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l. INTRODUCTION

Les dysplasies corticales focales (FCD) sont des malformations épileptogénes du
développement cortical individualisées en 1971 par Taylor, et définies par une
désorganisation de I'architecture du cortex cérébral, associée a la présence de cellules

anormales neuronales et/ou gliales.

Révélées majoritairement dans la petite enfance elles sont hautement

épileptogenes et impactent négativement les processus de maturation cérébrale,
d’apprentissage et de la cognition. Rares dans la population générale, elles sont une
cause fréquente et curable d’épilepsie lésionnelle dont la quéte dans les centres de
chirurgies de I'épilepsie implique un haut degré de technicité, en imagerie et en
électrophysiologie. Leur mise en évidence reste parfois malaisée, de méme que leur
cartographie précise, tant sous I'angle des limites Iésionnelles que de production des
activités neuronales anormales. Ces difficultés sont amplifiées par la grande variabilité
des FCD, définies actuellement sur des critéres histologiques.
Les traitements médicamenteux restent peu efficaces, y compris les molécules de
derniere  génération, faisant évoquer des caractéristiques particuliéres
d’épileptogénicité ou des mécanismes non ciblés par les meédicaments
antiépileptiques.

Les progrés de leur prise en charge ont été essentiellement chirurgicaux.
L’exérese compléte des FCD a été facilitée par I'apport de I'électrophysiologie (EEG
de surface, EEG intracranien) et par la révolution de l'imagerie morphologique
(scanner puis IRM), métabolique (PET scan) et fonctionnelle (IRMf-EEG).

Des causes moléculaires de certaines FCD commencent a étre élucidées grace
aux techniques de séquengage de I'ADN, et l'altération de la voie mTOR semble
centrale.

Les mécanismes de I'épileptogénicité se dessinent, notamment au travers
d’'une dysfonction du réseau inhibiteur des interneurones, et de leur interaction

pathologique avec des cellules pyramidales hyperexcitables.



Dans une perspective chirurgicale, plusieurs thématiques de recherche restent
d’actualité. Tout d’abord, l'imagerie peut-elle étre optimisée, en vue de mieux
circonscrire la zone épileptogéne, nécessaire a réséquer pour guérir le patient ?
Ensuite, peut on utiliser des piéces de résection chirurgicale, pour accroitre la
connaissance des mécanismes physiopathologiques des dysplasies mais aussi de
I'épileptogénése plus généralement ? Peut-on identifier des biomarqueurs du tissu
dysplasique épileptique pour distinguer le cortex physiologiquement sain du cortex

pathologique in vitro, puis mener cette translation in vivo?

Dans cette introduction, nous exposerons tout d’abord les connaissances
actuelles sur les dysplasies corticales focales, sur le plan clinique, moléculaire et
neurophysiologique. Nous exposerons par la suite les objectifs de ce travail de thése,
mené in vivo avec I'imagerie de perfusion ASL et in vitro par les enregistrements de
tranches de cortex sur matrices de micro électrodes en précisant le réle que ces 2

meéthodologies apporte a notre questionnement.
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La définition histologique des dysplasies corticales focales est un processus
dynamique qui profite de l'avancée des connaissances en histologie,
immunohistochimie mais aussi en imagerie. En effet cette classification a été revue 4
fois depuis la classification princeps de Taylor en 1971. (Barkovich, 1996; Blimcke,
2011; Mischel et al., 1995; Palmini et al., 2004; Taylor et al., 1971)

2.1.Rappel d’embryogenése du néocortex

La constitution du neocortex, organisé en micro colonnes de 6 couches dépend
de deux mécanismes, radiaires et tangentiels.

Dans la zone ventriculaire, les cellules neuro épithéliales, aprés division
symétrique se différencient en cellules gliales radiaires apicales (aRGC).

Une premiére phase de prolifération par division asymétrique donnera
naissance a une aRGC et a un neurone ou a une cellule progénitrice intermédiaire
dans la zone sous ventriculaire. Cette phase déterminera I'épaisseur du cortex.

Une deuxieme phase de migration le long du processus basal de la glie radiaire
a lieu selon une organisation « inside out », ou les cellules les plus jeunes deviennent
les plus superficielles. Cette phase est sous le contrdle intrinséque de la coordination
des microtubules, et sous le controle extrinséque de gradient de concentration de
signaux de transduction tels que la Reelin sécrétée par les cellules de Cajal Retzius
dans la zone marginale.

La troisieme étape sera la synaptogénese et la constitution de circuits
neuronaux pérennes.(Jiang and Nardelli, 2016)

Figure 1: D’aprés Jiang. Neurobiology of Disease 2016

Les interneurones sont générés dans le subpalium (éminence ganglionnaire
médiale et caudale), avant leur migration tangentielle vers le cortex sous I'influence de
substrats répulsifs (SEMA 3A/3F), permissifs (NRG-CRD) ou chemo attractifs (NRG1-

IG). Une fois dans le cortex, leur migration est radiaire, également selon un mode
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« inside out », et les interneurones et cellules pyramidales d’age similaire se situent
dans la méme couche corticale.(Sultan et al., 2013)

Les neurotransmetteurs ont un rbéle majeur dans la migration neuronale. La
transmission GABAergique, mature avant la signalisation glutamatergique, stimule la
migration radiaire des cellules pyramidales, via des vagues calciques qui influent sur
leur cytosquelette. Le GABA agit via les récepteurs GABAA rho avec une action
dichotomique sur la migration neuronale, permissive dans les couches inférieures et
restrictive dans les couches supérieures. (Luhmann et al., 2015) L’expression du co-
transporteur du chlore NKCC1, chargeant les neurones en en anions chlorure, permet
de plus un rdle dépolarisant du GABA a l'origine d’activités spontanées primordiales
du réseau neuronal, qui associées a la transmission glutamatergique interviennent
dans la terminaison de la migration neuronale lorsque le réseau se synchronise.
(Luhmann et al., 2015)

2.2.Historique : description princeps par Taylor (1971)

En 1971, les anomalies histologiques du cerveau de 10 patients opérés pour
une épilepsie partielle sont rapportées sous le terme « Dysplasie Focale du Cortex
Cérebral ». (Taylor et al., 1971)

L’épilepsie avait débuté dans I'enfance avec un caractere stéréotypé et des
anomalies latéralisées de I'EEG ; les spécimens chirurgicaux provenaient de
lobectomies temporales (6 cas), frontales (3 cas) ou pariétales (un cas). Les patients
n’avaient pas de signe de sclérose tubéreuse de Bourneville. Les auteurs notent des
troubles de l'organisation laminaire du cortex, mais également la présence de
neurones géants, ainsi que de cellules géantes, dysmorphiques, d’origine gliale ou
neuronale (les futures « balloon cells ») représentées dans toutes les couches du
cortex sauf la couche |. Ces cellules pouvaient étre multi nucléés, avec un cytoplasme

pseudopodique et opalescent. (Taylor et al., 1971)

« An unusual microscopic abnormality has been identified in the lobectomy specimens removed
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surgically from the brains of 10 epileptic patients. The abnormality could seldom be identified by
palpation or with the naked eye. Histologically, it consisted of congregations of large, bizarre neurons,
which were littered through all but the first cortical layer. In most, but not all cases, grotesque cells,
probably of glial origin, were also present in the depths of the affected cortex and in the subjacent white
matter. This kind of abnormality appears to be a malformation. The picture is reminiscent of tuberous
sclerosis but too many distinguishing features, both in the clinical and in the pathological aspects, make
this diagnosis untenable. The cases are therefore looked on provisionally (since all but one are still alive)
as comprising a distinct form of cortical dysplasia in which localized, exotic populations of nerve cells

underlie the electrical and clinical manifestations of certain focal forms of epilepsy » (Taylor et al., 1971)

Figure 2 : D’aprés Taylor. JNNP 1971
| : désorganisation corticale avec perte de I'organisation laminaire et colonnaire (a) en comparaison

avec un cortex sain (b) Il : Cellules géantes multi nucléés

2.3.Classification de Barkovich / Palmini

Les anomalies histologiques observées au sein des malformations de
développement cortical ont par la suite été classées en fonction de leur origine
embryologique potentielle. Il peut ainsi s’agir de troubles de la prolifération neuronale
ou gliale, d'anomalies de la migration, ou de I'organisation corticale. (Barkovich, 1996)
Ces anomalies peuvent étre focales ou généralisées, et relever de causes génétiques,

idiopathiques ou acquises environnementales.

Cette classification a été par la suite simplifi€e pour permettre aux cliniciens de mieux
appréhender l'histoire naturelle, et comparer les traitements médicamenteux ou
chirurgicaux. Cette proposition élaborée par par un groupe d’experts a permis d’aboutir
a une nouvelle classification : la classification de Palmini. (Palmini et al., 2004)
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Tableau 1 : Classification de Barkovich

Prolifération gliale / neuronale anomale

Migration neuronale anormale

Organisation corticale anormale

Généralisée

Focale

Généralisée

Focale

Généralisée

Focale

1. |Prolifération
Micro lissencéphalie

2. !Prolifération
Inconnu

3. Prolifération
anormale
Inconnu

1. | Prolifération
Inconnu

2. tProlifération
Inconnu

3. Prolifération
anormale
Non néoplasique
STB
FCD et Balloon cells
Hémimégalencéphalie
Néoplasique
DNET
Gangliogliome
Gangliocytome

1. Lissencéphalie type 1
Chromosome 17
Chromosome X
Autres loci

2. Lissencéphalie en
pavé
Dystrophie musculaire de
Fukuyama
Syndrome de Walker Walburg
Maladie Muscle-yeux-cerveau

3. Lissencéphalie non
classifiée

4. Hétérotopies
Sous épendymaire
Sous corticale
Inclusion corticale
Marginale glio-neuronale

1. Agyrie / Pachygirie
focale
Bilatérale postérieure
Bilatérale pariétale

2. Hétérotopie focale
Nodule sous épendymaire
focal
Nodule sous cortical focal
Mixte sous corticale et sous
épendymaire
Inclusion corticale
Hétérotopie glioneuronale
marginale

3. Hétérotopie focale
et désorganisation
corticale

Nodule sous épendymaire
focal
Nodule sous cortical focal
Mixte sous corticale et sous
épendymaire
SD Aicardi
Peroxysomes
AcylcoA
deshydrogenase
Inclusion corticale
Hétérotopie glioneuronale
marginale

Polymicrogyrie

1. Polymicrogyrie /
schizencéphalie
Bilatérales symétriques
Asymétrique
Schizencéphalie /PMG

2. FCD sans balloon
cells

3. Microdysgenesie

D’aprés Barkovich. Neuropediatrics 1996
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Malformations de Dysplasies corticales focales
développement cortical
modérées

Type | Type | : absence de neurones dysmorphiques ou de
Neurones ectopiques dans balloon cells
ou adjacents a la couche | la : Dyslamination Ib : Dyslamination et neurones

géants ou immatures

Type Il Type Il : dysplasie de Taylor
Hetérotopies neuronales lla: anomalies llb : anomalies architecturales,
ectopiques en dehors de la architecturales, et neurones dysmorphiques et
couche | neurones dysmorphiques. balloon cells

Tableau 2 : Classification de Palmini

2.4.Classification ILAE

La variabilitt du diagnostic histologique, et la mauvaise corrélation avec les
données IRM notamment des dysplasies de type | a conduit la « task force » de
chirurgie de la ligue internationale contre I'épilepsie a proposer des critéres
histologiques consensuels. (Blumcke and Muhlebner, 2011; Blumcke, 2011) On
distingue ainsi les FCD isolées, de type | (trouble architectural), de type Il (trouble

architectural et cellules anormales) et de type Il (dysplasie associée a une Iésion).

Les dysplasies de type | sont divisées en 3 sous groupes :

FCD la : organisation en micro colonnes définies comme au moins 8 neurones alignés
verticalement, de diamétre inférieur a 250um, si la section histologique est orthogonale
au plan pial, sur une coupe de 4um, avec un marquage NeuN (Neuronal Nuclear
Antigen).

FCD Ib : absence d’organisation laminaire du cortex qui peut étre globale ou restreinte
aux couches Il ou IV.

FCD Ic : trouble de I'organisation radiaire et laminaire du cortex
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Des anomalies cellulaires peuvent étre rencontrées dans les dysplasies de type | :
neurones immatures de petit diametre, ou neurones pyramidaux hypertrophiques en

dehors de la couche V.

Les dysplasies de type Il sont divisées en 2 sous groupes. Elles se caractérisent par
des anomalies architecturales associées a des anomalies cytologiques spécifiques.
FCDIla : caractérisées par la présence de neurones dysmorphiques qui ont une
augmentation du diamétre cellulaire (16-43um) et du diametre nucléaire (15-28um),
I'agrégation de substance de Nissl, et I'agrégation cytoplasmique de neurofilaments.
Ceci est révélé par 'immunomarquage 2F11 ou SMI32.

FCD lIb : présence de neurones dysmorphiques et de « balloon cells ». Les balloon
ont des cytoplasmes larges, éosinophiles (HES+) sont souvent multi nucléés avec un
marquage variable GFAP/NF (neurofilament).

Les dysplasies de type lll sont des troubles de la lamination corticale associées a une
lésion cérébrale :

FCD llla : association a une sclérose hippocampique

FCD IIb : association a une tumeur épileptogéne (gangliogliome, DNET)

FCD llic : association a une malformation vasculaire (cavernome, malformation

artérioveneuse, télangiectasie, méningio angiomatose).

FCD Type | la :1b : | le : Dyslamination radiaire et
Dyslamination Dyslamination tangentielle
radiaire tangentielle

FCD Type Il lla : neurones dysmorphiques Illb : neurones dysmorphiques et

balloon cells

FCD Type lll llla ;| b 2 e | lid
Dyslamination Dyslamination Dyslamination | Dyslamination
du lobe | adjacente a une | adjacente a | adjacente a une
temporal et | tumeur gliale ou | une lésion acquise
sclérose glio neuronale malformation en péri natal
hippocampique vasculaire

Tableau 3 : Classification ILAE 2011
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C’est cette derniére classification qui est utilisée actuellement malgré des

difficultés persistantes dans la classification de certaines FCD....

Figure 3 : Histologie des FCD
Marquages Nissl-LFB et NeuN de 4 sous groupes de Dysplasies Corticales focales
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3.1.Epidémiologie

La prévalence des malformations de développement corticales n’est pas
connue dans la population générale. Elles pourraient représenter 5 a 20 % des
épilepsies focales de I'enfant. (Bast et al., 2006)

Les dysplasies corticales focales sont rapportées dans des séries chirurgicales,
ce qui introduit un biais pour leur prévalence, mais également pour la connaissance
de leur histoire naturelle. Leur représentation dans les cohortes chirurgicales est
également influencée par le recrutement, adulte et / ou pédiatrique, et par la
spécialisation du centre.

Les FCD sont la premiére étiologie rapportée dans les séries chirurgicales
pédiatriques, représentant 20 a 40 % des patients opérés d’une épilepsie Iésionnelle.
(Fauser et al., 2006; Harvey et al., 2008; Sisodiya et al., 2009), suivies par les tumeurs
associees a I'épilepsie (20%), les séquelles d’AVC (10%), les scléroses
hippocampiques (6.5%) et des causes diverses (STB, hamartomes, Sturge Weber,
Rasmussen). La prévalence des dysplasies de I'enfant sans épilepsie reste totalement
inconnue. Des cas isolés de dysplasies sans épilepsie ont été rapportées chez des
enfants souffrant d’autisme ou présentant un retard mental sans mention de I'histoire
naturelle a I'dge adulte et sans connaitre si une épilepsie est apparue a un moment de
I'évolution.

Il s’agit d’'une pathologie sporadique, méme si quelques cas familiaux ont été
rapportés, associés a une mutation du gene DEPDCS. (Leventer et al., 2014; Scheffer
et al., 2014) Cet aspect familial est important & évaluer avec des FCD liées a des

mutations sur la voir mTOR ou les Toropathies.
3.2.Epilepsie
Les premiéres crises surviennent typiquement dans les 5 premiéres années de

vie, avec un age médian de début de I'épilepsie entre 1.7 et 8 ans dans les grandes
cohortes de FCD publiées. (Fauser et al., 2006; Krsek et al., 2008; 2009; Tassi et al.,
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2002) Quelques cas de début tardif (aprés 60 ans) sont rapportés, mais 90% des
patients ont une expression clinique de leur maladie avant 16 ans. (Fauser et al., 2006)

La présence de facteurs précipitants associés a I'épilepsie tels que souffrance
périnatale, crises hyperthermiques, traumatisme ou infection sont rapportés plus
souvent dans les dysplasies de type I. (Krsek et al., 2008) Ceci peut étre expliqué par
I'absence de distinction FCD type | / type Il (associées a une sclérose hippocampique)
car ces données ont été publiées avant la nouvelle classification ILAE de 2011.

La sémiologie des crises est variée, en relation avec la localisation des FCD et
I'age de début (myélinisation cérébrale). La sémiologie peut évoluer dans le temps, du
fait de la maturation cérébrale, mais exclusivement entre I'age de 1 et 14 ans. Ainsi
avant 1 an, la majorité des crises sont des spasmes (dont I'asymétrie sera évocatrice)
ou des crises généralisées tonico-cloniques ; entre 1 et 2 ans des crises généralisées,
toniques / atoniques / tonico cloniques / hypomotrices ; et aprés 2 ans des crises
focales. (Fauser et al., 2006) Néanmoins, les crises décrites comme généralisées sont
essentiellement des crises focales avec bilatéralisation rapide. De méme, la
prédominance nocturne des crises rapportée dans les dysplasies corticales focales
peut étre rapprochée de leur localisation majoritairement frontale. (Nobili et al., 2009)
Des états de mal épileptique peuvent survenir dans 15% des cas.

L’examen neurologique des patients est anormal dans un tiers des cas, (Tassi
et al., 2002) pouvant correspondre a des déficits moteurs (10 a 20%) ou d’autres
déficits (ataxie, hypotonie, tétraparésie). (Krsek et al., 2008)

Des troubles psychiatriques sont rapportés, plus fréquemment dans les
localisations temporales et frontales.

Le reste de 'examen somatique est normal, mais doit étre réalisé pour éliminer
le diagnostic de sclérose tubéreuse de Bourneville. La recherche d'une atteinte
cutanée ou cardiaque et I'aspect IRM avec les tubers mais surtout les nodules sous
épendymaires quand les tubers sont uniques permettent d’évoquer ce diagnostic et de
procéder a I'étude génétique de TSC1 et TSC2. Il n'y a pas de lien démontré entre les
FCD et d’autres pathologies organiques.
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Un retard cognitif est souvent soupgonné au début de la maladie, et confirmé
chez 10 a 55% des patients opérés. (Krsek et al., 2009; Lerner et al., 2009; Sisodiya
et al., 2009; Tassi et al., 2002)

Des encéphalopathies épileptiques (syndrome de West, syndrome de Lennox
Gastaut) peuvent étre observées dans les premieres années de vie dans 30% des cas
dans certaines séries. (Kwon et al., 2016)

Le sous-type histologique est un facteur prédictif de retard mental. En effet, les
patients atteints de FCD type | ont un QI>80 dans moins de 30% des cas contre 50%
des FCD type Il. (Krsek et al., 2008) Un retard sévére (QI<35) est décrit dans 55% des
FCD type | (Krsek et al., 2009)

La taille de la Iésion a un lien direct avec le Ql puisque 65% des patients avec
une chirurgie multi lobaire ont un retard mental contre 45% en cas de chirurgie uni
lobaire. (Widdess-Walsh et al., 2005)

La durée d'évolution de [I'épilepsie avant chirurgie est probablement
inversement corrélée au statut cognitif au long cours, (Jonas et al., 2004) d’autant plus
que le traitement anti épileptique peut étre arrété, méme si cela n’a pas encore été

démontré dans les FCD.
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La prévalence des FCD a augmenté dans les séries chirurgicales, notamment
grace a leur meilleure identification en imagerie qui a bénéficié d’'une révolution ces 35
dernieres années avec l'utilisation du scanner puis de I'lRM, notamment a haut champ

(3 teslas, parfois 7)

4.1.lmagerie morphologique

L’imagerie morphologique de référence est I'|RM, de préférence a 3 teslas, selon
un protocole dédié a I'épilepsie, interprété par un radiologue expérimenté, et de
préférence revue en réunion pluridisciplinaire. Les séquences minimales sont des
séquences axiales et coronales T2 et FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery),

axiale T2*, et une acquisition 3DT1. (Sisodiya et al., 2009)

Les FCD de type Il ont la sémiologie radiologique la plus précise.

