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Résumé de these

Etude de I’hyperexcitabilité cérébrale dans des modeles murins d’épilepsies génétiques et développement
d’une nouvelle stratégie pour la réduire.

L’épilepsie est l'affection neurologique la plus fréquente aprés la migraine. Les symptomes se

caractérisent par la récurrence de crises épileptiques dues a une hyperexcitabilité cérébrale, correspondant a
des décharges neuronales hyper-synchronisées et excessives.
Les canaux sodiques dépendants du potentiel (Na,) sont des acteurs essentiels de I'excitabilité neuronale,
puisqu’ils sont responsables de la génération et de la propagation des potentiels d’action d’un neurone a I'autre.
De nombreuses mutations du géne SCN1A, codant pour la sous-unité a du canal Na,1.1, sont a l'origine des
mécanismes pathologiques aboutissant a des épilepsies génétiques. Il a été montré que les canaux Nay1.1 jouent
un réle majeur dans I'excitabilité des neurones inhibiteurs GABAergiques (Yu et al., 2006). La mutation des
canaux Nay1.1 provoque un dysfonctionnement de I'excitabilité de ces neurones, dont résulte une diminution
de l'inhibition cérébrale. Ce phénomeéne est a l'origine de I’hyperexcitabilité neuronale responsable de la
génération des crises épileptiques (Ogiwara et al., 2007 ; Cheah et al., 2012).

Mes travaux de thése ont porté sur I'étude de deux modeles murins d’épilepsies génétiques de I'enfance liées a
des mutations des canaux Nay1.1 : le Syndrome de Dravet (SD), une épilepsie pharmaco-résistante sévére, et
I’Epilepsie Génétique avec Convulsions Fébriles Plus (EGCF+), présentant un phénotype plus modéré.

Dans les modeles murins, comme pour les patients, il existe une période de latence avant la période épileptique
durant laquelle la cause de I'épilepsie (protéine mutée) est présente, sans que les crises épileptiques ne soient
encore manifestées. Dans des modeles d’épilepsies non génétiques cette période, appelée « épileptogenése »,
correspond a des réarrangements neuronaux qui se mettent en place jusqu’a déclencher la génération des
crises. La premiére partie de mes travaux de theése concerne cette période. Ils ont permis de mettre en évidence
des formes d’hyperexcitabilité dans des tranches de cerveau prélevés sur ces modeles murins avant |I'apparition
des premiéres crises, révélant une « épileptogenese » dans ces modeles d’épilepsie génétique. En revanche, des
enregistrements effectués in vivo sur le modéle du SD ne montrent pas de signe d’hyperexcitabilité dans les
structures cérébrales, supposant la mise en place de mécanismes d’homéostasie lors de la période pré-
épileptique.

Le SD est une épilepsie résistante a tous les traitements développés a ce jour. Il se caractérise par de violentes
crises cloniques pouvant parfois entrainer la mort, mais également par le développement d’autres symptomes,
tels que des ataxies, des troubles sociaux et cognitifs. La sévérité de ces symptdomes montre une réelle urgence
médicale. La seconde partie de mes travaux de these, concerne l'identification de conditions expérimentales
optimales pour induire des activités épileptiformes spécifiques dans le but de les utiliser par la suite pour tester
I'efficacité d’éventuels traitements. Pour réaliser cette étude nous avons utilisé des tranches de cerveau du
modele murin du SD. Nos résultats suggerent que, bien que I'étude sur tranches de cerveaux fournisse des
informations sur I'excitabilité du réseau neuronal, elle ne semble pas assez intégrée dans nos conditions
expérimentales pour permettre de reproduire fidelement I'effet de différents traitements observé in vivo.

La derniére partie de mes travaux de these visait a mettre au point une stratégie pour réduire I’"hyperexcitabilité
cérébrale. Pour ce faire nous avons utilisé une technique d’ARNSs interférents délivrés a I'aide de vecteurs viraux,
afin de diminuer I'expression de certaines cibles d’intérét. L'effet de ces constructions virales a été étudié in vivo
sur les crises observées dans le modele murin du SD.






Abstract

Cerebral hyperexcitability study of genetic epilepsy murine models and development of new therapeutic
strategy to reduce it.

