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1RÉSUMÉ 

 Caractérisation du profil neurophysiologique des encéphalopathies épileptiques liées 

aux gènes DEPDC5 et NPRL3 

 

Par 

Madora MABIKA 

Programmes de Physiologie 

 

Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 

du diplôme de maitre ès en sciences (M.Sc.) en Physiologie, Faculté de médecine et des 

sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

 

Mots clés : Épilepsie; DEPDC5; NPRL3; mTOR, GABA, Stimulation magnétique 

transcrânienne; électroencéphalographie; spectroscopie par résonance magnétique.  

 

Les encéphalopathies épileptiques représentent un ensemble de syndromes qui se 

manifestent par de l’épilepsie réfractaire, généralement associée à des troubles 

neurocognitifs, un déficit intellectuel, et dans certains cas à des malformations du 

développement cortical. Nous nous intéressons ici aux gènes DEPDC5 et NPRL3, codant 

pour deux sous unités d’un des principaux complexes régulateurs de la voie de signalisation 

cellulaire mTOR, le complexe GATOR1. Les mutations des gènes DEPDC5 et NPRL3 sont 

à la base d’un large spectre de phénotypes épileptiques, pouvant être associés à de la 

dysplasie corticale focale, possiblement médiés par une hyperactivation de la voie de 

signalisation mTOR.  

 

Plusieurs études animales et quelques rares études humaines ont ouvert la voie vers une 

meilleure compréhension de leur physiologie, notamment quant aux mécanismes régulant 

l’excitabilité et l’inhibition corticale dont le déséquilibre est impliqué dans la survenue 

d’épilepsie. Sur la base d’études animales, nous avons émis l’hypothèse qu’en comparaison 

à des individus sains, un dysfonctionnement du système GABAergique, le principal 

neurotransmetteur inhibiteur du système nerveux humain, devrait être présent chez les 

individus porteurs de mutation des gènes DEPDC5 et NPRL3. 

 

Notre objectif est donc d’évaluer différents aspects du système GABAergique dans les 

syndromes associés aux mutations des gènes DEPDC5 et NPRL3 à l’aide d’une approche 

multimodale basée sur l’utilisation de la stimulation magnétique transcrânienne, la 

spectroscopie par résonance magnétique et l’électroencéphalographie. L’utilisation 

combinée de ces trois techniques permettra notamment de tester l’intégrité des récepteurs 

GABAergiques, d’évaluer l’excitabilité corticale et de mesurer les concentrations de 

neurotransmetteurs inhibiteurs et excitateurs; offrant ainsi une approche holistique de la 

neurophysiologie de ces syndromes. 
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2SUMMARY 

Neurophysiological assessment of DEPDC5- and NPRL3-related epileptic 

encephalopathies  

 

By 

Madora MABIKA 

Physiology Program 

 

Thesis presented at the faculty of medicine and health sciences for the obtention of Master 

degree diploma, maître ès sciences (M.Sc.), in Physiology, Faculty of medicine and health 

sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 

 

 

Keywords: Epilepsy; DEPDC5; NPRL3; mTOR, GABA, transcranial magnetic stimulation; 

electroencephalography; magnetic resonance spectroscopy. 

 

Epileptic encephalopathies are a group of syndromes marked by refractory epilepsy, usually 

associated with neurocognitive disorders, intellectual deficit, and in some cases with 

malformations of cortical development. We are interested here in the DEPDC5 and NPRL3 

genes, coding for two subunits of one of the main regulatory complexes of the mTOR cell 

signaling pathway, the GATOR1 complex. Mutations in the DEPDC5 and NPRL3 genes 

underlie a broad spectrum of epileptic phenotypes, which may be associated with focal 

cortical dysplasia, possibly mediated by hyperactivation of the mTOR signaling pathway.  

 

Several animal studies and a few rare human studies have paved the way for a better 

understanding of their physiology, particularly regarding the mechanisms regulating 

cortical excitability and inhibition, the imbalance of which is involved in the onset of 

epilepsy. Based on animal studies, we hypothesized that in comparison to healthy 

individuals, dysfunction of the GABAergic system, the main inhibitory neurotransmitter of 

the human nervous system, should be present in individuals carrying DEPDC5 gene 

mutations. and NPRL3.  

 

Our objective is therefore to evaluate different aspects of the GABAergic system in 

syndromes associated with DEPDC5 and NPRL3 gene mutations with a multimodal 

approach based on the use of transcranial magnetic stimulation, magnetic resonance 

spectroscopy and electroencephalography. The combined use of these three techniques will 

notably make it possible to test the integrity of GABAergic receptors, to evaluate cortical 

excitability and to measure the concentrations of inhibitory and excitatory 

neurotransmitters; thus offering a holistic approach to the neurophysiology of these 

syndromes. 
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1INTRODUCTION 

 

Les encéphalopathies épileptiques  

 

Le terme « encéphalopathie » est introduit dans le lexique médical au XIXe siècle, formé à 

partir des racines grecques enkephalos (« cerveau ») et pathos (« souffrance ») par le 

médecin Louis Tanquerel des Planches. Ce terme désigne initialement toute affectation de 

l’encéphale (comprenant le cerveau, le cervelet et le tronc cérébral).  Bien qu’il soit 

aujourd’hui d’usage courant en médecine, le terme renvoie à une condition clinique très 

hétérogène alors qu’on compte à ce jour une quinzaine de types d’encéphalopathies, 

pouvant être d’origine génétique métabolique, toxique, ischémique, dégénérative, auto-

immune, ou autre. Parallèlement à ce large spectre étiologique, l’ensemble des 

encéphalopathies présente une grande variété de degré de sévérité. Cependant les 

encéphalopathies se distinguent communément par des atteintes cognitives et 

comportementales accompagnant des syndromes neurologiques caractéristiques, 

notamment l’épilepsie (Capovilla et al., 2013). 

 

Évolution historique du concept d’encéphalopathie épileptique 

 

C’est en 1841 que le Dr. West fait la première observation d’un cas de convulsions 

récurrentes associées à une altération des facultés cognitives, chez l’enfant (West, 1841). 

Trois décennies après l’apparition du premier électroencéphalographe (EEG), Gibbs et 

Gibbs identifient une anomalie de l’activité électrique cérébrale commune à tous les cas de 

spasmes infantiles similaires à celui observé par le Dr. West (Gibbs et Gibbs, 1952). Un 

signal marqué par des ondes de haute amplitude, asynchrones et irrégulières présentes, 

entre les épisodes de convulsion (hypsarythmie). C’est seulement en 1964 que Gastaut et 

collaborateurs statuent sur ce que l’on connait aujourd’hui comme étant le syndrome de 

West (Gastaut et Poirier, 1964). Simultanément à cette description fondatrice, de nombreux 
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autres rapports de cas ont permirent une consolidation du concept d’encéphalopathie 

épileptique.  

 

Dans les années 50 Lennox et Davis décrivent des premiers cas d’épilepsie infantile 

associée à de sévères retards neurodéveloppementaux (Lennox et Davis, 1950). Ces 

observations sont plus tard corroborées par Gastaut et collaborateurs qui, sur l’études de 

plusieurs cas similaires contribuent à l’identification de symptômes propres à cette 

affectation (Gastaut et al., 1963).  

Ohtahara et collègues identifient, en 1976, ce que l’on considère aujourd’hui comme l’un 

des syndromes épileptiques les plus sévères, marqué par des crises épileptiques de type 

tonique qui s’accompagnent ensuite de troubles physiques et mentaux sévères au cours du 

développement. Les cause du syndrome d’Ohtahara incluent un large panel d’étiologies 

(génétiques, structurelle métaboliques, hypoxique-ischémique, entre autres) dont certaines 

restent encore inconnues (Pavone et al., 2012; Shbarou et Mikati, 2016), laissant la majorité 

des patients avec un très faible pronostique vitale. Dans la plupart des cas lorsque la 

maladie n’entraine pas un décès prématuré (a deux ans en moyenne), les cas d’EIEE 

évoluent vers un syndrome de West ou un syndrome de Lennox-Gastaut au cours du temps 

(Yamatogi et Ohtahara, 2002; Beal et al., 2021). 

 

En 1978, le médecin français Charlotte Dravet décrit des cas de crises fébriles prolongées 

ainsi que des crises cloniques ou hémi-cloniques généralisées, se manifestant typiquement 

chez l’enfant, aux alentours de six mois. Ce tableau clinique décrit ainsi le phénotype le 

plus sévère associé aux mutations du gène SCN1A codant pour la sous-unité alpha du canal 

sodique voltage dépendant (Nav1.1) (Depienne et al., 2009 ; Zuberi et al., 2011). Avec une 

corrélation génotype-phénotype démontrée dans près de 80% des cas, l’épilepsie 

myoclonique sévère chez l’enfant ou syndrome de Dravet est aujourd’hui considéré comme 

un modèle archétypal d’encéphalopathie épileptique ; faisant du gene SCN1A l’un des 

modèles les plus pertinents dans l’étude de l’épilepsie pédiatrique. (Brunklaus et Zuberi, 

2014) 
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Au cours du siècles dernier, le concept d’encéphalopathie épileptique s’est donc construit 

sur la description de conditions neurologiques pour lesquelles l’activité épileptique et 

interictale joue un rôle central. Ce concept renvoie notamment à une déclinaison de 

syndromes ayant tous en commun l’apparition de troubles neurodéveloppementaux. Ainsi, 

la ligue internationale contre l’épilepsie (ILAE) statue sur une définition des 

encéphalopathies épileptiques qui renvoie à « la notion que l’activité épileptique elle-même 

contribuerait à de sévères troubles cognitifs et comportementaux, au-delà de ce que l’on 

pourrait attendre la pathologie sous-jacente seule » (Berg et al., 2010).  

 

Cependant, les différences entre les encéphalopathies épileptiques précoces (e.g., Syndrome 

d’Ohtahara) et tardives (e.g., syndrome de Lennox-Gastaut) soulèvent encore des questions 

quant au lien causal entre l’activité épileptique et les atteintes neurodéveloppementales 

(Khan & Al Baradie., 2012 ; Striano et al., 2013) 

 

Physiopathologie des encéphalopathies épileptiques 

 

On reconnait aujourd’hui que le concept d’encéphalopathie épileptique implique une 

dualité entre l’activité épileptique et les troubles neurodéveloppementaux. Au cours des 

dernières décennies, l’avancée des recherches en génétique et en imagerie médicale a 

permis d’aboutir à un tel consensus (Lado et al., 2013) tout en ouvrant la voie vers de 

nouvelles hypothèses concernant les mécanismes sous-jacents au développement de ces 

syndromes. Cependant, le lien causal entre l’activité épileptique et son degré d’implication 

dans l’apparition des troubles neurodéveloppementaux (plus ou moins sévères) est toujours 

sujet à controverse (Lado et al., 2002, Henderson et al., 2011; Klen et al., 2012; Lado et al., 

2013). En effet, la définition même du concept établi par l’ILAE, met l’accent sur « la 

nature, bien souvent inconnue, de la cause apparente d’une encéphalopathie » (Engel, 

2001); la pathologie pouvant ainsi être le résultat d’une activité épileptique persistante, tout 

comme l’activité épileptique pourrait en fait résulter ou se développer simultanément à 

l’encéphalopathie.  
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On constate notamment que malgré la fréquence et la sévérité des crises observées dans les 

cas d’épilepsie infantile ou d’épilepsie frontale, ces syndromes sont souvent associés à des 

troubles cognitifs mineurs, voire inexistants. Inversement, des crises plus brèves, 

sporadiques et moins prononcées à l’électroencéphalographie semblent généralement être à 

l’origine de troubles cognitifs très sévères dans des cas d’encéphalopathie épileptique tels 

que le syndrome de Lennox-Gastaut et le syndrome de West. La majorité des études 

animales menées jusqu’à présent a permis de montrer de façon tangible qu’une activité 

épileptique induite de façon expérimentale entraîne des dommages cognitifs 

significativement moins importants que les troubles cognitifs caractéristiques des 

encéphalopathies épileptiques. Par ailleurs, la présence de crises, leur fréquence et leur 

degré de sévérité ne semble pas directement prédire l’ampleur des troubles cognitifs 

observés. Cela soulève certaines questions dont les réponses permettraient de combler le 

manque de connaissance actuel quant à la nature des encéphalopathies épileptiques. Quels 

sont les mécanismes à la base du large spectre phénotypique des encéphalopathies 

épileptiques ? L’activité épileptique est-elle au centre de la physiopathologie de ces 

syndromes ? A-t-elle nécessairement un effet exacerbant sur le développement des troubles 

cognitifs ? Au cours des deux dernières décennies, de nombreuses recherches ont apporté 

divers éléments de réponses permettant d’étayer des hypothèses quant à l’origine des 

encéphalopathies épileptiques. Dans leur revue, Lado et collaborateurs se prononcent sur 

trois des mécanismes les plus probants (Lado et al., 2013). 

 

1. Anomalie de la fonction neuronale corticale - Plusieurs approches génétiques ont 

mis en évidence une perturbation de la fonction neuronale (particulièrement 

interneuronale) corticale dans le processus physiopathologique des 

encéphalopathies épileptiques. Dutton et collègues se sont intéressé aux effets de la 

perte de fonction du gène SCN1A dans différentes populations de neurones chez la 

souris. En comparaison aux souris de type sauvage, ils ont observé une 

haploinsuffisance de la protéine Nav1.1 des interneurones corticaux chez les souris 

hétérogènes pour le gène SCN1A. Cette haploinsuffisance était fortement associée à 

une diminution du seuil de crises convulsives et à une activité épileptique spontanée 

significativement plus fréquente (Dutton et al., 2013). D’autres altérations 
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génétiques se sont révélées être caractéristiques d’encéphalopathies épileptiques 

précoces. Entre autres, l’étude du gène ARX (impliqué dans le développent cortical 

via la synthèse de facteurs de transcription) a permis d’établir un lien entre ses 

diverses mutations et les phénotypes cliniques les plus fréquents. Par exemple, des 

données suggèrent que la délétion d’un triplet GCG-polyalanine dans la séquence 

du gène ARX chez l’animale résulte en un phénotype similaire à ceux observées 

cliniquement dans les syndromes de West de d’Ohtahara a été inédifiée par 

séquençage génétique dans certains cas de syndrome de West liés à l’X et du 

syndrome d’Ohtahara (Kato et al., 2003; Poirier et al., 2008; Lado et al., 2013). Par 

ailleurs, l’étude de modèles animaux hétérozygotes ont permis d’éclaircir les effets 

de la mutation du gène ARX au niveau cortical. Marsh et collaborateurs ont 

démontré une réduction du contingent d’interneurones corticaux ainsi coïncidant 

avec une augmentation de crises convulsives précoces chez les souris ARX+/- en 

comparaison aux souris de type sauvage (Marsh et al., 2009) 

 

2. Dysplasie corticale Focale - L’intégrité structurelle corticale semble également être 

sujette à des modifications qui favorisent le processus physiopathologique des 

encéphalopathies épileptiques. Au sein du cortex, les interneurones inhibiteurs 

veillent au contrôle de l’activité excitatrice des neurones pyramidaux de la même 

façon qu’un interrupteur établi et rompt la circulation du courant dans un circuit 

électrique. On en distingue plusieurs groupes sur la base de leurs propriétés 

histochimiques (p.ex. les interneurones contenant de la parvalbumine) et 

électrophysiologiques (p. ex. les interneurones à décharge rapide ou fast-spiking 

interneurons (FS)) (Cammarota et al., 2013, Lado et al., 2013). Au cours du 

développement, des modifications de leur morphologie et/ou de leur organisation 

peuvent survenir et entraver leur fonction inhibitrice, ce qui constitue les prémices 

de l’activité épileptique. Dans des cas de syndrome de West liés au gène de sclérose 

tubéreuse complexe de type 1 (TSC1), Fu et collaborateurs se sont intéressés à 

l’efficacité de traitement anticonvulsifs ciblant le système GABAergique. Grâce à 

un modèle animal ils ont pu mettre en évidence les effets de la mutation du gène 

TSC1 sur les interneurones inhibiteurs corticaux. Le gène TSC1, via la voie de 
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signalisation mTOR, contribue entre autres à la biosynthèse de protéines et la 

prolifération cellulaire. Suite à la répression du gène TSC1 chez la souris, les 

chercheurs ont observé une réduction significative de 20% des interneurones 

GABAergiques corticaux. Par ailleurs, des analyses histologiques et biochimiques 

ont révélé une cytomégalie des 80% d’interneurones GABAergiques restants ainsi 

qu’une activité excessive de la voie de signalisation mTOR. (Fu et al., 2012).  

 

3. Influences sous-corticales – Entre autres propriétés électrophysiologiques, les 

neurones sont engagés dans un dynamique binaire quant à leur potentiel de 

membrane. En effet, via les courants ioniques qu’ils reçoivent en permanence, les 

neurones alternent généralement entre deux états que l’on peut distinguer grâce à 

l’enregistrement de potentiels de champs locaux ou Local Field Potentials (LFP). 

