 8.4+6.6 ACCEL on 28.5+4.0 47+31
ACCEL off 7.9+47 58.8+9.5 83.7+69 ACCEL off 92+5.0 57.5+37 86.1+4.6
EMG on 28.0+83 13.7+8.7 EMG on 31.8+5.4 9.5+55
EMG off 48+48 53.5+10.7 815+87 EMG off 59+38 52.8+7.0 84.6+59
Activity initiation Activity termination
0025 — EMG—EOG 0025 — EMG—EOG
= l = |
7} ! 7 !
C ! c !
[0} [0} :
© ©
= =
o) o )
(48] © !
QO Q !
S S |
o o :
0.000 L= . 0.000 — L .
-2 min +2 min -2 min +2 min
0.025 —ACCEL—EMG 0005 — ACCEL—EMG
2 \ £
= =
c c
(0] ()]
© ©
> >
= =
o) o
@® ©
o Q
o o
o o
0.000 0.000 = .
-2 min +2 min -2 min +2 min
> =
7] 7
c =
(] (0]
o o
2 2
o) o
© ©
o) o
S o
a. o
0.000 0.000 — .
-2 min +2 min -2 min +2 min

FIGURE 2

Comparison of fine timing of activity initiation (left panels) and termination (right panels) across criteria for GAERS (blue) and Wistar (red). Reference
time (dashed line) is defined as the transition according to EMG criteria (upper plots) or ACCEL criteria (middle and lower plots). Density plot curves are
computed for transition according to EOG (upper and lower plots) or EMG (middle plot).
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TABLE 2 Delay of the peak probability density function for activity initiation and termination.

10.3389/fneur.2023.1296421

Start delay (s) End delay (s)
RSO porpan | eSS ey Mol i
EMG —EOG -18 3 27 -32 -2 22
Wistar ACCEL—EMG -9 17 52 -11 18 49
ACCEL—EOG -5 27 68 24 13 49
EMG —EOG -10 13 44 -36 -11 10
GAERS ACCEL—EMG -12 8 31 -17 7 32
ACCEL—EOG 0 29 60 —40 1 34

For the curves of Figure 2, we measured the delay in seconds for the half-height before the peak, for the peak, and for the half-height after the peak.

TABLE 3 Time in activity and rest.

GAERS activity
min 20.9 +18.9, n =988
ACCEL % 363+ 46,n=8
min 27.6 +25.4,n =938
EMG % 453+7.0,n=8
min 20.0+ 18.8, 1= 1,020
EOG % 35.9+89,n=8

GAERS rest
356 +31.3,n =996
63.6+4.6,n=8
32.0 +29.4, n =946
547 +7.0,n=8
34.5 +32.0,n=1,028

64.1+89,n=8

Wistar activity Wistar rest

15.3 £13.5,n =1,687 30.1 +28.4,n=1,699
335435, n=12 66.5+3.5n=12
20.3 +17.6,n =1,566 283 +27.4,n=1,578
416 +£7.6,n=12 58.4+7.6,n=12
19.8 £17.1,n =1,476 32.0£31.5,n=1,488

38.0+5.5,n=12 62.0+ 5.5 n=12

Duration of episodes of activity and rest in minutes, AVG + SD. Fraction of time (%) across a recording.

(15.3-27.6 min). We compared the duration of continuous
episodes between GAERS and control (Figure 3). Unlike the
overall fraction of time spent at rest and in activity, which did not
differ between the two groups, the duration of continuous
episodes was significantly longer for the GAERS group compared
to the control group (one-sided Student’s t-test, ACCEL activity
1=8.242, p<0.001; ACCEL rest t=4.539, p<0.001; EMG activity
t=7.742, p<0.001; EMG rest t=3.138, p<0.001; EOG rest
t=1.982, p<0.025), except for EOG activity. Thus, for most
criteria, the GAERS group showed less fragmented patterns of
activity and rest while keeping the same overall fraction of time
in active and rest states. When we combine the three criteria for
continuous episodes, we obtain a simplified overview of 22.8 vs.
18.5 min for activity and 34.0 vs. 30.1 min for rest, for GAERS vs.
Wistar, respectively.