Epilepsy is the most frequent neurological affection after migraine. Its symptoms are characterized by the
recurrence of epileptic seizures due to cerebral hyperexcitability, corresponding to hyper-synchronized and
excessive neuronal discharges.

The voltage-gated sodium channels (Na,) are essential actors of the neuronal excitability, as they are responsible
of the generation and the propagation of action potentials. Numerous mutations of the SCN1A gene, coding for
the a subunit of the Na,1.1 channel, are involved in pathological mechanisms of genetic epilepsies. This isoform
of sodium channels is particularly important for the excitability of inhibitory neurons (Yu and al., 2006). Thus,
mutations of Na,1.1 channels cause a dysfunction of the excitability of GABAergic interneurons resulting in a
decrease of the cerebral inhibition. This phenomenon is at the origin of the network hyperexcitability that is
responsible for the generation of epileptic seizures (Ogiwara and al., 2007; Cheah and al., 2012).

During my thesis, | studied two murine models of childhood genetic epilepsies, caused by mutations of Na,1.1
channels: Dravet Syndrome (DS), a severe and drug resistant epilepsy, and Genetic Epilepsy with Febrile Seizures
Plus (GEFS+), characterized by a milder phenotype.

In the murine models, as for the patients, there is a latency period before the epileptic period, in which the cause
of the epilepsy (mutated protein) is present but there are no epileptic seizures. In models of acquired (non-
genetic) epilepsy, this period is called “epileptogenesis” and corresponds to the progressive rearrangements of
the properties of neuronal networks that eventually lead to the generation of spontaneous seizures (period of
chronic epilepsy). In the first part of my thesis, | focused my studies on this latency period and our work allowed
to disclose forms of hyperexcitability in brain slices of these murine models before the onset of seizures,
revealing that, also in these models of genetic epilepsies, there is an “epileptogenic period” in which the
properties of the networks are progressively modified. However, in vivo recording in DS model did not show
clear evidence of hyperexcitability in cerebral structures, consistently with the presence of homeostatic
mechanisms during the pre-epileptic period.

DS is resistant to all treatments developed until now. It is characterized by severe clonic seizures which can
sometimes provoke death, but it is also characterized by severe co-morbidities, such as ataxia and
social/cognitive deficits. The severity of DS makes it a real medical emergency. The second part of my thesis has
been focused on the identification of the best experimental conditions for inducing specific epileptiform
activities in brain slices of the murine DS model, , in order to use them for drug screening. However, our results
suggest that although the brain slices model allow to obtain information on the excitability of neuronal
networks, it does not seem integrated enough in our experimental conditions for reproducing faithfully the
effect of various treatments observed in vivo.

The last part of my thesis consisted in developing a new strategy to reduce the hyperexcitability of the neuronal
networks by using an RNA interference technique delivered by viral vectors, to decease the expression of specific
targets of interest. Thus, | studied the effect of this “treatment” in vivo on the seizures observed in DS murine
model.
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MEA : Mutielectrode Array (réseau de multiélectrodes)
Mg?*: Magnésium

miARN : micro-ARN

MSIE : Mort Subite et Inexpliquée en Epilepsie

Na, : Canaux Sodiques dépendant au voltage

Na,1.17 : Mutation homozygote KO du géne Scnla
Na,1.1*/ : Mutation hétérozygote KO du géne Scnla
Na,1.1%%* : Mutation hétérozygote R1648H du géne Scnla
Na,1.1f""RH : Mutation homozygote R1648H du géne Scnla
OHF : Oscillations a haute fréquence

PA : Potentiel d’Action

PBS : Phosphate-buffered saline (Tampon phosphate salin)
PCR : Polymerase Chained Reaction (réaction en chaine par polymérase)
Pi: Particules infectieuses

Pol Il : ARN Polymérase de type Il

Poll Il: ARN Polymérase de type I

poly-A : polyadénylation

PPSE : Potentiel Post-Synaptique Excitateur

PPSI : Potentiel Post-Synaptique Inhibiteur

PS : « Population Spike » (sommation des PA d’un groupe de neurones)
PV+ : Interneurone exprimant la parvalbumine

gPCR : quantitative Polymerase Chained Reaction (réaction en chaine par polymérase quantitative)



RCPG : Récepteur Couplé aux Protéines G
S1 : Cortex somatosensoriel

SCN1A: Sodium Channel voltage gated type | alpha subunit (Canal sodique dépendant du voltage de type 1,
sous-unité alpha)