Un premier état très hyperpolarisé (Down state), soit une période « silencieuse » au 

cours de laquelle on n’observe pas d’activité. Un second état plus dépolarisé (Up 

state), où l’on peut observer plus d’activité au sein d’un réseau de neurones (Zucca 

et al., 2019; Wilson, 2008). Cette ‘bi-stabilité cellulaire’ s’observe non seulement au 

niveau cortical mais également au sein des cellules thalamiques (relais et 

réticulaires), essentiellement au cours du sommeil non paradoxal (sommeil à 

mouvements oculaires non-rapides), (Steriade et al., 1993; Contreras & Steriade, 

1995; Zucca et al., 2019). De nombreuses données soutiennent le rôle crucial de 

l’alternance entre les états Up et Down au du sein système thalamo-cortical dans la 

formation de la mémoire et la plasticité synaptique, respectivement (Crochet et al., 

2005; Marshall et al., 2006; Destexhe et al., 2007; Vyazovski et al., 2008; Chauvette 

et al., 2012; Tononi & Cirelli, 2014; Crunelli et al., 2018). En dépit de la nature 

antagoniste de ces deux états, des études de potentiels de champs locaux ont mis en 

évidence l’activité de certaines populations d’interneurones inhibiteurs au cours de 

l’état Down. Par exemple, Zucca et collaborateurs ont montré que le contrôle de 

l’activité cortical et le maintien des neurones (notamment excitateurs) à l’état 

hyperpolarisé était dépendant de l’activité de réseaux d’interneurones 

GABAergiques à décharge rapide, positifs à la parvalbumine (Zucca et al., 2017). 

Dans une étude ultérieure, les chercheurs se sont intéressés à la source de cette 
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activé. Suite à des manipulations optogénétiques spécifiques ils ont enregistré 

l’activité de populations neuronales sous-corticales et néocorticales. Leurs données 

témoignent d’une concomitance entre l’activité des neurones du noyau ventral 

postéro-médial du thalamus et l’activité des interneurones à parvalbumine, 

suggérant un rôle central du thalamus dans la modulation de l’activité inhibitrice 

des interneurones corticaux (Zucca et al., 2019). 

 

L’ensemble de ces données converge donc vers l’hypothèse selon laquelle un 

dysfonctionnement cortical de nature génétique ou dysplasique, probablement induit par 

une modulation sous-corticale anormale du cortex, constitue les prémices 

physiopathologies des encéphalopathies épileptiques (Lado et al., 2013). 

 

Les encéphalopathies épileptiques liée aux gènes DEPDC5 et NPRL3 

 

La voie de signalisation mTOR  

 

En 1994, les mécanismes d’action du complexe rapamycine-FKBP12 sont confirmés via 

l’identification de sa cible moléculaire : la protéine mTOR (mammalian Target Of 

Rapamycin) (Brown et al., 1994 ; Sabatini et al., 1994 ; Sabers et al., 1995). Il s’agit d’une 

protéine sérine/thréonine appartenant à la famille des kinases reliées à la 

phosphatidylinositol 3-kinase (PIKK). Chez les mammifères, la protéine mTOR forme 

deux complexes multiprotéiques (1 et 2) exprimés de façon ubiquitaire dans le corps, et via 

lesquels elle orchestre d’importantes fonctions cellulaires. Particulièrement, mTOR 

s’associe aux protéines Raptor, mLST8, PRAS40 et DEPTOR pour former le complexe 

mTOR 1 (mTORC1). Ce complexe oriente la cellule vers des mécanismes anaboliques (ex. 

biosynthèse) afin de promouvoir la croissance et la prolifération cellulaire. De nombreuses 

expériences d’inhibition du complexe mTORC1, à l’aide de la rapamycine, notamment, ont 

permis de démontrer son rôle clé dans la synthèse de protéines (Holz et al., 2005 ; Laplante 

& Sabatini, 2009 ; Ma & Blenis, 2009 ; Saxton & Sabatini, 2017) et de lipides (Huffman et 

al., 2002 ; Kim & Chen, 2004 ; Porstmann et al., 2008). L’activation de mTORC1 entraîne 
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également la synthèse de nucléotides contribuant ainsi à la réplication de l’ADN (Ben-

Sarah et al., 2016 ; Saxton & Sabatini, 2017). D’autres données témoignent du rôle de 

mTORC1 dans le métabolisme du glucose pour la production d’énergie, suggérant une 

autre forme de contribution à la croissance et la prolifération cellulaire (Düvel et al., 2010 ; 

Saxton et Sabatini, 2017). Par ailleurs, mTORC1 favorise la prolifération cellulaire en 

réprimant les mécanismes qui l’entravent, notamment l’autophagie. En effet, tant que les 

cellules disposent de suffisamment de nutriments mTORC1 exerce une action inhibitrice en 

phosphorylant les éléments médiateurs de l’autophagie tels que la protéine ATG13 

nécessaire à la formation de l’autophagosome (Ganley et al., 2009 ; Hosokawa et al., 2009 ; 

Jung et al., 2009 ; Laplante & Sabatini, 2009).  

 

Il est important de mentionner que l’activité de mTORC1 est elle-même dépendante de 

différentes cascades de signalisation induites en amont par des facteurs hormonaux ou 

énergétiques.  

On note que la disponibilité en nutriments tels que le glucose et les acides aminés 

représente l’une des voies d’activation les plus importantes de mTORC1. En réponse à ces 

signaux intracellulaires, la voie mTORC1 est strictement régulée par un complexe 

inhibiteur majeur, à savoir le complexe GATOR1, formé par les protéines DEPDC5, 

NPRL2 et NPRL3. En l’absence de nutriments, GATOR1 exerce un contrôle inhibiteur sur 

mTORC1 en empêchant sa liaison à un groupement de protéines (Rag) à activité GTPase ; 

nécessaires à son recrutement au niveau du lysosome et à son activation. Ainsi, la perte de 

fonction du complexe GATOR1 est directement associée à désensibilisation de la voie 

mTOR face aux besoins en nutriments. Plus particulièrement, il a récemment été montré 

que les mutations affectant les gènes DEPDC5, NPRL2 et NPRL3 entraînent une 

suractivation de la voie mTOR sous-jacente à différents phénotypes épileptiques, lésionnels 

et non lésionnels. Ainsi, la voie mTOR constitue un carrefour signalétique intégrant 

diverses afférences extracellulaires et intracellulaires, ce qui étend son implication clinique 

à de nombreux processus physiopathologiques. Par exemple, au niveau du système nerveux 

central, la voie mTOR régit notamment l’organisation corticale en favorisant la 

synaptogénèse ou l’autophagie, du développement jusqu’à l’âge adulte (Iffland et al., 

2019). Une régulation stricte en amont de la voie de signalisation mTOR est donc 
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nécessaire au maintien de son activité dans un cadre physiologique (Zoncu et al., 2011). 

Cette régulation repose essentiellement sur des complexes inhibiteurs interagissant avec 

mTORC1 (Figure 1).  

 

 

 

Figure 1. Représentation schématique de la régulation de la voie de signalisation 

mTOR. 

 

D’un point de vue clinique, les mutations des gènes du complexe GATOR1 se manifestent 

d’une part sur le plan structurel, via diverses formes de malformations du développement 

cortical (Tableau 1), et d’autre part sur le plan physiologique via différents phénotypes 

épileptiques tels quels l’épilepsie familiale focale à foyers variables (FFEVF, OMIM : 

604364), l’épilepsie frontale à crises nocturne autosomique dominante (ADNFLE, OMIM : 

600513) et l’épilepsie du lobe temporale (TLE, OMIM : 600512) que l’on compte parmi les 

plus fréquents et augmentant les risques de mort subite inexpliquée. 
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Tableau 1. Types et caractéristiques des différentes formes de dysplasie corticales 

focales. (D’après la classification de Blümcke). 

 
 

 D’un point de vue clinique, les mutations des gènes du complexe GATOR1 se manifestent 

d’une part sur le plan structurel, via diverses formes de malformations du développement 

cortical (Tableau 1), et d’autre part sur le plan physiologique via différents phénotypes 

épileptiques tels que l’épilepsie familiale focale à foyers variables (FFEVF, OMIM : 

604364), l’épilepsie frontale à crises nocturne autosomique dominante (ADNFLE, OMIM : 

600513) et l’épilepsie du lobe temporale (TLE, OMIM : 600512) que l’on compte parmi les 

plus fréquents et qui augmentent les risques de mort subite inexpliquée. De ce fait, la prise 

en charge de ces syndromes repose essentiellement sur des approches pharmacologiques 

(agent antiépileptiques) ciblant le système GABAergique (Perucca, 2005; Campos et al., 
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2016, Fisher, 2011), mais aussi chirurgicales dans les cas les plus réfractaires (environ 

30%) (De Tisi et al., 2011). 

 

Les syndromes DEPDC5 et NPRL3 dans la littérature : données 

électrophysiologiques 

 

Les syndromes épileptiques liés aux gènes DEPDC5, NPRL2 et NPRL3 ont fait l’objet 

d’un intérêt accru dans le domaine clinique et de la recherche au cours de la dernière 

décennie. Sur la base des principales théories concernant la physiopathologie des 

encéphalopathies épileptiques, plusieurs études ont tenté de clarifier les effets 

physiologiques des mutations des gènes DEPDC5, NPRL2 et NPRL3, et particulièrement 

leur impact sur la fonction et la structure corticale. 

 

Les principaux modèles murins ont permis de statuer sur le caractère léthal de l’inactivation 

complète du gène DEPDC5 (DEPDC5-/-), dans les cellules de la lignée germinale. 

Toutefois, des données obtenues chez un modèle de rat hétérozygote pour le gène DEPDC5 

(DEPDC5+/-) ont démontré de manière significative une excitabilité accrue des neurones 

pyramidaux, médiée par l’hyperactivation de la voie mTOR. En 2018, les travaux de 

Yuskaitis et collaborateur chez la souris confirment ces premières observations; en effet, les 

chercheurs ont observé une diminution significative du seuil de déclenchement des crises, 

associée à la perte de fonction du gène DEPDC5 dans les neurones (Yuskaitis et al., 2018). 

D’autres données encore témoignent de la perte de fonction du gène DEPDC5 comme 

mécanisme sous-jacent à une hyperexcitabilité corticale et notamment au niveau du cortex 

moteur durant le développement, chez le poisson zèbre. Par ailleurs, ces symptômes étaient 

significativement atténués par la rapamycine, ce qui témoigne ici encore d’une 

hyperactivation de la voie mTOR comme mécanisme médiateurs des phénotypes observés 

(De Calbiac et al., 2018).  Sur la base de modèles de souris hétérozygotes (DEPDC5+/-) 

générés in utéro, il a récemment été démontré qu’une seconde mutation somatique du gène 

DEPDC5 permet de reproduire chez l’animale l’ensemble des manifestations cliniques 

observées chez l’humain; notamment les crises convulsives, la dysplasie corticale focale 

ainsi que la mort subite liée aux crises (Ribierre et al., 2018; Hu et al., 2018; Dawson et al., 
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2019). Ces données corroborent l’hypothèse récemment proposée d’un mosaïcisme, 

germinal et somatique, à la base des manifestations cliniques (épilepsie et dysplasie focale) 

associées à la perte de fonction des gène DEPDC5 et NPRL3 (Bar-Peled et al., 2013; 

Baulac et al., 2015). 

 

Ce n’est que très récemment qu’on a pu éclaircir le rôle du gène DEPDC5 dans la 

transmission GABAergique et ce, notamment grâce à l’étude de Swaminatha et 

collaborateurs, menée en 2018 chez le poisson zèbre. D’une part leur étude confirme que 

l’inactivation du gène DEPDC5 dans les neurones entraîne une désinhibition de la voie de 

signalisation mTOR menant à l’épilepsie. D’autre part, leurs données mettent en évidence 

un défaut dans la genèse et le développement des synapses GABAergiques sous-jacent à 

l’épilepsie, dus à l’inactivation du gène DEPDC5. Cependant, ce second mécanisme 

physiopathologique ne semble pas être associé à une hyperactivation de la voie de 

signalisation mTOR. Ces données suggèrent donc un lien causal entre le gène DEPDC5 et 

le système GABAergique qui ne semble pourvoir impliquer ou non la voie de signalisation 

mTOR (Swaminatha et al., 2018). Par ailleurs, en comparant différents profils génotypiques 

pour le gène DEPDC5 chez la souris, De Fusco et collaborateurs ont récemment démontré 

qu’une inactivation aigue du gène au niveau neuronal entraîne: une augmentation de la 

taille des somas et du nombre de dendrites des neurones pyramidaux ainsi qu’une 

exacerbation des transmissions excitatrices par rapport aux transmissions inhibitrices; 

médiées par une hyperactivation de la voie mTOR (De Fusco et al., 2020). 

 

Problématiques 

 

À ce jour, on ne dispose pas encore de suffisamment de données (notamment chez 

l’humain) quant aux encéphalopathies épileptiques liées aux gènes du complexe GATOR1. 

Par exemple dans l’étude de stimulation magnétique transcrânienne menée par Stern et 

collaborateurs dans le syndrome de Dravet, on peut souligner quelques limites qu’il est 

important de de prendre en compte afin d’approfondir notre compréhension de la 

neurophysiologie des encéphalopathies épileptiques (Stern et al., 2017). Tout d’abord, bien 

qu’il s’agisse d’une étude humaine, elle n’inclut que des sujets adultes. Or on sait que le 
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profil électrophysiologique des adultes peut être différent de celui des enfants. Pour un 

syndrome aussi précoce que le syndrome de Dravet, des données obtenues chez l’enfant 

permettraient une meilleure compréhension des mécanismes qui mènent aux phénotypes 

cliniques qui apparaissent et s’intensifient au cours de temps.  En outre, les chercheurs 

n’ont utilisé qu’une seule technique dans le cadre de cette étude, à savoir la stimulation 

magnétique transcrânienne. Avec cette approche les chercheurs ont pu montrer l’impact de 

la mutation du gène SCN1A sur le système GABAergique, notamment sur l’activité des 

récepteurs GABA-A. Cependant on peut se demander si d’une part les changements relatifs 

au système GABAergique dans le syndrome de Dravet sont communs à d’autres syndromes 

épileptiques; et si d’autre part ces changements se limitent à l’activité des récepteurs ou 

s’ils s’étendent aux propriétés électrophysiologiques des neurones GABAergiques ou 

encore à disponibilité même du métabolite. Ainsi, d’autres aspects la physiopathologie des 

encéphalopathies épileptiques pourraient être explorés et même corrélés avec ce qui est 

obtenu grâce à la stimulation magnétique transcrânienne, pour peu que différentes 

approches ne soient combinées.  

 

En ce qui concerne les syndromes épileptiques liés aux gènes DEPDC5 et NPRL2 et 

NPRL3, l’essentiel des recherches n’a débuté qu’il y a environ dix ans. Jusqu’en 2018, un 

total de 140 variants des gènes du complexe GATOR1 avaient pu être répertoriés chez 183 

patients atteints d’épilepsie focale; le gène DEPDC5 comptabilisant 83% des variants, 

NPRL2 et NPRL3 comptabilisant 6% et 11% des variants respectivement. Néanmoins, le 

spectre des variants des gènes du complexe GATOR1 ainsi que leurs effets physiologiques 

ne cesse de s’élargir. Par ailleurs, beaucoup de phénotypes épileptiques héréditaires 

semblent résulter de mécanismes polygéniques. De ce fait, il est encore difficile à ce jour 

d’établir des corrélations génotype-phénotypes propres à chaque gène. Au cours d’une 

étude récente, Baldassari et Baulac ont évalué les effets physiologiques de 73 nouveaux 

variants des gènes DEPDC5, NPRL2 et NPRL3 dans le but de parfaire le tableau clinique 

des pathologies liées au complexe GATOR1 (ou ‘GATORopthies’). Des analyses 

diagnostiques ont permis de définir un spectre phénotypique varié (aussi bien en termes de 

sévérité que d’âge d’apparition des symptômes), allant des spasmes infantiles (10% des 

patients), à l’épilepsie hypermotrice liée au sommeil (36% des patients), en passant par 
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l’épilepsie du lobe frontal (32% des patients). Des analyses d’imagerie par résonance 

magnétique (IRM) et tomographie par émission de positrons (TEP) ont révélé des 

anomalies structurelles chez 38% des patients, la plupart étant due à des troubles du 

développement cortical. Chez 60% des patients de cette nouvelle cohorte, l’épilepsie était 

associée à des troubles cognitifs et psychiatriques; 20% d’entre eux présentaient des 

déficits intellectuels modérés et 6% présentaient des déficits sévères. Par ailleurs, un suivi 

effectué sur une période allant de huit mois è deux ans, a révélé une résistance aux 

traitements antiépileptiques chez 54% des patients de la cohorte.  

 

Néanmoins, à l’instar des travaux de Baldassari et Baulac en 2019, la majorité des études 

menées chez l’humain sont de type exploratoire (études descriptives, rapports de cas, etc.). 

Pour ces syndromes, aucune étude humaine à ce jour n’adresse les mécanismes corticaux en 

jeu dans la physiopathologie des encéphalopathies épileptiques. Le peu de données dont on 

dispose, du moins les plus robustes, portent essentiellement sur le gène DEPDC5 et ne 

concernent encore que les modèles animaux. 
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Hypothèse de recherche 

 

Considérant les données existantes, nous avons émis l’hypothèse qu’en comparaison à des 

individus sains, un dysfonctionnement du système GABAergique devrait être notable chez 

les individus porteurs de mutation des gènes DEPDC5 et NPRL3. Les mutations des gènes 

DEPDC5 et NPRL3 sont les plus prévalentes dans les cas d’épilepsies liées au complexe 

GATOR1 (Ricos et al., 2016 ; Weckhuysen et al., 2016 ; Baldassari et al., 2019). Par 

conséquent, du fait de la rareté de cas répertoriés de mutations du gène NPRL2, nous nous 

limitons aux gènes DEPDC5 et NPRL3 dans le cadre de ce projet de recherche. 

 

Objectifs 

 

L’objectif principal de ce projet de recherche est d’évaluer l’intégrité du système inhibiteur 

GABAergique dans les syndromes DEPDC5 et NPRL3. Afin d’établir un profil holistique 

du système GABAergique dans ces syndromes, trois approches distinctes seront utilisées, à 

savoir : la stimulation magnétique transcrânienne, l’électroencéphalographie et la 

spectroscopie par résonance magnétique.  