L’IRM détecte une FCD type Il dans 60 a 80% des cas. Les signes classiques
sont : épaississement cortical, modification du signal cortical (hyper intensité T2 /
FLAIR), modification du signal sous cortical (hyper T2 / FLAIR), dédifférenciation
gris/blanc (G/W matter blurring), et le « trans mantle sign » (hyper signal prenant
naissance au fond du sillon jusqu’a la paroi ventriculaire). (Colombo et al., 2009; 2012;
Mellerio et al., 2012) La présence du trans mantle sign est trés évocateur de FCD lIb.

L’age du patient est a prendre en compte, car la myélinisation du systeme
nerveux peut interférer avec la visualisation de 'anomalie. Les lésions sont plus
simples a voir dans la premiere année de vie sous forme d’'une hypo intensité T2,
tandis que les IRM peuvent se normaliser entre 2 et 4 ans. (Eltze et al., 2005) L'IRM
morphologique permet de montrer la présence de I'anomalie, mais il n'y a pas de
critére objectif pour déterminer sa limitation spatiale, et notamment la limite cortex

dysplasique / cortex sain.

Figure 4 : D’aprés Colombo, neuroradiology 2012

IRM en coupe coronale et séquences FLAIR et inversion recovery.
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Le traitement du signal IRM permet d’augmenter le taux de détection des
dysplasies.

L’extraction sulcale automatique par le logiciel Brain VISA permet de mettre en
évidence les petites dysplasies de fond de sillon. (Besson et al., 2008) L’interface
cortex / substance blanche peut étre étudiée avec une analyse morphométrique. Des
procédures semi automatisées permettent aprés normalisation du T1, d’extraire les
cartes de Gris / Blanc / LCR, et de les comparer a une base de témoins sains, selon
une méthode voxel a voxel par le logiciel SPM5. |l est ainsi possible de visualiser des
zones statistiquement différentes (images d’extension : hypertrophie corticale ; ou de
jonction : blurring). Cette méthode est plus sensible que I'analyse visuelle pour
détecter les FCD lla (82% vs 65%), et la combinaison de l'analyse visuelle et
morphométrique permet de distinguer les FCD type Il dans 98% des cas d’une série
chirurgicale de 91 cas de FCD type Il.(Wagner et al., 2011) Plus récemment, une
méthode entierement automatisée, basée sur un auto apprentissage d’algorithmes
(machine learning) a été proposée. Aprés reconstruction corticale 3D, différents
paramétres sont inclus dans I'algorithme de détection : épaisseur corticale, profondeur
du sillon, courbure, intensités relatives, et gradients au niveau de I'interface gris/blanc.
La sensibilité de détection est de 74% et la spécificité de 95% sur 19 cas de FCD type
Il, avec une IRM 3T. (Hong et al., 2014)

L’imagerie des dysplasies de type I, moins décrite dans la littérature est plus
subtile.

Les lésions sont moins localisées, et plus fréequemment lobaires ou multi
lobaires. Les anomalies les plus fréquentes sont une réduction de volume de la
substance blanche, une dédifférenciation gris/blanc, et des anomalies de signal de la
substance blanche (hyperintensité T2 / FLAIR). (Colombo et al., 2009; Krsek et al.,
2008; 2009)

Figure 5 : D’aprés Krsek. Epilepsia 2009
IRM en coupes coronales T2

L’imagerie des FCD de type lll n’est pas spécifique.
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Localisées majoritairement dans le lobe temporal, elles associent généralement
une dédifférenciation gris/blanc, et une anomalie de la myélinisation visible sous la
forme d’un hyper signal FLAIR. (Bartolini et al., 2017)

4.2.Imagerie métabolique : PET scan, et SPECT

L’utilisation chez 'homme de I'imagerie par tomographie par émission de photons au
déoxyglucose marqué par le Fluor 18 ("®FDG-PET) remonte a la fin des années 70.
(Phelps et al., 1979) Cette technique analyse le métabolisme cérébral, car le
déoxyglucose n’est pas métabolisé par les neurones, et s’accumule dans le
cytoplasme des cellules métaboliquement actives, capté en fonction de leur demande

meétabolique. Il ne s’agit pas d’'une mesure du débit sanguin cérébral.

Les premieres applications pédiatriques ont été I'analyse de la maturation
cérébrale, démontrant une variation du métabolisme cérébral débutant dans le cortex
moteur chez le nourrisson, avant de se développer secondairement dans les aires

associatives. (Chugani and Phelps, 1986)

Les premieres applications en épilepsie pédiatrique remontent a la fin des
années 80. (Chugani et al., 1988)

La réalisation d’'un "8FDG-PET scan chez 13 enfants souffrant de spasmes
épileptiques retrouvait un hypo-métabolisme inter ictal du carrefour pariéto-occipital
chez 5 enfants. Quatre enfants étaient opérés (résection du carrefour postérieur) sous
contrdle électro corticographique, avec un diagnostic histologique de malformation de
développement cortical. (Chugani et al., 1990) Ces données constituent une avancée
significative dans la prise en charge des enfants avec spasmes épileptiques, car il
s’agissait d’'un nouvel argument pour un lien entre lésion cérébrale et spasmes
infantiles, et surtout car ces enfants étaient opérés avec une IRM normale, sans EEG
intra cranien pré-résection, réduisant la morbidité associée aux enregistrements par

grilles sous durales.

L'utilisation du PET scan s’est ensuite démocratisée dans le bilan pré-

chirurgical des épilepsies focales.
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Les méthodes d’analyse initiales étaient visuelles, qualitatives, ou quantitatives,
en comparant des ratios inter hémisphériques. La sensibilité de détection de la zone
épileptogene, jugée selon 'EEG était au milieu des années 90 de 84% avec une
spécificité de 86% dans I'épilepsie temporale, tandis que la sensibilité était de 33%
avec une spécificité de 95% dans I'épilepsie extra temporale. (Spencer, 1994)

Plusieurs apports méthodologiques ont amélioré les performances du "*FDG-
PET pour localiser les dysplasies corticales.

Tout d’abord I'analyse SPM (Statistical Parametric Mapping) permet, aprés
normalisation des images, une analyse de groupe ou une analyse individuelle en
comparant chaque patient avec un groupe témoin de 27 patients, ou par comparaison
intra individuelle inter hémisphérique. (Archambaud et al., 2013; Van Bogaert et al.,
2000) Cette méthode statistique a une sensibilité équivalente a I'analyse visuelle, aux
environ de 65% pour la détection d’'une zone hypo métabolique. (Kim et al., 2002)

La co-régistration des imageries IRM et PET a permis d’améliorer encore la
performance diagnostique du "®FDG-PET. Ainsi, en comparant leurs résultats avant
(2001-2003) et aprés co-régistration (2004-2007), la concordance des anomalies PET
et IRM évoluait de 48% pour les FCD de type | et 89% pour les FCD de type Il avant
2004 a 98% apres 2004. (Salamon et al., 2008)

L’association de la co-régistration IRM et de I'analyse SPM améliore ainsi la
prise en charge chirurgicale en ciblant les explorations EEG invasives, et en délimitant
les zones a réséquer, méme en l'absence de lésion IRM. Dans une série de 23
patients, avec une IRM négative et un diagnostic histologique de FCD lIb, la sensibilité
de l'analyse visuelle était ainsi de 78% pour détecter une zone hypométabolique
focale, et I'analyse statistique SPM était concordante dans 13/18 cas, avec 87% de
patients libres de crises aprés chirurgie. (Chassoux et al., 2010)

Figure 6 : D’aprés Salamon. Neuology 2008
IRM en coupe axiale , séquence T2 et Co régistrattion IRM / PET

D’autres traceurs ont été utilisés, ciblant les défects moléculaires possibles
dans les FCD, dans un but diagnostique ou de recherche fondamentale.
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La méthionine marquée au carbon11 est un marqueur des tumeurs cérébrales.
Néanmoins, il existe dans une étude sur 4 patients avec une FCD une augmentation
du marquage a la MET dans 4 cas, tandis que le "®FDG-PET retrouvait un hypo
meétabolisme dans 2/4 cas. (Sasaki et al., 1998) Des résultats discordants sont
retrouvés dans une étude comparant le PET au glucose et a la méthionine, dans les
FCD et les tumeurs neuro gliales bénignes associées a I'épilepsie. Les dysplasies
avaient un marquage faible avec la MET, contrairement aux tumeurs. (Phi et al., 2010)

Le Flumazénil marqué au carbone 11 permet d’évaluer la densité des
récepteurs GABAa dans les anomalies de développement cortical. (Richardson et al.,
1996) Les anomalies en FMZ-PET semblent plus focales qu’en FDG-PET. Ainsi une
étude de 2 patients a montré que 'anomalie de densité des Récepteurs GABA en PET
était restreinte au centre de la Iésion IRM, tandis que I'hypo métabolisme PET était
plus étendu. Ceci était corrélé aux données éléctro physiologiques intracraniennes, et
aux données d’autoradiographies des Rc aux benzodiazépines de la piéce de
résection chirurgicale. (Arnold et al., 2000)

Le (”C) ABPG88 est un ligand spécifique des récepteurs métabotropiques du
Glutamate mGIuR5. Une réduction de fixation était notée dans 7/10 cas de possible
FCD, et dans 4/5 cas de FCD avérées. (DuBois et al., 2016)

Sil le PET scan permet d’appréhender les anomalies métaboliques interictales,
le SPECT au 99mTc-hexamethyl-propylene-amine-oxime (HMPAO) permet d’'étudier
les anomalies ictales. (Krsek et al., 2013) L’'exérése complére de la zone anormale en
SPECT est un facteur prédictif indépendant de succés de la chirurgie. (Kaminska et
al., 2003; Krsek et al., 2013)

4.3.lmagerie de perfusion :

L’imagerie par marquage de spins artériels (Arterial Spin Labelling — ASL) a été
décrite au début des années 1990. (Williams et al., 1992) Il s’agit d’'une imagerie de
perfusion, ou les molécules d’eau marquées par une onde de radiofréquence sont
utilisés comme traceur endogene. L'inversion de spin des protons est réalisée par une
onde de radiofréquence au niveau des artéres carotides et vertébrales. L'imagerie
cérebrale est acquise par des séquences en spin écho, apres un délai variable (post
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label delay). Des séquences marquées et non marquées sont acquises, et la différence
est indirectement proportionnelle au débit sanguin cérébral qui peut étre estimé.

L’intérét en pédiatrie est I'absence d’injection de produit de contraste, et la
rapidité d’acquisition de la séquence (6 minutes). Différentes applications ont émergée
dans les années 2000 notamment dans les pathologies vasculaires (ischémiques ou
hémorragiques), mais également dans les sciences cognitives. (Haller et al., 2016;
Wang et al., 2008)

L’imagerie ASL a été comparée chez I'adulte aux méthodes de référence de
mesure du débit sanguin cérébrale dans les pathologies vasculaires, et une excellente
corrélation a été démontrée avec l'imagerie de perfusion IRM par injection de
gadolinium, le SPECT (IMP) et le PET (*°0-PET). (Kamano et al., 2012; Noguchi et al.,
2011; 2013)

L’imagerie ASL a été utilisée dans des cas d’épilepsie temporale pour latéraliser
le foyer épileptique. Dans 4 cas, il existait une concordance entre I’hypo débit ASL
(mesuré en valeurs absolues, et par ratio inter hémisphére), les données EEG, et le
'®0-PET. Il n’y avait pas de corrélation histologique puisque les patients n’étaient pas
opérés. 16 patients épileptiques avec une hypoperfusion focale corrélée au EDG-
PET eétaient également rapportés, mais sans corrélation électrophysiologique.
(Pendse et al., 2010) Le méme groupe décrivait également 3 cas d’hypoperfusion
focale chez des enfants atteints de sclérose tubéreuse de Bourneville.(Wissmeyer et
al., 2010)

Deux cas d’hyper débit focal étaient rapportés chez 2 enfants opérés d’une
dysplasie corticale focale. Une augmentation de la densité vasculaire était également
observée sur la piéce opératoire, et les auteurs proposaient un lien entre micro
vascularisation des FCD et hyper débit ASL. (Wintermark et al., 2013) Néanmoins,
cette observation histologique était inédite, et les auteurs ne précisaient pas si les
patients étaient en période intercritique ou ictale pendant I'acquisition de I'imagerie.
Or, l'analyse de la perfusion ASL par rapport au statut interictal, ictal ou post ictal
immédiat montre qu’une hyperperfusion focale est observée pendant et juste apres
une crise comitiale. (Pizzini et al., 2013; Storti et al., 2014)
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4.4.Imagerie fonctionnelle : IRMf - EEG

L’IRM fonctionnelle de repos couplée a 'EEG repose sur les modifications de
I'effet BOLD (Blood Oxygen Level Dependant contrast) associées aux décharges
interictales (fonction de réponse hémodynamique), permettant de visualiser sur I'lRM
du patient la source des anomalies électrophysiologiques. (Bénar et al., 2006; Murta
et al., 2015).

Des études associant IRMf EEG et enregistrements intra craniens de I'EEG
(SEEG) ont montré une excellente colocalisation des modifications hémodynamiques
analysées en IRM avec les variations de la puissance spectrale des anomalies EEG
interictales en SEEG et par localisation de source. (Bénar et al., 2006)

Dans les dysplasies corticales focales, les anomalies interictales et ictales
enregistrées en IRMf EEG semblent co localisées avec la Iésion anatomique, méme
si le cortex péri lésionnel est impliqué précocement dans la décharge ictale. (Tyvaert
et al., 2008) La concordance des anomalies BOLD interictales, et de la zone d’initiation
des crises (en SEEG) semble avoir un réle pronostique, puisqu’'un mauvais résultat
chirurgical était noté dans 5/6 patients avec des anomalies discordantes ou diffuses
en IRMf-EEG. (Thornton et al., 2011) De plus, I'exérése de la zone irritative en EEG-
fMRI est corrélée positivement avec le statut épileptique post opératoire. (Thornton et
al., 2010)

4.5.Imagerie cérébrale des FCD : conclusion

L'imagerie IRM a révolutionné la prise en charge chirurgicale des FCD, et
I'association aux données métaboliques PET permet un diagnostic visuel de la FCD
dans 80% des cas de FCD type Il. L'imagerie des FCD type | reste problématique. La
délimitation anatomique de la dysplasie est en effet de précision variable selon le sous-
type. Mais elle pose surtout le probleme de la corrélation entre la localisation de
'anomalie histologique, des anomalies IRM et des anomalies épileptiques, la prise en

charge chirurgicale visant in fine a réséquer la zone d’initiation des crises.
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Il N’y a actuellement pas de d’explication a 'hypo métabolisme des FCD. Les
troubles de la perfusion associés illustrent peut-&tre une anomalie du couplage neuro-

vasculaire, qui n’est pas démontré actuellement dans les FCD.
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Si lidentification morphologique est importante, la corrélation entre les
symptdémes deécrits par le patient et les anomalies électrophysiologiques est
primordiale. Les anomalies électrophysiologiques interictales et ictales, de surface et
/ ou intra craniennes apportent des informations complémentaires dans la délimitation

de la zone épileptogéne qu’il faudra intégrer au bilan pré-chirurgical.

5.1.FCD type Il

5.1.1. Anomalies inter ictales

Certaines dysplasies corticales focales ont une signature électrophysiologique
caractéristique : les pointes pseudo continues, qui peuvent étre enregistrées sur 'EEG
de surface chez 44% des patients, si la Iésion se situe sur la convexité. (Palmini et al.,
1995) D’autres anomalies non spécifiques sont notées : pointes interictales (focales
ou régionales) et une altération du rythme de fond régionale de 'EEG dans 2/3 des
cas. (Chassoux et al., 2000)

Les enregistrements électro corticographiques per opératoires avec des grilles
sous-durales ont décrit 3 types d’anomalies : (i) des crises électro corticographiques
répétées, avec un pattern recrutant ; (ii) des décharges répétées >10 Hz ; (iii) des
pointes continues ou pseudo continues de 1 a 8 Hz pendant plus de 10 secondes.
(Palmini et al., 1995) Ceci a été confirmé par les enregistrements chroniques intra
corticaux en stéréo électro encéphalographie (SEEG). (Chassoux et al., 2000;
Francione et al., 2003) Ces pointes pseudo rythmiques sont observées chez plus de
70% des patients, sont co-localisées avec la Iésion, restent intra I€sionnelles, dans les
limites de la résolution spatiale des potentiels de champ en SEEG, sans s’étendre au
cortex adjacent, et ne sont pas sensibles aux benzodiazépines.

Figure 7 : D’aprés Chassoux. Brain 2000

Anomalies SEEG interictales caractéristiques des FCD
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La zone « lésionnelle » comportant des ondes lentes, frequemment observée,

n’est pas spécifique des FCD, et est plus étendue que la dysplasie.

L’eépileptogénicité du cortex péri dysplasique a été récemment discutée grace a
'analyse des oscillations hautes fréquences, et notamment les fast ripples (FR)
définies par une fréquence entre 250 et 500 Hz.

Les FR semblent pathognomoniques de la zone épileptogéne, et peuvent se
rencontrer dans diverses pathologies (sclérose hippocampique, hétérotopies, FCD).
(J. Jacobs et al., 2009)

La comparaison du taux de fast ripples dans la Iésion dysplasique, le cortex péri
dysplasique (périmétre de 1 cm autour de la Iésion IRM) et le cortex a distance a
ripples et fast ripples est le plus élevé au sein du cortex dysplasique. (Ferrari-Marinho
et al., 2015) Néanmoins, le taux de FR est plus important dans le cortex péri Iésionnel
que dans le cortex a distance, soutenant un gradient dans les anomalies histologiques
entre la FCD et le cortex de voisinage, que I'IRM distingue mal.

5.1.2 Anomalies ictales

Le pattern de décharge ictal des FCD ne semble pas spécifique aux dysplasies
corticales focales, méme si le pattern prédominant est une activité rapide de bas
voltage, qui peut s’observer dans d'autres sous types histologiques (sclérose
hippocampique, cortex lésionnel, STB..). (Perucca et al., 2014)

La zone d’initiation des crises se situe dans la dysplasie corticale focale, mais
I'implication du cortex péri-lésionnel ou distant a été étudié par I'analyse du signal EEG
avec des reésultats discordants. De plus, la majorité des études ne détaille pas la
localisation exacte des électrodes par rapport a Il'anomalie radiologique ou
histologique, et on ne peut pas éliminer que le cortex échantillonné soit péri Iésionnel.

L’index d’épileptogénicité (El, gradué de 0 a 1) quantifie I'implication des

structures cérébrales, en fonction de leur chronologie d’implication dans la crise et du
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ratio de la puissance spectrale du signal entre bandes de fréquences rapides et lentes.
(Bartolomei et al., 2008) Dans les FCD, I'El est maximal en intra lésionnel (EI=0.87),
et significativement réduit dans le cortex extra lésionnel (0.29). (Aubert et al., 2009)
Néanmoins dans cette étude le nombre de structure avec un E|>0.4 (seuil définissant
une structure épileptique) était de 3, notamment dans le lobe frontal et seuls 30 % des
patients n’avaient qu’une structure anatomique avec un EI>0.4, supportant un réseau
epileptique dans les dysplasies, plutét qu'une simple lésion épileptogéne.

Cette théorie de réseau est néanmoins nuancée par l'analyse de la
synchronisation du réseau selon la théorie des graphes. (Boccaletti et al., 2006)

La zone dysplasique apparaissait comme le nceud du réseau a l'origine des
anomalies interictales et ictales, tandis que le cortex péri lésionnel n’était qu’un

générateur secondaire de l'activité synchrone. (Varotto et al., 2012)

5.2.FCD type |

Il ne semble pas exister d’aspect EEG intercritique ou critique caractéristique
des FCD de type |, sur 'TEEG de surface ou en intra cranien. Les anomalies sont
volontiers multi lobaires, et prédominent en temporo-occipital. La comparaison de
'EEG de surface intercritique a montré dans les FCD de type | une occurrence plus
fréquente d’anomalies rythmiques continues lentes et irréguliéres par rapport aux FCD
de type Il. (Krsek et al., 2009)

5.3.Etudes électrophysiologiques in vivo des FCD : conclusions

Il semble exister un pattern spécifique des FCD type I, avec des anomalies
interictales co localisées avec la lésion histologique. L’épileptogénicité du cortex péri
lésionnel est possible, mais probablement sous évaluée en raison des biais
d’échantillonnage inhérents a la méthodologie d’exploration : électrodes de SEEG
(surface corticale explorée plus faible) vs. Grilles sous durales (pas d’exploration des
fonds de sillon).