SD : Syndrome de Dravet

SshARN : « small hairpin » ARN = petit ARN en épingle a cheveux
SIA : Segment Initial de I’Axone

SNC : Systéme Nerveux Central

SNP : Systéme Nerveux Périphérique

SP : Stratum Pyramidale

SR : Stratum Radiata

tbp : tata binding protein (protéine de liaison tata)

TC : Thalamo-Cortical
TTX : Tétrodotoxine

UA : Unité Arbitraire

VB : Ventrobasal

WT: Wild Type (Sauvage)

ZE : Zone épileptogene
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1. Epilepsie

e Histoire de I'épilepsie

L'épilepsie est loin d’étre une maladie moderne, mais celle que nous connaissons aujourd’hui n’a pas
toujours été considérée comme une pathologie réclamant des soins médicaux.

En effet, les textes retracant les concepts fondamentaux concernant I'épilepsie remontent a des périodes
datant d’au moins 2000 ans avant Jésus-Christ : le plus ancien document caractérisant de facon détaillée des
symptomes de |'épilepsie est un manuel de médecine Babylonien composé de 26 tablettes, actuellement
exposé au British Museum de Londres . Mais les croyances de I'époque
attribuaient les symptomes de cette affection a une origine spirituelle, telle que la possession par un esprit
malin ou un dieu malfaisant, ce qui engendrait des craintes et un isolement des personnes atteintes
puisqu’elles étaient rejetées par la société.

Au Ve siécle avant Jésus-Christ, Hippocrate désacralise I'épilepsie dans son traité « La maladie sacrée », en
I'attribuant a un déreglement cérébral, dont les crises pouvaient étre sujettes a un traitement tant qu’elles
ne devenaient pas chroniques (Chang et al., 2007).

Malgré ces prémices, I’attribution surnaturelle de I’épilepsie ne laissa place a I'idée d’un déséquilibre cérébral
pouvant étre traité que bien plus tard, au XVllle et XIXe siecle en Europe et aux Etats-Unis, ou le premier
médicament contre les crises (le bromure) commenca a se répandre en 1857.

En 1873, Hughlings Jackson, un neurologue anglais, émis les premiéres hypothéses sur les mécanismes
physiopathologiques liés a I'épilepsie, en supposant que I'expression des différentes crises observées
dépendaient de I'emplacement dans le cerveau d’ou partaient des décharges électrochimiques brutales
d’énergie

Cette théorie s’est confirmée par la suite en 1924, grace a la découverte de |I'électroencéphalogramme (EEG)
par le psychiatre Hans Berger , qui a révélé I'existence d’ondes électromagnétiques
correspondant a une activité électrique dans le cerveau, dont le profil variait lors des crises épileptiques et
en fonction du placement des électrodes sur le crane. Ce qui permis d’identifier des foyers d’ou partaient ces
décharges afin d’envisager des traitements chirurgicaux, dont les premiers furent réalisés par le Dr. Wilder
Penfield

Depuis ces découvertes, la compréhension de I'épilepsie s’est largement accrue grace a I'étude des
mécanismes électrochimiques a I'origine des crises épileptiques et au développement de technologies
d’imagerie cérébrale qui ont permis de déceler certains foyers épileptiformes (présentant des
caractéristiques d’activités épileptiques) et de trouver des cibles thérapeutiques.
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o Définition de I'épilepsie
L'épilepsie est I'affection neurologique la plus fréquente apres la migraine. Elle touche plus de 1% de

la population mondiale (d’aprés les données du World Health Organisation, octobre 2014), dont environ
750.000 personnes (1,13%) en France.

Il faut savoir que 5% des personnes feront une des convulsions isolées dans leur vie sans pour autant étre
épileptique, la différence avec I'épilepsie en tant que pathologie est due au fait qu’un patient épileptique
aura des crises de maniére récurrente.

Ces crises correspondent a une hyperexcitabilité paroxystique dues a des décharges excessivement
anormales et simultanées de milliers de neurones et qui peuvent se manifester de différentes facons en
fonction de la localisation du foyer épileptique dans le cerveau.