 

Ces trois approches permettront respectivement : 

 

1. La quantification les mécanismes d’inhibition et de facilitation intra corticaux 

médiées notamment par différents récepteurs GABAergiques.  

 

2. La mesure des concentrations corticales et sous-corticales de neurotransmetteurs 

(GABA et Glutamate).  

 

3. L’évaluation de l’activité/l’excitabilité neuronale corticale. 

 

Les sections suivantes s’attardent à la description des outils et approches analytiques qui 

seront mis à profit pour atteindre ces objectifs dans le cadre de ce projet.





2MATÉRIEL ET MÉTHODES 

 

La stimulation magnétique transcrânienne 

 

La stimulation magnétique transcrânienne (TMS : transcranial magnetic stimulation) est 

une technique non-invasive de stimulation du tissu nerveux, largement utilisée dans le 

domaine des neurosciences. En 1980, Merton et Morton se sont interrogés sur la possibilité 

de stimuler les muscles autrement que par l’intermédiaire de leurs terminaisons nerveuses. 

Ainsi, au moyen d’un stimulateur électrique à haute tension, ils ont démontré qu’il était 

possible d’induire une activité musculaire, via la stimulation du cortex moteur primaire, à 

travers le crâne (Merton & Morton, 1980). En effet, l’application d’un choc électrique sur 

la région du crâne surplombant le cortex moteur primaire résultait en une contraction 

musculaire assez brève et synchrone, mesurée par électromyographie - définie par la suite 

comme étant un potentiel évoqué moteur (PEM). Bien qu’efficace, la stimulation électrique 

transcrânienne s’avère être une technique relativement douloureuse, ce qui limite ses 

applications en recherche tout comme en clinique. Afin de s’affranchir de cette contrainte, 

cinq ans plus tard, Anthony Barker propose une méthode de stimulation du cortex cérébral 

qui repose, non plus sur un courant électrique à haute tension, mais sur un champ 

magnétique de haute intensité (Barker et al, 1985). D’après le principe d’induction 

électromagnétique établi par Michael Faraday, en faisant circuler un courant électrique à 

l’intérieur d’une bobine de fil, placée à la surface de la tête, on génère un champ 

magnétique hautement variable et suffisamment intense pour traverser le crâne et atteindre 

le cerveau (Faraday, 1838; Kobayashi & Pascual-Leone, 2003). Bien qu’il soit légèrement 

atténué par les différents tissus qu’il traverse (peau, os, liquide cérébro-spinal, etc.) 

(Wanalee et al, 2015), ce champ magnétique induit à son tour un champ électrique, de 

courte durée et parallèle au plan de la bobine (Wagner et al., 2006; Wagner et al., 2007a; 

Wagner et al., 2009; Valéro-Cabré et al, 2011, Klomjai et al, 2015). La force de ce champ 

électrique dépend essentiellement de la variation du champ magnétique de sorte qu’une 

variation plus rapide du champ magnétique entraîne un champ électrique plus fort, 
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permettant ainsi la stimulation d’une plus large surface corticale (Cowey, 2005, Wasserman 

et al, 2008; Huerta & Volpe, 2009). 

 

Le champ électrique induit par l’impulsion magnétique génère au sein du cortex des 

courants ioniques qui résultent en une diminution des potentiels membranaires (Amassian 

& Maccabee, 2006) puis une dépolarisation synchrone des neurones superficiels. Cette 

dépolarisation dépend notamment du type de neurone, de leur potentiel de membrane au 

repos, ainsi que de leur orientation par rapport au courant électrique induit. Par exemple, il 

a été clairement démontré que l’application de la TMS au niveau du cortex visuel primaire 

provoque l’apparition de tâches sombres dans le champ visuel, que l’on appelle phosphènes 

ainsi que la formation transitoire de lacunes immobiles dans le champ visuel, due à 

l’absence de perception dans une partie de la rétine (scotome). L’étude du cortex moteur et 

l’intégrité des voies motrices centrales fait toutefois l’objet de la majorité des travaux 

effectuées en TMS, lesquels ont notamment permis d’approfondir notre compréhension des 

mécanismes régissant l’excitabilité corticale (Huerta & Volpe, 2009) 

 

La voie corticospinale – L’ensemble des mouvements volontaires (effectués par les 

membres supérieurs et inférieurs) repose sur une communication efficace entre le cortex en 

amont et la moelle épinière en aval (Welniarz et al., 2017, Javed et al, 2021). À l’origine de 

cette communication, on retrouve un quota de neurones pyramidaux (p ex. cellules de Betz) 

essentiellement au niveau de la cinquième couche du cortex moteur primaire; mais 

également au niveau du cortex cingulaire moteur, du cortex prémoteur et de l’aire motrice 

supplémentaire. Le cortex moteur s’organise de manière somatotopique aussi bien en 

termes de structure que de fonction (Penfield & Boldrey, 1937; Schott, 1993). Cela 

implique un lien direct entre la complexité des mouvements à effectuer et l’étendue des 

structures qui en sont à l’origine. Ainsi, une plus grande population de neurones sera dédiée 

au contrôle de la main, capable de mouvements particulièrement élaborés, divers et variés. 

Cette communication emprunte ensuite une voie descendante majeure au sein du système 

nerveux central, via les axones de ces neurones corticaux qui forment le faisceau cortico-

spinal (ou tractus cortico-spinal).  D’un point de vue anatomique, ce faisceau traverse le 

tronc cérébral au niveau duquel il présente une décussation de ses fibres. Sur la face 
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ventrale et médiale du bulbe rachidien, les axones du faisceau cortico-spinal se regroupent 

pour former les pyramides bulbaires où environ 90% des fibres croisent la ligne médiane. 

Le faisceau cortico-spinal (ou faisceau pyramidale) ainsi croisé se prolonge donc le long du 

cordon latéral de la moelle épinière, pour finalement rejoindre les motoneurones et 

interneurones de la corne médullaire ventrale. Le faisceau pyramidal croisé contrôle 

essentiellement la motricité des parties distales des membres supérieurs et inférieurs (Javed 

et al, 2021; Saladin et al., 2021). Au niveau des pyramides, les fibres restantes (environ 

10%), poursuivent une voie ipsilatérale le long du cordon ventral de la moelle épinière 

(faisceau pyramidale direct ou antérieur). Le faisceau pyramidal direct est impliqué dans le 

contrôle des parties les plus proximales des membres ainsi que des muscles axiaux (Saladin 

et al, 2021; Javed et al., 2021). Néanmoins, ces axones croisent également la ligne médiane 

au sein de la moelle épinière, préalablement à leur jonction aux motoneurones et 

interneurones dans la corne ventrale. De ce fait, les fibres en provenance de l’hémisphère 

droit émettent une commande motrice à destination des membres supérieurs et inférieurs 

gauches, tandis que les fibres en provenance de l’hémisphère gauche émettent une 

commande motrice à destination des membres supérieurs et inférieurs droits. 

 

Excitabilité corticale - On rappelle que les neurones soumis au champ électrique induit par 

la stimulation magnétique transcrânienne subissent un changement de leur potentiel 

membranaire. Lorsqu’appliquée au niveau du cortex moteur, une impulsion magnétique 

provoque donc une série de transmissions descendant le long de la voie cortico-spinale 

(volées cortico-spinales). Au niveau cortical, la TMS évoque l’activité des neurones 

essentiellement de manière indirecte, ou trans-synaptique; mais également de manière 

directe, au niveau du cône d’émergence des axones (Hallett, 2000; Kobayashi & Pascual-

Leone., 2003; Di Lazzaro & Ziemann., 2013; Stout & Beloozerova, 2013). La voie 

d’activation indirecte concerne principalement les neurones cortico-spinaux à conduction 

lente (fibres de type Aγ), tandis que les neurones cortico-spinaux à conduction rapide (fibre 

de type Aα) sont activés de manière directe (Andrew & Part, 1972; Russell, 1980). Ce 

signal se propage jusqu’aux interneurones et motoneurones spinaux qui le transmettent à 

leur tour aux fibres musculaires cibles où est générée une réponse motrice. Cette réponse 

motrice consiste en une modification du potentiel membranaire des fibres musculaires que 
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l’on appelle potentiel évoqué moteur (PEM). On peut mesurer les PEM par 

électromyographie, à l’aide d’électrodes placées au niveau des muscles distaux 

controlatéraux (Kobayashi & Pascual-Leone., 2003; Sohn & Hallett, 2004). La génération 

de PEM dépend principalement de l’intensité de stimulation appliquée au niveau du cortex. 

Pour chaque individu, l’intensité de stimulation minimale permettant de générer des PEM 

est définie comme le seuil moteur au repos ou rMT (resting motor threshold), (Kobayashi 

& Pascual-Leone., 2003; Rossini et al., 2015). Il est d’usage courant en TMS d’acquérir 

plusieurs PEM par prise de mesures, puis de les moyenner afin de réduire le rapport du 

signal sur le bruit. La figure 1 illustre l’appareillage et le montage typiquement utilisé dans 

le contexte de prise de mesure en TMS. 

 

 

 

Figure 2. Procédure de stimulation magnétique transcrânienne. 

 

Dans le cadre de notre projet, la TMS fut appliquée au niveau du cortex moteur gauche 

chez 21 sujets sains,3 sujets atteints du syndrome DEPDC5 et 4 sujets atteints du syndrome 

NPRL3. L’impulsion magnétique a été transmise à l’aide d’une bobine de fil de cuivre en 

figure de 8 placée à la surface de la tête, à 45 degrés du plan sagittal médian (le long du 
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gyrus précentral postérieur gauche) (Rossini et al., 2015). Un système de neuro-navigation 

nous a permis de localiser et maintenir un site de stimulation optimal pour chaque sujet.  

Les PEM ont été enregistré à l’aide : d’une électrode positive, une électrode négative et une 

électrode de masse placées au niveau du premier muscle interosseux droit, la phalange 

moyenne de l’index droit, et la face médiale de l’avant-bras droit, respectivement; reliées à 

un système d’électromyographie informatisé (Figure 2). Le seuil moteur au repos fut établi 

pour chaque sujet comme l’intensité de stimulation minimale permettant d’acquérir au 

moins 5 PEM consécutifs d’une amplitude totale d’au moins 50μV, d’après la méthode de 

fréquence relative (Rossini et al., 1994; Groppa et al., 2012; Rossini et al, 2015). Pour 

chaque participant, une première série de 15 impulsions délivrées à 125% du seuil moteur 

au repos a été effectuée. L’amplitude des PEM obtenus a ensuite été moyennée pour 

constituer une ligne de base.  

 

Tableau 2. Description des protocoles de stimulation magnétique transcrânienne. 

 

SC = stimulus de conditionnement. TS =Stimulus test. I/O = input/output. SICI = short 

interval cortical inhibition. ICF =intracortical facilitation. SICF = short interval cortical 

facilitation. LICI = long interval cortical inhibition. LICF = long interval cortical 

facilitation. CSP = cortical silent period.  
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Les Indices d’excitation et d’inhibition intra corticale – Comme mentionné précédemment, 

au niveau cortical, l’impulsion magnétique agit sur les neurones principalement de manière 

trans-synaptique. Via l’application subséquente d’une seconde impulsion, on peut agir sur 

les potentiels pré- et/ou post-synaptiques et ainsi évaluer les phénomènes d’inhibition et de 

facilitation intra-corticaux. En TMS, la stimulation appariée repose typiquement sur 

l’application d’une impulsion d’intensité inférieur à celle du seuil moteur (stimulus de 

conditionnement), et une impulsion d’intensité supérieur à celle du seuil moteur (stimulus 

test). En modulant notamment l’ordre ainsi que l’intervalle entre les deux stimuli, différents 

protocoles de stimulation appariés ont pu être établis. Des études pharmacologiques en 

TMS, ont permis de mettre en évidence le rôle de récepteurs pré- et post-synaptiques 

inhibiteurs (e.g. GABAergiques) et excitateurs (e.g. NMDA) au cours de ces protocoles 

(Ziemann et al., 2014; Ziemann, 2021). Le tableau 2 rapporte le détail des différentes 

procédures de stimulation utilisées dans le cadre de notre projet. C’est le rapport moyen des 

PEM issus de la stimulation appariée sur la ligne de base qui permet de quantifier la 

facilitation et l’inhibition intra-corticale. Autrement dit, les rapport moyens inférieurs à 1 

témoignent d’une inhibition tandis que les rapports moyens supérieurs à 1 témoignent 

d’une facilitation.  

 

La stimulation magnétique transcrânienne dans l’étude du syndrome de Dravet (Stern et 

al., 2017) - En 2017, Stern et collaborateurs ont mené et publié une étude qui a fourni les 

premières données relatives au systèmes GABAergique dans le syndrome de Dravet chez 

l’humain. Via la stimulation magnétique transcrânienne du cortex moteur primaire ils ont 

pu évaluer et distinguer l’inhibition et l’excitation intra-corticale chez 6 patients atteint du 

syndrome de Dravet, 9 patients épileptiques contrôles et 10 individus sains. Enter autres 

protocoles de stimulation appariés les données relatives à l’inhibition corticale à intervalle 

court ou SICI démontrent une différence significative entre les patients atteints du 

syndrome de Dravet et l’ensemble des contrôles (épileptiques et sains). En effet, appliquée 

à 2ms et 5ms d’intervalle inter-stimuli, les chercheurs ont observé des PEM d’amplitude 

moyenne significativement plus élevés chez les patients atteints du syndrome de Dravet 

(2.18 ± 0.47, p ˂ 0.0001; 1.74 ± 1.03, p ˂ 0.0001) en comparaison aux 20 sujets contrôles 

(0.44 ± 0.15, p ˂ 0.0001; 0.86 ± 0.32, p ˂ 0.0001), ce qui témoigne d’un manque 
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d’inhibition notable et porte d’avantage d’attention sur l’intégrité des récepteurs GABA-A 

dans la physiopathologie du syndrome de Dravet. Ainsi les données obtenues par Stern et 

collaborateurs valident l’utilisation de la TMS dans l’étude d’un modèle archétypal 

d’encéphalopathie épileptique. 

 

La spectroscopie par résonance magnétique 

 

On peut définir la spectroscopie comme l’analyse d’un phénomène physique (ex. par 

exemple l’absorption et l’émission de lumière par la matière) via sa décomposition sur une 

échelle de grandeur (ex. différents niveaux d’énergies, fréquences).  

 

Le phénomène de résonance magnétique est aujourd’hui largement exploité aussi bien dans 

le domaine clinique qu’expérimental. En chimie, la spectroscopie par résonance 

magnétique nucléaire (RMN) permet l’identification de molécules, par l’analyse de leurs 

propriétés biophysiques. La résonance magnétique a particulièrement révolutionné le cadre 

du diagnostic clinique grâce à l’acquisition non-invasive d’images anatomiques (imagerie 

par résonance magnétique) ainsi que la quantification in vivo de métabolites (spectroscopie 

par résonance magnétique); permettant ainsi de distinguer non la structure et la biochimie 

du corps humain dans un contexte physiologique et pathologique. 
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Figure 3. Magnétisme des protons des atomes d’hydrogène de l’eau. (A) En l’absence 

d’un champ magnétique suffisamment fort, les moments magnétiques des spins des protons 

des atomes d’hydrogène sont orientés de manière aléatoire. (B) Sous l’effet d’un champ 

magnétique (B0), les spins des protons s’alignent par rapport au plan longitudinal et 

précessent autour de l’axe de B0 (axe z). (C) L’impulsion d’une électromagnétique (de type 

radiofréquence) fait basculer les spins des protons du plan longitudinal vers la plan 

transverse. 

 

Acquisition – L’acquisition de données d’imagerie est un nécessaire préambule à 

l’acquisition de données de spectroscopie par résonance magnétique. Le scanner IRM agit 

comme un aimant qui va permettre de générer un champ (B0), généralement de 1.5 ou 3T. Il 

consiste en une bobine de fils à travers lesquels circulent un courant électrique, à très haute 

vitesse, créant ainsi un champ puissant champ magnétique.  
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Placée à proximité de la région d’intérêt (en l’occurrence le cerveau), cette bobine joue un 

rôle d’émetteur-récepteur pour mesurer la résonance magnétique des atomes d’hydrogène 

présents dans les tissus. Via des canaux émetteurs, elle émet d’une part le signal de 

radiofréquence (RF) qui sera absorbé par les protons des atomes d’hydrogène, et agit 

d’autre part comme une antenne, via des canaux récepteurs, pour recevoir l’énergie émise 

en retour par les protons, à la même fréquence.  