Since the duration of an episode could be influenced by the
previous one, as in sleep inertia (31), the relationship between the
duration of a period of activity (respectively rest) and the
preceding period of rest (respectively activity) was explored in
Table 4. In both Wistar and GAERS strains, correlation
coefficients (Pearson’s R) range from —0.045 to 0.101, meaning
that the duration of one period has little effect on the duration of
the next, explaining less than 10% of its variance. Despite their
low values, we found correlations to be significantly non-null,
mostly for GAERS (p <0.05), but not for Wistar (z-test on
Spearman’s p).

Seizures in activity and rest

Given that GAERS and control rats exhibit distinct activity and
rest patterns, we wondered whether this particularity of the GAERS
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rat could be linked to seizure generation. Thus, we explored the
occurrence of seizure in relation to the activity-rest cycle. First, taking
into account both seizures occurring during activity and rest,
we computed the distribution of seizure durations and the distribution
of intervals between consecutive seizures (Figure 4, upper part). As
expected, these two variables showed a steady decline for larger times
(Figure 4; duration: 12.7+12.0s, AVG+SD, n=16,481 seizure;
interval: 3.2+9.5min, AVG +SD, n=16,473). More specifically, the
median seizure duration was 9, 95% of seizures were shorter than
365, and 99% were shorter than 60s. We also computed these two
distributions relative to time spent rather than a count of events
(Figure 4, bottom part). Thus, half of the seizure time was spent in
seizures shorter than 18s, 95% of time in seizures shorter than 65s,
and 99% of time in seizures shorter than 102s. The median value for
seizure interval was 39, 95% were shorter than 14.8 min, and 99%
were shorter than 36 min. Half of the non-seizing time was spent in
intervals shorter than 13.1min. Thus, while the intervals between
seizures are typically several minutes, which is in the range of the
duration of activity and rest episodes, seizures are, on the contrary,
typically shorter than a minute, which is much shorter than
continuous episodes of activity or rest.

How do seizures compare between activity and rest periods? In
GAERS rats, we compared the duration of seizures and the overall
fraction of time spent seizing in activity and rest (Table 5). Seizure
length is slightly yet significantly shorter during activity compared to
rest using ACCEL and EOG criteria (11.8+10.4s vs. 13.4+13.25,
p<0.001; 10.4+9.8s vs. 142+13.0s, Student p<0.001), but not
EMG. The fraction of time spent seizing is also slightly but significantly
shorter during activity compared to rest using ACCEL and EOG
(7.5£8.2% vs. 8.4+ 12.4%, p<0.03; 5.4+ 6.8% vs. 8.2+ 10.5%, Student
p<0.001). However, the seizing time fraction was longer in activity
compared to rest using the EMG criteria (8.2£9.2% vs. 6.0£10.3%,
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75, and 95 percentiles. The narrow bar represents the mean.
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Duration of activity and rest periods. Box plots of activity and rest duration, in GAERS and Wistar, for each of the three criteria. Box plots show 5, 25, 50,

TABLE 4 Correlation between the duration of consecutive rest and activity periods.

Wistar rest

Vvs. previous

activity 0.013 1,687 0.040 0.098 —0.045

Wistar

activity vs.

previous

rest 0.028 1,699 0.021

0.394 —0.004

GAERS rest
Vvs. previous
activity 0.080 988 0.081

0.011 0.078

GAERS

activity vs.

previous

rest 0.072 996 0.121

<0.001 0.101

Pearson’s coefficient, n, Spearman’s p, and p-value for z-test p#0.

Student p <0.001). This difference between criteria could be caused by
the occasional criteria mismatch (Table 1) or by the delays in transition
times (Figure 2).