Les dysplasies de type | ne semblent pas avoir de signature
électrophysiologique, mais ont recu peu d’attention dans la littérature, et souffrent des
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modifications de classification histologique, avec I'absence de distinction FCD type |
vs. FCD type lll, ou a l'inverse l'opposition FCD type la et Ib qui sont aujourd’hui

regroupées.

Les indications d’exploration invasive semblent diminuer avec l'apport de
I'imagerie IRM haute résolution, et du PET, et pourraient étre partiellement substituées
par l'enregistrement peropératoire de [|'électrocorticogramme, et notamment la

cartographie des HFO, pré et post résection.
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6.1. Traitement médical

Il n'y a pas de recommandation dans les FCD sur le choix du traitement
antiépileptique qui est déterminé en fonction du type de crises focales / généralisées,
de I'dge du patient, de la présence d’'une encéphalopathie épileptique.

La pharmaco-résistance de ces lésions est élevée, mais la prévalence de
I'échec des traitements antiépileptiques n’est pas connue, car les séries publiées sont
chirurgicales. Néanmoins, dans I'analyse des facteurs de pharmaco-résistance a partir
d’'une cohorte de 2200 adultes épileptiques, le pourcentage de patients libres de crises
avec une malformation de développement cortical n’était que de 24% comparé aux

82% de patients libres de crises en cas d’épilepsie idiopathique. (Semah et al., 1998)

Des phases de sensibilité aux médicaments antiépileptiques sont rapportées,
ainsi 17% des patients étaient libres de crises pendant au moins 1 an dans une cohorte
de 120 malades. (Fauser et al., 2006) La période sans crise était supérieure a 5 ans
chez 5% des patients (un patient libre de crise pendant 28 ans). Le nombre de
médicaments permettant la « guérison transitoire » de I'épilepsie était variable, et 3
patients n’avaient plus de crise malgré I'absence de traitement pendant 3 ans. Aucun

mécanisme d’action antiépileptique ne s’avere spécifiquement efficace.

Une alternative au traitement médicamenteux, notamment en pédiatrie est le
régime cétogene. Ainsi, une étude sur 47 enfants, avec une lésion IRM évocatrice de
malformation de développement corticale (FCD, n=42/47) a montré un excellent
contrble de I'épilepsie a court et moyen terme. (Jung et al., 2008) Trois mois aprés
initiation de la diete, 61.7% des patients avaient une réduction > a 50% de la fréquence
des crises, dont 21 cas (42%) étaient libres de crises. 16/21 patients continuérent la
diéte pendant 2 ans, et 9/16 malades étaient libres de crise sous diéte cétogénique a
2 ans.

La stimulation du nerf vague (VNS) n’est pas indiquée en premiéere intention
dans la prise en charge des FCD. Néanmoins, la VNS peut étre utilisée en cas d’échec
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ou de contre indication a la résection chirurgicale. L’étiologie « malformation de
développement cortical » n’est pas un facteur pronostique d’efficacité de la stimulation
du nerf vague, avec un effet comparable aux autres patologies (50% de patients
répondeurs). (Englot et al., 2011)

6.2. Résection chirurgicale
Le traitement chirurgical est le traitement de référence de ces épilepsies
Iésionnelles. Il doit étre réalisé aprés un bilan permettant de relier les symptémes du
patient a 'anomalie morphologique, métabolique et électrophysiologique.

Figure 8 : d’apres Guerrini. Epilepsia 2015
Bilan préopératoire selon I'lLAE.

Les recommandations de la ligue internationale contre I'épilepsie sont d’inclure
dans le bilan au minimum un examen neurologique détaillé, une IRM et un bilan vidéo
EEG.

Les explorations intra craniennes de 'EEG (SEEG, grilles sous durales) sont
réalisées si la I&sion est non visible ou mal limitée sur le bilan d’imagerie (IRM/'*FDG-
PET), ou en cas de proximité avec des aires fonctionnelles.

La prise en charge chirurgicale dépend de I'extension morphologique, et / ou
électrophysiologique de la lésion dysplasique.

Différents types de procédure peuvent ainsi étre réalisées a la demande :
gyrectomie, (Chassoux et al., 2012), résections lobaires, multi lobaires, ou
déconnections hémisphériques. (Lerner et al., 2009)

Le contréle de I'épilepsie apres chirurgie est bon, mais variable en fonction des
séries chirurgicales, allant de 20 a 90% de patients libres de crise, un an aprés
chirurgie. (Chassoux et al., 2012; Cohen-Gadol et al., 2004; Krsek et al., 2009; Lerner
et al., 2009; Tassi et al., 2010) Une méta analyse de 16 études et 469 patients opéres
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estimait a 59.7% le nombre de patients en classe Engel la, un an aprés chirurgie.
(Chern et al., 2010)

Plusieurs auteurs notaient une différence de pronostic selon I'histologie, avec
un mauvais pronostic des dysplasies de type | (20 a 50% de patients libres de crises),
alors que plus de trois quarts des FCD type Il étaient Engel la (Krsek et al., 2009; Tassi
et al., 2002)

Une méta analyse de 37 études portant sur 2014 patients a retrouvé 7 facteurs
pronostiques preédictifs dans la chirurgie de I'épilepsie des dysplasies : caractére partiel
des crises, localisation temporale de la lésion, IRM anormale, type histologique (FCD
type Il), résection compléte, age >18 ans, et caractere unilatéral des anomalies EEG.
(Rowland et al., 2012) Les deux facteurs pronostiques principaux sont le caractére
complet de I'exérése et la présence d’anomalie IRM (odds ratio : 3.91 et 1.61
respectivement). L'importance de la résection compléte a conduit certaines équipes a
réaliser des biopsies systématiques des berges d’exérése, et a montrer 'association
statistiquement significative de la positivité des biopsies avec la rechute des crises.
(Cohen-Gadol et al., 2004)

Améliorer les résultats post opératoires implique d’améliorer la « visibilité » per

opératoire de la lésion. Actuellement, ['utilisation de la neuronavigation, avec
introduction de I'imagerie multimodale est standardisée dans I'ensemble des blocs
opératoires, et a permis d’augmenter la précision du geste chirurgical, basé sur les
données préopératoires. L'utilisation de I'imagerie per opératoire dans les dysplasies
a eté proposée pour éviter des exéreses incomplétes. L’échographie per opératoire
peut révéler les dysplasies de type lIb qui sont spontanément hyperéchogénes. (Miller
et al., 2008) L’échographie avec évaluation de I'élasticité du tissu (Shear Wave
Elastography) semble également prometteuse, car capable de détecter une
augmentation de rigidité au niveau de la dysplasie, méme en cas d’IRM négative.
(Chan et al., 2014)
L’IRM per opératoire semble également pertinente. Ainsi dans une série consécutive
de 12 patients, I'|RM peropératoire détectait un résidu chez 5 malades, et I'exérése
était complétée avec de bons résultats puisque 11/12 malades étaient libres de crises.
(Sacino et al., 2016)
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L’électrocorticographie per-opératoire peut aider a deélimiter la résection, en
prenant en compte des limites non pas morphologiques, mais électrophysiologiques,

par I'enregistrement avant et aprés résection des anomalies interictales.

Figure 9 :
Exemple de résection lobaire avec électrocorticographie per-opératoire (données personnelles non
publiées)

Si I'étude des pointes « classiques » n'a pas prouvé son apport pour améliorer
le pronostic post opératoire dans la chirurgie de I'épilepsie, (Asano et al., 2009;
Fernandez et al., 2013; Wray et al., 2012) les oscillations hautes fréquences (ripples
et fast ripples) semblent étre des biomarqueurs de la zone épileptogéne.

Plusieurs études comportant essentiellement des dysplasies ont montré que la
persistance de HFO (et notamment fast ripples) apres résection est corrélée a un
mauvais pronostic épileptique post opératoire. (van 't Klooster et al., 2015; Wu et al.,
2010)

Un essai prospectif randomisé a ainsi démarré a Utrecht, avec la détection
peropératoire des HFO, et la randomisation en 2 bras : exérese lésion et HFO vs.

Exérése lésion. (van 't Klooster et al., 2015)
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L’exérese est également conditionnée par les relations anatomiques de la
dysplasie et de zones cérébrales fonctionnelles. Or, la localisation frontale voire
centrale des FCD est fréquente. Il est donc nécessaire de pouvoir cartographier les
fonctions cérébrales par un bilan pré ou per opératoire. L'imagerie fonctionnelle et la
stimulation corticale per opératoire permet de réaliser des exéréses méme en région
motrice, d’autant plus qu'’il existe une réorganisation fonctionnelle corticale, avec un
bon résultat épileptique et une morbidité acceptable. (Devaux et al., 2008)

La problématique fonctionnelle est certainement plus importante dans les
cohortes adultes, ou d’adolescents, car chez les nourrissons, et les enfants de moins
de 3 ans, la réorganisation fonctionnelle est excellente. Certaines équipes proposent
donc des chirurgies « maximalistes » chez les jeunes enfants, car la cognition est
corrélée a l'arrét des crises comitiales et du traitement. Une stratégie épargnant le
cortex moteur dans les dysplasies étendues chez les patients de moins de 2 as ne
parait pas souhaitable car le contréle de I'épilepsie est alors nettement inférieur aux
résultats des hémisphérotomies pour un gain fonctionnel modéré. (Krsek et al., 2009;
Lerner et al., 2009)

Des stratégies chirurgicales alternatives a la chirurgie de résection sont
également proposées. Les thermo-coagulations stéréotaxiques sont réalisées au
décours d’un enregistrement SEEG, par un courant bipolaire de 50V/120mA délivré
pendant 10 a 20 s, provoquant une élévation locale de la température a 78-82°C, et
une lésion de 100 mm? par cible. Les résultats des thermo-coagulations dans 14
malformations de développement (10 dysplasies) corticales ont été rapportés avec de
bons résultats. Les lésions (25 cibles / procédure) étaient situées en territoire
fonctionnel (région centrale n=3, insula n=5, face mésiale du lobe occipital n=1). La
réduction de la fréquence des pointes sur I'enregistrement SEEG était immédiate. I
n’y avait pas de déficit neurologique au long cours, et 94% des patients avaient une
réduction d’au moins 50% (patients répondeurs) de la fréquence des crises a 2 mois
(et 64% au long cours). (Catenoix et al., 2015) La morbidité faible de cette procédure
était confirmée dans deux centres, sur une cohorte de 89 malades, (Cossu et al., 2015)
et 162 patients (44 dysplasies) successifs sur une période de 10 ans (1.1% de déficit).
Les patients répondeurs avaient une forte probabilité d’étre libres de crises, si une
chirurgie d’exéréese était secondairement programmée. (Bourdillon et al., 2017)
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De nouvelles modalités de thermo lésion sont en cours de validation. La
MRgLITT (laser intersitial thermal therapy) crée une lésion thermique sous controle
IRM aprés introduction stéréotaxique d'une fibre laser dans la zone épileptogéne. La
morbidité semble faible, avec des résultats prometteurs, qui devront étre vérifiés sur

des séries prospectives multicentriques. (Lewis et al., 2015)
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Plusieurs hypothéses virales, infectieuses et génétiques sont évoquées comme
cause des FCD. L’explosion des connaissances sur le génome humain et le
phénoméne de mosaique a permis d’identifier un début d’étiologie génétique des FCD,

mettant en exergue la voie mTOR.

7.1.HPV et autres hypothéses environnementales

Les balloon cells rencontrées dans les FCD ressemblent morphologiquement
aux balloon cells observées dans les dysplasies du col utérin aprés infection par
Human Papilloma Virus (HPV 16). Or 'oncogenése des cancers du col utérin dépend
de l'activation de la voie de mTORC1 par I'oncoprotéine E6 du virus HPV16, et
plusieurs études mettaient en évidence un « mMTORpathie » dans les FCD.
L’hypothése d’une contamination virale materno foetale a donc été soumise pour
expliquer l'origine des FCD.

Une étude portant sur 50 FCD type IIb a donc recherché des signes directs ou
indirects d’une infection par Human Papilloma Virus (HPV) sur des spécimens de
cortex ceérébral. L'analyse immuno-histochimique retrouvait une positivité pour la
protéine E6 au niveau des balloon cells, colocalisée avec I'expression de la protéine
S6, suggérant une activation de la voie mTORC1. L’analyse par PCR retrouvait
également 'ADN et 'ARN du virus HPV16EG6 dans le cortex dysplasique. Enfin,
I'électroporation in utero au jour embryonnaire 16 d’un plasmide codant la protéine E6
dans le cerveau d’embryon de souris aboutissait a des troubles de migration
neuronale : les neurones s’accumulaient au niveau de la zone sous ventriculaire, et
étaient positifs en immunohistochimie pour E6 et PS6. (Chen et al., 2012)

La possibilité d’une infection virale materno-foetale fut par la suite soutenue par
une étude en PCR et immunohistochimie sur 47 spécimens chirurgicaux de FCD lla
(27 cas) et de FCD llIb (n=20). Quatre types de virus étaient retrouvés : HPV16 (n=24),
CMV (n=9), HHV6B (n=6) et HSV1 (n=15). (Liu et al., 2014)

Ces résultats étaient surprenants car la transmission trans placentaire du HPV
reste débattue, et I'hypothése virale était finalement infirmée un an plus tard, par deux
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études sur 14 pieces de résection chirurgicale de FCD Ilb. Dans la premiére étude,
I’ADN viral de HPV16 n’était retrouvé dans aucun des 14 cas en analyse par PCR, et
immunomarquage de la protéine E6, n’était que faiblement positif, et non spécifique
des balloon cells. (Coras et al., 2015) Dans la seconde étude, la concordance des
études en PCR, Hybridation in situ, et immunohistochimie n’était positive que dans un
cas, remettant également en cause I'étiologie infectieuse des FCD llb. (Shapiro et al.,
2015)

La non spécificité des Anticorps commerciaux utilisés dans I'étude de Chen en
2012 semble expliquer leurs résultats, et aujourd’hui, l'origine virale des FCD est
fortement remise en cause.
Il n’y a actuellement pas d’argument scientifique pour une origine environnementale

des dysplasies corticales focales.

7.2.Défects moléculaires : mTOR et voies apparentées

Figure 10 : La voie mTOR. D’aprés Lipton et Sahin.Neuron, 2014

L’'implication de la voie mTOR / PI3K / AKT est reconnue dans la sclérose
tubéreuse de Bourneville, les hémimégalencéphalies, et les malformations de
développement corticales depuis quelques années. (J. H. Lee et al., 2012; K.-C. Lim
and Crino, 2013; Yasin et al., 2013).

La protéine mTOR (mechanistic Target Of Rapamycin) est une protéine
sérine/thréonine kinase du groupe phospoinositide3kinase, jouant un réle clé dans
l'intégration des messages moléculaires pour interagir avec I'environnement. (Lipton
and Sahin, 2014) Sa fonction est médiée par 2 complexes protéiques, mTORC1
(Deptor) et mTORC2 (Rictor). La voie de mTOR est activée par des signaux
extracellulaires (BDNF, IGF1, VEGF, Glutamate, CNTF...) qui en inhibant le complexe
TSC (TSC1-TSC2-TBC1D7) permettent I'activation de TSC1 par Rheb (Ras homolog
enriched in brain). A l'inverse, les kinases dépendantes de 'AMP (AMPK) inhibent le
complexe mTORC1 en activant le complexe TSC.
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L’activation du complexe mTORC2 aboutit a une augmentation de la survie
cellulaire, de la prolifération et du renforcement du cytosquelette. L’activation du
complexe mTORC1 renforce la synthése protéique (protéine phospho S6), et régule
'autophagie, la synthése biolipidique, la genése mitochondriale et la réponse a
I'hypoxie. Dans le cerveau, l'activation de la voie mTOR a des conséquences
cellulaires (morphologie anormale, épines dendritiques anormales, défaut
d’autophagie, augmentation du stress cellulaire), neurophysiologiques
(hyperexcitabilité, augmentation de la LTP, diminution de la LTD), et sur 'organisation
des circuits neuronaux (dyslamination, trouble de la polarité neuronale, connectivité
défectueuse). La voie mTOR joue un rdle fondamental dans le développement
cérebral, prouvé dans un modeéle transgénique de souris Emx1-mTOR, ou I'activation
conditionnelle de la voie mTORC1 pendant I'embryogénése aboutit a une
microcéphalie par apoptose des progéniteurs neuronaux. (Kassai et al., 2014).

Des arguments pour une cause génétique constitutionnelle de I'implication de
la voie mTOR ont été apportées par I'étude de 3 familles épileptiques australiennes.
(Scheffer et al., 2014) Des mutations du gene DEPDS étaient associées a des
épilepsies focales non lIésionnelles chez certains membres de la famille, mais
également associées a des lésions IRM (Dysplasie corticale focale n=3, hétérotopies
n=1) chez d’autres. La protéine DEPDCS5 fait partie du complexe GATOR, qui régule
négativement la protéine mTORC1, aboutissant a une hyper-activation de la voie
mMmTORC1 dans ces familles.

En mars 2015, des données expérimentales ont démontré l'existence et
I'impliquation de mutations somatiques de mTOR. (J. S. Lim et al., 2015) Le
séquencage complet de I'exome (algorithmes Virmid et Mutect) d’échantillons couplés
sang / cerveau de 4 patients avec une FCD type Il retrouvait 3 variants de mTOR :
c.4448G>A, c.7255G>A, c7280 T>A. Le séquencage par « deep site specific
amplicon » retrouvait chez 2 patients une mutation mTOR ¢.7280T>C codant pour
I'acide aminé p.leu2427pro. Tous les exons du géne mTOR étaient alors séquenceés
ainsi qu‘un « specific amplicon sequencing » de 3 sites candidats chez 73 sujets,
retrouvant 8 mutations somatiques différentes chez 10 sujets.

Au total, 15.6% des patients explorés présentaient 9 mutations somatiques
différentes de mTOR. Ces mutations aboutissaient a une augmentation de l'activation
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de mTOR (activité tyrosine kinase), démontrée par I'augmentation du nombre de
neurones phosphoS6 positifs en immunohistochimie.

Enfin, I'électroporation in utero a des souris de la mutation p.Leu2427Pro
provoquait des crises électro-cliniques spontanées, et en histologie des troubles de la
migration neuronale, avec un immunomarquage positif pour phosphoS6. Ce
phénotype était réversible sous traitement par rapamycine.

Figure 11 : D’aprés Lim, Nature Medecine 2015

La transfection de 'anomalie de mTOR provoque un phénotype clinique épileptique et histologique de
FCD.

De telles mutations somatiques de MTOR ont été retrouvées récemment par
une étude japonaise portant sur 13 FCD IIb. (Nakashima et al., 2015) 6 mutations de
mMmTOR étaient validées : c.4376C>A ; c.4379T>C ; c.6644C>A and c.6644C>T ;
c.4379T>C and c.6644C>A.

L’activation de la voie de mTORC1 peut également étre expliquée par des
mutations ou l'activation de voies en amont de mTOR. Ainsi, 4 mutations de PIK3C
étaient retrouvées au sein d'une cohorte de 33 enfants épileptiques opérés de
malformations de développement cortical localisées ou hémisphériques aboutissant a
une activation de la voie PIK3/AKT/mTORC1, par inhibition de TSC2. (Jansen et al.,
2015)

Les anomalies de la voie PIK3/AKT dans les malformations de développement
cortical peuvent egalement expliquer le défect histologique par une voie différente de
mTOR. (Baek et al., 2015) Des microdissections de cortex provenant de patients
epileptiques présentant une mutation somatique de AKT (c.49G>A; p.E17K) ont
montré que la mutation était présente dans les cellules exprimant une activation de la
voie mTORC1 (pS6 +). L’électroporation de cette mutation AKT35'"% dans le cerveau
d’embryons de souris au stade E14.5 provoquait des anomalies histologiques
similaires aux dysplasies corticales focales (hétérotopies, neurones dysmorphiques),
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et 'apparition de crises électro cliniques répétées.