 

Dans le cadre de la spectroscopie on s’intéresse au signal des protons présents au sein de 

métabolites (N-Acétylaspartate, Glutamate, GABA, etc) qui sont beaucoup moins 

abondants que les protons de l’eau. Ainsi les protons de ces métabolites contribuent au 

signal pour peu que le signal des protons de l’eau ne soit supprimé. On compte jusqu’à 25 

métabolites différents pouvant être identifiés sur la base de leur nature fréquentielle grâce à 

la spectroscopie par résonance magnétique (Landheer et al., 2019). Par ailleurs, 

l’acquisition de données spectroscopiques est restreinte à de plus petites régions d’intérêt 

que l’on appelle les voxels. Comme pour l’imagerie, différentes séquences d’impulsion 

permettent la sélection d’un petit volume tissulaire (généralement de l’ordre de quelques 

cm3) au sein duquel mesurer la résonance magnétique des protons et par conséquent 

quantifier les différents métabolites (spectroscopie à voxel unique). La séquence à 

résolution de points ou PRESS (Point-RESolved Spectroscopy) compte parmi les 

fréquences de spectroscopie les plus fréquemment utilisées. Elle consiste en une succession 

de trois impulsions RF (une première impulsion de 90º, suivie de deux impulsions de 180º), 

concomitantes à l’application de 3 gradients de sélection de tranche (selon les axes x, y et 

z), de sorte que le signal mesuré au TE provient des protons se trouvant à l’intersection de 

ces 3 axes (Mandal, 2007). Ce n’est qu’à l’issue de l’échantillonnage que l’information 

fréquentiel du signal est utilisée pour distinguer les protons en fonction de leur 

environnement chimique. Par exemple, les protons du glutamate résonnent à une fréquence 

différente des protons du GABA. On parle de déplacement chimique pour caractériser la 

fréquence de résonance des protons des différentes métabolites. Ce déplacement chimique 

est exprimé en parts par millions (ppm) sur le spectre correspondant au signal.  
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Dans les années 90, Mescher et Garwood proposent une modification de la séquence 

PRESS qui repose sur l’ajout de deux impulsions dites ‘d’édition’ (MEGA) entre les 

impulsions de 180 puis avant le TE (Mescher et al., 1998). Ces impulsions d’édition 

permettant une identification plus précise des différents métabolites. En effet, au sein de 

certaines molécules ont lieux des interactions indirectes entre les spins des différents 

protons via leurs liaison chimique, que l’on appelle le couplage scalaire. Par conséquent, en 

termes de fréquence et de phase, la résonance magnétique d’un système de spins diffère de 

celle d’un spin indépendant. En appliquant une impulsion RF spécifique à la fréquence 

d’un système de spin, on obtient des pics de fréquences caractéristiques de certains 

métabolites. Au cours des années, la séquence MEGA-PRESS (MEscher-GArwood-Point 

Resolved Spectroscopy) s’est révélée être l’une des méthodes les plus efficace pour 

l’identification et la quantification du GABA et du glutamate. Il s’agit donc de la séquence 

utilisée dans le cadre de ce projet. En soustrayant le spectre d’un échantillon non-édité 

(OFF) à celui d’un échantillon édité (ON), on génère un spectre édité pour les métabolites 

d’intérêt tout en s’affranchissant du signal d’autres molécules, telles que la Créatine, qui 

sont très proche du signal du GABA (Mullins et al., 2014; Bogner et al., 2016; Sanaei 

Nezhad et al., 2017).  

 

Traitement - Les données acquises en spectroscopie par résonance magnétique reflètent 

d’avantage des ratios plutôt que des concentrations absolues en métabolites. Cela 

s’explique entre autres par les inhomogénéités microscopiques du champ magnétiques ou 

encore de la composition des tissue (Cecil, 2014).  Différents outils informatiques ont été 

développés pour le traitement de données de spectroscopie par résonance magnétique.  
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Figure 4. Traitement de données spectroscopiques via Gannet3.1. (A) Spectres 

différentiels édités pour le GABA et le glutamate. (B) Quantification du GABA et 

glutamate contenu dans un voxel. (C). Spectre des molécules de référence. 

 

Dans le cadre de ce projet, les données sont traitées à l’aide de Gannet3.1. Gannet est une 

boîte à outil, implémenté dans MATLAB, conçue pour le traitement de données 

spectroscopiques, particulièrement les spectres différentiels édités pour le signal du GABA 

et du glutamate. Le traitement consiste notamment en une correction de fréquence et de 

phase des spins couplés du GABA et du glutamate. Une transformation de Fourier rapide 

est ensuite conduite afin de convertir le signal en un spectre fréquentiel. Ce spectre se 
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traduit par différents pics correspondant au déplacement chimique en ppm. Pour chaque lot 

de données, les spectres édités du GABA et du glutamate sont modélisés selon une 

intégrale Gaussienne, et superposés à un modèle de prédiction. Les signaux du GABA et du 

glutamate sont exprimés par rapport au signal de la créatine et par rapport au signal de 

l’eau, tous deux acquis au cours de l’échantillonnage non-édité. Les différentes mesures 

fournies incluent notamment : les valeurs des aires sous la courbe des modèles Gaussiens 

du GABA et du glutamate par rapport à la créatine et l’eau; les concentrations de GABA et 

glutamate par rapport à la créatine et l’eau en unités institutionnelles (Figure 4). 

 

L’électroencéphalographie 

 

Histoire - L’électroencéphalographie (EEG) est la technique la plus couramment utilisée 

pour l’enregistrement non-invasif de l’activité cérébrale. On attribue la découverte de 

l’EEG humain au psychiatre et physiologiste allemand Hans Berger qui, à la fin des années 

1920, enregistre les premiers signaux électriques associés à l’activité cérébrale humaine. Il 

décrit des signaux ondulatoires de magnitude plus ou moins élevée et variant de façon 

rhythmique lorsque les sujets avaient les yeux fermés et lorsqu’ils étaient ouverts (Swartz, 

B. E. 1998; Haas, L.F., 2003; Britton et al, 2016). Ces premières observations de Berger 

ainsi que les conclusions qu’il en a tiré ont d’abord été réfutés au sein de la communauté 

scientifique sur la base de différents arguments. Notamment, il était généralement admis à 

l’époque que l’activité cérébrale se reflétait essentiellement à travers les potentiels 

d’actions. Après avoir réitéré cette expérience en 1934, les physiologistes britanniques 

Edgar Adrian et Bryan Matthews ont confirmé les conclusions de Berger, validant ainsi 

l’EEG comme mesure non-invasive de l’activité électrique du cerveau. Fort de ce succès, 

l’EEG a ensuite été sujette à une rapide évolution qui en fait aujourd’hui un outil 

incontournable aussi bien dans le domaine clinique qu’expérimental. 

 

Principes biophysiques de l’enregistrement EEG – L’activité électrique du cerveau résulte 

des flux de courants ioniques circulants continuellement au sein même des neurones ainsi 

que dans leur environnement. À l’échelle d’un neurone, le potentiel d’action reflète un 

courant bref et de haute amplitude générée par la modification du potentiel de membrane de 
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-70mV (potentiel de repos) à -55mV, et se propageant le long de l’axone. Ces potentiels 

d’action sous-tendent une communication qui est également médiée par la libération de 

neurotransmetteurs au niveau des boutons terminaux des axones. À l’échelle d’un groupe 

de neurones, les potentiels postsynaptiques reflètent ainsi des courants plus lents et de plus 

faible amplitude faisant suite à libération des neurotransmetteurs dans le milieu 

extracellulaire.  On comprend alors que l’activité neuronale peut se traduire en signaux 

mesurables, à différentes échelles.  

 

Par le biais d’analogies on peut tenter d’illustrer plus clairement ce principe. Considérons 

un chant interprété par un chœur mixte, au sein duquel on retrouve différentes voix 

féminines (soprano, mezzo-sporano, alto) et masculines (ténor, baryton, basse), des plus 

aigües aux plus graves. Si l’on décidait d’enregistrer cette interprétation, à l’aide d’un outil 

d’enregistrement audio sonore (de type dictaphone) on pourrait envisager trois cas de 

figure. Dans le premier, en se plaçant à proximité d’un choriste, l’enregistrement 

permettrait de distinguer l’alto du mezzo-sporano par exemple. Dans le même esprit, la 

technique du patch-clamps permet d’enregistrer les potentiels d’action générés au sein d’un 

neurone, via l’application d’une microélectrode à la membrane cellulaire. Dans le second 

cas de figure, en se plaçant à l’avant de la salle, juste devant la scène, l’enregistrement 

permettrait cette fois de distinguer les voix féminines des voix masculines. De la même 

façon, en électrophysiologie, lorsqu’on place une microélectrode au sein d’un groupe de 

neurones, on peut obtenir des signaux transitoires, de plus faible amplitude, qui résultent de 

l’activité de chaque cellule environnante. Ces signaux perçus en extracellulaire constituent 

les potentiels de champs locaux ou LFP (Local Field Potentials) et reflètent de l’activité de 

populations neuronales distinctes. Pour finir si l’on envisage un cas de figure dans lequel on 

serait situé à l’arrière de la salle, l’enregistrement obtenu à l’issue de l’interprétation ne 

permettrait plus de distinguer les types de voix (soprano, mezzo-sporano, alto ou Ténor, 

Baryton, Basse) ni les catégories auxquelles elles appartiennent (voix féminine ou 

masculine). En revanche l’enregistrement contiendrait le chant résultant de la performance 

de l’ensemble des choristes. Ainsi la façon dont on perçoit le chant résultant va dépendre de 

l’harmonisation des différentes voix, notamment en termes de gamme, d’intervalle ou 

encore de rythme.  A l’aide d’électrodes placées à la surface de la tête, l’EEG va permettre 
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de détecter et d’enregistrer l’activité électrique du cerveau à l’échelle corticale. Autrement 

dit, à défaut d’enregistrer des potentiels d’action ou des potentiels de champs locaux l’EEG 

va permettre d’enregistrer la somme des potentiels post-synaptiques dans l’ensemble du 

cortex. Le signal perçu par l’EEG constitue ainsi la résultante globale des signaux 

électriques produits à l’échelle cellulaire et à l’échelle tissulaire; semblable à un chant ou 

une mélodie que l’on écouterait depuis le fond d’une salle de concert. 

 

On note que la qualité du signal EEG dépendra également de différents paramètres. D’une 

part, il est important de mentionner que dépendamment de leur source neuronale, les 

potentiels électriques seront plus ou moins susceptibles de se propager à travers le cortex et 

ainsi être perçus au niveau du scalp. L’orientation et la structure neuronale jouent donc un 

rôle clé dans la production du signal perçu (Edelman & Mountcastle, 1978; Kaiser, 2005; 

Biasiucci et al., 2019). Les neurones pyramidaux notamment, du fait de la taille importante 

de leur soma ainsi que leur orientation perpendiculaire au cortex, produisent les signaux les 

plus forts que l’on peut enregistrer à l’aide de l’EEG. En effet, leurs dendrites se projettent 

jusqu’à la superficie du cortex, tandis que leur corps cellulaire se retrouvent dans les 

couches plus profondes.  À cette orientation s’ajoute une organisation en colonne que l’on 

retrouve dans la plupart des régions corticales (Mountcastle, 1997), ce qui permet aux 

neurones pyramidaux de générer un champ électrique particulièrement stable (Luck, 2005; 

Buzsáki et al., 2012). D’autre part, lorsqu’ils sont générés à l’échelle de milliards de 

neurones, de façon simultanée et à intervalle réguliers, la sommation de ces potentiels post-

synaptiques crée un champ électrique suffisamment stable pour se propager à travers le 

cortex. Bien qu’atténuée par divers facteurs physiques tels quel la résistance produite par 

les différents tissus (liquide cérébrospinal, os, peau, etc.), cette activité électrique conserve 

une magnitude suffisante pour que l’on puisse l’enregistrer au niveau du cuir chevelu. Elle 

se traduit par des signaux rythmiques (oscillations ou ondes) de type sinusoïdal qui se 

déclinent selon un spectre de fréquences allant de 0.05 à 500 Hz (Buzsáki et al., 2004, 

Sugiyama et al., 2021). Ainsi, la décomposition du signal EEG permet d’extraire et 

d’exploiter toute l’information spectrale qu’il contient. En partant de ce principe, on a pu à 

ce jour, caractériser cette information spectrale selon différentes bandes de fréquences. Du 

fait de son excellente résolution temporelle l’EEG permet non-seulement d’enregistrer 
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l’activité cérébrale mais également d’en évaluer l’intégrité aussi bien en condition 

physiologique que pathologique. C’est pourquoi, de nombreuses études ont permis de 

mettre en évidence la prédominance ou contraire l’absence de certaines oscillations au 

cours de certains processus cognitifs. 

 

Les marqueurs de l’activité corticale – Tout d’abord la bande fréquence Delta (0.5-3Hz), 

comprends les oscillations les plus lentes mais d’amplitude les plus élevées. Les ondes 

Delta sont essentiellement générées au cours du sommeil profond ou non paradoxal 

(sommeil à mouvement oculaires non-rapides). Inversement, leur occurrence dans le cadre 

de l’éveil dénote généralement des troubles du sommeil liés à certaines pathologies telles 

que la maladie de Parkinson, la schizophrénie ou encore la démence (Niedermeyer & da 

Silva, 2012). De nombreuses études, ont permis de comprendre que les oscillations de plus 

basses fréquences étaient prédominantes lorsque le cerveau est engagé dans une activité peu 

complexe. En effet, pendant le sommeil, l’essentiel de l’activité cérébrale concoure à une 

seule et même tâche, augmentant ainsi l’intensité ou l’amplitude du signal produit 

(Tinguely et al., 2006; Paquereau, 2007, Bersagliere et al., 2018). Outre leur rôle dans le 

sommeil, les oscillations de basse fréquence semblent également être pertinentes dans le 

cas de certaines dépendances tels que l’alcoolisme. En effet, Colrain et collaborateur ont 

mis en évidence une baisse de signal dans les basses fréquences, notamment de type delta, 

chez des individus alcooliques comparativement à des individus sains (Colrain et al., 2009). 

 

Par ordre croissant de fréquences viennent ensuite les oscillations Thêta (3-8Hz) (Schomer 

et al., 2011). A l’instar des oscillations delta, on leur reconnait un rôle dans le sommeil, 

particulièrement la phase précédant l’éveil (Vyazovskiy et al., 2005). En outre, plusieurs 

arguments sont en faveur du rôle supposé des ondes Thêta dans les activités appelant à 

l’assimilation d’information et la concentration telles que la résolution de problèmes 

mathématiques. Plusieurs données suggèrent également que l’intensité du signal dans la 

bande de fréquence Thêta corrèle avec la formation de la mémoire épisodique (ou mémoire 

à court terme) (Klimesch, 1996; O’Keffe et al., 1999; Schack et al., 2005).  
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Ensuite les ondes alpha (ou rythme alpha) représentent des oscillations neuronales situées 

dans la bande de fréquences allant de 8 à 14 Hz (Foster et al, 2017). Aussi connues, sous le 

nom d’ondes de Berger, ces fréquences constituent le premier modèle d'oscillation 

neuronale enregistré à cette époque de la découverte de l’EEG (Karbowski, 2002). Il est 

maintenant communément admis que le rythme alpha émerge principalement dans le lobe 

occipital lors d'un état de relaxation éveillé (c'est-à-dire lorsque les sujets sont au repos, les 

yeux fermés), mais s'affaiblit lorsque les yeux sont ouverts (alpha blocking) (Niedermeyer, 

1997). Les rythmes à basse fréquence tels que alpha, enregistré au niveau du lobe occipital, 

dans des conditions de relaxation, comptent parmi les signaux EEG les plus robustes. 

  

Les oscillations Beta quant à elle s’inscrivent dans une bande de fréquence variant entre 15 

et 30Hz. Elles sont principalement observées au niveau des lobes frontaux ainsi que dans le 

cortex sensorimoteur (Kilavik et al., 2013; Kropotov, 2016). Décrites pour la première fois 

par Hans Berger, elles ont été nommées d’après leur amplitude inférieur à celle du signal 

produit par les ondes alpha (Buzsáki, 2006). Au niveau frontal, le rythme bêta se manifeste 

généralement et de façon plus ou moins intense selon différents niveaux de conscience, 

particulièrement pendant la concentration. Les ondes bêta les plus lentes ou bêta 1 (14 à 16 

Hz) reflètent généralement un état de concentration calme et intériorisé. Les ondes bêta 

intermédiaires ou bêta 2 (16 à 20 Hz) sont d’avantage associées à une concentration active, 

voire une pensée anxieuse. Les ondes bêta les plus rapides ou bêta 3 (21 à 30 Hz) sont 

concomitantes à un état de surexcitation, stress ou anxiété. (Baumeister et al., 2008; 

Abhang et al., 2016; Kropotov, 2016). En effet, ces oscillations ont été décrites par Berger 

comme « les phénomènes concomitants de l'activité mentale » (Berger, 1929; Kropotov, 

2016). 

 

Pour finir, les oscillation gamma se regroupent au sein de la gamme de fréquences les plus 

hautes connues (30-100Hz), mais de plus faible amplitude. Bien que l’EEG ne fût pas 

initialement conçu pour percevoir des signaux d’aussi haute fréquences, les oscillations 

gamma se sont rapidement retrouvées au cœur de la recherche en électroencéphalographie 

et dans une certaine mesure, en neurosciences. Leur rôle physiologique soulève encore à ce 

jour de nombreux débats mais l’hypothèse la plus soutenue affirme le rôle des oscillations 
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gamma dans le traitement et l’intégration de l’information sensorielle, pris en charge par 

différentes régions corticales (Sörnmo, 2005; Ray & Maunsell, 2014; Leicht et al., 2021).  

D’autres données encore supportent l’implication des ondes gamma dans l’attention, 

l’apprentissage et la mémoire à long terme (Tiitinen et al., 1993; Herrmann et al., 2004; 

Headley & Weinberger, 2011).  

 

Le contraste entre les différentes bandes de fréquences et les fonctions auxquelles ont les 

associes permet d’entrevoir une corrélation négative entre la fréquence et l’amplitude du 

signal EEG. Autrement dit, l’amplitude du signal est d’autant plus grande que la fréquence 

est basse. Inversement, l’amplitude du signal est d’autant plus faible que la fréquence est 

haute, dans le cas d’une activité cérébrale plus complexe. Par ailleurs, malgré la robustesse 

du spectre conventionnel des fréquences, certains biais sont à prendre en compte lorsqu’on 

procède à la décomposition du signal EEG (Annexe 3). Notamment ce procédé repose sur 

l’hypothèse selon laquelle l’intégralité du signal est de type sinusoïdal. Or, l’activité 

électrique corticale résulte plutôt d’un amalgame complexe de signaux sinusoïdaux et non-

sinusoïdaux, rythmiques et parfois arythmiques.  