We then wondered whether the seizing time fraction in one
phase (activity or rest) was significantly influenced by the seizing
time fraction in the previous phase (respectively, rest or activity).
To do this, we compared the seizing time fraction of consecutive
periods in the cycle of activity and rest (Table 6). All six correlation
coefficients were significantly non-null (z-test on Spearman’s p). The
correlation coefficients (R) were all positive and similar for the
three criteria between the seizing fractions in rest and in the
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1,566

1,578

—0.048 0.056 —0.008 1,476 0.003 0.941
—0.020 0.425 0.033 1,488 0.030 0.241
0.121 <0.001 0.078 1,020 0.132 <0.001
0.179 <0.001 0.065 1,028 0.121 <0.001

preceding activity, and in the range of 0.233-0.360. The correlation
coefficients were smaller and in the range of 0.073-0.167 between
the seizing fraction in activity and in the preceding rest.
We compared the pairs of correlation coefficients (rest vs. activity
and activity vs. rest) for each of the three criteria and found the
difference to be significant for ACCEL and EMG but not for EOG
(z-test on Spearman’s p: ACCEL: p<0.001; EMG: p <0.001; EOG:
p=0.034). Thus, at least when ACCEL and EMG are considered, the
fraction of time spent seizing in activity explained more variance of
the fraction of time seizing in the following rest period than the
other way around.
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Relation between seizure and activity
markers

Since electrographic absence seizures in GAERS are known
to be associated with freezing behavior, we quantified the effect
of seizure on our activity markers (Figure 5). We aligned the data
on seizure, either initiation or termination, to compute the
average time course of the power signal on ACCEL, EMG, and
EOG over a time window of £90s. Only time windows with a
single seizure were used so that statistics were not biased by
seizures occurring at short interval. All three activity markers
showed a similar profile between the initiation and termination
of seizure, with a decrease in their power. The effect was strong
for ACCEL, moderate for EMG, and weak for EOG (respectively
peaking down to 0.12, 0.62, and 0.76 of baseline during initiation
and down to 0.12, 0.61, and 0.83 of baseline at termination).
Delays relative to the onset of seizure were also distinct, with
respective significance (p<0.01) in the range — 15 to +195s, =5 to
+41s, +17 to +48 s for initiation, and — 30 to +1s, —20 to +26s,
—7 to +40s for termination, for ACCEL, EMG, and EOG,
respectively. Interestingly, ACCEL and EMG power showed a
significant decrease before seizure onset, suggesting that seizure
is not causal to the freezing behavior. The EOG slight decrease in
activity displays a different timing, occurring rather outside of
the seizing period.
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Seizure occurrence depends on recent
seizure state

One of the parameters likely to influence the next occurrence
of an epileptic seizure, in any phase, is the number of recent past
seizures. Indeed, it has been known for decades (32) that seizures
can show a palette of temporal distribution, from time-
independent process (Poisson) to non-Poisson process exhibiting
seizure clusters. In our recordings, seizures seemed to occur as a
non-time-independent process (Figure 6). This was most visible
when seizures were marked as a pair of dots for duration and
interval, which showed patterns previously coined as “palisade”
in seizures observed in epileptic patients (33). These patterns
correspond to clusters of seizures of varying length coming in
short succession, interspersed with variable and sometimes
prolonged interictal periods (Figure 6A).

In order to quantify seizure clustering, we measured the
probability of being in a state of seizure at any time t before or
after being in a seizure state at a reference time f=0. First,
we estimated the probability of being in a state of seizure
originating from the same seizure that was present at t=0. Then
we estimated the probability of seizing at time t due to the seizure
at t=0 or any other seizure. By subtracting the two, we obtained
the probability of seizing at time ¢ from a seizure distinct from
the one at t=0. If seizures were to occur independently, this
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TABLE 5 Time spent in seizure during activity and rest.