Si le traitement par rapamycine annulait les anomalies cellulaires, il persistait des
troubles de la migration neuronale. La mutation AKT35'X activait le facteur de
transcription FOXGH1, via I'activité kinase de AKT, et aboutissait a une augmentation
de la transcription de reelin. Cette sécrétion ectopique de reelin explique les troubles
de migration car ceux-ci étaient réversibles en présence de Reln SiRNA.

Figure 12 : D’aprés Baek. Nature Medecine 2015

La voie PI3K/AKT provoque une sécrétion ectopique de Reelin, a l'origine des troubles de

migration.

7.3.Modéles animaux

7.3.1. Freezing

Décritil y a 40 ans, il s’agit de I'application sur la calvaria d’'une pointe de 4 mm,
réfrigérée a -100°C pendant une durée de 10 secondes chez des rats a P1, provoquant
une nécrose des couches corticales | et IV, secondairement repeuplée par des

neurones aprés une phase inflammatoire (Dvorak et al., 1978)

La lésion aboutit a un micro gyrus comportant 4 couches. La largeur de la sonde
et sa durée d’application modifient 'expression histologique des Iésions (possibilité de
schizencéphalie). Néanmoins, il n'y a pas de crises spontanées, méme si le cortex
est hyperexcitable, et plus susceptible de produire des décharges critiques en
condition hyperthermique. (Scantlebury et al., 2004) Plus récemment, des Iésions
prénatales in utero, au stade embryonnaire E18 ont été réalisées. (Takase et al., 2008)
En post natal, a partir de P38, pendant 40 jours, la stimulation électrique par kindling
des lobes frontaux permet d’obtenir secondairement des crises électro cliniques

spontanées.
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Le cortex péri lesionnel est hyperexcitable, et génére des post décharges apres
stimulation électrique. (K. M. Jacobs et al., 1996) Une modification de la balance
excitation / inhibition a été proposée par des études en autoradiographies montrant
une augmentation quantitative des récepteurs AMPA et Kainate et une réduction des
récepteurs GABAA dans le cortex péri dysplasique. (Zilles et al., 1998)

Des modifications de [l'expression des cotransporteurs du chlore ont été
montrées dans ce modéle par hybridation in situ, avec une augmentation d’expression
de NKCC1 et une diminution d’expression de KCC2 a P4, pendant la migration
neuronale, et se normalisant a P7, une fois le microgyrus constitué. (Shimizu-Okabe
et al., 2007) (Les anomalies des cotransporteurs du chlore seront détaillées
ultérieurement paragraphe 8.4).

Figure 13 : D’aprés Dvorak, Acta Neuropathol 1978.

Les Iésions de freezing générent un micro gyrus a 4 couches.
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7.3.2. MAM

L’injection in utero de methylazoxymethanol acetate a été rapportée il y a 50
ans. (Spatz and Laqueur, 1968) Cet agent cytotoxique provoque des troubles de la
migration et de la différenciation neuronale, secondaires a une méthylation et une
alkylation anormales de 'ADN. (Luhmann, 2016)

Le type de malformation induites dépend de la date d’injection qui est
classiqguement au stade embryonnaire E15, avec des Iésions des champs CA1 et CA2
de I'hippocampe. Les hétérotopies neuronales se situent sur la paroi ventriculaire, et
sont hyperexcitables, en rapport avec une réduction de la sous unité Kv4.2 des canaux
potassiques voltages dépendant, de type A, a inactivation rapide. (Castro et al., 2001)

Ces neurones sont intégrés dans des réseaux anormaux, corticaux et sous corticaux.

7.3.3. Irradiation in utero

Cette technique a été développée chez le rat dans les années 50 pour étudier
les conséquences de l'irradiation sur le développement cérébral. (McGrath et al., 1956)
Des doses moyennes d’irradiation (145-225 cGy) gamma sur des rates gestantes
induisent différents types de malformation cérébrale en fonction du terme. Un
microgyrus a 4 couches peut étre produit au stade E16.

L’hyperexcitabilité corticale est expliquée dans ce modele par une réduction de
50% du nombre d’interneurones GABAergiques. (Deukmedjian et al., 2004)

Ce modele provoque des crises spontanées, d’origine temporale ou frontale.
(Kondo et al., 2001)

7.3.4. BCNU

L’injection intra utérine a des rats au stade E15 de 1-3-bis-chloroethyl-
nitrosurea provoque des malformations corticales associant une dyslamination, des
neurones cytomégaliques, des hétérotopies et des agrégats de cellules de Cajal-

Retzius. (Benardete and Kriegstein, 2002)

On ignore actuellement si les rats développent des crises d’épilepsie in vivo,
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par contre, in vitro les tranches corticales présentent une hyperexcitabilité associée a

un défaut d’inhibition GABAergique.

7.3.5. Acide iboténique

L’injection a P2-P3 dans

le cortex occipital

de chat de

I'agoniste

glutamatergique ibotenate provoque des malformations évoquant chez ’'homme des

micro gyri ou des ulégyrie. (Innocenti and Berbel, 1991)

Ces procédures ont été répliquées chez le hamster et le rat avec des lésions

histologiques proches du modéle de freezing. Des crises spontanées n’ont pas été

rapportées dans ce modéle animal.

Modéle Espéce | Chronologie Defect histologique Physio-pathologie
MAM Souris, Variable. Hétérotopie nodulaire Absence de crises
rat, furet E15 périventriculaire spontanées.
Hyperexcitable
Freezing | Souris, rat | PO-P1. E18 Microgyrie, hétérotopie, Crises spontanées
schizencéphalie si lésion a E18
Irradiation | Souris, E12-E17 Microgyrie, hétérotopie, Hyperexcitable,
rat, Dysplasie crises spontanées
primate corticale E17
BCNU Rat E15 Dyslamination, hétérotopies, Hyperexcitable.
neurones cytomégaliques Trouble de la
mémoire de travail
Ibotenic | Hamster, | Rat: PO Microgyrie, ulegyrie, hétérotopies Hyperexcitable
acid rat, chat Chat: P2/3 nodulaires periventriculaires,

schizencéphalie

Tableau 4 : D’aprés Luhman. Journal of neuroscience method. 2016
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La compréhension de la physiopathologie de I'épileptogénicité des FCD est
primordiale pour la proposition du traitement. Plusieurs hypothéses ont été proposées,
concernant les cellules générant les rythmes épileptiques, 'anomalie de la balance
inhibition / excitation, mais les causes ne semblent pas univoques, ce qui rend difficile

un traitement pharmacologique visant un mécanisme unique.

8.1.Implication des cellules anormales / architecture : données de cellules
dissociées

Pour déterminer quelles cellules présentaient des propriétés anormales,
I'équipe de UCLA a développé une méthodologie spécifique dés la fin des années 90.
A partir des données cliniques, de l'imagerie, et des enregistrements électro
corticographiques peropératoires, il était distingué des zones peu anormales et des
zones trés anormales (pointes en électrocorticographie, anomalie de signal IRM). Lors
de la résection chirurgicale, des prélévements destinés a la recherche étaient alors
distingués pour permettre des corrélations entre clinique, histologie et données
électrophysiologiques in vitro. (Cepeda et al., 2005) Initialement, des enregistrements
unitaires de neurones étaient réalisés in vitro sur tranche entiére de cortex de 350-
400um d’épaisseur, et corrélées avec leur morphologie aprés injection de biocytine.
(Mathern et al., 2000) Puis, les enregistrements étaient réalisés essentiellement sur
neurones dissociées par dégradation enzymatique (papaine) et mécanique des
tranches de cortex. (Cepeda et al., 2003; Cepeda, Andre, et al., 2005) Les résultats
principaux de ces travaux peuvent étre synthétises :

- Les neurones de morphologie normale ont des propriétés membranaires

normales.

- Les neurones pyramidaux cytomégaliques ont des propriétés membranaires
anormales : capacitance éleveée, résistance diminuée. Ces cellules générent de

larges courants calciques lorsqu’elles sont dépolarisées en voltage clamp. Elles
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sont localisées dans les « zones trés anormales » sur le plan

électrocorticographique et en imagerie.

Les neurones pyramidaux mal orientés dysmorphiques ont des propriétés

semblables aux neurones pyramidaux normaux.

Les neurones immatures ont une faible capacitance et une résistance élevée.

Les courants entrants sont essentiellement sodiques.

Les balloon cells ne générent pas de courant sodique ou calcique. Elles ne
semblent pas impliquées dans la genése des activités épileptiques. D’ailleurs,
des études histologiques par immunofluorescence et microscopie électroniques
montrent qu’il n’'y a pas de synapses sur le soma des ballon cells. (Alonso-
Nanclares et al., 2005)

Les interneurones cytomeégaliques ont une taille augmentée (507um) et un
nombre plus élevé de dendrites et d’épines dendritiques que les interneurones
normaux. (André et al., 2007) La majorité sont des interneurones « basket
cells » ou bipolaires. Leurs propriétés sont proches de celles des neurones
pyramidaux cytomeégaliques : capacitance élevée, résistance diminuée.
Néanmoins, ils n‘ont pas de courants calciques, et leur potentiel de repos
membranaire est comparable aux interneurones normaux. Leur fréquence de
décharge est plus rapide que les interneurones, et ils sont spontanément
hyperexcitables (dépolarisations membranaires spontanées, spikes sodiques

non inactivant).

Figure 14 : D’aprés Cepda, 2003.

A et B : morphologie cellulaire en imagerie infrarouge A), et aprés injection de biocytine (B). D :

apparition de courants calciques répétés (D2) dans les neurones cytomégaliques lors de

dépolarisation cellulaires imposées en voltage clamp. F : courants post synaptiques spontanés.

8.2. Transmission Glutamatergique
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L’implication de la transmission glutamatergique a été montrée dans une étude in
vitro sur tranches de cortex provenant de dysplasies corticales focales de patients
opérés d’'une épilepsie focale. (Avoli et al., 1999) Spontanément silencieuses, les
tranches généraient des activités ictales réguliéres, lors de l'infusion de 4 AP, un
bloqueur potassique qui augmente la libération de neurotransmetteurs excitateurs et
inhibiteurs. Les décharges étaient supprimées par les antagonistes spécifiques des
récepteurs au Glutamate NMDA (APV et CPP), et par I'antagoniste des récepteurs
AMPA/kainate CNQX. (Avoli et al., 1999)

Les récepteurs glutamatergiques tendent a étre surexprimés, et leur
composition modifiée dans les dysplasies corticales focales. (Aronica et al., 2003;
Finardi et al., 2013; Ying et al., 1998) Ceci est confirmée en électrophysiologie in vitro
par des études en patch clamp sur neurones dissociés provenant du cortex de patients
opérés. (André et al., 2004) L'application de NMDA dans le milieu extracellulaire
provoquait des courants entrants, comparables entre les neurones de morphologie
normale et les neurones cytomégaliques. Néanmoins la réduction d’amplitude plus
faible des courants entrants des neurones cytomégaliques apres infusion de
Magnésium et la diminution de sensibilité a I'infusion de nifendipil témoignent d’'une
modification possible de la composition des Récepteurs NMDA des neurones
cytomégaliques au niveau de la sous unité NR2B. Ceci était confirmé en PCR, et en
immunofluorescence, avec une réduction quantitative de la sous unité NR2B dans les

neurones cytomégaliques. (André et al., 2004)

Figure 15 : d’apres André. 2004.
Immunomarquage NeuN et NR2B en microscopie confocaleDiminution d’expression de NR2B dans

les neurones cytomégaliques (L) en comparaison des neurones de morphologie normale (1).

8.3. Transmission GABAergique et interneurones

- Données Histologiques

Des études histologiques, marquant les interneurones GABAergiques (immuno

réactivité GAD), et notamment les interneurones en chandelier ou en panier (immuno
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réactivité Parvalbumin) ont été réalisées sur de petits effectifs de patients opérés de
dysplasie corticale focale.

En comparaison avec le cortex normal, il existe une réduction globale de
I'immuno réactivité PV/GAD dans les dysplasies. (Garbelli et al., 1999; Zamecnik et
al., 2006) Dans les dysplasies de type llb, il existe un regroupement des terminaisons
PV/GAD+, autour du soma des neurones cytomégaliques, alors qu’il 'y a aucune
immunoreéactivité autour des balloons cells. (Garbelli et al., 1999; Spreafico et al.,
2000)

La combinaison détudes en immunofluorescence et en microscopie
électronique a permis d’individualiser dans les FCD type llIb, autour des neurones
cytomégaliques ectopiques de la substance blanche, des formations hypertrophiques
en panier, PV+, correspondant au regroupement de Synapses symeétriques
GABAergiques en microscopie électronique. (Alonso-Nanclares et al., 2005) Si la
distribution des synapses excitatrices et inhibitrices est clairement différente dans les
FCD par rapport au cortex normal, il n’est pas possible de les systématiser dans les
dysplasies et de faire un lien avec I'anomalie architecturale.

Figure 16 : D’aprés Alonso Nonclares 2005.
Formation Hypertrophique en panier : neurone cytomégalique (rouge en marquage NeuN) entouré
de synapses GABAergiques (vert Parvalbumin).

Enfin, la représentation des interneurones est différente en fonction du sous-
groupe de dysplasie. En effet, dans les FCD type | et lll, il existait une réduction
quantitative des interneurones PV+, tandis que dans les FCD type Il, leur nombre était
conserveé, mais leur répartition spatiale était anormale, sans pouvoir déterminer un

pattern spécifique de leur localisation. (Medici et al., 2016).

- Electrophysiologie :

L’anomalie quantitative et / ou qualitative des interneurones en histologie est

corrélée au niveau électrophysiologique par une réduction de l'inhibition dans les
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dysplasies corticales focales. En effet, les enregistrements en whole cell dans des
tranches de FCD de patients opérés ont montré une réduction des courants post
synaptiques inhibiteurs (IPSC spontanés et minilPSC) en comparaison du cortex non
dysplasique. (Calcagnotto, 2005)

La transmission GABAergique est cependant indispensable pour l'initiation de
décharges épileptiques dans des tranches de cortex dysplasiques. (D'antuono et al.,
2004) En effet, apres infusion de 4AP, des décharges ictales et interictales répétées,
accompagnées d’élévation transitoire de [K']Jo étaient observées. L’application de
'antagoniste compétitif des Rc GABAa Bicuculline methiodide (BMI, 10uM)
transformait I'activité ictale en activité interictale réguliere, pouvant correspondre aux
décharges préictales identifieces dans d’autres travaux. Le renforcement de la
transmission GABA par le phénobarbital (20uM) augmentait la fréquence et 'amplitude
des évenements ictaux. (D'antuono et al., 2004) Enfin, I'hyperpolarisation des
interneurones, principalement des cellules en paniers, par I'agoniste opioide mu
DAGO bloquait les décharges ictales, confirmant I'implication des interneurones dans
la production des crises.

Figure 17 : d’apres d’Antuono. 2004
Suppression des activités ictales in vitro par le bicuculline methiodide

L’enregistrement de neurones dissociés confirme les anomalies de la
transmission GABAergique et distingue différents mécanismes selon le sous type
histologique. En effet, dans les dysplasies de type I, les neurones cytomégaliques
portent des courants GABAergiques d’amplitude augmentée et de cinétique réduite,
en comparaison des neurones de morphologie normale et des FCD type |. (André et
al., 2008) Une altération de la composition des sous-unités des récepteurs GABAa
était proposée dans les FCD type Il, car il existait une réduction de la sensibilité au
zolpidem (sous unité a1) et au zinc (sous-unité y2). L'augmentation des IPSCs aprés
application de bretazenil (agoniste sous unité o3-4-5) soutenait I'existence de
modifications du Récepteur GABAa dans les FCD type Il, avec un profil embryonnaire,
associant une réduction des sous unités unité a1 et une augmentation d’expression

des sous unités a3-4-5. (André et al., 2010) Ces études fonctionnelles étaient

51



confirmées par des études d’expression en western blot, qui montraient dans les FCD

lIb, une réduction de la sous unité a1.(Talos et al., 2012)

Figure 18 : d’apres André 2010 et Talos 2012.
A : réduction de I'expression de la sous unité a1 dans les FCD IIb. D et F :réduction de la

sensibilité au zolpidem (1) et au zinc (y2) dans les FCD L.

Ces anomalies de la transmission GABAergique peuvent étre a l'origine des
anomalies rythmiques épileptiques, puisque une activité « pacemaker » était
enregistrée, essentiellement dans les zones les plus anormales de dysplasies de type
Il et lll, au niveau des neurones cytomégaliques, caractérisée par des potentiels
inhibiteurs post synaptiques miniatures rythmiques (mIPSP a 5-10 Hz), fortement
autocorrélés, bloqués par les inhibiteurs GABA et indépendants de la transmission
Glutamatergique. (Cepeda et al., 2014).

8.4.Régulation neuronale du chlore : Co-transporteurs et autres

8.4.1. Défect : Cl- / EGABA / KCC2 — NKCC1

Les études in vitro en whole cell recording montrent une modification du
potentiel d’inversion du GABA qui tend a étre dépolarisé, (Cepeda et al., 2014) rendant

compte d’'une augmentation de concentration du chlore intra cellulaire.

La concentration intra neuronale en ClI- ([CI']i) est majoritairement régulée par
les cotransporteurs du chlore (CCC) qui assurent un transport de CI" via le gradient
électrochimique d’'une autre espéce ionique. Ces co-transporteurs sont représentés
principalement par NKCC1 (co-transporteur sodium-potassium-chlore) et KCC2 (co-
transporteur potassium-chlore) qui agissent sous [linfluence du gradient
transmembranaire sodique et potassique respectivement, créé par la pompe NA/K
ATPase. (Kaila et al., 2014)

KCC2 et NKCC1 ont des effets opposés. NKCC1 charge le neurone en chlore,
augmente [CI)i et favorise les réponses dépolarisante au GABA, lorsque le potentiel
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d’'inversion du CI- est dépolarisé par rapport au potentiel membranaire du neurone.
KCC2 extrude le chlore intra cellulaire et maintient [CI']i basse, favorisant, lors de
'ouverture des conductance GABAa un flux entrant, hyperpolarisant de CI-. Il faut
néannmoins noter que la concentration de potassium extra cellulaire influe sur les flux
ioniques via KCC2, qui agit proche de son équilibre thermodynamique, et que
I'élévations de [K+]o peut provoquer un flux entrant de CI- a travers KCC2, a l'origine

d’'une modification de I'excitabilité neuronale. (Blauwblomme et al., 2014).

Figure 19 :D’aprés Blaesse, Neuron 2009 et Kahle, Neuroscientist 2016

Effets antagonistes des cotransporteurs du chlore.

L’expression des CCC est variable spatialement, au cours du développement
et selon les conditions physiologiques ou pathologiques. (Blaesse et al., 2009) NKCC1
est exprimé dans les astrocytes, au segment initial des axones des neurones, dés la
premiére partie de la vie embryonnaire tandis que KCC2 est exprimée exclusivement
dans les neurones a partir de la deuxiéme partie de gestation chez ’lhomme, conférant
un phénotype mature aux neurones différenciés. (Kaila e al., 2014) L’expression de
NKCC1 atteint son maximum a 39 semaines de gestation chez 'homme, et chute
durant la premiére année de vie, jusqu’a devenir quasiment indétectable a 2 ans et
demi. L’expression de KCC2 est faible a la naissance, et atteint un niveau comparable
a I'adulte vers un an de vie. (Dzhala et al., 2005)

Figure 20 : d’apres Dzahla 2005.
B : expression de NKCC1 et KCC2 chez 'homme, en western blot, exprimés en pourcentage par rapport

aux valeurs adultes. C et D immuno marquage de NKCC1 et KCC2 chez 'homme.

La modification du potentiel électrochimique du CI- associée a une régulation
négative de I'expression de KCC2 a été identifice dans plusieurs conditions
épileptiques a partir de tissu humain.