La décomposition du signal EEG nous permet d’analyser l’information spectrale 

relativement à deux facteurs essentiels à la compréhension et l’interprétation de l’activité 

cérébrale que l’on va pouvoir quantifier. 
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Figure 5. Carte de perturbation spectrale reliée à l’évènement (ERSP) moyenne. La 

carte ERSP moyenne reflète la variation de la puissance des différentes fréquences au cours 

du temps, par rapport à la ligne de base (zone verte). Les zones qui tendent vers le rouge 

représentent une augmentation de la puissance spectrale tandis que les zones qui tendent 

vers le bleu représente une diminution de la puissance spectrale. 
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Figure 6. Carte de cohérence inter-essais (ITC) moyenne. La carte ITC moyenne reflète 

la cohérence des phases oscillatoires en réponse au stimulus, à travers les essais. La 

cohérence inter-essais (ITC) représente un indice de synchronisation défini entre 0 et 1. Sur 

la carte, les zones qui tendent vers le rouge représentent une augmentation de la puissance 

spectrale tandis que les zones qui tendent vers le bleu représente une diminution de la 

puissance spectrale. 

 

L’analyse temps-fréquence nous renseigne donc sur : (1) la puissance spectrale (c’est-à-dire 

l’amplitude ou l’intensité) de chaque fréquence qui constitue le signal, et que l’on définit 

comme la perturbation spectrale liée à l’événement ou ERSP (Event-Related Spectral 

Perturbation) (Figure 5). (2) la cohérence de phase de ces différentes fréquences à travers 

les essais (c’est-à-dire la stabilité de la réponse cérébrale suite une stimulation externe 

répétée), que l’on définit comme la cohérence inter-essais ou ITC (Inter-Trial Cohérence). 

(Figure 6). La décomposition du signal EEG sur la base fréquentielle, permet de distinguer 

l’activité cérébrale évoquée (observée en réponse à un stimulus externe) de l’activité 

cérébrale spontanée. Dans la mesure ou le cerveau est constamment en activité, l’EEG 

ouvre une nouvelle fenêtre sur la dynamique temporelle de certaines fonctions cérébrales 

non seulement en condition physiologique mais aussi en condition pathologique. En 

modulant certains paramètres tels que le type de stimulation, la durée du stimulus, ou 
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encore le mode de présentation du stimulus, on peut évoquer l’activité cérébrale de façon 

relativement stable et surtout de façon répétée. Ainsi, dans la majorité des études ayant 

recours à l’EEG, le signal résultant est moyenné afin de minimiser l’effet des artéfacts 

électriques tels que l’activité cardiaque, l’activité musculaire ou encore les signaux 

électriques ambiants (Biasiucci et al, 2019).  

 

Des données obtenues chez l’animal et l’humain relatives au déséquilibre entre excitation et 

inhibition corticale, nous permettent d’anticiper une activité significativement moins 

importante des récepteurs GABAergiques révélée par la stimulation magnétique 

transcrânienne (Stern et al., 2017). Par ailleurs, les modèles animaux de mutation des gènes 

DEPDC5 et NPRL3 démontrent de façon unanime une hyperexcitabilité corticale, 

notamment des neurones pyramidaux. Bien que mesurée directement au niveau du cortex 

chez l’animal, nous pouvons nous attendre à ce que cette hyperexcitabilité soit également 

notable chez l’humain, lorsque mesurée à la surface de la tête, via 

l’électroencéphalographie.  

 

À ce jour, on ne trouve que très peu d’étude utilisant la spectroscopie par résonance 

magnétique comme outil d’investigation dans l’épilepsie focale. Cependant, il est plausible 

de prédire un déséquilibre biochimique en faveur du principal neurotransmetteur excitateur, 

à savoir le glutamate, et donc au détriment du GABA dans le cas des syndromes 

épileptiques liés aux gènes DEPDC5 et NPRL3. Par ailleurs, on rappelle que nombre de 

traitements antiépileptiques agissent directement sur le système GABAergique, empêchant 

par exemple la recapture et le recyclage du GABA et augmentant par conséquent sa 

disponibilité extracellulaire.  
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Résumé de l’article :  

 

Les mutations des gènes du complexe GATOR1 (DEPDC5, NPRL2, NPRL3) sont 

régulièrement associées à différents phénotypes épileptiques réfractaires et à des risques 

accrus de mort subite inattendue. Les études animales de ces mutations ont mis en évidence 

le rôle du système GABAergique dans ce processus physiopathologique, mais jusqu’à 

présent les données humaines sont rares et aucun consensus n'existe quant à l'effet de ces 

mutations sur les mécanismes inhibiteurs ou excitateurs chez l'humain. 

 

Dans cet article, nous avons évalué les fonctions corticales inhibitrices et excitatrices chez 

des patients épileptiques et des porteurs sains de mutations DEPDC5 et NPRL3 en utilisant 

une combinaison de techniques non invasives, qui inclue notamment la stimulation 

magnétique transcrânienne, la spectroscopie par résonance magnétique protonique et 

l’électroencéphalographie. Nous montrons que les variants épileptiques DEPDC5 et 

NPRL3 présentent des signes électrophysiologiques d'hyperexcitabilité corticale, 

vraisemblablement médiée par une exacerbation de l’activité de mTOR.  
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Abstract 

 

Background 

Mutations in the GATOR1 complex genes, DEPDC5 and NPRL3, play a major role in the 

development of lesional and non-lesional focal epilepsy through increased mTORC1 

signalling. We aimed to assess the effects of mTORC1 hyperactivation on GABAergic 

inhibitory circuits, in 3 and 5 individuals carrying DEPDC5 and NPRL3 mutations 

respectively using a multimodal approach including transcranial magnetic stimulation 

(TMS), magnetic resonance spectroscopy (MRS), and electroencephalography (EEG).  

Results 

Inhibitory functions probed by TMS and MRS showed no effect of mutations on cortical 

GABAergic receptor-mediated inhibition and GABA concentration, in both cortical and 

subcortical regions. However, stronger EEG theta oscillations and stronger and more 

synchronous gamma oscillations were observed in DEPDC5 and NPRL3 mutations 

carriers.  

Conclusions 

These results suggest that DEPDC5 and NPRL3-related epileptic mTORopathies may not 

directly modulate GABAergic functions but are nonetheless characterized by a stronger 

neural entrainment that may be reflective of a cortical hyperexcitability mediated by 

increased mTORC1 signaling.  

 

Keywords 

mTORC1, GATOR1, DEPDC5, NPRL3, epilepsy, GABA, inhibition TMS, MRS, EEG 
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Introduction 

 

The mammalian/mechanistic target of rapamycin (mTOR) has been shown to play a crucial 

role in the developing brain, supporting the differentiation and migration of neural 

progenitors [1,2], as well as myelination through the differentiation of oligodendrocytes 

[3]. Accumulating data converge towards the role of multiprotein complexes mTOR 

Complex 1 (mTORC1) activation in synaptic plasticity and memory consolidation [4–7]. 

Hence, the balanced activity of mTORC1 signaling is critical to the structural and 

functional development of the central nervous system and depends on a proper upstream 

regulation of the complex. Particularly, the amino acid-responsive nature of mTORC1 

constitutively promotes its activation [8] ; therefore, the GAP-activity-toward-RAGs 

complex 1 (GATOR1) acts as a strict regulator to mTORC1, inhibiting its activity. 

Unsurprisingly, upstream dysregulations of mTORC1 signaling have emerged as important 

mechanisms underlying various neurological disorders [9,10] , many of which are marked 

by intractable epilepsy [11,12]. In fact, loss-of-function mutations in GATOR1 genes such 

as DEPDC5, NPRL2, NPRL3 have been frequently associated with malformations of 

cortical development leading to focal, drug-resistant epilepsy with fair risks of sudden 

unexpected death in epilepsy (SUDEP) [13–18]. Consistent with what has been observed in 

resected human brain tissues, following epileptic surgeries, animal models of GATOR1 

genes knockdown have exhibited altered neuronal networks’ morphology and excitability 

[19]. 
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Rodent models have pointed DEPDC5 loss-of-function mutations as a major cause of focal 

epilepsy mediated by mTORC1 hyperactivation [20–22]. Such models have uncovered the 

role of DEPDC5 in the architectural and functional development of excitatory neuron 

networks. Frequently associated with focal cortical dysplasia, the broad spectrum of 

DEPDC5-related epilepsies appears ever more relevant to the hypothesis of a ‘two-hit’ 

germline and somatic mutational mechanism [23–25]. More recently, a mouse model of 

NPRL2 and NPRL3-related mTORopathies could be assimilated to DEPDC5 knockdown 

models, displaying increased spontaneous seizures and cellular dysmorphism, specific to 

excitatory networks and astrocytes; a phenotype that is significantly alleviated with 

rapamycin treatment [26]. A recent study further showed a dose-dependent effect of 

DEPDC5 knockdown in increasing the intrinsic activity of excitatory neuron networks, 

mediated by mTORC1 hyperactivation [27], while the inactivation of DEPDC5 highlighted 

a novel role of mTORC1 upregulation in the pathogenesis of epilepsy through defects in 

the development of GABAergic neural networks in the zebrafish [28]. Particularly, the 

inactivation of DEPDC5 downregulated GABAergic branching related genes thereby 

reducing seizures threshold [28]. Altogether, these data support a causative link between 

aberrant mTORC1 activity and cortical hyperexcitability leading to epileptic phenotypes in 

animal models of mTORopathies. Although animal models’ data coincide on the effects of 

mTORC1 hyperactivation on cortical excitability, whether the imbalance underlying 

epileptogenesis is mostly due to excessive excitation or lack of inhibition remains elusive.  

 

Alterations in GABAergic function have regularly been associated with in archetypal 

models of epileptic encephalopathies [29–31]. Using transcranial magnetic stimulation 

Stern and colleagues showed a significant lack of GABAa-mediated inhibition in patients 
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with Dravet syndrome (SCN1A mutation carriers) [32]. Alternatively, Sanchez-Carpintero 

and collaborators used electroencephalography (EEG) to show reduced brain gamma 

oscillations, putatively reflective of GABAergic interneurons activity [33] , in response to 

auditory stimulation in Dravet children compared to healthy controls [34]. Consistent with 

the effects of the SCN1A gene mutation observed in mouse models of Dravet syndrome, 

this finding confirms impaired gamma oscillatory activity as a relevant marker of the 

disease. In type 1 neurofibromatosis (NF1), proton magnetic resonance spectroscopy was 

used to elucidate the effect of NF1 mutation on the GABAergic function and revealed a 

significant decrease in cortical GABA concentrations in NF1 patients compared to healthy 

controls; thus, clarifying the mediating role of GABAergic dysfunction on cognitive 

impairments observed in NF1 patients [35].  

 

In the present study we address markers of cortical excitability and GABAergic function in 

DEPDC5 and NPRL3 mutations carriers, as well as in healthy controls, using transcranial 

magnetic stimulation (TMS), magnetic resonance spectroscopy (MRS) and 

electroencephalography (EEG) as complementary measures of GABAergic function. We 

hypothesized that the dynamic between cortical excitation and inhibition should be 

significantly imbalanced at the expense of inhibitory functions, in DEPDC5 and NPRL3 

mutations carriers compared to healthy subjects. Particularly, we suspected this imbalanced 

to either origin from a dysfunction in GABAergic receptors-mediated inhibition, lower 

GABA concentrations, cortical hyperexcitability, or from a combination of these 

mechanisms.  

 

Material & Methods 
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Participants & Study design 

Twenty-nine (29) participants (12-65 years old; Mean: 28.9; SD: 10.9) took part in the 

experiment. Participants were divided into three groups: (1) 21 healthy adults subjects; (2) 

3 patients with DEPDC5 mutation; (3) 5 patients with NPRL3 mutation (Table 1 for details 

of DEPDC5 and NPRL3 patients). Healthy adult subjects were recruited via word of mouth 

and public ads. Patients with DEPDC5 and NPRL3 mutations were recruited by treating 

neurologists from the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS). All 

participants were screened for TMS and MRI contraindication using standard 

questionnaires [36] prior to testing. The presence of metallic items or device in the body 

and any history of traumatic brain injury were considered as absolute exclusion criteria. 

Signed informed consent was obtained from all adult participants and from minor 

participants’ legal representatives. The study was approved by the local ethics committee 

(Comité d’Éthique de la Recherche du CIUSSS de l’Estrie – CHUS) and met the standards 

of the 1964 Helsinki Declaration. Participants were invited to the CHUS research center for 

a single visit. In a random order, each participant was submitted to a 1h transcranial 

magnetic stimulation (TMS) session, a 1h magnetic resonance spectroscopy imaging and 

1h30 EEG recording. When testing epileptic patients, foam mats were installed in the TMS 

room, and pediatric neurologists were available on call (CC, ER) for immediate support in 

the unlikely event of a seizure during the experiment, either spontaneous or related to the 

use of TMS. 

 

Transcranial Magnetic Stimulation (TMS) 
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Experiment - TMS was performed using a Magstim Bistim2 apparatus (The Magstim® 

BiStim², Wales, UK) equipped with a 70mm figure-of-eight coil. We were inspired by the 

work of Morin-parent and collaborators in fragile X syndrome to asses intracortical activity 

following the same TMS paradigms and using similar experimental settings [37]. A test 

stimulus (TS), set at 125% of the resting motor threshold (rMT  - established using the 

relative frequency criterion [38]) was applied in single-pulse procedures assessing cortical 

excitability (100-150% of rMT pulses in 10% steps) and corticospinal silent period (during 

voluntary muscle contraction at 20% of maximum force). TS was paired with a conditioned 

stimulus (CS), set at 70% of rMT, with different interstimulus intervals (ISI) in procedures 

assessing: short intracortical inhibition (SICI – 2ms, 4ms ISI), intracortical facilitation (ICF 

– 10ms, 15ms ISI), Short intracortical facilitation (SICF – 3ms ISI) and Long intracortical 

inhibition and facilitation (LICI/F – 100ms and 220ms ISI). Fifteen trials were obtained for 

each of these measures, providing a Chronbach’s alpha >.90 [39]. 

 

Data processing - TMS data was processed offline using LabChart 8 (ADInstruments) on a 

Macintosh Powerbook. TMS-elicited peak-to-peak MEP amplitudes were measured for all 

protocols (Figure 1), except for the CSP. Average peak-to-peak MEP amplitudes were 

calculated for baseline MEP, SICI (2-4ms), ICF (10-15ms), and SICF (3ms), For SICI, ICF 

and SICF, ratios were computed over baseline MEP to obtain indices of inhibition (<1) or 

facilitation (>1). For each trial of the LICI (100-220ms), the amplitude of the second MEP 

was divided by the amplitude of first to compute ratios of inhibition, which were then 

averaged. Average peak-to-peak MEP amplitudes were also calculated for each intensity of 

the cortical excitability gradient to produce input/output curves. The CSP was defined as 

the average duration (ms) between TMS pulse and the return to baseline EMG activity. 
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Magnetic Resonance Spectroscopy (MRS) 

Experiment - Magnetic resonance imaging took place at the molecular imaging center of 

Sherbrooke (CIMS), located at the CRCHUS. MRI and MRS data were acquired using a 

whole-body 32-channel head coil scanner (Ingenia 3.0T MR system, Philips, USA). Each 

session began with the acquisition of anatomical images of the whole brain in T1-weighted 

contrast. These images were then used as a benchmark for the placement of the 

spectroscopic voxels of interest (VOI, 18 cm3). Two single voxel spectroscopy 

measurements were obtained, the first VOI was placed in the occipital cortex bilaterally, 

and the second VOI was placed on the basal ganglia’s globus pallidus of the left 

hemisphere (Figure 2). The MEscher-Garwood Point RESolved Spectroscopy (MEGA-

PRESS) sequence [40] was used to measure the signals of the metabolites of interest, 

applying the following parameters: TR (repetition time) = 2000ms; TE (echo time) = 68ms; 

Excite flip angle = 90°; Refocus flip angle = 180°. Water suppression was first performed 

applying a water-suppressing band at 4.7 ppm, using the excitation technique. 

Data processing - Data were processed with the Gannet3.1 (GABA-MRS Analysis Tool) 

pipeline in MATLAB. Tissue segmentation was performed using SPM to acquire grey 

matter, white matter, and cerebrospinal contents within each voxel. GABA and glutamate 

concentrations were corrected for voxels' gray and white matter contents and normalized to 

groups-average contents for all the participants [41] (Supplementary figure 1).  

 

Electroencephalography (EEG) 

Experiment - The EEG recording was performed using a 64 channel ActiCap Slim (Brain 

Products©). Electrode wires were gathered in two sets of 32 bundles through splitter boxes 
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then routed to two standard BrainAmp amplifiers (Brain Vision Solutions©). The signal 

was digitized through a USB 2 adapter connected to the amplifiers then recorded at the 

computer using Brain vision recorder at a 1000 Hz sampling rate. Participants were 

comfortably seated on a chair with their back to the EEG installation. Auditory stimuli were 

presented using Psyscope XB77 software. Sounds were transmitted through audio speakers 

placed bilaterally, approximately 25cm from their ears, with sound volume set at 65. 

During the procedure, participants watched a silent movie to facilitate collaboration and 

avoid movement artefacts as much as possible. The task was similar to the one used by 

Ethridge and colleagues [42,43] where an auditory chirp stimulus made of a pure tone 

(1000Hz) which amplitude was modulated by a sinusoid increasing linearly in frequency 

from 0 to 120 Hz over 2000ms was presented 160 times, with ISI varying randomly 

between 1500 and 2500ms.   

Signal processing - Signal preprocessing was performed using the EEGLAB toolbox in 

MATLAB. A 0.5 – 150 Hz bandpass and a 60 Hz notch filter were applied. Prior further 

processing steps, 19 electrodes with poor signal quality were removed in the anterior-

frontal, frontotemporal, temporal, parietal, and parieto-occipital regions, for all participants. 