Ces épilepsies sont imprévisibles, ce qui leur vaut le nom tiré du grec ancien « epilambanein » qui signifie
« prendre par surprise ». Elles représentent donc, en plus d’'un probléme de santé, un danger quotidien qui
entrave I'indépendance des patients. De plus, 30% des épileptiques sont résistants aux traitements et la seule
thérapie envisageable est alors I'ablation chirurgicale du foyer épileptique lorsque c’est possible. Mais cela
peut entrainer de nombreuses séquelles irréversibles, d’ou I'importance que prend la recherche dans ce
domaine afin d’améliorer les conditions de vie de ces patients.

e Caractérisation des crises

La nature des crises épileptiques varie selon le foyer ou sont générées les décharges anormales.
On peut distinguer les crises partielles, pour lesquelles I'origine du dysfonctionnement est ciblée a une partie
du cerveau, des crises généralisées qui vont toucher toutes les aires cérébrales, ou secondairement
généralisées (qui commencent dans une partie cérébrale confinée, pour ensuite s’étendre aux deux
hémisphéres).

Parmi les crises partielles, on trouve des crises partielles simples qui entrainent des secousses des membres
et parfois des hallucinations sensitives mais pas de perte de connaissance, contrairement aux crises partielles
complexes qui touchent des zones plus larges, comprenant des structures profondes du cerveau qui régissent
la conscience et dont le patient ne conserve aucun souvenir.

Il existe plusieurs types de crises généralisées en fonction des symptomes rencontrés

- Crises toniques : caractérisées par des contractures musculaires, un blocage respiratoire, une hyper-
salivation et une altération de la conscience.

- Crises atoniques : correspondant a une perte du tonus musculaire, entrainant des chutes et une tres
breve altération de la conscience.

- Crises cloniques : pour lesquelles les patients présentent des convulsions musculaires et des
tremblements involontaires, ainsi qu’une perte de connaissance.
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- Crises tonico-cloniques ou Grand mal: elles entrainent une totale perte de conscience et se
caractérisent d’abord par une phase tonique (contraction musculaire prolongée) d’une dizaine de
secondes, puis par une phase clonique (secousses musculaires) de I'ordre de la minute. Ces crises
sont les plus impressionnantes et sont suivies d’'une phase « post-épileptique » comateuse pouvant
durer de quelques minutes a quelques heures. Durant cette phase, on observe une respiration
bruyante et un relachement musculaire entrainant souvent une incontinence. A son réveil, le patient
ne conserve aucun souvenir de sa crise.

- Crises myocloniques : breves secousses des membres par saccades n’entrainant pas d’altération de
la conscience.

- Crises d’absence: plus souvent caractérisées chez |'enfant, elles correspondent a une breve
suspension de la conscience qui se manifeste par une immobilité et un regard vague durant plusieurs
secondes.

Des activités cérébrales spécifiques, peuvent étre observées a I'aide d’'un EEG au moment des crises, appelées
activités ictales, et parfois on observe également de petites activités entre les crises, dites activités
interictales (Fig.1).
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Fig. 1 : Enregistrements EEG des activités cérébrales d’un patient épileptique. Les
activités interictales sont enregistrées au niveau du lobe temporal de I’hémisphéere
droit (haut) et I'enregistrement d’une crise est représenté a un autre moment par une
activité ictale au niveau du lobe temporal de ’hémisphére gauche (bas).
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e Causes de I'épilepsie

Les causes de |'épilepsie peuvent étre nombreuses, mais elles résultent toutes d’un déséquilibre dans
la communication entre les réseaux neuronaux des circuits excitateurs (neurones Glutamatergiques
principalement) et inhibiteurs (neurones GABAergiques principalement). Ce déséquilibre peut étre du
directement a une augmentation de I'excitation ou a un défaut d’inhibition qui engendrent des décharges
épileptiques. Un certain nombre d’affections diminuent la résistance a lutter contre la propagation d’un
exces de décharges électriques au sein des réseaux neuronaux, ce qui correspond a une baisse du seuil
épileptogene responsable de crises épileptiques.