Tout d’abord, a partir de spécimens d’hippocampe sclérotiques de patients

épileptiques, une activité interictale spontanée était enregistrée dans le subiculum, aire
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de sortie de I'hippocampe. (Huberfeld et al., 2007) Les cellules pyramidales
dépolarisées pendant ces événements interictaux étaient majoritairement défectives
pour I'expression de KCC2, tandis que les inhibiteurs de NKCC1 (Bumétanide)
bloquaient les décharges inter ictales. Des enregistrements de neurones dissociés
d’hamartome hypothalamique montraient que les neurones les plus larges avaient un
potentiel d’équilibre du CI" moins négatif, avec un effet dépolarisant de la transmission
GABAergique, et une réduction de I'expression de KCC2. (Wu et al., 2005; 2008)
Enfin, dans le tissu péri tumoral de gliomes, une activité interictale spontanée était
également enregistrée in vitro, avec un effet dépolarisant du GABA dans 2/3 des
neurones pyramidaux. L’homéostasie du chlore était perturbée en raison d'une
altération des co transporteurs du chlore : augmentation d’expression de NKCC1 de
144% et réduction de KCC2 de 42%. (Pallud et al., 2014a)

Cette modification des cotransporteurs du chlore vers un profil embryonnaire
était egalement notée dans le modeéle animal de dysplasie par freezing. En effet, 4
jours apres la constitution de la Iésion, les neurones du microgyrus exprimaient
NKCC1 et peu KCC2. Ceci était réversible a J14, et il était proposé que la modification
d’expression des co transporteurs du chlore permettait la migration neuronale dans le

microgyrus. (Shimizu-Okabe et al., 2007)

Les études de cortex dysplasique humain montraient également des anomalies
des cotransporteurs du chlore lors des études d’expression en western blot ou en
immuno histo chimie / fluorescence.

Si dans les dysplasies de type |, le cortex dysplasique avait un
immunomarquage pour KCC2 comparable au cortex normal, les FCD type |l étaient
anormales. (Munakata et al., 2007) L’expression de NKCC1 (dont les divers anticorps
sont reconnus comme non speécifiques et pour lesquels les marquages sont
essentiellement cytoplasmiques et non memebranaires) était quantitativement
augmentée dans les dysplasies de type I, (Shimizu-Okabe et al., 2011) et localisée
sur les cellules gliales et les neurones, tandis que I'expression de KCC2 était diminuée,
notamment dans le neuropil, par rapport au soma. (Aronica et al., 2007) Dans les FCD
lIb, la distribution cellulaire de KCC2 était profondément altérée, avec peu ou pas
d'immunoréactivité membranaire ou dans le neuropil, et une immunoréactivité

intrasomatique cytoplasmique importante, témoignant soit d’'un défaut d’adressage
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membranaire, soit d'un excés d'endocytose de KCC2 dans les neurones
cytomégaliques. (Talos et al., 2012)

Figure 21 : d’aprés Aronica2017.
Forte immunoréactivité de NKCC1 dans les FCD I, et localisation dans les neurones (H, marquage
NeuN) exprimant des Rc GABA (1)

Les co transporteurs du chlore sont impliqués dans d’autres mécanismes que
la régulation du chlore, et l'inhibition GABAergique (les fonctions non canoniques).
Ainsi, KCC2 a une distribution somato dendritique, et se concentre dans les épines
dendritiques. (Chamma et al., 2013) KCC2 participe a la la morphogénése des épines
dendritiques, (Chamma et al., 2012) et contraint la répartition spatiale des récepteurs
AMPA au niveau des épines dendritiques des synapses glutamatergiques. (Gauvain
et al., 2011) Ces processus morphologiques ne dépendent pas de la fonction de co
transporteur du chlore mais de l'interaction du domaine C terminal de KCC2 avec le
cytosquelette (protéines de la famille 4.1N ; actine). KCC2 a ainsi un réle fonctionnel

majeur dans la potentialisation synaptique au long terme (LTP).

8.4.2. : réqulation des co transporteurs du chlore

Au dela de la régulation physiologique de I'expression des cotransporteurs du
chlore durant le développement cérébral, leur dérégulation pathologique dans les
dysplasies corticales focales n’a pas été spécifiquement étudiée. Néanmoins plusieurs
facteurs peuvent étre distingués.

Tout d’abord l'activation de la voie BDNF/Trkb régule négativement KCC2 au

niveau transcriptionnel.
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Des cultures organotypiques d’hippocampe de rat exposées au BDNF
présentent une réduction dose dépendante de KCC2, via 'activation du récepteur de
BDNF TrkB. L’expression de KCC2 est également diminuée aprés kindling, qui
provoque une augmentation de BDNF. (Rivera et al., 2002)

Plusieurs pathologies humaines illustrent ce mécanisme telles que I'épilepsie
(hamartomes hypothalamiques et FCD, absence de preuve pour slcérose
hippocampique et gliomes) et la douleur chronique ou de nombreux arguments
plaident pour une dysfonction GABAergique. La comparaison des neurones
d’hamartome par rapport au cortex normal retrouvait des niveaux plus élevés de
mBDNF et une activation de Trkb provoquant une diminution d’expression de KCC2,
via la voie des MAP kinases et de la phospholipase C, (Semaan et al., 2015) comme
décrit dans des modeles murins d’épilepsie temporale. (Rivera et al., 2004)
Récemment, des études d’expression ont montré une augmentation quantitative de
BDNF dans les FCD de type |, mais surtout de type Il. (Zheng et al., 2016) La
localisation était majoritairement dans les neurones dysmorphiques, mais également
dans les balloon cells.

Les douleurs neuropathiques par hyperexcitabilité des neurones de la couche |
de la corne dorsale de la moelle spinale partagent la méme physiopathologie. En effet,
la libération de BDNF, par la microglie provoque une modification du potentiel
d’équilibre du GABA, réversé par les antagonistes de TrkB. (Coull et al., 2005)

Ensuite, la diminution de KCC2 membranaire dans les dysplasies de type Il
pourrait étre lié a des mécanismes post traductionnels, tels qu’une augmentation
d’endocytose puisque I'immunofluorescence intra cytoplasmique reste élevée. (Talos
et al., 2012) Or, la stabilit¢ membranaire de KCC2 est sous la dépendance de la
phosphorylation de sa partie C terminale cytosolique au niveau de Ser 940 par la
protéine kinase C qui réduit son internalisation. (H. H. C. Lee et al., 2007) La protéine
Kinase C est sous l'influence directe de la voie mTORC2, avec une diminution
d’activité kinase dans la sclérose tubéreuse de Bourneville. (Huang et al., 2009) I
existe donc un lien possible entre voie mTOR, et localisation membranaire de KCC2,
qui reste a explorer. (Talos et al., 2012)

La phosphorylation des cotransporteurs du chlore, notamment étudiée dans le
rein (HTA essentielle) et la corne dorsale de la moelle (douleur neuropathique) par /a
voie WNK-SPAR-OSR1, a des effets réciproques en activant NKCC1 et en inhibant
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KCC2, et est sous la dépendance de la concentration de C" intra cellulaire et de
'osmolarité. (Alessi et al., 2014; Kahle et al., 2016)

La phosphorylation de KCC2 dans le cerveau est également dépendante de
lactivité neuronale, et notamment de I'excés de Glutamate ambiant. En effet,
I'activation des récepteurs NMDA par une élévation prolongée du Glutamate dans des
cultures neuronales provoquait un effet dépolarisant du GABA. Ceci était secondaire
a une déphosphorylation de Ser 940 de KCC2, aboutissant a la perte de fonction de
KCC2. (Lee et al., 2011) L’élévation pathologique du Glutamate extra cellulaire est
également rapportée dans les gliomes cérébraux, et aboutit a une régulation négative
de KCC2 soit par déphosporylation de Ser940, soit via une élévation du Zinc intra

cellulaire et la voie Src/Trk. (Di Angelantonio et al., 2014; MacKenzie et al., 2016)

8.5. Matrice extra cellulaire

Il existe peu de données sur l'altération de la matrice extra cellulaire (MEC) dans
les dysplasies, mais les charges des macromolécules de la MEC influent sur les
concentrations cytoplasmiques des ions. La présence de protéines chargées
négativement non diffusibles cytosoliques et extra cellulaires a des concentrations
différentes crée une différence de charge transmembranaire compensée par des
courants ioniques de diffusion (équilibre de Gibbs Donan). Une altération de la
répartition de ces macromolécules anioniques peut donc modifier la concentration

ionique intra et extra celluaire.

La relation directe entre la [CI]i et les glycoprotéines anioniques de la matrice
extra cellulaire a été montrée in vitro sur un modéle murin, exprimant un flurorophore
quantifiant le CI" intra cellulaire (clomeleon). (Glykys et al., 2014) Tout d’abord, dans
cette étude la [Cl]i était peu influencée par le blocage des cotransporteurs du chlore,
en opposition a de nombreuses études expérimentales préalables, incluant celles des
auteurs. Ensuite, 'augmentation des anions intra cellulaires s’accompagnait d’'une
diminution de [Cl]i tandis que [C[]i était inversement corrélée a la concentration des
glycosaminoglycanes de la matrice extra cellulaire. La dissolution de ces protéines par
la chondroitinase ABC réduit la charge négative des macromolécules extra cellulaires,
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et provoquait I'élévation de la [Cl]i. Le potentiel d’équilibre du GABA peut donc étre
modifié par des altérations de la matrice extracellulaire.

Or, les métalloprotéinases (MMP) sont des enzymes permettant le remodelage
de la matrice extra cellulaire dont le réle dans diverses pathologies neurologiques est
connu : inflammation, neurotraumatologie, neurodégénération, et plus récemment
dans des modéles animaux d’épilepsie (kainate / Pentylenetetrazole). (Wilczynski et
al., 2008) La comparaison du cortex dysplasique avec un cortex contréle montrait dans
les dysplasies corticales une augmentation de I'expression des MMP9. (Konopka et
al., 2013) La localisation cellulaire prédominait sur les cellules anormales : neurones
géants ou dystrophiques et ballon cells, mais existait également dans une moindre
mesure sur les astrocytes, tout en épargnant la microglie. (Li et al., 2012)

L’étude de l'altération de la MEC par les métalloprotéinases est donc un champ

d’étude ouvert également dans les FCD.
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8.6. Astrocytes (et pannexines)

La gliose astrocytaire est un élément histologique classique de I'épilepsie
chronique, notamment dans le lobe temporal.(de Lanerolle et al., 2010) Les astrocytes
ont un réle reconnu dans I'épileptogénese, et I'ictogénése, (Blauwblomme et al., 2014)
par leur effet sur la recapture des acides aminés excitateurs, mais également les

modifications de milieu extracellulaire en altérant la [K*]o, et le volume extra cellulaire.

Récemment, la transmission purinergique astrocytaire, et les hémi-canaux de
type pannexin ont été impliqués dans ['épileptogénicité. Dans des conditions
physiologiques, la libération minime d’ATP a un rbéle dans la communication
neurogliale, et du réseau astrocytaire, en conjonction avec la transmission
glutamatergique. (Franke and llles, 2014) Néanmoins, I'activation des Pannexin1 a été
montré essentiellement dans des processus pathologiques tels que inflammation,
ischémie, (Velasquez and Eugenin, 2014) ou I'épilepsie en augmentant I'excitabilité
neuronale. (Thompson et al., 2008a) L’expression des Pannexin 1 est ainsi augmentée
dans un modéle de crises in vitro sur tranches d’hippocampe murin, induites par le
cobalt, mais également dans I'hippocampe de patients opérés d'une épilepsie
temporale. (Carlen, 2012a; Mylvaganam et al., 2010)

Une perturbation d’expression des Pannexin a été démontrée dans les FCD
type Il par western blot et immunohistochimie. En effet, I'expression des Pannx1 était
plus élevée dans les FCD que dans le cortex contrdle, et était localisée dans les
astrocytes, les balloon cells, et les neurones glutamatergiques. L’'expression était
positivement corrélée a la fréquence des crises d’épilepsie. L'implication de la
libération d’ATP dans les processus épileptiques des dysplasies par les Pannx est
possible, car des études immuno histochymiques ont montré une augmentation

d’expression des récepteurs purinergiques astrocytaires P2. (Sukigara et al., 2014)
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SCHEMA SYNTHESE : EPILEPTOGENICITE DES DYSPLASIES
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Cette thése s’inscrit dans une démarche multidisciplinaire d’amélioration de la
prise en charge des enfants souffrant d’épilepsie et porteurs d’'une dysplasie corticale
focale dans un centre de référence d’épilepsies pédiatriques souvent pharmaco-

résistantes.

Elle vise dans un premier temps a développer les méthodes d’identification des
épilepsies lésionnelles suspectées sur des critéres cliniques, sémiologiques et
électrophysiologiques. L’'identification de la lésion est d’autant plus importante que la
chirurgie est plus efficace si la lIésion est visible sur I'lRM. Notre premier objectif était
alors de valider de nouvelles méthodologies d'imagerie dans les épilepsies
lésionnelles de lI'enfant afin de mieux détecter les FCD et de pouvoir les traiter.
L’imagerie ASL semblait particuliérement prometteuse et adaptée a notre population
pédiatrique (acquisition de courte durée, pas d’injection de traceur), et nous avons
souhaité la comparer aux explorations de référence (PET) dans les FCD de type II.
Par analogie au PETscan, nous avons souhaité développer une approche statistique
observateur-indépendante, qui puisse étre intégrée apres normalisation spatiale dans
un espace de travail commun aux autres méthodes de délimitation des FCD
(Epileptogenicity Index, IRMf EEG, PETscan).

Dans un second temps, notre but a été d’approfondir les connaissances des
mécanismes sous tendant I'épileptogénicité des FCD. Les modéles animaux étant
imparfaits, nous avons souhaité valoriser nos prélévements chirurgicaux par une
approche électrophysiologique in vitro en faisant le lien entre les anomalies
histologiques du cortex épileptique, et les anomalies électrophysiologiques qu'il
geénere. Nous avons donc adopté une méthode d’enregistrement par Multi Electrode
Array (MEA) qui permet d’enregistrer in vitro sur une tranche de cortex 120 canaux
simultanément en extracellulaire, et d’établir secondairement les corrélations spatiales
entre les anomalies architecturales, la présence de cellules anormales et les activités
épileptiques. A la lumiere des données récentes sur les tissus épileptiques humains
provenant du cortex péri tumoral ou de sclérose hippocampique, nous avons

concentré nos recherches sur la transmission GABAergique pathologique, et les
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troubles de la régulation du chlore associés aux anomalies d’expression des co-
transporteurs du chlore.

La collaboration avec I'équipe du CIRB au collége de France, dont la thématique
principale était les réseaux astrocytaires nous a permis de participer a une étude sur
le réle des Pannexins, dont le réle dans l'ictogénése a été récemment proposé dans

des modéles animaux, et qui pourrait étre une nouvelle cible pharmacologique.

Les objectifs de cette these sont donc :

- Etude in vivo en IRM de perfusion ASL des dysplasies corticales focales, et

développement d’'une approche statistique de la perfusion cérébrale

- Etude in vitro des mécanismes sous tendant I'épileptogénicité des dysplasies
corticales focales :
. Méthodologie d’enregistrement des tissus corticaux humains par des
matrices denses de micro électrodes (MEA)
. Anomalies de la transmission GABAergique et des co transporteurs du
chlore dans la genése des activités inter ictales

. Réle des Pannexin1 dans l'initiation et 'entretien des activités ictales
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Il. Articles

1. ARTICLES

1.1. Article 1: Arterial Spin Labeling MRI: a step forward in non invasive delineation
of focal cortical dysplasia in children

1.2. Article 2: Cerebral Blood Flow Improvement after Indirect revascularization for
pediatric Moyamoya Disease: a statistical analysis of ASL-MRI

1.3. Article 3: Multi-Electrode-Array recordings of Human Epileptic Postoperative
Cortical Tissue

1.4. Article 4: Mechanisms of ictogenesis

1.5. Article 5 (soumis): Pannexin1 channels control seizure generation in human:

a therapeutic target for various epileptic conditions

1.6.Article 6 (en cours): Altered GABAergic transmission underlies

epileptogenicity in human focal cortical dysplasia
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« Arterial Spin Labeling MRI : a step forward in non invasive delineation of focal
cortical dysplasia in children ».

Blauwblomme T, Boddaert N, Chémaly N, Chiron C, Pages M, Varlet P, Bourgeois
M, Bahi-Buisson N, Kaminska A, Grevent D, Brunelle F, Sainte-Rose C, Archambaud
F, Nabbout R.

Epilepsy Research (2014) 108, 1932-1939

Contexte :
30% des patients porteurs d’une dysplasie corticale focale ne sont pas diagnostiqués
par une IRM morphologique. L'utilisation de I'imagerie métabolique par PET scan
permet de réduire a 15% le nombre de patients a « imagerie négative ». Néanmoins,
en pédiatrie, cette technique est complexe, car elle nécessite l'injection d’un isotope
radioactif, et n’est pas disponible dans tous les centres hospitaliers. L'IRM ASL est
une technique d’'imagerie de perfusion ou le marquage des protons de I'eau circulante
au niveau des arteres carotides et vertébrales par une onde de radiofréquence sert de
marqueur endogéne. Les anomalies de perfusion cérébrale publiées montrent jusque

la des résultats discordants : hypo versus hyper perfusion.

Objectifs :
Analyser les patterns de perfusion en IRM-ASL de patients porteurs d’'une FCD visible
en IRM, et comparaison au '®FDG-PETscan, et a 'histologie.

Méthodes :
Analyse rétrospective de I'imagerie pré et post opératoire de 9 enfants épileptiques
présentant une possible FCD type Il sur I'IRM, explorés par IRM morphologique 1.5
teslas, IRM avec séquences pseudo-continues d’ASL, et '®*FDG-PETscan.
Comparaison par recalage semi automatique de I'imagerie.
Analyse de I'histologie avec marquage vasculaire CD34
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Résultats :

1. Hypoperfusion ASL dans la FCD (45mL/100mg/mn)

2. Colocalisation de I'hypoperfusion a la Iésion IRM, a '’hypo-métabolisme et a
I'anomalie histologie (FCD llb)

3. Micro-vascularisation quantitativement normale, mais désorganisation

spatiale

Discussion :
Nous avons retrouvé une hypoperfusion focale colocalisée au PET dans les FCD de
type Il, et associée a une anomalie de la micro-vascularisation capillaire.
Néanmoins certaines limites sont a noter :
Faible effectif, ne permettant pas de déterminer la sensibilité et la spécificité.
Pas d’EEG pendant I'acquisition de I'|RM, ne permettant donc pas d’affirmer le
statut intercritique de I'acquisition IRM.
Présence d’une lésion IRM morphologique
Cette étude s’est limitée aux FCD type I, et 'IRM ASL sera donc a évaluer également
dans les FCD type |, dont les caractéristiques morphologiques sont peu spécifiques.

Cette étude sert donc de socle a de futures études, notamment sur la validation de la
technique IRM-ASL chez les patients a IRM « normale », en utilisant comme outil de
validation [I'électrophysiologie par enregistrements intra craniens (SEEG,

epileptogenicity Index).
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« Cerebral Blood Flow Improvement after Indirect revascularization for pediatric
Moyamoya Disease: a statistical analysis of ASL-MRI ».
Blauwblomme T, Lemaitre H, Naggara O, Calmon R, Kossorotoff M, Bourgeois M,
Mathon B, Puget S, Zerah M, Brunelle F, Sainte-Rose C, Boddaert N.
AJNR (2016) 37, 706-712

Contexte :
Apreés avoir établi 'existence d’'une hypoperfusion focale dans les FCD de type I, nous
avons souhaité adapter la méthodologie statistique d’analyse sous SPM (Statistical
Parametric mapping, www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/) utilisée en PET scan a I'IlRM ASL.
Nous avons choisi de développer la méthode sur une cohorte de patients présentant
une ischémie cérébrale chronique (angiopathie de moyamoya), car le défect de
perfusion est sévére dans ces pathologies, rendant la validation de la méthode plus
aisée. D’autre part, les corrélations sur les mesures du débit sanguin cérébral entre
ASL IRM et PET ou SPECT avaient été réalisés dans ce groupe de pathologies
vasculaires, I'utilisation de I'lRM ASL étant donc mieux acceptée dans ces pathologies

que dans I'épilepsie.

Meéthodes :
Etude prospective de 15 enfants atteints d’'une angiopathie de moyamoya avant et
aprés chirurgie de revascularisation cérébrale par une méthode indirecte « trous de
trépans multiples ».
Une IRM avec séquence ASL pseudo continue était acquise en préopératoire, a 3 et
12 mois post-opératoires.
Un groupe témoin de 10 sujets sains appariés en age et en sexe était constitué, avec
le méme protocole d'imagerie IRM morphologique et ASL.
La méthodologie d’analyse statistique développée sous logiciel SPM8 est la
suivante :

1. Normalisation du T1 et de I'ASL dans l'espace du MNI (Montreal

neurological institute)
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2. Analyse individuelle : comparaison voxel a voxel de I'IRM ASL normalisée,
lissée du patient par rapport au groupe témoin, selon le modéle linéaire
général. Obtention de valeurs statistiques, interpolées sur I'lRM du patient
selon un code couleur.