Upon visual inspection additional noisy electrodes were manually removed, and all 

electrodes for which the signal amplitude had a standard deviation of less than 2mV and 

greater than 120 mV were automatically removed. On average 40 (± 4) electrodes were 

conserved for healthy subjects and 37 (± 4) for patients. Blinks, saccades, and cardiac 

activity-related artifacts were isolated using Independent Component Analysis (ICA), and 

the artifacted components were then rejected, blind to participant groups. Data was 

segmented into 4.5 seconds epochs (1s pre-stimulus and 3.5s post-stimulus). Artifact 

rejection was performed semi-automatically: epochs containing amplitudes > 200 µV and < 
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-200 µV were tagged and artifacted segments were manually removed during subsequent 

visual inspection, accounting for all remaining artifacts (movement etc.). On average, 140 

(± 19) epochs were kept for controls and 131 (± 29) epochs were kept for patients after this 

step. For data quality and interpretation purposes, all subsequent analyses focused on four 

defined regions of interest (ROI), defined by an average of a specific group of electrodes 

located over the frontal region (Fz: F3, F1, Fz, F2, F4), central region (Cz: C1, Cz, C2, 

FC1, FCz, FC2), parietal region (Pz: P3, P1, Pz, P2, P4); and occipital region (Oz: O1, Oz, 

O2, PO3, POz, PO4). (Supplementary figure 2) 

Time-Frequency Analyses – Time-frequency analyses were performed in EEGlab 

(implemented in MATLAB). Event-related spectral perturbation (ERSP) and inter-trial 

coherence (ITC) indices were used to quantify frequencies’ amplitude and phase coherence 

across trials. Whole sample ERSP and ITC maps were generated for all regions of interest. 

The complex Morlet wavelet transform was used to get ERSP and ITC components of the 

signal. Evoked responses were marked by greater phase-locking over the frontal region, 

from which two masks were then generated by selecting all points with an ITC > 0.13. A 

first masks was generated for the response to the chirp onset and a second mask was 

generated for the entrainment response to the chirp sound (Figure 3). These masks fitted 

into fixed time ranges (onset response: 0 to 500ms; entrainment response: 750 to 2250ms) 

which allowed us to extract within-masks frequencies’ amplitude and phase coherence 

indices from all ERSP and ITC maps across subjects. For all regions of interest, these 

values were then modeled as curves indicating the average ERSP increase (logarithmic gain 

in decibels) on one hand; and the average ITC increase (synchronization gain) on the other 

hand, in all subjects. 
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Statistical analyses  

Analyses were performed using the Jamovi statistical software (The Jamovi project (2021), 

version 2.2.1) and in MATLAB. For all TMS, EEG and MRS measurements, assumption of 

normality and equality of variances were checked using the Shapiro-Wilk and Levene tests 

respectively. Differences between groups were computed using One-way ANOVA. For 

both masks, group-average ERSP and ITC were calculated across trials, for the 4 regions of 

interest. For the chirp onset response mask, areas of maximum power (ERSP) and phase-

locking (ITC) were identified (based on the curves of average amplitude and 

synchronization increases) and set for analyses for frequencies ranging from: 3 to 8 Hz 

(Theta band), 8 to 14 Hz (Alpha band), and 14 to 17 Hz (Beta band). For the chirp 

entrainment response, areas of maximum power (ERSP) and phase-locking (ITC) were 

similarly identified and set for analyses for frequencies ranging from: 30 to 55 Hz (low 

gamma) and 65 to 100 Hz (high gamma). Differences between groups were then computed 

in Jamovi using One-way ANOVA and were considered significant for p ˂ 0.05. Post hoc 

analyses were conducted with Tuckey and Games-Howell tests. 

 

Results 

 

The TMS session could not be completed in one participant with DEPDC5 mutation, and 

one participant with NPRL3 mutation was excluded based on medical advice from the 

treating neurologist. One NPRL3 carrier refused to proceed to the MRS experiment. Due to 

technical issues, EEG data acquisition could not be completed for two NPRL3 carriers. 
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TMS – For all pair-pulsed TMS measures, the one-way ANOVAs showed no significant 

difference between the three groups (all p > 0.05), suggesting no sizable changes in 

intracortical excitation and inhibitory mechanisms (Figures 4). Similarly, no difference was 

observed for TMS measures pertaining to cortical excitability and cortical silent period 

(Supplementary Figure 3 & 4). 

 

MRS - The three groups did not differ in terms of tissue content proportions within both 

spectroscopy voxel (p > 0.05). No significant differences were observed with regards to 

extracellular GABA or Glx concentrations in either voxel (Figure 5). 

 

EEG – Significant differences in EEG onset and entrainment responses to the chirp sound 

were found in DEPDC5 and NPRL3 individuals as compared to healthy subjects, 

particularly in the theta (ERSP: F = 6.518, p = 0.006; ITC: F = 6.482, p = 0.006) and 

gamma (ERSP: F = 10.1, p ˂ 0.001; ITC: F = 6.42, p = 0.006) frequency ranges 

(supplementary figures 5-7).  However, we must keep in mind that each mutation seems to 

affect carriers' GABAergic functions differently as some display epileptic phenotypes 

whereas other are seizure-free (Table 1). In addition to the lack of statistical power, one 

may question the relevance and validity of such differences. 

In this context, using a descriptive, rather than a statistical approach, EEG results are 

presented  

here on a case-by-case basis comparing the results of an epileptic patient and a seizure-free 

carrier  

in each of the DEPDC5 and NPRL3 subgroups. To our knowledge, none of the DEPDC5 

and NPRL3 carrier and epileptic patients had a history of cortical dysplasia. In the absence 
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of further clinical data (EEG recording, MRI data) that would have directed the analysis of 

our results, we focus here on the regions that were prone to the most significant differences 

within theta and low gamma frequency ranges, during group-average comparisons, namely 

the frontal and parietal regions. 

 

When comparing DEPDC5 epileptic patient and seizure-free carrier, oscillatory responses 

modulated by the stimulus onset could be observed within low frequency bands, in both 

individuals. Over the frontal and parietal regions, these responses were marked by 

increased spectral power and phase coherence that appear more significant in the seizure-

free carrier compared to the epileptic patient, as indicated by the color bar (Figure 6). On 

one hand, In the epileptic patient, the stimulus onset induced oscillatory responses 

associated with 2 dB ˂ ERSP ˂ 3 dB in the frontal region and 2 dB ˂ ERSP ˂ 3 dB in the 

parietal region, within 3 – 10 Hz (Figure 6A). On the other hand, both frontal and parietal 

oscillatory responses are associated with ERSP ≥ 3 dB in the seizure-free carrier, 

particularly within theta (3-8Hz) frequency range (Figure 6B). In response to the stimulus 

onset, the seizure-free carrier also showed a significantly more increased theta phase 

coherence (ITC ≥ 0.25) over the frontal and parietal regions (Figure 6B), which was only 

observed over the parietal region in the epileptic patient (Figure 6A) 

Similar patterns are observed for entrainment responses to the chirp sound across trials, 

pertaining to high frequency oscillations. In the seizure-free DEPDC5 carrier, mean ERSP 

and ITC map sections highlight a distinct spectral power increase within 35 to 50Hz, and a 

greater phase coherence increase within 30 to 60Hz, with maximum ITC values around 

40Hz gamma band (Figure 7B). Like the seizure-free carrier, the mean ITC map highlights 

a significant increase phase-coherence, with maximum ITC values around 40Hz gamma 
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band, in the epileptic patient (Figure 7A). However, entrainment responses to the chirp 

sound across trials caused no remarkable increase in gamma spectral power in the epileptic 

patient (as suggested by the absence of this characteristic diagonal shape).  

 

In the case of NPRL3 mutation, EEG responses to the chirp sound appear quite similar to 

that described in DEPDC5 mutation. The stimulus onset caused a significant increase in 

theta spectral power, with maximum ERSP values (≥ 3 dB) over the parietal region in the 

unaffected carrier (Figure 8A) and over the frontal region in the epileptic patient (Figure 

8B). Theta phase-coherence was equally subject to a maximum increase (ITC ≥ 0.25) in 

both epileptic and unaffected NPRL3 carrier (Figure 8A, 8B), over the frontal and parietal 

regions.  

As in DEPDC5 individuals, figure 9 shows that entrainment responses to chirp sound are 

pertaining to the gamma frequency band. Particularly, mean ITC maps show distinct chirp-

modulated phase coherence increase within 30 to 100Hz. In the frontal and parietal regions, 

both NPRL3 epileptic patient and unaffected display aberrant gamma phase coherence, as 

depicted by the characteristics diagonal shape, with maximum ITC (≥ 0.25) values reached 

between 35 to 45 Hz.  

 

Interestingly, we observed in both mutations that entrainment responses to the chirp sound 

across trials are marked by a significant increase in theta spectral power (ERSP ≥ 3) 

specific to the epileptic individual (Figure 7A) as compared to the unaffected carrier 

(Figure 9B) 
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Discussion 

Genes coding for the mTORC1-regulating complex GATOR1 proteins are strongly 

associated with various phenotypes across the spectrum of inherited focal epilepsies, that 

may also involve malformations of cortical development [44]. While animal models and 

resected human brain tissue analyses provided evidence for the mediating role of mTORC1 

hyperactivation in epileptogenesis, essentially following DEPDC5, but also NPRL2 and 

NPRL3 loss-of-function mutations [19,45,46]. The exact mechanisms by which this 

increased mTORC1 activity disrupts the balance between cortical excitation and inhibition 

remain to be established. In the present study, we aimed to assess whether mTORC1 

hyperactivity following DEPDC5 and NPRL3 mutations involves changes in the 

GABAergic system, the primary inhibitory neurotransmitter of the central nervous system. 

We used a combination of non-invasive techniques to probe three distinct elements 

pertaining to GABAergic function.  

 

First, we found that TMS measures of intracortical inhibition were not different in 

DEPDC5 and NPRL3 carriers, compared to healthy controls. Interpretation of unchanged 

GABAergic receptor-mediated cortical inhibition here should consider in insight from other 

TMS studies in neurogenetic conditions marked by refractory epilepsy. In that regard, these 

findings differ from what is observed in patients with Dravet syndrome [32] and fragile X 

syndrome (FXS) [37], two disorders associated with epilepsy, where reduced GABAa-

mediated inhibition was observed. 

Overall, our data do not support the hypothesis of a mutation effect on GABAr-mediated 

inhibition. Despite similarities in the clinical phenotypes, discrepancies between data 

relating to the GABAergic system in the fragile X syndrome and our results can be 
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explained by the different genetic mechanisms involved in the etiology of these syndromes. 

However, we must keep in mind that the small sample size remains the greatest limitation 

here and likely explains the lack of significant results.   

 

To our knowledge, no other study has addressed the neurochemical effects of GATOR1 

genes mutations in the development of epileptic phenotypes so far, in animal or in human. 

In the present study, 1H-MRS revealed no significant group differences in GABA 

concentrations. To test whether the epileptic phenotypes were attributable to an excess of 

excitatory neurotransmitters, we similarly measured glutamate and glutamine 

concentrations. Here again, the absence of significant group difference suggests no effect of 

GATOR1 gene mutations on cortical and subcortical neurochemical balance. However, 

some limitations are to be considered with these results; first and foremost, the approach 

used here does not differentiate intracellular from extracellular GABA concentrations [47]. 

To continue, although most carriers were seizure-free, few of our participants were treated 

with combination of AEDs that are known to act on the GABAergic system, hence 

affecting cortical and subcortical GABA levels, directly or indirectly. A mutation effect on 

cortical and subcortical GABA concentrations might have been observed, had our study 

benefited from a larger sample. So far, MRS has not been extensively used to further assess 

neurochemical changes in focal, inherited epilepsies, and the scarce available data appear 

inconsistent in temporal lobe epilepsy and focal cortical dysplasia [48,49]. Although 

GATOR1 genes, particularly DEPDC5, have been associated to mesial and lateral temporal 

lobe epilepsy and more frequently to FCD-associated epilepsy, no information about the 

genetic profile of the TLE and FCD patients is provided in these studies. Their conclusions 

must therefore be considered with caution.  
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The sheer nature of epileptic seizures, which are characterized by a large-scale 

hypersynchronous activity of neuron populations [50] , make the use 

electroencephalography (EEG) particularly relevant in the study of focal epilepsies, such as 

mTOR-related epileptic syndromes. The auditory task used in this study meets the 

requirements for recording EEG oscillations that fall in the frequency range of theta and 

gamma rhythms. The 1 - 120 Hz- modulated Chirp sound elicits EEG responses generated 

in this same frequencies’ interval, with no active participation required from the subjects. In 

the analysis, we used indices that simultaneously addressed the magnitude of and phase of 

the decomposed EEG spectrum. For each epoch, the event-related spectral perturbation 

(ERSP) measures the mean dynamic changes in frequencies’ amplitude (in dB) over time, 

while the inter-trial coherence (ITC) reflects the consistency of the cerebral response across 

trials, showing the degree of frequencies’ phase alignment in response to the stimulus 

[51,52]. 

 

Theta oscillations represent one of the most regular EEG activities that can be recorded, 

emerging both from cortical and subcortical regions. Due to the high density of its neural 

layers, the hippocampus is considered one of the main sources of EEG theta [53–56].  In 

the cases presented here we describe EEG theta features common to both mutations and 

specific to epileptic patients as compared to unaffected carriers. Although it is worth 

mentioning that amplitude generally increase as frequencies decreases, here, the presence 

of aberrant theta spectral power in both DEPDC5 and NPRL3 epileptic patients align with 

the growing body of research highlighting aberrant theta oscillations; in adults with genetic 

and neurological disorders [57] including FXS [43,58] and generalized epilepsy [59,60]. 
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Considering the GATOR1 genes mutations effect on the mTOR signaling pathway, one can 

suspect the mTORC1 hyperactivation to impede the cognitive and memory functions that 

rely on theta: in the present case, the processing of auditory information. However, one 

must consider the potential effects of medications regarding these results. Indeed, 

neuropharmacological studies of AEDs have proved compounds such as carbamazepine to 

cause a power increase of low frequency oscillations, particularly theta oscillations, not 

only in healthy individuals but also in epileptic patients [61,62].  This may explain the 

significant increase in theta power induced by the stimulus onset, particularly in the NPRL3 

patient presented here, treated with carbamazepine.  

 

While pyramidal cells primarily contribute to the generation of hippocampal theta 

oscillations, it has also been observed that interneurons, particularly GABAergic 

interneurons, act as essential modulators of theta oscillations [63–65], regulating the firing 

tone of pyramidal cells and promoting local network synchronization [66–68], particularly 

during seizures [69]. It is now-established that GABAergic interneurons act as the main 

generators of high-frequency oscillations [70]. Particularly, the parvalbumin-expressing 

GABAergic interneurons, characterized as fast-spiking, are typically associated with 

cortical but also hippocampal gamma oscillations through which they rhythmically inhibit 

networks of pyramidal cells [33,71–73]. It is generally acknowledged that the coherence of 

such high-frequency oscillations supports a dynamic communication between neural 

ensembles across brain regions that is essential to cognitive functions [74–76]. 

Unsurprisingly, changes in gamma activity are observed in intractable epilepsy [77]. Recent 

work by Sato and colleagues focused on the spatiotemporal characteristics of gamma 

oscillations in FCD-related epilepsy. Analyzing intracranial EEG data, they highlighted 
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dynamic changes in GABAergic interneurons synchronization underlying epileptiform 

activity and seizure generation [78]. Contrasting individual data in each of the mutations, 

we observed that EEG gamma responses to the chirp sound are significantly more coherent 

in unaffected carriers compared to epileptic patients. In the case of DEPDC5 mutation, not 

only EEG gamma responses are more coherent, but they are also of greater amplitude in the 

unaffected carrier, suggesting a hyper-synchronization of the neural networks responsible 

for these oscillations, presumably due to faulty GABAergic interneurons activity. Yet, it is 

worth mentioning that in epileptic patients this effect may be attenuated by AEDs.   

 

In each of the mutation, we also note that theta and gamma are aberrantly co-occurring in 

entrainment responses to the stimulus across trials, as evidenced by the significant increase 

in theta spectral power concomitant with maximum increases in gamma phase-locking. 

This is particularly remarkable in epileptic patients, compared to seizure-free carriers. 

Interestingly, recordings of single units and local field potentials in animals have shown a 

match between neocortical gamma power and hippocampal theta phase, suggesting the 

entrainment of neocortical neuron ensembles to high-frequency oscillations by low-

frequency oscillations [79,80]. In fact, alterations in theta-gamma cross-frequency coupling 

are now considered a biomarker of neurologic conditions that share GABAergic 

dysfunction, especially Alzheimer’s disease and epilepsy [81,82]. Notwithstanding the 

potential effect of AEDs on theta spectral power as previously mentioned, this observation 

raises questions regarding a potential effect of DEPDC5 and NPRL3 mutations on the 

coupling of theta and gamma activities leading to a failure in the functions they support 

[83,84]. With this in mind, and accounting for the nature and main features of 

mTORopathies, it can be hypothesized that although mutations in the GATOR1 genes do 
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not directly affect GABAergic functions at the synaptic level, they likely promote 

electrophysiological changes within neuron ensembles, including GABAergic circuits, 

through increased mTORC1 activity, resulting in cortical hyperexcitability driven by 

hippocampal-neocortical interactions [85].  

Although, the mechanisms by which GATOR1 genes mutations create changes in human 

cortical excitability remain unclear, single-cases comparison here suggest that DEPDC5 

and NPRL3 mutations effects on cortical excitability, may vary with phenotypic profile. 