Le déséquilibre de I'excitabilité cérébrale, conduisant a I'épilepsie, peut étre provoqué par des causes
acquises (trauma cranien, AVC, infection, lésions cérébrales dues aux séquelles d’une souffrance lors d’une
grossesse, de I'accouchement, ou des troubles développementaux...), ou par des causes dites idiopathiques
lorsqu’on soupgonne l'implication de mutations génétiques qui doivent étre recherchées, mais il reste
cependant des épilepsies dont les causes sont inconnues . Certains

facteurs peuvent également favoriser I'apparition de I'épilepsie, tels que I’adge (la survenue de I'épilepsie est
plus fréquente durant la petite enfance ou aprés I'dge de 60 ans), les maladies vasculaires qui peuvent
conduire a des dommages cérébraux, la démence, les crises fébriles durant I'enfance
L'étiologie n’est pas toujours évidente, car I'expression de I'épilepsie étant due a une cause sous-jacente
connue ou non, elle peut donc s’accompagner de I'expression d’autres symptomes ou pathologies

. Dans certains cas, il est difficile de discerner si I'épilepsie est la cause ou I'effet, car il se peut
gu’une cause sous-jacente ait provoqué les crises ainsi que d’autres troubles neurologiques, ou que la

succession des crises ait pu engendrer les autres symptémes.

Le diagnostic clinique de I'épilepsie prend en compte le type de crises et leur récurrence, ainsi qu’'un examen
EEG pour confirmer une activité cérébrale anormale. Dans le cas ou la cause est inconnue, un dépistage de
certaines mutations génétiques peut étre réalisé

o Epilepsies génétiques

La majorité des épilepsies était auparavant qualifiée d’idiopathiques car leur origine était inconnue
, mais de nombreuses études ont récemment révélé I'implication de mutations
génétiques dans les formes idiopathiques d’épilepsie (Fig. 2). En effet, plus de la moitié des épilepsies sont
attribuées a une cause génétique
et peuvent étre héréditaires, facilitant leur détection au sein de familles a haut risque. Elles peuvent
aussi étre dues a une mutation nouvelle, c'est-a-dire une mutation qui n’est pas présente dans le patrimoine
génétique des parents et qui apparait dans les gameéetes d’un des deux parents, ou encore qui apparait dans
I’ceuf fécondé. On parle alors de mutation « de novo ».
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Les mutations peuvent étre localisées sur un seul géne (monogénique ou mendélienne) ou sur plusieurs
(polygénique), ou encore, dues a des mutations de I’ADN mitochondrial, a des troubles chromosomiques ou

épigénétiques (Tafakhori et al., 2015; Thomas and Berkovic, 2014).
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Modifié d'aprés Thomas & Berkovic, Nature Review, 2014

Fig. 2 : Avancées de la compréhension des causes de I’épilepsie. En 1975 (gauche), la majorité des crises étaient
qualifiées « d’idiopathiques », alors qu’en 2014 (droite) de nouvelles causes ont été découvertes, telles que les
épilepsies dues a des maladies auto-immunes ou celles dont les Iésions sont uniquement détectables par IR ; quant
a la majorité des épilepsies, elles sont suspectées d’avoir des causes génétiques.

L’identification de mutations sur certains genes qui provoquent une augmentation de I'excitabilité des

réseaux neuronaux, a révélé leur implication dans ces formes d’épilepsies (Steinlein, 2001, 2002). La majorité

de ces mutations touchent des génes codant pour les canaux ioniques, tels que les canaux potassiques, les
récepteurs de I'acétylcholine, les canaux calciques, les canaux chloriques, les récepteurs GABAergiques, ou
assez fréquemment les canaux sodiques (Na,) (Mantegazza et al., 2010a; Noh et al., 2012; Guerrini et al.,

2014; Bechi et al., 2015).

Avant d’exposer ces mécanismes en détails, nous allons tout d’abord faire un rappel sur la communication

neuronale et la fonction des canaux impliqués dans cette hyperexcitabilité.
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2. Communication neuronale

¢ Physiologie du neurone

Le neurone est une cellule excitable spécialisé dans la transmission de I'information. Il est constitué
d’un corps cellulaire qui contient le noyau, des dendrites qui se divisent telles les branches d’un arbre et
permettent de recevoir I'information provenant des autres neurones, d’un axone trés long qui génére et
propage l'information du corps cellulaire jusqu’aux terminaisons axonales (Fig. 3). L'information est générée
au niveau du segment initial de I’axone (SIA) sous forme de signal électrique, puis est propagée le long de
I’axone. La majorité des neurones possede des gaines de myéline, permettant d’isoler I’axone et de rendre
la propagation du signal électrique plus rapide. Les terminaisons axonales forment des zones de contact avec
d’autres neurones, appelées « synapses ». Ces terminaisons pré-synaptiques contiennent des vésicules
remplies de composés chimiques appelés « neurotransmetteurs » qui sont libérés lorsque le signal
électrique arrive a leur niveau. Les neurotransmetteurs vont ensuite se fixer sur des récepteurs présents sur
la membrane du neurone qui regoit l'information (post-synaptique) afin d’activer des protéines
membranaires appelées « canaux ioniques » permettant I'entrée d’ions (particules chargées