3. Analyse de groupe : transformation des hémisphéres droits en hémisphéres
gauches par symétrie axiale sous SPM. Comparaison des hémisphéres par
rapport a eux méme dans le temps. Obtention de valeurs statistiques,

interpolées sur un template IRM selon un code couleur.

Résultats :
Les résultats principaux sont les suivants :
Obtention de cartes statistiques d’hypoperfusion préopératoires a I'échelle
individuelle et de groupe
Amélioration post-opératoire objective a I'échelle individuelle et de groupe

Discussion :

Dans cette population de patients porteurs d’'une angiopathie, nous avons développé
une approche statistique de l'imagerie de perfusion en comparant le patient a un
groupe témoin.

Cette meéthode sera ultérieurement systématiquement appliquée aux patients
présentant une épilepsie focale, a IRM normale ou pathologique. La normalisation de
'IRM ASL dans I'espace du MNI permettira également a I'échelle individuelle et de
groupe de corréler les anomalies interictales de perfusion (ASL IRM), métaboliques
("®FDG-PET), et électrophysiologiques (EEG-IRMf), et les anomalies ictales
enregistrées en SEEG (epileptogenicity index).

L’hypoperfusion dans Il'angiopathie de moyamoya s’explique par des causes
hémodynamiques secondaires a la sténose de [lartéere carotide interne.
L’hypoperfusion des FCD peut étre liée a des anomalies de la micro-vascularisation
(cf article 1), a une anomalie du couplage neuro-vasculaire (pathologie astrocytaire),
ou a une déafférentation fonctionnelle. L’analyse statistique de la perfusion cérébrale
par IRM ASL sera donc également étudiée chez les patients opérés d'une épilepsie
hémisphérique avec réalisation d’'une hémisphérotomie, en corrélant la perfusion avec
la connectivité fonctionnelle en IRM fonctionnelle. En effet, cette chirurgie provoque la
déafférentation compléte du cortex, et est un « modéle expérimental » de couplage
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neurovasculaire, car le cortex est totalement déconnecté. Ces résultats seront abordés

dans la discussion et rapportés dans I'annexe 2.
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« Multi-Electrode-Array recordings of Human Epileptic Postoperative Cortical
Tissue ».
Dossi E, Blauwblomme T, Nabbout R, Huberfeld G, Rouach N.
Journal of Visual Experimentation. JoVE (2014) 92, e51870

Contexte:

Les prélevements opératoires réalisés pendant une chirurgie cérébrale, a visée anti
épileptique ou oncologique sont majoritairement utilisés a visée diagnostique. De plus
en plus, une partie du tissu réséqué est congelée pour réaliser des analyses en
biologie moléculaire, mais I'analyse fonctionnelle du cortex épileptique reste rare.
Conserver le cortex intact, capable de générer des activités physiologiques in vitro est
un défi qui nécessite une collaboration étroite entre les équipes chirurgicales et de
recherche fondamentale, et 'adhésion des patients au projet de recherche. Peu
d’équipes de recherche pratiquent ces enregistrements qui permettent pourtant de
s’affranchir des modéles animaux dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de I'épilepsie.

La difficulté d’obtenir des activités épileptiques interictales spontanée, et/ ou ictales
met en lumiére la nécessité de partager chaque étape des protocoles d’enregistrement
du cortex humain, depuis le prélévement au bloc opératoire, jusqu’a I'analyse du
signal. Le milieu de conservation de la tranche corticale semble conditionner la viabilité
du tissu, a 'avantage des chambres d’interface, ou le cortex est en partie dans une
phase liquide et en partie dans une phase gazeuse d’ACSF vaporisé et oxygéné.
(Jones et al., 2016) Néanmoins, les techniques d’exploration sont aussi limités par
'environnement in vitro, et les enregistrements en patch clamp sont plus aisés en
chambre d'immersion pouvant étre combinés a de I'imagerie cellulaire bi-photonique,
(Kerekes et al.,, 2014) méme si certaines équipes font des études combinées en
potentiel de champ et en patch clamp en milieu d’interface. (Aivar et al., 2014)

But des enregistrements, choix du systéme d’enregistrement :
Le but de nos enregistrements est de corréler les activités épileptiques in vitro avec

les anomalies histologiques. Nous avons donc choisi un systéme de matrice de micro
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électrode dense (120MEA 12X10, Multichannel System), en solution immergée, pour
pouvoir réaliser des enregistrements en potentiels de champs locaux, évolutif,
permettant d’adapter une colonne de patch clamp. Notre choix était également
conditionné par des contraintes économiques et d’encombrement spatial.

La présence d’'une cellule photographique intégrée permet de localiser les contacts
d’électrodes, et de les corréler secondairement a I'analyse histologique. Nous avons
fait réaliser sur mesure des chambres d'immersion avec des contacts espacés de
1000um / 1500 um, afin de s’adapter a la taille des prélevements corticaux humains,
d’environ 2 cm de large. Notre but était ainsi d’enregistrer les activités physiologiques
du cortex lésionnel, mais aussi du cortex transitionnel péri-lésionnel, pour

cartographier les activités épileptiques.

Meéthodologie

Cet article a été réalisé sous forme manuscrite, mais également sous forme vidéo, afin
de permettre la reproductibilité de chaque étape du protocole expérimental, et est
disponible sur le site :

http://www.jove.com/video/51870

Nous détaillons ainsi : le prélevement de cortex au bloc opératoire, la préparation du
milieu de transport, et 'acheminement du spécimen au laboratoire. L’ensemble des
solutions d’ACSF sont détaillées. Nous exposons la technique de dissection de la
tranche de cortex (méninges, vaisseaux) permettant sa découpe en tranche de 400um
d’épaisseur, I'incubation en chambre d’interface, avant le transfert de la tranche dans
le MEA pour I'enregistrement des activités électrophysiologiques.

Résultats :

Nous insistons sur la collaboration entre les différents acteurs du protocole
expérimental depuis le bloc opératoire jusqu’au laboratoire. Nous montrons quelques
exemples d’activité épileptique interictale spontanées en ACSF et ictales induites

apreés alcalinisation et réduction du Magnésium.
Discussion :

Cette méthode a été appliquée dans les 2 études détaillées ultérieurement sur les

Pannexins et les altérations GABAergiques.
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Les contraintes matérielles du laboratoire ne nous ont pas permis de combiner les
enregistrements en potentiel de champ, ou de I'imagerie bi-photonique, mais ces

projets restent d’actualité dans la thématique de notre équipe de recherche.
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« Mechanisms of Ictogenesis ».
Blauwblomme T, Jiruska P, Huberfeld G.
International review of neurobiology (2014) 114, 155-185

L’épileptogénése est le processus graduel permettant au cortex de générer des crises

d’épilepsie en raison de transformations structurelles, moléculaires, voire génétiques.

L’ictogénese est le processus de transition entre I'état inter ictal et le début de la crise

d’épilepsie.

Cette revue expose la dynamique des réseaux neuronaux dans la transition a la crise,
et analyse les substrats cellulaires (interneurones, cellules pyramidales, astrocytes),
ioniques (CI', K, Ca™) et la neurotransmission (Glutamate, GABA) impliquée dans la

transition ictale.
Nous proposons un scénario, ou la perturbation des gradients de chlore et de

potassium aboutit a renforcer I'excitabilité et la synchronie neuronale médiée par les
interneurones et les cellules pyramidales, permettant le départ de la crise épileptique.
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« Pannexinl channels control seizure generation in humans: a therapeutic
target for various epileptic conditions »

E. Dossi, T. Blauwblomme, J. Moulard, O. Chever, J. Pallud, L. Capelle, G.
Huberfeld, N. Rouach.

En revue pour Science Translational Medicine.

Contexte :

Les Pannexins sont des hémicanaux astrocytaires et neuronaux formant de larges
pores transmembranaires permettant un mécanisme de signalisation autocrine ou
paracrine. Des données récentes et contradictoires chez 1’animal montraient un rdle
des Pannexinsl dans I’initiation des activités épileptiques. (Carlen et al., 2012b;

Thompson ef al., 2008b)

Objectifs de [’étude :
Cette ¢tude a pour but d’étudier in vitro le role des Pannexins1 dans I’initiation et la

maintenance des activités épileptiques ictales dans le cortex épileptique humain

Méthodes :

Cette étude a tout d’abord été réalisée en conditions in vitro avec 1’enregistrement
de 82 tranches sur MEA provenant de 42 patients opérés pour une épilepsie. Trois
type histologiques sont représentés : malformations de développement cortical,
DNET, et gliomes.

Les éveénements épileptiques étaient induits en réduisant le Magnésium du milieu
extra cellulaire (ACSF OMg ). Les études pharmacologiques utilisaient des
bloqueurs des Pannexins 1 (Pannx1 mimetic peptide, probénécide), des bloqueurs

des Récepteurs Purinergiques P2
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Les résultats in vitro étaient par la suite confirmées in vivo sur un modele de souris

kainate.

Reésultats -

Les principaux résultats sont les suivants :

l.

L’activité électrophysiologique interictale spontanée est variable en fonction
de I’histologie
L’induction de I’activité ictale a lieu selon 2 patterns : synchronisant ou

activité rapide de bas voltage, et n’est pas différente selon I’histologie

. L’activité épileptique ictale active les Pannexines 1

Bloquer les Pannexines 1 arréte les décharges ictales, et prévient leur
survenue

L’activation des pannexines augmente la libération d’ATP en extra
cellulaire, et active les récepteurs purinergiques P2

Le probénécide (médicament contre la goutte) est un bloqueur des
Pannexines. Il bloque I’activité ictale in vitro sur tranches de cortex humain,

et in vivo sur un modéle de souris Kainate.

Discussion :

Cette étude a montré in vitro le role des hémicanaux neuronaux et astrocytaires

Pannexins 1 dans ’initiation et la maintenance des activités épileptiques in vitro

dans le cortex humain.

Il s’agit d’une nouvelle voie thérapeutique car les Pannx1 peuvent étre bloqués par

le Probénécide, qui est un agent médicamenteux connu en pharmacologie humaine

(traitement de I’hyperuricémie et de la goutte)
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“Altered GABAergic transmission underlies epileptogenicity in human malformations of
cortical development “
Thomas Blauwblomme, Elena Dossi, Christophe Pellegrino, Emmanuelle Goubert, Pascale
Varlet, Nathaliec Rouach, Rima Nabbout, Gilles Huberfeld.

En preparation

Contexte :

Les anomalies de la transmission GABAergique dans la genése des activités
interictales des épilepsies lésionnelles ont été démontrées dans le cortex péri-tumoral,
ou les scléroses hippocampiques. (Huberfeld et al., 2007; Pallud et al., 2014b) L’effet
dépolarisant paradoxal du GABA est secondaire a une augmentation du chlore intra
cellulaire associée a la perte d’expression de I'extrudeur du chlore KCC2, et la
réexpression de NKCC1, chargeant les cellules en CI. Dans les FCD, les données
histologiques ont montré des anomalies des interneurones, et de la répartition /
expression des co-transporteurs du chlore. Le lien entre les activités
électrophysiologiques et le défect histologique / moléculaire n’a pas encore été réalisé.

Objectif -

Etudier in vitro les activités épileptiques générées spontanément par le cortex
dysplasique humain, corréler spatialement ces activitées avec les désordres
architecturaux, et analyser [Iimplication de la transmission GABA et des
cotransporteurs du chlore dans la genése des activités interictales

Méthodes :

Il s’agit d’'une étude in vitro sur 28 tranches de cortex provenant de 9 patients opérés
d’'une dysplasie corticale focale.

La premiére étape est l'enregistrement des activités épileptiques interictales
spontanées sur une matrice dense de micro électrodes (120 MEA 12x10, MultiChannel

Systems).
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La seconde étape est I'analyse pharmacologique in vitro, avec un inhibiteur de la
transmission GABAergique (Picrotoxine), et un bloqueur du co-transporteur du chlore
NKCC1 (bumetanide).

La troisiéme étape est la quantification de I'expression des co-transporteurs du chlore
NKCC1 et KCC2 par western blot.

La quatriéme étape est la corrélation des anomalies histologiques, avec les anomalies
électrophysiologiques des tranches de cortex enregistrées in vitro. L’analyse immuno-
histochimique cible les interneurones (marquage GAD/PV) et KCC2.

Résultats :
La partie électrophysiologique de cette étude est complete, mais I'analyse histologique
est en cours en collaboration avec le Dr. Pellegrino (INMED)
Les résultats principaux sont les suivants :
1. Au niveau électrophsyiologique :

- Une activité interictale spontanée (11D) était enregistrée dans 19/28 cas. Les IID
étaient focales,représentant 8.9% de la surface corticale explorée par le MEA.
Les IID sont spécifiques du sous type histologique de dysplasie. Les FCD de type lli
génerent une activité réguliere monomorphe, tandis que les FCD type | et Il ont une

activité plus lente et d’'amplitude variable.
- Les IID sont dépendantes de la signalisation GABAergique, car majoritairement
bloquées par les antagonistes GABAergiques
- Les IID sont bloquées par les inhibiteurs des co transporteurs du chlore NKCC1

2. Au niveau histologique
Les tranches corticales ont pu étre conservées intéegres entre [analyse
électrophysiologique, et la nouvelle section pour immunomarquage, et les corrélations
électro-histologiques sont en cours.
Les résultats préliminaires en microscopie confocale retrouvent : une réduction globale
du marquage KCC2, plus marquée au niveau des zones générant les IID, et une
réduction du nombre d’interneurones en comparaison avec les tissus contrdle.

Les analyses en western blot (NKCC1) sont en cours
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Discussion

Dans cette étude en cours, nous analysons les corrélations entre activités épileptiques
in vitro et anomalies histologiques.

Nos résultats orientent, pour les FCD, vers une transmission GABAergique
pathologique, secondaire a un trouble de la régulation du chlore. Ces résultats
confirment les données préexistantes de la littérature.

L’originalité de cette étude est la corrélation des activités épileptiques avec 'anomalie
structurale histologique, et leur localisation spatiale précise entre MEA et microscopie
confocale.

Cette étude est limitée par I'effectif et I'hétérogénéité des dysplasies, par I'absence
d’étude électrophysiologique unitaire permettant de distinguer les sous types
d’interneurones responsables des activités interictales. De méme, le potentiel
d’équilibre électrochimique du chlore n'a pas été évalué, et nous n’avons que des
preuves indirectes (abolition des activités par le bumetanide, expression faible de
KCC2) de I'élévation de [CI-]i.

Néanmoins, cette étude ouvre la voie a la localisation précise des activités épileptiques
dans les épilepsies lésionnelles, et notamment au niveau du cortex transitionnel. Cette
meéthode de corrélation histo-électrophysiologique aura un intérét particulier dans les
FCD IIb de fond de sillon, ou I'exérése chirurgicale monobloc permet I'ablation du
cortex lésionnel et péri lésionnel. En effet, les méthodes d'exploration in vivo
classiques (SEEG) ne permettent pas de discriminer ces régions en raison de la
conduction électrique, et du biais d’échantillonnage spatiale. D’autres applications
pourraient étre le cortex péri tumoral dans les LEAT (Low Grade Epilepsy Associated
Tumor), tels que gangliogliomes et DNET, ou un contingent dysplasique associé et
des cellules tumorales infiltrantes coexistent, et peuvent contribuer aux activités

épileptiques.
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ABSTRACT

Objective: Dysregulation of GABAergic transmission is suspected to underlie
epileptogenicity of malformations of cortical development through alterations of
chloride co-transporters expression.

Methods: In vitro recording of human cortical slices from 9 pediatric patients operated
from a FCD were performed on Multi Electrode Array, under physiologic conditions, or
after pharmacological modulation of GABAergic signaling. Quantification of chloride
co-transporters NKCC1 and KCC2 were performed with western Blot analysis.
Immuno-staining for chloride co-transporter (KCC2) or interneurons (GAD, PV), were
done on the same slices, and correlation between electro physiological and histological
abnormalities were analyzed. Results: 19/28 slices displayed spontaneous interictal
discharges, along a pattern specific to the histological subtypes. [ID were mainly
GABAergic as Picrotoxin stopped IID in 2/3 slices. Blockade of NKCC1 CI' co-
transporters stopped IID in 7/8 cases. Interpretation:
Spontaneous interictal discharges may be mediated by paradoxical depolarization of
pyramidal cells by interneurons, because of altered chloride co-transporters
expression. This may be an alternative target for the research of new antiepileptic
drugs.
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INTRODUCTION

Malformations of cortical development are an emblematic etiology of drug
resistant lesional epilepsy in children. Since pioneer description of focal cortical
dysplasia by Taylor, (Taylor et al., 1971) with “congregations of large bizarre neurons
which were littered through all but the first cortical layer”, the classification has step by
step evolved in 3 main types of focal cortical dysplasia (FCD) according to the type of
dyslamination, presence of abnormal cells (cytomegalic neurons, balloon cells), and
the association with another brain lesion (Blumcke and Muhlebner, 2011). This
histological classification, crucial to categorize the various features of FCDs however
does not take into account the mechanisms of genesis of epileptic activities and does
not incriminate a subtype of abnormal cell or neuronal network. Moreover, the site of
genesis of the epileptic discharges is not assessed yet, either within the histological
defect or at its boundary with the surrounding cortex, which is a key issue since surgical
resection is often the main therapeutic option, but actually fails to cure 40% of the
patients, mainly in type | FCD and / or because of incomplete resection (Hauptman
and Mathern, 2012; Rowland et al., 2012). Mapping epileptic activities and exploring
the epileptogenicity mechanisms in various types of FCDs is therefore mandatory to
optimize the extent of their removal and to identify for new drug targets. Surgery of
FCDs is a unique opportunity to study these features in postoperative human tissues.

Enhanced excitatory neurotransmission has been shown in FCD in dissociated
neurons from human cortical dysplasia. Increased NMDA currents, reduced Mg**
sensitivity along with a decreased expression of the NR2B subunit have been reported
(André et al., 2004). Abnormal features of GABAergic neurotransmission have also
been involved in FCD’s epileptogenicity. The amount of inhibitory interneurons is
globally reduced in type I-lll FCD, while rearrangement of their cortical distribution is
seen in type Il FCD, where CB-PV+ interneurons surround cytomegalic neurons, but
not balloon cells (Alonso-Nanclares et al., 2005; Calcagnotto, 2005; Medici et al.,
2016). Moreover, in cortical slices from human postoperative FCD tissues, ictal like
events pharmacologically induced in vitro by 4 AP were abolished by hyperpolarizing
interneurons (with DAGO) or blocking GABAergic transmission (with Bicuculline)
(D'antuono et al., 2004). In dissociated neurons from human FCDs, cytomegalic
neurons receive increased GABAergic currents with longer kinetics and decreased
sensitivity to zinc or zolpidem, reminiscent of immature neurons (André et al., 2008)
and display a pacemaker GABAa receptor mediated activity (Cepeda et al., 2014).
However, as in other human epileptic conditions such as hippocampal sclerosis
(Huberfeld et al., 2007) or gliomas (Pallud et al., 2014), excitatory effects of GABAergic
signals may contribute to FCD epileptogenicity. Previous studies have reported
chloride co-transporters (NKCC1/KCC2) abnormalities in both freeze animal models
of FCD and in human FCD (Shimizu-Okabe et al., 2007; 2011 Tallos 2012), which may
result in increased neuronal concentrations of chloride and a shift to depolarizing
responses to GABA via an outward chloride flux through GABAA receptors (Kaila et.,
2014). However, previously published studies were not performed at the network level
and did not specially address the positive involvement of GABAergic signaling and the
precise mapping of epileptic activities within the malformation.

We report here that spontaneous interictal-like discharges may be recorded in vitro
from cortical slices of human postoperative FCD. In all cases, GABAergic signals
positively participated to their genesis since GABAA receptors antagonists blocked
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epileptic discharges. This effects was related to perturbations of neuronal chloride
regulation with a reduced expression of the chloride extruder KCC2 and an excess of
its counterpart NKCC1, with a control of epileptic discharges when the later was
blocked by bumetanide.
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METHODS

Patients selection and surgery

Patient's parents gave informed written consent according to the Internal
Review Board protocol (n° D2009-955 for storage of brain samples).