 

Conclusion 

Alterations in GABAergic function are likely common driving mechanisms in generalized 

and focal epileptic syndromes. However, these changes may occur at different levels 

depending on the etiology of the disease. Consistent with previous work and current 

knowledge of focal epilepsy, TMS and MRS here revealed no changes in physiological and 

biochemical factors of GABAergic transmission in DEPDC5 and NPRL3-related epileptic 

mTORopathies. In contrast, aberrant EEG theta and gamma oscillations, in response to 

auditory stimulation, were remarkable in DEPDC5 and NPRL3 seizure-free carriers and 

patients. This finding may be relevant as an electrophysiological sign of cortical 

hyperexcitability involved in epileptogenesis through increased mTORC1 activation. 

 

List of abbreviations  

mTOR: mammalian/mechanistic target of rapamycin 

GATOR1: GAP-activity-toward-RAGs complex 1 
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DEPDC5: DEP (Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin)-Domain Containing 5 

NPRL3: Nitrogen Permease Regulator Like 3 

SUDEP: sudden unexpected death in epilepsy 

TMS: Transcranial Magnetic Stimulation 

SCN1A: Sodium Channel voltage-gated type 1 alpha subunit 

SICI: Short interval cortical inhibition  

LICI: Long interval cortical inhibition  

ICF: Intra cortical facilitation 

SICF: Short interval cortical Facilitation 

CSP: Cortical silent period  

ASD: Autism spectrum disorder 

FXS: Fragile X syndrome 

NMDAr: N-methyl-D-aspartate receptors 

1H-MRS: Proton- Magnetic Resonance Spectroscopy 

GABA: Gamma-aminobutyric acid  

Glx: Glutamate + glutamine 

NF1: Neurofibromatosis type 1 

AEDs: Anti-epileptic drugs  
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FCD: Focal cortical dysplasia 

TLE: Temporal lobe epilepsy  

ERSP: Event-related spectral perturbation 

ITC: Inter-trial coherence 
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Tables & Figures 

 

Table 1. Characteristics of DEPDC5 and NPRL3 participants.  

 

CBZ = Carbamazepine; CLB = Clobazam; ESL = Eslicarbazepine acetate; LTG = 

Lamotrigine. 
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Figure 1. Standard plot of motor evoked potential as measured by electromyography 

for different transcranial magnetic stimulation protocols. CS = conditioned stimulus. 

TS = test stimulus. 
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Figure 2. Anatomical landmarks for single voxel spectroscopy (T1-weighted images). 

(A) The first voxel was located bilaterally at the primary visual cortex. (B) The second 

voxel was located at the globus pallidus, in the left hemisphere. 

 

 

 

 

 



 

 

80 

80 

 

 

 

Figure 3. Chirp onset and entrainment responses mask regions.  The present map 

represents the whole sample’s mean inter-trial coherence of the chirp-evoked oscillatory 

response, with rectangles focusing on areas of maximum inter-trial coherence. The white 

rectangle shows the chirp onset response region (0 – 500ms), and the black rectangle shows 

the chirp entrainment response region (750 – 2500ms), within which time-frequency points 

with ITC ≥ 0.13 were selected and masked. 
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Figure 4. Quantification of intra-cortical inhibition and facilitation. Ratio values are 

indicated as mean ± standard error. SICI = Short interval cortical inhibition. ICF = Intra-

cortical facilitation. SICF = Short Interval Cortical Facilitation. LICI = Long Interval 

Cortical Inhibition. LICF = Long Interval Cortical Facilitation. MEP = Motor Evoked 

Potentials. 
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Figure 5. Curves of cortical excitability. For each percentage of resting motor threshold 

point, the average MEPs’ amplitude is represented as mean ± standard error.  
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Figure 5. Neurotransmitters’ concentrations. Concentrations in the primary visual cortex 

(A) and left globus pallidus (B). Concentrations are indicated as mean ± standard error.  
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Figure 6. Oscillatory responses to chirp sound onset in DEPC5 epileptic patient vs. 

seizure-free carrier. Mean ERSP and ITC map sections show oscillatory responses to 

stimulus onset across trials in one epileptic patient (A) and one seizure-free carrier (B) 

Variations in frequencies’ spectral power and phase coherence are indicated by the color 

bars. 
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Figure 7. Oscillatory entrainment responses to chirp sound in DEPC5 epileptic patient 

vs. seizure-free carrier. Mean ERSP and ITC map sections show entrainment responses to 

the stimulus across trials in one epileptic patient (A) and one seizure-free carrier (B). 

Variations in frequencies’ spectral power and phase coherence are indicated by the color 

bars. 
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Figure 8. Oscillatory responses to chirp sound onset in NPRL3 epileptic patient vs. 

seizure-free carrier. Mean ERSP and ITC map sections show oscillatory responses to the 

stimulus onset across trials in one seizure-free carrier (A) and one epileptic patient (B) 

Variations in frequencies’ spectral power and phase coherence are indicated by the color 

bars. 
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Figure 9. Oscillatory entrainment responses to chirp sound in DEPC5 epileptic patient 

vs. seizure-free carrier. Mean ERSP and ITC map sections show entrainment responses to 

the stimulus across trials in one seizure-free carrier (A) and one epileptic patient (B). 

Variations in frequencies’ spectral power and phase coherence are indicated by the color 

bars.  
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Figure 7. Group-average changes in frequencies’ ITC during the Chirp onset. Average 

synchronization increases are indicated as mean ± standard error.  
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Figure 8. Group-average changes in frequencies’ ERSP in response to the chirp 

sound. Average amplitude increases are indicated as mean ± standard error.  
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Supplementary figure 1. Tissue-content normalization formula for GABA and 

glutamate quantification. IG = GABA area. Iw = water area. GM = grey matter. WM = 

white matter. CSF = cerebrospinal fluid. κ = editing efficiency of GABA (0.5). cw,i = 
visible water concentration in each tissue type (43.3 mol/dm3 in GM; 36.1 mol/dm3 in WM; 

53.8 mol/dm3 in CSF). MM = co-edited macromolecules signal correction factor. TE = echo 

time (68ms). TR = repletion time (2000ms). T1G, T2G = T1 and T2 relaxation time constant 

for GABA (88ms for T1 and 800ms for T2). T1w,i = T1 relaxation time constant for GM 

(1331ms), WM (832ms), and CSF (3817ms). T2w,i = T2 relaxation time constant for GM 

(110ms), WM (79.2) and CSF (503). ƒi = volume fraction of GW, WM, and CSF within the 

voxel. fi = voxel total tissue fraction. α = theoretical uncorrected GABA concentration in 

GW (1), WM (0.5) and CSF (0). μi = group-average voxel fractions of GM, WM, and CSF.  
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Supplementary figure 2. Defined regions of interest for EEG data analyses. Frontal 

region (Fz) in green, central region (Cz) in red, parietal region (Pz) in yellow and occipital 

region (Oz) in blue. 
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Supplementary figure 3. Curves of cortical excitability. For each percentage of resting 

motor threshold point, the average MEPs’ amplitude is represented as mean ± standard 

error.  
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Supplementary figure 4. Average cortical silent period in each group. Values are 

indicated as mean ± standard error. 
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Supplementary figure 5. Group-average changes in frequencies’ ITC during the 

Chirp onset. Average synchronization increases are indicated as mean ± standard error.  
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Supplementary figure 6. Group-average changes in frequencies’ ERSP in response to 

the chirp sound. Average amplitude increases are indicated as mean ± standard error.  
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Supplementary figure 7. Group-average changes in frequencies’ ITC in response to 

the chirp sound. Average synchronization increases are indicated as mean ± standard 

error.  
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7DISCUSSION 

 

De manière générale l’épilepsie représente une condition neurologique complexe dont la 

définition et la classification repose sur le progrès de notre compréhension du large spectre 

étiologique et des mécanismes qui y sont associés. Une condition qui affecte environ 

cinquante millions d’individus à travers le monde et qui est aujourd’hui considérée par 

l’organisation mondiale de la santé comme l’une des maladies chronique les plus 

communes (World Health Organization, 2019). Selon, la dernière classification de la ligue 

internationale contre l’épilepsie, le concept d’encéphalopathie épileptique qui renvoie à la 

dualité, voire la causalité entre l’activité épileptique et les atteintes 

neurodéveloppementales, pourrait s’étendre à un plus grand nombre de syndromes dont 

l’étiologie peut être de nature innée (génétique) ou acquise – par exemple à la suite d’un 

accident vasculaire cérébrale ou à des malformations du développement cortical (Scheffer 

et al., 2017). Par l’ubiquité de son expression, ainsi que les fonctions physiologiques 

qu’elle gouverne via diverses cascades signalétiques, la protéine mTOR  est sujette à des 

processus physiopathologiques qui concourent au développement de différentes 

encéphalopathies épileptiques. Ainsi, on peut associer à cette terminologie les syndromes 

épileptiques liés à la perte de fonction des gènes du complexe GATOR1 (DEPDC5, NPRL2 

et NPRL3) – hautement impliqué dans le rétrocontrôle négatif de la voie de signalisation 

mTOR – qui sont aujourd’hui étroitement liés à différentes comorbidités telles que des 

déficits intellectuels, troubles du langage et de l’attention, ainsi que des troubles du spectre 

autistique (Iffland et al., 2019). 
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Les progrès en génomique, notamment via le séquençage de l’exome ont ouvert une 

nouvelle fenêtre sur notre connaissance des syndromes épileptiques focaux, qui 

représentent à ce jour 60% des cas d’épilepsie. Il y a à peine plus d’une décennie que de 

plus en plus d’études, notamment animales, se sont intéressées aux conséquences de la 

perte de fonction des gènes du complexe GATOR1, mettant systématiquement en évidence 

le rôle central de l’hyperactivation de la voie mTOR dans l’hyperexcitabilité corticale 

vraisemblablement sous-jacente au développement de l’épilepsie (Lim & Crino, 2013 ; 

Yuksaitis et al., 2018); tout comme cela a été démontré dans des résections post-

chirurgicales de tissu cérébral humain (Iffland et al., 2018; Iffland et al., 2020). Bien que 

les variants du complexe GATOR1 contribuent majoritairement à l’étendue du spectre 

étiologique de ces syndromes, de nombreuses lacunes dans nos connaissances restent à 

combler notamment quant aux effets physiologiques de ces variants, afin d’utiliser ces 

connaissances à des fins diagnostiques puis thérapeutiques (Krenn et al., 2020). Au niveau 

cortical, l'équilibre physiologique entre excitation et inhibition repose sur un ensemble de 

facteurs (l'environnement ionique extracellulaire, la disponibilité en neurotransmetteurs, 

l'activité des récepteurs pré- et post synaptiques au sein des réseaux neuronaux, etc...) dont 

les modifications sont susceptibles de favoriser l'épileptogénèse. Cependant, il reste 

difficile à ce jour de déterminer dans quelle(s) mesure(s) les mutations des gènes du 

complexe GATOR1 entraînent une perturbation de cet équilibre. À l’instar des modèles 

archétypaux d’encéphalopathies épileptiques (par exemple le syndrome de Dravet), certains 

syndromes neurogénétiques tels que le syndrome du X fragile, présentant des similitudes 

sur le plan clinique et ayant fait l’objet de recherches approfondies, ont quasi unanimement 

pu être caractérisés par un dysfonctionnement des mécanismes inhibiteurs. 

 

Ainsi, dans le cadre de ce projet, nous avons tenté de déterminer si les mutations des gènes 

DEPDC5 et NPRL3 entraînent un déséquilibre cortical au détriment du système inhibiteur 

GABAergique, ou en faveur des mécanismes corticaux excitateurs. Dans le but d’évaluer 

l’intégrité de différents facteurs contribuant à cet équilibre et ainsi d’établir un profil 

holistique de la pathogénèse dans ces syndromes nous avons combiné trois approches 

distinctes, chez huit patients et porteurs sains des mutations DEPDC5 et NPRL3. Nous 

suspections que ce déséquilibre puisse entre autres être le résultat d’une défaillance des 
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récepteurs GABAergiques, une diminution de la concentration de GABA ou encore une 

perturbation de l’excitabilité corticale. Dans cette optique, nous avons procédé à la 

stimulation magnétique transcrânienne du cortex moteur primaire pour quantifier les 

mécanismes d’inhibition mais également de facilitation intra-corticaux. À l’aide de 

protocoles de stimulation simples et appariés à intervalles longs et courts, nous avons pu 

tester l’activité des récepteurs GABAergiques et glutamatergiques pré- et post-synaptiques 

ainsi que des canaux ioniques nécessaires à l’excitabilité neuronale. Au vu des résultats 

relatifs à la stimulation magnétique transcrânienne, rien n’indique que les mutations des 

gènes DEPDC5 et NPRL3 altèrent l’intégrité de récepteurs GABAergiques. De même, rien 

n’indique que les mécanismes d’excitation intra-corticaux médiés notamment par les 

récepteurs NMDA et les canaux sodiques voltage dépendants ne soient exacerbés chez les 

porteurs des mutations DEPDC5 et NPRL3, en comparaison aux individus sains.  Grâce à 

la spectroscopie par résonance magnétique nous avons tenté d’évaluer les effets des 

mutations DEPDC5 et NPRL3 sur les concentrations de GABA au niveau du cortex visuel 

primaire et du globus pallidus des ganglions de la base, connues dans la littérature, pour 

être des régions riches en neurones GABAergiques. Cette seconde approche n’a révélé 

aucun déséquilibre neurochimique en faveur au détriment du GABA, ou en faveur du 

glutamate susceptible de contribuer au développement de l’épilepsie dans le cas des 

mutations DEPDC5 et NPRL3. Enfin, pour une investigation sécuritaire et non-invasive de 

l’excitabilité corticale, nous avons utilisé l’électroencéphalographie (EEG). En effet, le 

signal oscillatoire enregistrée à la surface de la tête, reflet de la somme des potentiels 

électriques générés au sein de larges ensembles neuronaux, nous donne en temps réel un 

aperçu de l’activité cérébrale globale dans un contexte passif ou actif. Par soucis de 

pragmatisme et du fait de la fiabilité de ce protocole, nous avons choisi ici d’évaluer 

l’excitabilité corticale dans le contexte de la stimulation auditive à l’aide du son chirp 

modulé de 1 à 120 Hz. La décomposition du signal résultant de cette stimulation nous a 

permis d’évaluer les changements relatifs à certaines oscillations dont les corrélats cognitifs 

sont en jeu aussi bien dans un contexte physiologique que pathologique. Nous avons 

observé des différences significatives quant aux oscillations se trouvant dans les intervalles 

3 à 8 Hz (thêta) et 30 à 100 Hz (gamma), en termes d’amplitude (grâce aux mesures de 

perturbation spectrale liée à l’évènement) et de synchronisation du signal (grâces aux 
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mesures de cohérence inter-essais). Par rapport aux individus sains, le stimulus a d’une part 

évoquée des réponses oscillatoires de plus haute amplitude dans l’intervalle thêta chez les 

patients et porteurs sains DEPDC5 et NPRL3 ; ce qui suggère une sollicitation plus intense 

des réseaux neuronaux impliqués dans la perception et l’intégration de données sensorielle. 

Une hyperexcitabilité que l’on peut soupçonner d’être médiée par l’hyperactivation de la 

voie mTOR.  D’autre part, la stimulation a révélé chez les patients et porteurs sains 

DEPDC5 et NPRL3 une activité cérébrale marquée par des phases oscillatoires 

significativement plus cohérentes et de plus haute amplitude dans l’intervalle gamma, reflet 

de l’activité des interneurones GABAergiques. L’hyper-synchronisation de leur activité 

semble indiquer ici une défaillance dans leur rôle de pacemaker sur les neurones 

pyramidaux, probablement due au manque de régulation de la voie mTOR, et qui contribue 

vraisemblablement au développement d’une activité cérébrale épileptiforme ainsi qu’au 

déclenchement de crises focales dans le cas des mutations DEPDC5 et NPRL3. 

 

En ce qui concerne à nos objectifs de recherche, la stimulation magnétique transcrânienne 

et la spectroscopie par résonance magnétique n’ont pas fourni de données concluantes 

quant aux mécanismes d’inhibition et de facilitations intra-corticaux et aux concentrations 

de neurotransmetteurs dans le cadre de cette étude. En revanche, l’approche par 

électroencéphalographie nous a permis d’obtenir des résultats pertinents en tant que signes 

électrophysiologiques d'hyperexcitabilité corticale impliquée dans l'épileptogénèse, 

favorisée par une augmentation de l’activité de la voie mTOR.  

 

Pour finir, on peut aborder les principales forces et faiblesses de cette étude afin d’en 

dresser un bilan global et d’établir des avenues de recherche futures. Entre autres défis, la 

taille de l’échantillon constitue indubitablement la principale limite de cette étude. Les 

difficultés rencontrées lors du recrutement des participants s’expliquent avant tout par la 

rareté des cas diagnostiqués de syndromes épileptiques liés au gènes DEPDC5 et NPRL3 

au Québec et furent exacerbées par les mesures de restrictions mises en place pendant la 

pandémie de la COVID19. Par ailleurs, malgré le caractère exhaustif de notre approche, la 

mise en place et la réalisation de ce protocole peut s’avérer long et fastidieux pour les 

participants. D’autres limites, inhérentes aux techniques d’investigations doivent également 
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être prises en compte dans l’interprétation de nos résultats. Par exemple, bien que nos 

observations semblent consistantes avec celles d’études récentes, les données enregistrées 

par électroencéphalographie ne disposent pas de la même résolution spatiale que celles 

obtenues au niveau intra-cortical grâce aux enregistrements de potentiels de champs 

locaux ; ce qui limite les liens que l’on pourrait établir entre nos résultats et ce que l’on 

trouve dans la littérature. Toutefois, on peut souligner comme principale force l’aspect 

novateur d’une méthodologie combinant trois approches dont la validité pour l’étude du 

système GABAergique a été préalablement confirmée (Sanchez-Carpintero et al., 2016 ; 

Violante et al., 2016 ; Stern et al., 2017 ; Ehtridge et al., 2019 ; Morin-Parent et al., 2019). 