10.3389/fneur.2023.1296421

Activity Test Rest
ACCEL
Duration (s) 1,248 £ 1,129 2,124 + 1879
Seizing time (s) 88 +120 120 + 156
Seizing fraction (%) 75+82 p<0.03 8.4+124
n period 1,004 1,009
Seizure duration (s) 11.8+10.4 p<0.001 13.4+13.2
n seizure 7,409 9,072
EMG
Duration (s) 1,646 + 1,517 1904 + 1764
Seizing time (s) 137 +196 82+124
Seizing fraction (%) 8292 P <0.001 6.0 £10.3
n period 954 959
Seizure duration (s) 127 +11.8 NS 126 +12.4
n seizure 10,532 5,949
EOG
Duration (s) 1,197 + 1,126 2067 + 1928
Seizing time (s) 67 £ 94 133 £ 191
Seizing fraction (%) 54+6.8 P <0.001 8.2+10.5
n period 1,036 1,043
Seizure duration (s) 104 +9.8 P <0.001 14.2 +13.0
n seizure 6,665 9,816

Duration of activity and resting periods using the 3 criteria ACCEL, EMG, EOG. Time in seizure in activity and rest. Ratio of time spent seizing in activity and rest periods. Distribution of

fraction of time seizing. One-sided Student’s t-test.

TABLE 6 Seizing fraction correlation between consecutive activity and rest periods.

Rest vs.

previous

activity 0.287 998 0.386 <0.001 0.360
Activity vs.

previous rest 0.073 1,002 0.235 <0.001 0.166

Pearson’s coefficient, n, Spearman’s p, and p-vaue for z-test p#0.

probability should be flat, except for intervals on the order of
magnitude of the duration of a seizure (12.7 £12.0s). Indeed, the
simple fact that seizures have a non-null duration prevents the
short-term occurrence of a distinct seizure. This time window of
reduced occurrence of distinct seizure corresponds to the upward
peak observed in the upper probability curve and the downward
peak at zero in the lower probability curve (Figure 6B).
We observed that the empiric probability of a distinct seizure
flattens as expected for long intervals, above 5-10 min, indicative
of time independence only for large intervals. Yet we found
significant changes (p <0.01) in the interval — 4.25 to +4.25 min,
which suggests that seizures tend to cluster in increased seizing
bouts of more than 4 min.
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947 0.541

951

<0.001 0.233 1,029 0.399 <0.001

0.337 <0.001 0.167 ‘ 1,035 ‘ 0.318 <0.001

Seizure occurrence at transition from
active to rest state

Finally, we wondered whether there was a temporal relationship
between the occurrence of seizure and the activity/rest cycle.
We aligned data on the transition time from activity to rest and from
rest to activity, determined according to one or other of the three
criteria. We could thus estimate the average, over all our recordings,
of the seizure state function, which values 1 during a seizure and 0 in
the interictal period, over a time window of 4 min before and 10 min
after each transition. As a comparison, we also computed the average
power in the continuous signals used to detect activity periods
(ACCEL, EMG, and EOG) (Figure 7).
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seconds (p<0.01).

We found a strong and prolonged increase in seizure density at the
transition from activity to rest (ACCEL: from —20s to +4.4 min,
p<0.01 n=998, peaking at 0.343 from a baseline at 0.077; EMG: from
—29s to +2.4min, p<0.01 n=949, peaking at 0.363 from a baseline at
0.088; EOG: from —34s to +6.0min, p<0.01 n=1,030, peaking at
0.230 from a baseline at 0.058). Thus, seizure fraction increased by
4.5%,4.1x, and 4.0x for ACCEL, EMG, and EOG criteria, respectively.
A minor dip in seizing time fraction was observed before transition
time only for ACCEL (from —39s to —27s, p<0.01 n=998, trough at
0.023 from a baseline at 0.077).