Cortical samples were obtained from epileptic children operated for focal drug
resistant epilepsy. Surgery was planned after multimodal preoperative evaluation with
videoEEG recording, neuropsychological examination, MRl and '®FDG PETscan.
When required, intracranial chronic recording was performed according to the SEEG
methodology. Antiepileptic drugs were maintained during the perioperative course.
General anesthesia was induced with intravenous propofol injection, and maintained
by inhaled sevoflurane and intravenous sufentanyl. Surgery was not modified for the
research protocol, and consisted in lobar or gyral “en bloc” resection, performed via a
subpial technique, avoiding excessive specimen manipulation or coagulation.

A total of 9 pediatric patients were included in the study. Clinical data are
summarized in table1. Briefly, M/F ratio was 1.25, mean duration of epilepsy was 5.4
years (+/-4.4), age at surgery was 8.8 years old (+/- 4.4), localization of the
epileptogenic zone was frontal (n=4), temporal (n=3), occipital (n=1) or in the posterior
quadrant (n=1).

Histology was FCD type | (Ib n=1, lc n=3), FCD type lIb (n=2) and FCD type IlI (IlIA
n=2, lllb n=1)

Tissue Preparation

Cortical specimen was immediately placed in the operative room in iced
sucrose-based ACSF containing (in mM): 250 sucrose, 3 KCI, 25 NaHCO3, 10 D-
Glucose, 1 CaCl2, 10 MgCl2, equilibrated with 5%CO- in 95%0, and transported to the
laboratory (Cohen et al., 2002; Dossi et al., 2014; Huberfeld et al., 2007). Meninges,
blood clots and vessels were gently removed and neocortical transverse slices of
400uM were then cut with a vibratome (HM650V, Microm Microtech, France) and
incubated in an interface chamber at 37°C, with ACSF at 2mL/min during at least 1
hour, containing (in mM): 124 NaCl, 3 KCI, 26 NaHCO3, 10 D-Glucose, 1.6 CaCl2, 1.3
MgClI2 oxygenated with carbogen (5%CO, in 95%0,)

MEA recordings

Cortical slices were then placed on a 16.5/9 mm planar micro electrode arrays
petri dishes (Multi Channel Systems, Germany) organized in 12*10 layout grids, with
an electrode diameter of 30 um, and an inter-contact interval of 1500 um / 1000 um.
They were kept in place by using a platinum anchor and continuously perfused at a
rate of 5-6 ml/min with ACSF at 37°C. Pictures of cortical slices on MEAs were acquired
with a video microscope table (MEA-VMT1; Multichannel Systems, Germany) through
MEA_Monitor software (Multichannel Systems, Germany) to identify the location of the
electrodes relatively to the pial surface of the slices. Electrophysiological activities were
recorded with the MEA 210-120 system (bandwidth 1-3000 Hz, gain 5x, Multichannel
Systems, Germany) through MC_Rack 4.5.1 software (Multichannel Systems,
Germany) and sampled at 10kHz. The activity of the slices was recorded in ACSF
containing (in mM) 124 NaCl, 3 KCI, 26 NaHCO3, 1.6 CaCl2, 1.3 MgCI2 and 10 D-
glucose.

Pharmacological studies for interictal discharges were performed in modified
ACSF containing Bumetanide (8uM) or Picrotoxine (100 uM).

We only studied slices generating spontaneous IID.
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Western Blot Analysis
Histology

After electrophysiological recording, slices were immediately fixed in 4% Zn Formalin
(Microm, Microtech,France) for 24 hours, and permeabilized in PBS.

Cortical slices were then processed for immune-histostaining with KCC2 antibodies,
NeuN, GAD, and PV.

Data Analysis and Statistics

Local Field Potentials (LFP) were analyzed with Clampfit (pClamp Software,
Molecular Devices), using visual analysis and the automated spike detector toolbox.
Statistical analysis was performed on IBM SPSS. Results were expressed as mean +/-
standard deviation, and significance level was set at p<0.05. Intergroup analysis was
done with non parametric Kruskall Wallis test, and Wilcoxon test for repeated
measurement on a single sample.

Visual analysis of the LFP matrix under MC-Data software (multichannel systems) was
used to count the number of contacts displaying consistent interictal activity. The area
of cortex generating 11D was then calculated by multiplying with the surface underneath
each electrode (1.5 mm?).

The depth of IID initiation was measured orthogonally to the tangent of the pial surface
between the pia and the electrode contact showing either phase inversion or maximum
amplitude.
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RESULTS

Post operative tissues from human FCD generate spontaneous IID.

28 slices from 9 patients were studied on MEA (mean 3 slices / patient).
Spontaneous interictal discharges (lID) were recorded in 19 slices (67.9%) in control
ACSF. IID were generated at a mean depth of 2000um (+/-1000 um) from the pial
surface, and the mean cortical surface displaying IID was 7,4 mm? (+/- 2.9),
corresponding to 8.9% of the cortical surface explored with MEA contacts. We
observed a rhythmic pattern of 11D, with a mean frequency of 0.9 Hz (+/- 0.7), a mean
duration of 348.5 ms (+/- 75.3 ms), and a mean amplitude of 17.8 uV (+/-11.2).

IID pattern was different, according to the FCD histological type. Types | and |l
FCDs produced relatively sparse IID with variable amplitude while Type Ill FCDs
generated homogeneous, regular frequent 1IDs. The active electrode surface was
smaller (Mann-Whitney test, p<0.001) in FCD Ill (4.8 mm? +/-1.2) than in FCD type |
(9.2mm? +/-2.8) or FCD type Il (7.3 mm? +/- 2.7). Frequency of IID recurrence was
higher (Kruskal Wallis test, p<0.001) in FCD Il (1.12 Hz +/- 0.7 than in FCD | (0.83 Hz
+/-0.6) and FCD Il (0.2 Hz +/-0.2), with a shorter duration (Kruskal Wallis test, p<0.001)
of 11D in type Ill (340.5 ms +/-11.8) than in type | (342.9 ms +/- 96ms) or Il (413.7 ms
+/- 84.2). Amplitude was smaller (Kruskal Wallis test, p<0.001) in FCD Il (17.2 uV +/-
10.9) than in FCD | (18.3 uV +/-11) and Il (18.2 uV +/-12).

IID mapping within the histological defect.
GABAergic neurotransmission is actively involved in IID production.

The role avec GABAergic signaling was tested in 3 slices from 3 patients (FCD
type Ic, lIb, and llla) by applying the specific antagonist Picrotoxin100uM. In 2 out of 3
slices, Picrotoxin stopped IID after a delay of 90 and 1001 seconds respectively. In the
third slice (FCD type Ic), IID frequency in picrotoxin (0.5 Hz +/-0.27) was significantly
(Mann whitney test p<0.001) lower than in ACSF (0.9 +/-0.7Hz). On the other hand,
amplitude was significantly higher (p<0.001) in Picrotoxin (13.5uV +/-5) than in ACSF
(11.3uV +/8), and IID duration was significantly (p<0.001) longer in Picrotoxin
(367ms+/-60) than in ACSF (356 ms+/-50).

IID are suppressed by the NKCC1 inhibitor Bumetanide
The effects of the specific blockade of the chloride co-transporter NKCC1 by the
diuretic bumetanide was assessed in 8 slices from 7 patients. Bumetanide (8uM)
suppressed IID in 7/8 slices with a mean delay of 1205 s (+/- 670), and IID reappeared
after washout in normal ACSF with a mean delay of 422 s (+/-290).

Expression of chloride co-transporters is altered in FCD
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DISCUSSION

This study shows that slices from postoperative human pediatric dysplastic tissues
retain epileptogenic cellular and network properties and continue to generate
spontaneous interictal epileptic discharges in vitro. The electrophysiological pattern
depends of the subtype of FCD but interictal discharges (IID) are spatially restricted in
the slice. GABAergic signaling is actively involved in their genesis, putative
depolarizing effects of GABA being related to a dysregulation of neuronal chloride with
an excessive load by the co-transporter NKCC1 and a defective extrusion by its
counterpart KCC2.

This study admits several limitations. First, the size of our cohort is small and based
on variable FCD subtypes and larger studies are necessary to validate our findings.
Second, MEA recordings are performed at the LFP level, and the distance between
contacts does not allow to perform spike sorting, and therefore to identify the neuronal
subgroups initiating [ID. Moreover, no intracellular recordings allowed to identify
cellular subtypes involvement in population discharges nor measurement of Chloride-
related GABAergic currents’ reversal potential. Slicing the cortex has been
demonstrated to alter the extracellular matrix, and to modify the chloride reversal
potential (Glykys et al., 2014). However, in our past studies, spontaneous epileptic
activities have never been recorded in vitro from control human tissue (Pallud Science
Transl Med 2014 — Dossi In Rev) and interictal discharges were found to be generated
at a similar site from a slice to the other in the same tissue, indicating local preexisting
modifications than direct traumatism related to the slicing procedure.

First, we show that FCDs display different IID patterns according to their histology.
Frequency was higher in type Il than in types | and Il, suggesting that the severity of
cortical disorganization was inversely correlated with the ability to generate IID.
Histological studies have already segregated FCD type I-Ill from FCD type Il (Medici
et al., 2016). Immunostaining of Paravalbumin+ (PV) interneurons showed a global
reduction of PV immunoreactivity in type | and Il FCDs, without significant differences
from cryptogenic cases. In type Ill FCDs, on the other hand, the number of PV+ /
GADG65/67 neurons does not appear to be modified, but their location is redistributed.
Differences in electrophysiological properties were also shown at the cellular level
between subtypes of FCD, and within extensive FCD. Correlation between clinical,
imaging, electrocorticography, histology and electrophysiological responses from
dissociated neurons showed that in the most severe areas of CD there was a decrease
in glutamatergic activity, and an increase in GABAergic activity (Cepeda et al., 2005).

Second, GABAA receptor competitive antagonist Picrotoxine blocked IID in 2/3 cases
in the present study. Dysfunction of GABAergic transmission has already been
demonstrated in acute human slices of FCD and on dissociated neurons but previous
data have proposed that reduced inhibition contributed to FCD epileptogenicity or did
not directly studied the characteristics of GABAergic signaling in basal conditions.
Whole cell patch clamp recordings from pyramidal cells in human FCD slices displayed
reduced IPSC frequency, along with a decrease in transporter mediated GABA
reuptake function (Calcagnotto, 2005). Increased GABAergic currents were recorded
on cytomegalic neurons along with a decreased sensitivity to zolpidem and zinc
illustrating altered a1 and y2 subunits alteration of GABA receptor composition (André
et al., 2008). When bathed in the potassium channels blocker 4AP ACSF, acute slices
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of FCD from epileptic patients could generate interictal and ictal discharges but no
activity has already been reported in basal condition (Avoli et al., 1999). Blocking
GABAA\ receptors with biccuculine transformed the ictal activity into regular interictal-
like activity, whereas increasing GABAergic transmission with phenobarbital increased
the duration and amplitude of both ictal and interictal events(D'antuono et al., 2004).
Our data stress the positive involvement of GABAergic transmission and shows, for
the first time, that spontaneous interictal discharges are triggered rather than controlled
by GABAA signals.

Third, the specific NKCC1 blocker Bumetanide stopped IID generated in the dysplastic
cortex. To our knowledge, this is the first report of the antiepileptic effect of Bumetanide
in human cortical slices of FCD. NKCC1 drives neuronal chloride influx, and supports
depolarizing effect of GABA early in embryogenic life, and is later counterbalanced by
KCC2 chloride cotransporter expression that leads to chloride hyperpolarizing currents
with GABAAR activation (Kaila et al., 2014). Immunostaining studies showed in FCD
type lIb an increase in NKCC1 immunoreactivity in both neurons and glial cells as
compared to control cortex (Aronica et al., 2007), especially in neurons expressing o.1
subunit of GABAA receptors. In contrast, if neuronal somatic KCC2 immunoreactivity
was observed in 67% of the cases, their cellular distribution was altered. This was
confirmed in both TSC and FCDIIb post operative human tissues with an increase of
the NKCC1/KCC2 ratio (Talos et al., 2012). This shift in Chloride cotransporter toward
embryonic expression may also be worsened by the localization of KCC2 in FCDIIb,
as immunoreactivity was found in the cytoplasm of cytomegalic neurons, but not on
the membrane per se. It is suggested that mTOR pathway could be implicated, as
phosphorylation of KCC2, mediated by Protein Kinase C, itself activated by mTORC?2,
reduces endocytosis process.

CONCLUSION:
In vitro recording of cortical slices from human FCD enlighten the role of GABAergic

transmission through perturbed chloride homeostasis in the generation of spontaneous
interictal discharges.

86



Table 1:

Summary of the patient data

Patien | Patien | Age of 1° EEG MRI Number and Surgery Localizatio | Histology Number of
t t/ Sex | Seizures Name of AEDs n of slices with
| Age | Sz frequency Sample spontaneou
Seizure s IID
semiology
1 1/M/ | 6 months Spasms | Right TPO 2 Right Inferior FCDIb 1/3
2.8y >5 Sz/day posterio | blurring and Vigabatrin / posterior parietal
Epileptic r ASL Topiramate quadrant lobule
spasms quadran | hypoperfusion disconnectio
t n
2 2/M/ | 18 months Rythmic | Left occipital 3 Left occipital | Left occipital | FCD Il b 2/3
5y 2Sz / day L lobe cortical Stiripentol lobectomy pole (V2)
Loss of occipital | thickening /Vigabatrin /
consciousnes | spikes G/W matter Topiramate/
S blurring
Ictal blindness ASL
hypoperfusion
3 3/F/ 9y Rythmic | FLAIR 3 Right frontal | Pars FCDIlc 3/4
11y 1Sz/day R frontal | hypersignal Carbamazepin | + insular opercularis
Gustatory spikes and ASL e / Zonisamide | cortectomy
hallucinations | and hypoperfusion | / Clobazam after SEEG
/ loss of waves right frontal
consciousnes operculum
s / Tonic
seizures
4 4/M/ | 10 months Right Right frontal 3 Right fronto- | Pars FCD Il b+ 4/5
4.6y >3 Sz / Day frontal lobe Lamotrigine / insular orbitalis Pial
Hypermotor slow hypotrophy Valproate / lobectomy angiomatosis
Seizures waves and G/W Topiramate after SEEG
blurring
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ASL

hypoperfusion
5/F/ |5yo Left Left temporal | 3 Left temporal | Temporal FCD Il b + 2/2
9.9y 1 Sz / day tempora | lob G/W Levetiracetam / | lobectomy pole gangliogliom
Partial | spikes | blurring and Lamotrigine / a
Seizures and ASL Topiramate
waves Hypoperfusio
n
FLAIR
hypersignal of
the uncus
6/M/ | 7yo Left Left temporal | 1 Left temporo- | Temporal FCDIc+ 2/2
9.4y 10Sz / day fronto lobe G/W Carbamazepin | insular pole neuronal
Partial tempora | blurring and e lobectomy heterotopia
Seizures + | slow ASL after SEEG
motor waves hypoperfusion
manifestation
S
7/F/ | 3yo Rythmic | Normal 2 Right frontal | Superior FCDlc 2/2
7.4y 1Sz/day left morphological | Valproate / pole frontal
Partial Sz + spike- MRI Lamotrigine cortectomy sulcus
Head wave F1/F2 sulcal after SEEG
deviation hypoperfusion
on ASL
8/F/ | 3yo Right Right 3 Right Temporal FCD Illa + 2/3
16.9 >1 Sz /day tempora | temporal lobe | Lacosamide / temporal pole Hippocampal
Partial | slow G/W blurring, | Lamotrigine / lobectomy sclerosis
Seizures waves and ASL Clobazam
hypoperfusion
Hippocampal
sclerosis
9/M/ | 1,5y0 Right Right 3 Right Temporal FCDIll a + 1/4
13.1 1Sz/day tempora | temporal lobe | Valproate / temporal pole Hippocampal
Partial | spikes | G/W blurring, | Carbamazepin | lobectomy sclerosis
Seizures e / Clobazam after SEEG
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and ASL
hypoperfusion
Hippocampal
sclerosis
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FIGURES

Figure 1:
Overview of spontaneous Interictal Discharges

A: Cortical slice on the MEA. The LFP are superimposed on the slice at the location of
each contact of the 12/10 matrix. IID are recorded on 18 electrodes (red).

C: MRI of 3 subtypes of FCD and the associate LFP recordings of spontaneous
interictal discharges in type lll, |, and type Il FCD

C: Box plot illustrating the different pattern of 1ID according to histological subtype in
term of amplitude, frequency and duration.

Figure 2:
Effect of Picrotoxin on spontaneous interictal discharges

LFP recordings under ACSF, Picrotoxin, and after wash out

Figure 3:
Effect of Bumetanide on spontaneous interictal discharges

A: LFP recordings under ACSF, Bumetanide and after wash out

B: Scatterplot graph from one slice showing the evolution of amplitude and frequency
of IID as a function of time under ACSF, Bumetanide, and after wash out
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lll. DISCUSSION

Les buts de cette thése étaient de développer des méthodes de localisation in vivo des
dysplasies corticales par imagerie ASL, et de caractériser les anomalies
électrophysiologiques qui sous tendent leur activité épileptique in vitro.

Nous avons montré une hypoperfusion focale dans les dysplasies de type Il, et
développé une méthode d’analyse statistique de I'imagerie aidant a les identifier.

Les enregistrements in vitro sur matrice de micro électrodes nous ont permis
d’enregistrer les anomalies électrophysiologiques interictales des FCD et de les
corréler a un défect histologique et de neurotransmission. Nos résultats préliminaires
orientent vers une dysfonction GABAergique et une anomalie des co-transporteurs du
chlore.

Notre collaboration avec I'équipe du Dr. Rouach et du Dr. Dossi au CIRB a permis de
mettre en évidence une nouvelle cible thérapeutique dans les épilepsies lésionnelles
par inhibition des Pannexins1.

Ces travaux soulévent des questionnements qui nécessiteront des études ultérieures,
dans le cadre d’un programme translationnel de prise en charge médico chirurgicale
et de recherche sur les épilepsies lésionnelles pédiatriques a I'hépital Necker /

université Paris Descartes.

L’hypoperfusion ASL est maintenant intégrée en pratique courante dans notre bilan
diagnostique par imagerie des épilepsies lésionnelles, et notamment pour localiser la

zone épileptogene.

3.1.1 Validation sensibilité / spécificité / extension aux FCD type |

Nos études ont été réalisées sur de petits effectifs, avec une Iésion visible sur I'lRM,
et nécessitent une validation plus large. Actuellement, les données de perfusion ASL

sont colligées dans la base de données des enfants épileptiques bénéficiant d’'un bilan

pré-chirurgical. Il sera donc possible prochainement de calculer la sensibilité et la
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spécificité de I'hypoperfusion ASL, et d’estimer son apport en comparaison a des
techniques validées telles que le PET.

Notre étude s’est limitée aux FCD type I, or le développement des enregistrements
intra craniens de 'EEG (SEEG) dans notre centre depuis début 2015 nous a permis
d’opérer des patients avec une FCD mal limitée et notamment des FCD de type I. Nos
données préliminaires sur les FCD de type | retrouvent également une hypoperfusion,
mais qui est mal limitée, comme en imagerie métabolique par '®FDG-PET. Grace a
I'équipe « Image pour Imagine », la méthodologie d’analyse statistique sous SPM est
utilisée pour les patients bénéficiant d’'un bilan pré-implantation d’électrodes intra
cérebrales (SEEG), avec une analyse conjointe du T1 (voxel based morphometry
VBM), du FLAIR, et de 'ASL. Nous recueillons actuellement ces données pour les
FCD de type |, avec le but d’ici 3 ans (effectif suffisant de la cohorte) de comparer les
patterns de perfusion, aux anomalies IRM morphologiques (T1-FLAIR), métaboliques
(18FDG PET), et au pronostic post opératoire (la résection de la zone hypo perfusée

est elle un facteur pronostique ?).
3.1.2 Approche multimodale des anomalies interictales des FCD

Depuis 2016, nous avons acquis un systeme d’enregistrement de 'EEG couplé a I'|RM
fonctionnelle (IRMf-EEG). Nous avons déposé fin 2016 un projet au comité de
protection des personnes (CPP, protocole n° 2016-A00744-47) intitulé « cartographie
des réseaux épileptiques par imagerie multimodale ».