On rappelle que les mutations des gènes du complexe GATOR1 contribuent 

majoritairement à la diversité du spectre des syndromes épileptiques focaux ce implique 

une plus grande variabilité dans la réponse aux traitements médicamenteux et/ou 

chirurgicaux (Baulac 2016 ; Korenke et al., 2016). Considérant le peu de données dont on 

dispose chez des patients et porteurs sains DEPDC5 et NPRL3, cette étude pourrait ouvrir 

la voie vers des investigations plus approfondies des caractéristiques électrophysiologiques 

et biochimiques dans ces encéphalopathies épileptiques afin d’identifier les cibles 

thérapeutiques de manière plus efficace et plus exhaustive.  

 

Les perspectives à envisager devraient avant tout adresser les défis rencontrés au cours de 

ce cette étude. La poursuite de ce projet dans un cadre multicentrique permettrait 

certainement de pallier le manque de puissance statistique dû à la taille de l’échantillon. En 

outre, il serait intéressant et pertinent de reproduire ce protocole en identifiant exactement 

les variants ainsi que les phénotypes associés pour chaque participant, dans le but d’établir 

des corrélations génotype-phénotype plus robustes pour une meilleur compréhension des 

caractéristiques de ces encéphalopathies épileptiques.  
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9ANNEXES 

 

Annexe 1. Principes de résonance magnétique nucléaire 

 

La résonance magnétique nucléaire est un phénomène physique propre aux noyaux 

atomiques. Ce phénomène dépend essentiellement d’une propriété des noyaux atomiques 

qu’on appelle le spin ou nombre quantique de spin. Avec la masse et la charge électrique, le 

spin constitue une propriété fondamentale des particules élémentaires (électrons, protons, 

neutrons, quarks, etc.), et en représente le moment cinétique intrinsèque ( ⃗s). Ainsi le spin 

des noyaux atomiques ( ⃗S) reflète donc la somme vectorielle des spins des protons (+1/2) 

et des neutrons (-1/2) qui les constituent. De ce fait, les noyaux ayant un numéro atomique 

impair (ex. 1H, 19F) possèdent un spin non nul (ex. 1H, 19F), ce qui les rend précisément 

sujets au phénomène de résonance magnétique. En effet, ces noyaux possèdent non 

seulement un moment cinétique intrinsèque mais également un moment magnétique ( ⃗μ) 

qui représente la direction et la force du champ magnétique environnant le noyau. Ce 

moment magnétique est proportionnellement lié au moment cinétique par une constante 

(propre à chaque atome) que l’on appelle le rapport gyromagnétique (γ), de sorte que  ⃗μ = 

γ* ⃗ S. De manière indissociable, les moments cinétique et magnétique existent dans 

différents états quantiques que l’on dénombre selon la formule 2 ⃗ S + 1. Par exemple, le 

noyau atomique de l’hydrogène n’étant constitué que d’un proton, son spin ne présente que 

2 états quantiques différents. En présence d’un champ magnétique externe (B0) de l’ordre 

de quelques teslas, on peut observer la déclinaison de ces différents états quantiques en 

fonction de leur niveau d’énergie, selon l’effet Zeeman. Si on connait la différence 

d’énergie entre deux états quantiques du spin d’un noyau atomique, il devient alors possible 

d’influencer sa capacité à passer de l’un à l’autre. En effet, via l’application d’un 

rayonnement électromagnétique, on fournit au noyau une source d’énergie qu’il peut non 

seulement absorber pour passer à un état quantique supérieur (transition) mais aussi émettre 

afin de revenir à son état d’équilibre (relaxation). La fréquence de ce rayonnement 

électromagnétique détermine la quantité d’énergie fournie, et par conséquent détermine le 
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phénomène de résonance magnétique nucléaire. Le champ magnétique de la Terre n’étant 

que de 0.00006 tesla, il ne permet pas d’influencer le moment magnétique des noyaux 

atomiques qui sont d’ordinaire orientés de manière aléatoire. Cependant, sous l’effet d’un 

champ magnétique externe (au moins 60,000 fois plus fort que celui de la Terre), les 

moments magnétiques de spins subissent un changement progressif de leur orientation tout 

autour de l’axe imposé par ce champ, que l’on appelle mouvement de précession (ou 

précession de Larmor). La fréquence de Larmor (υ0 ou ω0) - autrement dit, la fréquence à 

laquelle on fait résonner le noyau - reflète la vitesse de ce mouvement de précession et 

varie en fonction du champ magnétique B0 ainsi que la constante gyromagnétique γ, de 

sorte que ω0 = γ B0. 

 

Du fait de son abondance dans le corps, la résonance magnétique de l’atome d’hydrogène, 

(contenu dans les molécules d’eau, mais également dans les protéines et lipides) est plus 

communément exploitée. Par ailleurs, la constitution de son noyau fait qu’il est d’autant 

plus simple d’induire sa résonance via l’utilisation d’ondes de basse fréquence, véhiculant 

de faibles quantités d’énergie (radiofréquences) sous l’effet d’un champ magnétique de 

l’ordre de quelques teslas. 
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Annexe 2. Acquisition des données d’imagerie par résonance magnétique 

 

Le scanner IRM agit comme un aimant qui va permettre de générer un champ (B0), 

généralement de 1.5 ou 3T. L’application d’un champ magnétique puissant (B0), impose 

aux protons des atomes d’hydrogène un alignement de leur moment magnétique selon un 

plan longitudinal z, de sorte que leur spins précessent autour de l’axe du champ B0. 

On note que le champ B0 influence l’orientation des moments magnétiques des spins, mais 

pas la phase de leur mouvement de précession. Tandis qu’une petite proportion de protons 

(protons ‘down’) s’aligne au champs B0 de manière antiparallèle (dans la direction 

opposée), la majorité (protons ‘up’) s’aligne au champ B0 de manière parallèle, (dans la 

même direction). L’impulsion de radiofréquence émise fournit assez d’énergie aux protons 

‘up’ en excès pour entraîner une déviation de 90˚ des moments magnétiques de leur spins, 

du plan longitudinal z vers un plan transversal (x,y). C’est dans ce plan transversal 

notamment que la bobine exerce son rôle d’antenne et parvient à mesure la résonance 

magnétique totale (ou vecteur de magnétisation nette) des protons dont les spins précessent 

alors en phase. L’interruption du signal de radiofréquence force les protons à libérer cette 

même énergie pour revenir à leur état initial (équilibre), au cours de ce qu’on appelle la 

relaxation longitudinale T1. Cela se traduit par un retour des moments magnétiques de leur 

spins du plan transversal (x,y) vers le plan longitudinal (z), et qui se produit de façon 

exponentielle selon un facteur de temps (T1). Parallèlement à ce retour dans le plan 

longitudinal, l’interruption du signal de radiofréquence entraine un déphasage du 

mouvement de précession des spins des protons au cours de ce qu’on appelle la relaxation 

transverse T2 (ou relation spin-spin). Le signal perçu à l’antenne de réception représente 

donc ce décalage de phase progressif entre les spins des protons, que l’on appelle FID (Free 

Induction Decay). Tout comme la relaxation longitudinale, la relaxation transverse se 

produit de manière exponentielle et selon un facteur de temps T2, en théorie. Dans la 

pratique, le champ B0 n’est homogène qu’au niveau macroscopique. Au niveau 

microscopique il présente des inhomogénéités qui causent l’accélération du déphasage des 

spins, de sorte que la relaxation transverse se produit selon un facteur de temps T2*. La 

latence des relaxation longitudinales et transverses est spécifique aux différentes formes de 

la matière. En effet, à l’état liquide, les molécules disposent d’une plus grande liberté de 
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mouvement. Ainsi les protons se trouvant dans un environnement fluide ont généralement 

des temps T1 et T2 long (1500 – 2000 ms). Inversement, l’organisation compacte et fixe de 

la matière à l’état solide favorise les différentes interactions et transferts d’énergie, de sorte 

que les protons se trouvant dans un environnement solide ont des temps T1 et T2 plus 

court. Plus particulièrement, les tissus majoritairement constitués d’eau ont des temps de 

relaxation plus long que les tissus majoritairement constitués de lipides et lipoprotéines. Ce 

sont essentiellement ces paramètres qui sont exploités de manière séquentielle afin de 

produire une image grâce à la résonance magnétique.  

 

La séquence d’écho de spin est l’une des séquences d’impulsion les plus communément 

utilisées en IRM. Après une première impulsion de radiofréquence de 90˚, la cohérence de 

phase des spins diminue selon le facteur T2*. Afin de palier à ce déphasage accéléré, une 

seconde impulsion de 180˚ est émise, et entraîne un nouveau transfert de la magnétisation 

nette, du plan longitudinal (Mz) vers le plan transversal (Mx,y), où le signal est mesuré par 

l’antenne au bout d’un certain temps que l’on appelle temps d’écho (TE). Enfin, la 

magnétisation nette regagne lentement le plan longitudinal selon la constante T1. Au bout 

d’un temps donnée TR (temps de répétition), on répète cette succession d’évènements via 

une nouvelle impulsion de 90˚. On comprend alors que le temps d’écho (TE) est 

étroitement lié au temps de relaxation T2, tandis que le temps de répétition est étroitement 

lié au temps de relaxation T1. En modulant les paramètre d’écho et de répétition on peut 

définir le contraste des images obtenues par résonance magnétique. Un TR long permet à la 

relaxation longitudinale (T1) de se produire complètement dans différents types de tissus, 

ne permettant pas leur distinction. En revanche, avec un TR plus court, la relaxation 

longitudinale ne s’effectue complètement que dans les tissus ayant un T1 court, qui 

apparaîtront donc en hypersignal. Inversement, un TE court ne permet pas à la relaxation 

transverse de se produire complètement dans les différents tissus, peu importe la durée de 

leur T2. Un TE prolongé cependant, permet de distinguer les tissus en fonction de la 

décroissance de leur signal dans le plan transverse. Ainsi, au temps de mesure (temps 

d’écho), le signal sera plus élevé pour les tissus ayant un T2 plus lent. Par exemple, dans le 

cas du cerveau, on distingue la matière grise qui apparaît en hyposignal (sombre), de la 

matière blanche en hypersignal (clair) sur les images dites pondérées en T1 (TR et TE 
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courts). Inversement, sur les images dites pondérées en T2 (TR et TE longs), on distingue 

la matière grise en hypersignal, de la matière blanche qui cette fois apparaît en hyposignal.   

 

On rappelle que la fréquence de l’impulsion émise dépend de la fréquence de Larmor, qui 

dépend elle-même de la force du champ B0. Le champ B0 étant homogène au niveau 

macroscopique, on ne pourrait donc pas distinguer la magnétisation des protons d’une 

région à l’autre. Afin que le signal mesuré ait une résolution spatiale, on peut moduler la 

force du champ magnétique B0 via l’ajout de champs magnétiques plus faibles. En fonction 

de la position des protons dans l’espace on crée ainsi des gradients de B0 selon les axes x, y 

et z du plan. L’application de tels gradients implique que la fréquence de Larmor des 

différents spins ainsi que leur phase varient de façon linéaire le long de ces axes. Par 

exemple, en appliquant un gradient le long de l’axe x, les spins de protons auront une 

fréquence de Larmor d’autant plus élevée qu’ils seront éloignés. En modulant la bande 

passante de l’impulsion RF, on peut sélectionner un contingent de spins au sein d’une 

tranche donnée, plus ou moins épaisse, de la région d’intérêt. Ce premier gradient que l’on 

appelle gradient de sélection de tranche est appliqué perpendiculairement au plan de la 

tranche sélectionnée (par exemple le long de l’axe x), concomitamment à la première 

impulsion de RF de 90. Par ailleurs, si l’on se place en un point x donnée (autrement dit si 

on s’intéresses à une colonne particulière au sein de la tranche sélectionnée), on s’aperçoit 

que l’ensemble des spins correspondants précessent à la même fréquence et la même phase. 

La résolution spatiale s’obtient donc également en appliquant un second gradient que l’on 

appelle le gradient de codage de phase (le long de l’axe y par exemple). Enfin, puisque 

chaque tranche est déterminée par une bande passante de fréquences, le signal provenant de 

chacune de ces tranches est donc un signal complexe qui repose sur la sommation d’un 

ensemble de fréquences uniques. Par conséquent, lorsque ce signal est reçu au niveau de 

l’antenne, on applique un dernier gradient, dit gradient de lecture (selon l’axe z par 

exemple), qui rend compte du codage en fréquence de la tranche sélectionnée. 

 

Au temps d’écho, on mesure donc la relaxation dans le plan transversal (le signal FID). Ce 

signal reçu au niveau de l’antenne est donc ensuite amplifié, puis numérisé. Au sein du 

scanner, le signal FID en fonction du temps est soumis à la transformation de Fourier afin 



 

 

121 

121 

d’obtenir un spectre des différentes fréquences qui contribuent au signal provenant d’une 

tranche donnée (ainsi que leur intensité) en fonction de leur localisation, pour produire une 

image. Ce ‘balayage’ fréquentiel se traduit par les différents pixels qui composent l’image 

résultante. 

Supposons qu’on limite ce procédé à l’émission d’une impulsion RF suivie d’un 

enregistrement du signal au temps TE. À l’aide de la transformation de Fourrier, on 

obtiendrait simplement un spectre des différentes fréquences que l’on pourrait représenter 

graphiquement en fonction de leur intensité respective. En principe, l’acquisition de 

données de spectroscopie consiste à réitérer les étapes d’acquisition d’imagerie sans 

l’application de gradients au cours de l’échantillonnage. 
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Annexe 3. Décomposition et analyse du signal EEG 

 

Le signal EEG est un reflet direct et en temps réel de l’activité cérébrale. Cependant, la 

complexité de sa nature implique qu’on le ‘traduise’ ou le transforme selon des paramètres 

que l’on peut interpréter. D’un point de vue analytique le traitement du signal EEG repose 

sur le principe de la transformation/transformée de Fourrier (TF).  

 

 

 
 

Figure annexe 3. Expressions mathématiques de la transformée de Fourier et de ses 

variantes. (A) La formule A représente la définition mathématique de la transformée de 

Fourier d’un signal. (B) La formule B représente la définition mathématique de la 

transformée de Fourier locale ou à fenêtre glissante. (C) La formule C représente une 

expression simplifiée de la formule utilisée dans le cadre de ce projet pour appliquer la 

transformée en ondelette complexe de Morlet, à notre signal EEG; où : W représente 

l’ondelette mère (Ondelette de Morlet), S représente le signal EEG, a et b représentent les 

paramètres de translation et de dilatation de la fenêtre glissante, respectivement. 

 

D’après le théorème de Fourrier, tout signal continu et périodique peut être considéré 

comme la somme (trigonométrique ou exponentielle) de signaux sinusoïdaux de différentes 

fréquences. D’un point de vue mathématique, si on envisage un signal comme une fonction 

intégrale (dont les valeurs peuvent être réelles (R) ou complexes), en appliquant la TF, on 

obtient un spectre fréquentiel des différentes sous fonctions qui en moyenne produisent ce 

signal. (Figure annexe 3. A). La TF permet donc un balayage ou 'filtre' du signal en 

fréquence; de la même manière qu'un prisme optique décompose la lumière blanche pour 
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en isoler les différentes composantes monochromatiques selon leur longueur d'onde 

respective.  

Cependant le spectre produit grâce à la TF ne renseigne pas sur la dynamique temporelle 

des composantes d’un signal; autrement dit, à quel moment dans le temps voit-on une 

composante fréquentielle s’ajouter ou au contraire se soustraire du signal? 

 

Dans le cas de l’EEG on cherche à transformer un signal oscillatoire et non stationnaire. 

Afin de combler la perte de résolution temporelle d’une part on peut appliquer la TF en y 

ajoutant un facteur temporel que l’on appelle fenêtre glissante (Transformée de Fourrier à 

fenêtre glissante (TFFG)) (Figure annexe 3. B). Dans ce contexte, le signal est conjugué à 

une fonction temporelle (la fenêtre) que l’on peut translater tout au long du signal afin d’en 

sélectionner la/les période(s) d’intérêt. Ainsi la transformation nous permet d’obtenir un 

spectre des différentes composantes du signal en fonction du temps. La fixité de la taille de 

la fenêtre engendre cependant une dissociation entre résolution temporelle et résolution 

fréquentielle. Autrement dit, pour des fenêtres plus étroites, la TFFG offre une meilleure 

résolution temporelle tandis que la résolution fréquentielle diminue. Inversement, avec des 

fenêtres plus larges, la résolution temporelle diminue mais le spectre fréquentiel est établi 

avec plus de précision. En adaptant la fenêtre au champ des fréquences (c’est-à-dire en 

utilisant différentes tailles de fenêtre pour des fréquences fixes), on génère une nouvelle 

fonction (ondelette mère) qui peut être non seulement translatée mais également dilatée ou 

compressés à l’échelle des différentes fréquences. La transformation en ondelettes permet 

ainsi une décomposition fréquentielle du signal en fonction du temps (Analyse temps-

fréquence), pour laquelle la résolution temporelle sera d’autant plus haute que les 

fréquences sont élevées, et inversement. Dans le cadre de notre projet, l’analyse temps-

fréquence du signal EEG s’effectue grâce à la transformée en ondelettes complexe de 

Morlet (Figure annexe 3. C).  

 