At the transition from rest to activity, we found a small dip in
seizure fraction average according to ACCEL and EOG criteria
(ACCEL: from 14s to 565, p<0.01 n=998, trough at 0.044 from a
baseline at 0.077, a 43% decrease; EOG: from —16s to —71s, p<0.01
n=1,033, trough at 0.026 from a baseline at 0.079, a 67% decrease). A
minor increase observed for the EMG criteria was not significant. A
minor increase was observed just prior to the transition for the
ACCEL criteria (from —32s to —4s, p<0.01 n=1,033, peaking at 0.125
from a baseline at 0.077).
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These results suggest that seizures tend to accumulate at the
transition from activity to rest and are slightly less frequent at the
transition from rest to activity. This observation was further supported
when we computed the distribution of seizing fraction in a time
window of 1 min centered on activity/rest transitions and on distant
time points used as comparison (Figure 7B). The transition from
activity to rest stands out as having about half the proportion of
complete absence of seizure (null fraction) and an enhanced
contribution of larger seizing fractions.

Discussion

In this study, we compared markers of activity and rest between
absence epilepsy and control rats, and we analyzed the temporal
pattern of seizure in relation to activity and rest. The three markers
that we used (ACCEL, EMG, and EOG) were consistent and showed
transition times between activity and rest that matched within half a
minute. Epileptic and control animals exhibited the same proportion
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Seizure occurrence process is not time-independent. (A) Example of seizure intervals (top, red) and durations (below, blue) over a 30-h recording.
Seizures are indicated with vertical black bars below. (B) Estimated conditional probability of a seizure state when the animal is in seizure at t = 0. From
top to bottom: probability of the same seizure; probability of any seizure; probability of a seizure different from the seizure at t = 0. The thickness of the
curves represents the standard error. The bold black bar indicates the time window when the increase is significant relative to baseline (p < 0.01).

of activity and rest. The duration of continuous episodes of activity
and rest were on the order of tens of minutes and were longer in the
epileptic animal than in control. Seizures were typically much shorter
than periods of activity or rest, lasting less than a minute. On average,
a single seizure occurred concomitantly with a partial and transient
decrease in the power of activity marker signals. Spontaneously
occurring seizures tended to come in clusters, corresponding to a time
window of around 4min. Seizing time fraction was found to
be increased by more than 4-fold at the transition from activity to rest.

Relevant criteria for determining behavioral
state

In this study, we have chosen to compare seizure occurrence with
the global level of activity, rather than circadian rhythm or vigilance
states (19, 34). Despite extensive efforts, these authors could not
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predict seizure occurrence based on the pre-seizure state. Similarly, no
clear link between circadian rhythms and seizure onset could
be identified. Our rationale was that lab rodents have only partial
coupling to circadian rhythms and that extensive distinction between
the different resting states (quiet wakefulness and sleep stages) could
blur the overall picture. Furthermore, in humans, absence epilepsy
triggers gaps in consciousness, including loss of environmental
awareness and interruptions in behavior, and we wanted to use this
solid behavioral marker as a starting point for our analysis. For this
reason, we considered behavioral activity parameters en bloc to detect
periods of activity, and all remaining periods were considered as rest.

Our markers for activity were overall consistent (Table 1), with a
good match for phase start and end (Figure 2; Table 2). Differences
between any two criteria for activity may correspond to specific
behaviors, for example, alert immobile posture (ACCEL low with
EMG and EOG high), relaxed head (EMG low and EOG high), or
relaxed gaze (EOG low and EMG high) during wakefulness, postural

frontiersin.org



Tranetal. 10.3389/fneur.2023.1296421
A . .
Activity—Rest Rest— Activity
ACCEL - [
1 :
Power S
04 =
2
Seizing a
fraction A
0
0 0 1
EMG 1
1
Power S
o)
04 =
2
Seizing , o
fraction
LA/t
0
0 0 1
EOG
1
1 1
Power &
Kel
0 e 3
0.4 -g
o
Seizing (m]
fraction /\—w
= /W'V'
0 0 0= z
-4 t(min)  +10 -4 t(min)  +10 0 seizing fraction 1
FIGURE 7