Tous les patients coopérants ont avant leur SEEG un protocole d’imagerie
multimodale, associant des séquences morphologiques (3D T1, cube FLAIR, axial et
coronal T2, cube DIR), des séquences de perfusion ASL (ASL et eASL), et des
séquences d’IRM fonctionnelle couplée a I'enregistrement de 'EEG.

L’acquisition de 'EEG pendant 'IRM nous permet d'étudier le de débit sanguin
cérebral en IRM ASL et de le caractériser en fonction des périodes interictales, ictales
ou post ictales immédiates.

Grace aux méthodes de normalisation sous SPM développées dans I'article 2 nous
intégrons dans le méme espace du MNI les différentes modalités d’imagerie,
notamment les zones en hypo-débit ASL, et les zones présentant une variation de
I'effet BOLD pendant les pointes.
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Nous souhaitons corréler ces anomalies IRM avec le « gold standard »
électrophysiologique, par I'analyse des anomalies interictales et ictales en SEEG.
Nous interpolerons sur I'IRM la localisation des oscillations hautes fréquences (fast
ripples) interictales, (Crépon et al., 2010; J. Jacobs et al., 2010) et I'epileptogenicity
Index calculé a partir des crises enregistrées en SEEG. (Davidet al., 2011) Nous
pourrons ainsi comparer la localisation de I'hypodébit en IRM ASL et les anomalies

BOLD en IRMf EEG avec les anomalies électrophysiologiques (ANNEXE 1).

Notre ambition a moyen terme, est de réduire les bilans invasifs de I'EEG, en
développant I'électrophysiologie peropératoire guidée par imagerie multimodale.
Nous projetons d’intégrer les anomalies de perfusion interictales préopératoires au
systtme de navigation peropératoire pour cibler les enregistrements
électrocorticographiques per opératoires, et optimiser les cortectomies, en intégrant

les oscillations hautes fréquences dans le plan de résection.

Nous avons montré une réduction du débit sanguin cérébral dans les FCD de type |,
colocalisée a 'anomalie histologique, et associée a une anomalie architecturale de la
micro-vascularisation. Néanmoins, diverses causes peuvent expliquer '’hypo-débit et

seront a investiguer prochainement.

3.2.1 Connedctivité fonctionnelle

Plusieurs études d’'imagerie ASL ont illustré le couplage neuro vasculaire en corrélant
activité neuronale et débit sanguin cérébral. L’'augmentation du débit sanguin cérébral
associée aux taches d’activations motrices permet ainsi de localiser le cortex moteur,
et de réaliser une ASL « fonctionnelle ». (Raoult et al., 2011) A l'inverse, le déclin
cognitif mnésique peut étre détecté dans différences sortes de démence, par une
réduction du débit sanguin cérébral dans les aires limbiques. (Xu et al., 2007) De plus,
la signal ASL évolue avec l'age de l'enfant et la myélinisation progressive de
'encéphale, (Wang et al., 2008). Le lien entre connectivité fonctionnelle et débit
sanguin cérébral a été montré par des études associant IRM fonctionnelle de repos et

95



ASL, puisque le débit sanguin cérébral est maximal au niveau des nceuds de réseau
(hubs). (Liang et al., 2013; Varkuti et al., 2011)

Une étude en cours (IRMf EEG-ASL) sur 9 patients aprés hémisphérotomie vise a
illustrer ce lien entre connectivité anatomique, fonctionnelle et chute de la perfusion
dans les hémispheres déconnectés (annexe2).

Nous émettons donc I'hypothése que I'hypoperfusion des FCD pourrait étre liée a une
déafférentation fonctionnelle de la zone dysplasique. Nous projetons d’étudier la
connectivité anatomique (imagerie par tenseur de diffusion, ADC), connectivité
fonctionnelle (IRMf-EEG) et la perfusion dans les dysplasies (IRM ASL).

3.22 mTOR

Une autre hypothése repose sur des anomalies de la micro-vascularisation dans les
dysplasies corticales focale, associées aux anomalies moléculaires de la voie mTOR.
En effet, une des cibles de mTOR est le facteur de transcription HIF 1o, impliqué dans
les mécanismes d’angiogénése associés a I'hypoxie. (Lipton and Sahin, 2014; Sharp
and Bernaudin, 2004)

3.2.3 Astrocytes

L’association d’une réduction du métabolisme neuronal en '®FDG-PET scan a
'hypodébit ASL souléve également I'hypothése d’'une dysfonction du réseau
astrocytaire, ou la déficience de la transmission glutamatergique en période interictale
dans les FCD.

En effet, le réseau astroglial permet la circulation du glucose via des gap junction
(connexin 30-connexin 43), en assurant I'apport énergétique aux neurones via la
libération du lactate dans le milieu extra cellulaire. Ces transports inter cellulaires sont
activité dépendants, via la signalisation glutamatergique des récepteurs AMPA.
(Rouach et al., 2008) De plus, les podocytes des astrocytes entourant les vaisseaux
sont riches en connexins, et régulent la vasodilatation capillaire donc le débit sanguin
via des vagues calciques astrocytaires. (Giaume et al., 2010)

Des anomalies de la répartition des Connexins 43 ont été retrouvées dans les FCD llb
(mais pas les FCD |, et lla), avec la constitution d’aggrégats, autour des ballon clls,

mais sans tropisme péri-vasculaire.
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Il serait donc pertinent, dans une future étude de corréler les zones en hypodébit ASL
/ hypométabolisme PET, avec I'expression quantitative et qualitative des Connexins
30-43, et de les comparer a des zones hémodynamiquement saines. Une analyse
fonctionnelle du réseau astrocytaire in vitro pendant les décharges interictales serait
également intéressante dans les FCD. Un enregistrement combiné des anomalies
électrophysiologiques sur le MEA, associée a I'analyse en imagerie bi-photonique des
vagues calciques du réseau astrocytaire permettrait de faire le lien entre les décharges
interictales et le couplage astroglial, et pourrait étre associé a des études
pharmacologiques bloquant les connexins 30-43.

Les FCD de type | et Il ont été regroupées sous une méme appellation, pour faciliter
le travail des cliniciens. Les données de cette étude, et de la littérature orientent vers
des pathologies distinctes : anomalie architecturale plus modérée, moins focale dans
les FCD de type I, en comparaison des FCD de type Il, plus restreintes
géographiquement mais comportant une perte compléte de I'organisation corticale et
la présence de cellules morphologiquement et physiologiquement anormales.

Le profil homogéne des FCD type Il a permis de les caractériser clairement sur le plan
électrique et radiologique, et plus recemment sur le plan moléculaire, avec 'anomalie
de la voie de mTOR.

Il N’y a actuellement pas de données probantes sur le défect génétique a I'origine des
FCD de type |, et une perspective de ce travail de thése serait de réaliser le
séquencage du génome, et du transcriptome des FCD de type |, d’autant que les
prélevements per opératoires sont systématiquement congelés et conservés dans la
tumorotheque de notre centre. Cette démarche pourrait notamment s’intégrer dans les
thématiques de biologie du développement cortical, développées dans linstitut de
recherche Imagine sur le site de I'hdpital Necker.

Nous avons montré que les anomalies interictales des dysplasies corticales focales
étaient spécifiques du sous type histologique, et étaient associées a une anomalie
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d’expression des co transporteurs du chlore, aboutissant a une dysfonction de la
transmission GABAergique.

Nous avons distingué l'activation des hémi-canaux de type pannexine 1, qui sont
activés pendant les événements ictaux, et participent a I'’hyperexcitabilité neuronale
avec l'activation des récepteurs purinergiques P2 par I'ATP extra cellulaire

3.4.1 Suite de cette étude

Notre étude a étudié un nombre limité de patients, et s’est concentrée sur les
anomalies interictales, sans analyser les décharges ictales induites.

Les enregistrements MEA étaient exclusivement en potentiels de champ locaux, ne
permettant pas de réaliser de « spike sorting » en raison de la distance inter-électrodes
élevée. Les sous types de neurones a l'origine des décharges inter ictales n’ont donc
pas éte identifiés

Cette étude devra donc étre poursuivie sur un nombre plus important de malades, en
intégrant des enregistrements en patch clamp, ou avec des tétrodes, pour calculer le
potentiel d’inversion du GABA, et déterminer les populations neuronales a l'origine des
décharges interictales (interneurones, vs. Cellules pyramidales).

L’étude de l'ictogénése dans les FCD devra également étre réalisée, pour déterminer,
si par homologie aux données de |'épilepsie temporale par sclérose hippocampique,
la transition a la crise implique des décharges pré-ictales glutamatergiques, élargissant
le scénario établi dans le cortex péri-tumoral ou la sclérose aux pathologies

malformatives.

3.4.2 Matrice extra cellulaire

Si les anomalies du chlore associées aux modifications pathologiques d’expression
des co transporteurs du CI" semblent universels dans les études in vitro de cortex
humain d’épilepsies Iésionnelles, ces données pourraient étre artéfactuelles,
secondaires a la section de la tranche et I'altération des macromolécules de la matrice
extra cellulaire. En effet, dans un modéle murin de tranche d’hippocampe, la
concentration de chlore intra cellulaire est inversement proportionnelle a la profondeur
des neurones par rapport a la surface de la tranche de cortex. Les neurones

« traumatisés » ayant une haute concentration en chlore sont hyper excitables, en
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raison d’'une action dépolarisante du GABA. (Dzhala et al., 2012) La section de la
tranche de cortex pourrait ainsi provoquer une dégradation artéfactuelle des
glycosaminoglycanes de la matrice extra cellulaire, responsables du gradient de
chlore transmembranaire et de I'épileptogénicité in vitro. (Glykys et al., 2014) Les
glycosaminoglycanes de la matrice extracellulaire pourraient directement étre
impliquées dans I'épileptogénicité de diverses Iésions cérébrales.

Cette thése va étre suivie par une mobilité de 6 mois en tant que « post doctoral
research fellowship » dans le laboratoire du Pr Kevin Staley, sur cette thématique
particuliere. Le laboratoire porte un projet translationnel sur ['épilepsie post
traumatique, in vitro, in vivo dans un modeéle porcin de traumatisme cranien, et chez
'homme. L’hypothéese est une altération des glycosaminoglycanes de la matrice extra
cellulaire dans le traumatisme cérébral, a l'origine d’une augmentation de [CITi,
expliquant 'cedéme cérébral et I'épilepsie, associée a une activation des métallo-
protéinases (MMP9).

Cette expérience me permettra une vision critique de nos protocoles in vitro sur tissu
humain, et me permettra d’acquérir des techniques de laboratoire d’étude de la matrice
extra cellulaire, et de mesure du [CIi par imagerie bi-photonique, qui pourront étre
appliqués a I'étude expérimentale du cortex dysplasique humain.

3.4.3 Enregistrements par MEA

Les chambres d’enregistrement des MEA utilisés dans cette étude sur les FCD ont été
spécialement dessinés pour I'étude du tissu humain, leur grande surface permet
d’enregistrer des surfaces corticales de 10/ 15 mm. La photographie de la tranche sur
le MEA permet par la suite de corréler les données électriques et histologiques.

L’application idéale du MEA est donc I'enregistrement de la transition entre cortex
lésionnel et péri Iésionnel, afin de cartographier les activités interictales et ictales en
relation avec la localisation de la Iésion. Les dysplasies de fond de sillon sont des
candidates idéales pour de telles études, de méme que les LEAT (Low Grade Epilepsy
Associated Tumors) tels que gangliogliomes et DNET, qui ont un contingent
dysplasique associé a la tumeur. Des immunomarquages multiples ciblant les
neurones (NeuN), interneurones( PV,GAD), astrocytes (GFAP), les connexins ou

pannexins, la voie mTOR (pS6), ou méme des marquages tumoraux permettront des
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corrélations histo-électriques, a I'échelle cellulaire ou du réseau de neurones. De plus,
les techniques récentes de clarification du tissu associées a [imagerie
tridimensionnelle en immuno fluorescence, (Renier et al, 2014) seraient
particulierement adaptées pour les troubles de l'architecture colonnaire ou laminaire

associés.

Par ailleurs, le MEA peut aider a cibler les explorations en biologie moléculaire,
notamment dans les FCD de type |. En effet, il est possible de réaliser des micro
dissections des tranches corticales, en isolant les zones générant spontanément une
activité inter ictale des zones normales. Une analyse comparée en biologie moléculaire
pourrait montrer des mosaiques au sein du cortex dysplasique, expliquant la difficulté
des explorations génétiques prenant en compte I'ensemble du cortex réséque.

Enfin, [lutilisation récente dans notre pratique de la SEEG, et aussi de
I'électrocorticographie per opératoire ouvre la voie a des comparaisons in vitro des
zones résequées générant ou pas in vivo des anomalies interictales. Particulierement,
les zones générant des HFO pourraient étre ciblées, et étudiées en combinant MEA,
patch et imagerie biphotonique avec un fluorophore potassique, afin de mieux
appréhender les mécanismes des oscillations hautes fréquences dans le cortex

humain.
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IV. Conclusion

Cette étude a permis de consolider le travail multidisciplinaire autour de la chirurgie de
I'épilepsie. Elle a donné naissance a des données originales dans le domaine de la
localisation des FCD mais aussi dans I'étude in vitro des piéces opératoires afin de
comprendre les mécanismes de I'épileptogénicité des FCD.

Elle a surtout permis de mettre en perspectives des travaux prospectifs couplant les
données radiologiques (IRM ASL), électrophysiologiques de surface (IRMf-EEG) et
intracraniennes (SEEG/électrocorticographie) aux approches in vitro
électrophysiologiques et histologiques.

Cette approche multidisciplinaire et multimodale est prometteuse pour une meilleure
thérapie des FCD de 'enfant.
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V. Annexes

Annexe 1 : approche multimodale des dysplasies par IRM-ASL, EEG-IRMf, et
SEEG

L’ensemble des imageries sont normalisées dans I'espace du MNI, et analysées sous
SPM permettant la comparaison des anomalies électrophysiologiques et de perfusion
interictales et ictales.

A : IRM ASL, montrant une hypoperfusion frontale gauche (débit sanguin cérébral=
40mL /100mg / m,)

B : IRMf-EEG, orientant vers les gyri F2-F3 gauches

C : Analyse statistique de I'ASL préopératoire interpolée sur I'IRM préopératoire
normalisée. Hypoperfusion statistiquement significative (p<0.001) au niveau du sillon
frontal inferieur et de F2

D : Carte d’Epileptogénicité obtenue aprés traitement du signal SEEG selon la
meéthodologie de I'epileptogenicity index. (Blauwblomme et al., 2013; David et al.,

2011). Le maximum d’épileptogénicité se situe dans le sillon F2/F3
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E : Analyse statistique de I'’ASL post opératoire, interpolée sur I'lRM postopératoire
normalisée. Colocalisation de I'’hypoperfusion et de la résection chirurgicale (sauf la

région motrice qui n’a pas été résequeée)
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Lors d’'une déconnection hémisphérique, le cortex est préservé, mais I'ensemble des
voies d’associations inter hémisphérique, thalamo-corticales, et de projections sous
corticales sont sectionnées. Nous illustrons ainsi le couplage connectivité anatomique
et fonctionnelle avec la perfusion cérébrale.

A : Imagerie post opératoire hémisphérotomie gauche. A1 : T1 coronale, A2 : diffusion,
A3 : ASL.

Hypoperfusion de 'hémisphére gauche, sans anomalie de diffusion corticale

B : analyse statistique de '’ASL montrant une diminution significative du débit sanguin
cérébral dans ’hémisphere opéré

C : imagerie post déconnection temporo pariéto occipitale gauche et résection
insulaire. C1 : T1 sagittal, C2 : Diffusion, C3 : ASL.

Hypoperfusion du carrefour gauche sans anomalie de diffusion corticale

D : analyse statistique de 'ASL montrant une diminution significative du débit
sanguin cérébral dans le carrefour gauche.
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VIl. RESUME

Les dysplasies corticales (FCD) sont une cause fréquente d’épilepsie Iésionnelle
requérant un traitement chirurgical, caractérisées par I'association de troubles de
I'architecture corticale et la présence de cellules neuronales et/ou gliales anormales
Les FCD restent parfois difficiles a identifier / localiser et la physiopathologie des
activités épileptiques qu’elles produisent reste mal connue.

L'objectif de ce travail est d’optimiser la localisation anatomique et fonctionnelle des
FCD chez I'enfant et d’étudier leur épileptogénicité par une double approche, in vivo
en imagerie de perfusion IRM-ASL (Arterial Spin Labeling), et in vitro par
enregistrements de tissus humains post-opératoires sur matrice de micro électrodes.
L’intérét de I'étude de ces dysplasies chez I'enfant est majeure a un age ou la
récurrence des crises n'a pas encore modifié le réseau ....

Tout d’abord, nous avons montré une hypoperfusion focale des dysplasies corticales
focales de type Il colocalisée & I'hypo métabolisme en '®FDG-PET scan et au défect
histologique. Nous avons développé une méthode d’analyse statistique du signal ASL
permettant I'intégration des données objectives de I'imagerie dans une approche
multimodale des anomalies interictales associant ASL et IRM fonctionnelle-EEG.

Ensuite, nous avons exploré in vitro des tranches de cortex humain dysplasique post-
opératoire. La présence d’activités épileptiques interictales spontanées témoignait de
la persistance des caractéristiques épileptogéniques des FCD, variables selon les
sous types histologiques. L’étude de la signalisation GABAergique et de la régulation
du chlore a montré que le co transporteur du chlore NKCC1 chargeait excessivement
les neurones en chlore alors que son concurrent KCC2, extrudant normalement ces
anions, était down-régulé. La dérégulation neuronale du chlore qui en résulte est a
I'origine d’effets paradoxalement dépolarisants du GABA, rendant compte non pas
d’'une perte d’inhibition GABAergique mais de son implication active dans les
processus épileptiques.

Enfin, nous avons contribué a mettre en évidence le réle des hémicanaux
Pannexines1, et de la transmission purinergique dans l'initiation et la maintenance des
activités ictales, ouvrant une nouvelle piste thérapeutique chez les patients présentant
ces épilepsies pharmaco résistantes.

Mots clés :

Dysplasie Corticale Focale. ASL-MRI. "®FDGPET. MEA. Ictogenese. Co transporteurs
du chlore. NKCC1. KCC2. GABA. Pannexine 1.
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ABSTRACT:

Focal cortical Dysplasias (FCD) are a frequent etiology of lesional epilepsy, requiring
surgical treatment. They are defined by abnormalities of cortical architecture
intermixed with the presence of abnormal neuronal or glial cells. Imaging FCD remains
challenging, both to detect and map the lesion, and the pathophysiology of the epileptic
discharges they produce is incompletely understood.

The aim of this PhD is to improve in vivo FCD mapping in children with perfusion MR,
and to study in vitro their epileptogenicity with human postoperative cortical slices
electrophysiological recordings on micro electrode arrays.

First, we showed with ASL MRI (Arterial Spin Labeling) a focal hypoperfusion in type
Il FCD, colocalized with 18FDG-PET hypo metabolism and histological defects. We
developed a statistical analysis of ASL under SPM integrated in a multimodal approach
of FCD with EEG-fMRI and ASL-MRI.

Second, we studied in vitro slices of human postoperative dysplastic cortex. We could
record reliable spontaneous inter ictal discharges, specific of the histological subtype,
showing that tissues retain epileptogenic features. We focused our study on
GABAergic signaling and neuronal chloride regulation. We have identified an
excessive chloride load in neurons by the co transporter NKCC1 whereas chloride
extrusion was deficient because of KCC2 down regulation. The consequent chloride
dysregulation resulted in paradoxical GABAergic depolarization, responsible for a loss
of inhibitory processes but also a shift to excitatory effects of GABAergic signals.
Third, we also contributed to a study on Pannexin hemichannels, revealing that
Pannexin1 channels sustain initiation and maintenance of ictal activity though
purinergic neurotransmission in human cortical slices, supporting new anti epileptic
targets in human pharmaco resistant epilepsies.

KEY WORDS
Focal Cortical Dysplasia, ASL-MRI. "*EDGPET, MEA, Ictogenesis, Chloride Co
Transporters, NKCC1, KCC2, GABA, Pannexine 1.
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