électriquement) dans le neurone.
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Fig. 3 : Anatomie du neurone. Dessin représentatif d’un neurone composé d’un corps cellulaire, de dendrites,

d’un axone et de terminaisons axonales. Une connexion synaptique est également représentée (synapse) ainsi

que les canaux ioniques (haut droite).
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La génération et la propagation de signaux électriques est due au fait que les neurones sont des cellules
polarisées. En effet, différents types d’ions sont répartis de part et d’autre de la membrane du neurone
(membrane plasmique). Par exemple, a I'état de repos I'intérieur du neurone (milieu intracellulaire) contient
moins d’ions sodiques (Na*), plus d’ions potassiques (K*) et moins d’ions calciques (Ca%*) que le milieu
extracellulaire (Fig. 4). A I'état de repos les canaux potassiques de fuite sont les principaux a étre ouverts en
permanence. Ces canaux laissent les ions K* diffuser selon leur gradient de concentration, c'est-a-dire du
compartiment ou ils sont le plus concentré (intracellulaire) vers le moins concentré (extracellulaire). Certains
canaux sodiques de fuite sont également ouverts en permanence, laissant entrer des ions Na* dans le
neurone, cependant ils n’influencent pas la polarité de la membrane car celle-ci est 40 fois moins perméable
aux ions Na*, qu’aux ions K*.

La fuite du K* vers I'extérieur de la cellule est donc beaucoup plus importante que I'entrée de Na*, générant
un exceés de charges positives qui s’accumulent au niveau de la membrane extracellulaire et une
accumulation de charges négatives au niveau de la membrane intracellulaire. Ce phénomene généere une
différence de potentiel (ddp) entre les deux compartiments.

Neurone de mammifere

Milieu intracellulaire Milieu extracellulaire

[Na*]i = 14 mM/I
[K*]i = 140 mM/I
[Ca®]i=10° mM/I

[CHi = 14 mm/1l <

[Na*]e = 140 mM/I
[K*]e = 5 mM/I

[Ca?*]e = 1 mM/I

[Cle = 14 mM/I

Fig. 4 : Représentation schématique de la polarité d’un neurone a I’état de repos.

La concentration intracellulaire et extracellulaire des différents ions et la perméabilité de la
membrane aux ions potassiques (K+) génerent un flux sortant de charges positives, chargeant
la membrane extracellulaire positivement et la membrane intracellulaire négativement.

Au fur et a mesure que la ddp augmente, la force électrique s’oppose au flux d’ions K* généré par le gradient
de concentration. Lorsque la ddp atteint une valeur stoppant le flux d’ions K* a travers la membrane (= -80
mV), on parle alors de potentiel de repos ou potentiel de membrane.

Cette polarité associée a la présence de canaux sodiques dépendants du voltage (Na,) permet au neurone
d’étre une cellule excitable, car lorsqu’un neurone percoit un signal chimique excitateur au niveau de ses
dendrites, cela provoque l'ouverture des canaux ioniques permettent une entrée massive d’ion Na*,
inversant transitoirement et localement le potentiel de membrane. On parle alors de dépolarisation. Si celle-
ci est suffisamment importante et se propage au corps cellulaire, elle va permettre I'ouverture d’un grand
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nombre de canaux Nay entrainant une entrée encore plus massive d’ions Na* au niveau du SIA, déclenchant
une vague d’entrée et de sortie d’ions Na* se propageant tout le long le 'axone, appelée « Potentiel
d’Action » (PA) ou « influx nerveux ». Lorsque le PA arrive au niveau de la terminaison axonale, elle va
provoquer la fusion des vésicules synaptiques a la membrane (exocytose) libérant ainsi les
neurotransmetteurs qui agiront sur le neurone suivant.