Increased fraction of time spent seizing around transition time from activity to rest. (A) Top to bottom panels represent the same computation for
ACCEL, EMG, and EOG, respectively. Data were aligned on the reference transition time (left, activity to rest; right, rest to activity). In each panel, upper
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function. Bold black lines indicate windows of significant variation at p < 0.01. (B) Cumulative distribution of seizing fraction in a 1-min interval centered
around transition from activity to rest (red), transition from rest to activity (blue), activity midpoint (green), and activity maximum (pink)

shift motion during sleep (ACCEL high and EMG low), or eye
movement in paradoxical sleep (EOG high with EMG and ACCEL
low). Our criteria were therefore precise and could reveal subtle
behavioral differences. Yet in this study, we did not try to correlate
them systematically with behavior, and we used them mainly so that
their common activity or inactivity allowed us to represent activity
and rest phases in a binary way.

Candidate mechanisms that could explain
the seizure pattern

The pattern of occurrence of seizures constrains the candidate

mechanisms of their generation and sheds light on the physiological

processes that epilepsy may build upon.
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The first major element that we discovered in this model of
absence seizure is the clustering pattern on a time scale of around
4 min, which suggests that a specific mechanism generating bursts of
seizures modulates ictogenesis. This duration is much longer than the
average seizure, implying that seizures are not merely independent
events, each with their sole generation process, although there are
mechanisms at this time scale (34, 35). Rather, seizures appear to ride
upon a more massive underlying mechanism of “epileptic storm,”
carrying a series of seizures and short lulls. This underlying
mechanism responsible for seizure burst generation (SBG) lays at an
intermediate level between those of ictogenesis, on the scale of a few
tens of seconds, and epileptogenesis, on the scale of days to months.
In addition to the distinct time scales, the observation that many
seizures occur without eliciting rest and that lone seizure have only a
limited effect on some activity markers (Figure 5), while the transition
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from activity to rest is associated with a strong and prolonged increase
in seizing fraction in line with seizure bursts (Figure 7), further
supports the existence of a specific mechanism for SBG.

Our second major observation, that seizing increases strongly at
transitions from activity to rest, suggests that SBG is linked to
circuits of the activity/rest cycle, a component of metabolic
homeostasis. Studies on the WAG/Rij model have reported that
SWDs tend to occur in transitional states, around sleep onset and
awakenings (18). Our study confirms the importance of transitional
states in seizure generation, suggesting that cerebral state switching
networks, comprising thalamus, striatum, or brainstem nuclei, could
be dysfunctional or not timely activated, as hypohesized in WAG/Rjj
(36). Our data further show that the activity-rest transition is not
symmetrical in the GAERS model, where the occurrence of seizures
was particularly prevalent at the time of the transition from activity
to rest (Figure 7). Indeed, from activity to rest, the maximum
amplitude of the seizing fraction increased by 4-4.5 times and
remained significant for time windows in the range of 2.9-6.5min,
depending on the criteria (Figure 7A). On the other hand, the
transition from rest to activity showed an opposite yet smaller effect
on seizing fraction, consisting mainly in a decrease for two of the
three criteria, in the range of 43-67%, over a window of 0.7-1.3 min.
While transition from activity to rest occurs without seizure in a
1-min time window (null seizing fraction) in 30-45% of cases,
depending on activity marker, this is about half the cases observed
at distant time points from the transition (Figure 7B). This implies
that seizing is not mandatory for the transition from activity to rest
but is a strong, specific correlate.