Les animaux sont les seuls organismes a avoir développé cette capacité de communication rapide entre
cellules qu’est la communication neuronale . Cette communication correspond a un équilibre
entre les neurones excitateurs qui transmettent I'information aux autres neurones et les neurones
inhibiteurs (ou interneurones) qui donnent la priorité a certaines informations par rapport a d’autres. En
effet, le signal chimique recu au niveau des dendrites du neurone n’a pas la méme incidence s’il provient
d’un neurone excitateur ou inhibiteur :

- Lorsque le neurone pré-synaptique est excitateur, il y a génération d’un potentiel post-synaptique
excitateur (PPSE) au niveau des dendrites du neurone post-synaptique, causé par I'entrée massive
de cations sodium (Na*) et provoquant une dépolarisation de sa membrane. Si le neurone recoit une
quantité suffisante de signaux excitateurs, le seuil de dépolarisation est alors suffisant pour générer
un PA qui se propage le long de la synapse. Cet influx provoque la libération de neurotransmetteurs
qui iront activer la cascade de signaux électriques du neurone suivant.

- Lorsque le neurone pré-synaptique est inhibiteur, il y a génération d’un potentiel post-synaptique
inhibiteur (PPSI) au niveau de la membrane du neurone post-synaptique, causé par I'entrée massive
d’anions chlorure (CI'). Cette entrée de charges négatives hyperpolarise la membrane, rendant ainsi
le neurone moins activable par des neurones excitateurs.

Les neurones excitateurs, majoritairement glutamatergiques, synthétisent et liberent du glutamate
(neurotransmetteur excitateur) au niveau de la synapse, permettant de transmettre I'information grace a la
propagation de l'influx nerveux aux autres neurones. Les neurones inhibiteurs (ou interneurones)
majoritairement GABAergiques, synthétisent et libérent de I'acide y-aminobutyrique ou GABA
(neurotransmetteur inhibiteur) au niveau de la synapse et freinent ainsi I'influx nerveux en hyperpolarisant
les neurones.

Il existe de nombreux types de neurones qui different en fonction de leur taille, polarité, structure, ou
fonction. Nous nous sommes intéressés a deux différents sous-types de neurones inhibiteurs en forme de
panier (basket cells) : les interneurones exprimant la parvalbumine (PV+) et les interneurones exprimant la
cholécystokinine (CCK+). Ces neurones ciblent tous deux le corps cellulaire des neurones excitateurs
« pyramidaux » (appelés ainsi de par leur forme triangulaire), sur lesquels ils ont pourtant une action
différente en fonction de leur patron de décharge (Fig. 5). En effet, les interneurones PV+ déchargent de
maniere tres rapide (fast spiking), alors que les interneurones CCK+ ont un patron de décharge plus lent
(regular spiking) . Leurs caractéristiques spécifiques leur permettent de participer
difféeremment aux rythmes neuronaux, contribuant par exemple aux différentes oscillations
électromagnétiques (correspondant a des fréquences d’activités cérébrales) enregistrées au niveau du
réseau hippocampique
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Alors que d’anciennes études avaient montré que la cholecystokinine (CCK) , libérée par les neurones CCK+,
permettait d’augmenter I'excitabilité des neurones excitateurs et inhibiteurs (Miller et al., 1997; Gallopin et
al., 2006), de plus récentes études ont révélé qu’elle pouvait avoir une action différente en fonction des sous-
types cellulaires. Plus précisément, la CCK augmente I'excitabilité des interneurones PV+, alors qu’elle a
indirectement un effet contraire sur les interneurones CCK+. En effet, elle provoque la libération
d’endocannabinoideendocannabinoides qui se fixent sur leurs récepteurs CB1 localisés sur les neurones CCK+
et induit une inhibition rétrograde de la libération de GABA par ces derniers. Ce mécanisme permet de
renforcer I’action inhibitrice des neurones PV+ qui ont une fenétre d’action plus rapide que les neurones
CCK+. L’explication de cette action paradoxale de la CCK vient de son récepteur CCK2, qui est un récepteur
couplé aux protéines G (RCPG), permettant d’activer des cascades intracellulaires différentes en fonction des
sous-types neuronaux. En effet, les protéines G couplées aux récepteur CCK2 dans les interneurones PV+
induiront la dépolarisation de ces neurones, alors que d’autres types de protéines G activeront une cascade
de signalisation aboutissant a la libération d’endocannabinoides par les neurones pyramidaux (Foldy et al.,
2007; Lee et al., 2011).
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Fig. 5 : Représentation schématique de l'interaction d’un neurone pyramidal avec un interneurone a parvalbumine
(PV+) et avec un interneurone a cholécystokinine (CCK+). Le patron de décharge de I'interneurone PV+ est plus rapide
(« fast spiking ») que celui de I'interneurone CCK+ (« regular spiking »).
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e Canaux sodiques