Our third finding, that GAERS have prolonged periods of activity
and rest compared to controls, suggests that their circuits that are
supposed to trigger a cessation of activity either do not detect when
rest is needed or are inefficient at triggering rest. Such pathways of
central fatigue include complex multifactorial mechanisms based on
monoamines and cytokines (37), which play a key role in wake/sleep
switching and global metabolic homeostasis. Indeed, we expected that
GAERS would show more frequent rest periods due to the freezing
behavior observed during electrographic seizures. Rather, isolated
seizures only transiently reduce some markers of activity. Mechanisms
underlying SBG appear to be a more likely link between absence
seizure and rest debts. Thus, the global picture emerging from our data
suggests that GAERS have a deficiency in the mechanisms of pausing
activity when fatigue accumulates. A subsequent fallback mechanism
lasting a few minutes could force the brain network to rest. The
corresponding delayed switch to rest is associated with an increased
occurrence of seizures. This conceptual framework may help redirect
research into the treatment of absence epilepsy toward rescuing
resting triggers rather than blocking seizures since seizures may
be more than just a symptom but rather a beneficial aid to resetting
cerebral dynamics (38, 39) and metabolic status.

Seizure clusters and seizure precursor
signs

Our results show that seizures in GAERS do not occur as a time-
independent (Poisson) process. Rather, our observations suggest that
seizure occurrence is controlled both by a reflexive effect from the past
history of seizure and by an external influence from the activity/rest cycle.
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While the concept of seizure cluster has always belonged to the
vocabulary of clinical epileptology, it is not associated with absence
epilepsy but rather is used for grand mal, i.e., tonic—clonic, focal, or
idiopathic generalized epilepsy, where it represents an acute clinical
episode of deterioration in seizure control (7, 40). Indeed, there is a
history of research in the regularities and forecasting of grand mal
seizure, aiming at alleviating the burden of the disease, using
automatic signal processing on the EEG made possible by the progress
in microelectronics, at least since the 1970s (41, 42). The rationale is
that seizures may build up progressively before onset through
progressive synchronization of assemblies of neurons, which in some
patients corresponds to anticipatory symptoms such as auras (43) and
thus could be detected from the EEG, even without patient notice. A
major conceptual step was introduced in the 1980s, when the problem
was approached with theoretical tools developed in the frame of the
physics of non-linear dynamic systems (44-47), which established
both the principle of predictability horizons and provided qualitative
analysis of complex signals such as the EEG. Early studies showed
promising scores in terms of sensitivity and specificity, yet rigorous
methodological design of evaluation suggested
developments, in terms of algorithms and statistical approach, and/or
by aggregating multimodal sensors such as body parts motion
detectors or video monitoring, could help improve practical suitability
(48-55). In this context, our study suggests that there is a potential for
such a multimodal approach in seizure prediction, although applied
to petit mal, ie., absence, non-convulsive epilepsy, which is
significantly different from grand mal, tonic-clonic epilepsy, most
studied in seizure prediction.

In our model of absence epilepsy, the statistical concept of

that more

periods with an increased probability of seizing applies to the
pattern of seizures on a shorter time scale of minutes rather than
days or weeks. Time non-independence is readily visible in the
palisade representation (33) when transposed to GAERS seizure
trains. Previous physiological studies have found seizure
precursor EEG or neurovascular signals a few seconds or at most
tens of seconds before seizure onset (19, 34, 35, 56-59). Thus, our
approach, taking into account a series of seizures and global
behavior, could help find earlier seizure signs. Although absence
seizures cannot be considered a point process since seizure have
a non-negligible duration in tens of seconds, their duration
remains short compared to periods of enhanced occurrence,
which count in minutes (Figures 5, 6). Combining all these
monitoring approaches could allow future advanced mathematical
time-process studies to help predict seizure occurrence over a
larger time window of a few minutes.

In conclusion, altered patterns of activity/rest cycle, seizure
occurrence clustering, and increased seizing at transition from activity
to rest are temporal patterns highlighted in this model of absence
epilepsy that open new venues for predicting seizure onset in patients
on a time scale allowing immediate therapeutic intervention and
toward the wunderlying mechanisms of

directing studies

absence epilepsy.
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