Les principaux acteurs de la communication neuronale sont les canaux sodiques (Na,), dont il existe
deux grandes classes :

- Canaux sodiques de fuite insensibles aux variations de potentiels

- Canaux sodiques voltages-dépendants (Na,) qui s’activent ou s’inactivent en fonction des variations
du potentiel de membrane. Ce sont ces canaux qui permettent la génération et la propagation de
I'influx nerveux.

Nous nous intéressons plus particulierement au deuxieme type.

1) Fonction

Les canaux Na, sont localisés au niveau la membrane des cellules excitables (telles que les cellules
nerveuses ou musculaires) ol ils permettent I'entrée du sodium (Na*) de facon trés sélective lorsqu’ils sont
activés, générant ainsi un flux électrique. lls sont particulierement importants puisqu’ils sont les principaux
acteurs de I'excitabilité neuronale, faisant d’eux une cible thérapeutique de choix pour le traitement des
épilepsies (Mantegazza et al., 2010b). lls jouent un réle essentiel dans la génération et la propagation des
signaux électriques dans les cellules excitables, et plus particulierement les neurones : ils permettent I'entrée
de Na* dans le neurone, diminuant ainsi la différence de potentiel de part et d’autre de la membrane
(dépolarisation), jusqu’a un seuil déclenchant une entrée plus massive de Na* par les canaux Na, localisés au
niveau du segment initial de I'axone, d’olu est donc généré un influx nerveux (ou PA). D’autres canaux Nay,
permettront ensuite la propagation de ce signal grace a des échanges ioniques le long de I'axone jusqu’a la
synapse, ou ils permettent le déclenchement de la cascade conduisant a la communication chimique, via les
neurotransmetteurs. La figure 6 montre un exemple de la propagation du PA par la conduction des courants
sodiques au travers des nceuds de Ranvier (conduction saltatoire) d’un neurone excitateur, allant du corps
cellulaire jusqu’aux boutons synaptiques :

Corps cellulaire

Dendrites
Boutons
pré-synaptiques

Fig. 6 : Conduction saltatoire de sodium. Représentation de la conduction saltatoire des
courants sodiques le long de I'axone, permettant la propagation de I'influx nerveux.
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2) Structure

Les canaux Na, sont constitués d’une sous-unité principale a, qui est suffisante pour assurer au canal sa
fonction et d’'une ou plusieurs petites sous-unités B, qui peuvent moduler I'expression du canal a la
membrane, la dépendance au potentiel électrique et la cinétique de la sous-unité a (Yang and Horn, 1995;
Yang et al., 1996, 1997; Marban et al., 1998; Catterall, 2012).

La sous-unité a est constituée de quatre domaines homologues (I a 1V), chacun composé de 6 segments
transmembranaires reliés les uns aux autres par des boucles intra- et extracellulaires (Fig. 7). Les quatre
domaines se replient ensemble de maniére a former un canal fonctionnel sélectif aux ions Na* (Marban et
al., 1998; Meisler and Kearney, 2005).

Domaine 1 Domaine 11 Domaine 111 Domaine IV
Pore

Extracellulaire
‘ "ICKRTEXER 0 50 g TR TRRA T
HU (L 1) N I TR
T 1 1
d Senseur sous-unité a W sous-unité 8
de potentiel d'inactivation coO"
Intracellulaire = 2000 aa
Canal Nav Modifié d'aprés Meisler & Kearney (2005)

Fig. 7 : Représentation de la structure d’un canal sodique dépendant du voltage (Na,) a travers la membrane
plasmique. La sous-unité a est constituée de 4 domaines (chacun composés de 6 segments transmembranaires)
qui se replient pour former un canal. La sous-unité 8 composée d’un seul segment transmembranaire permet de
moduler la fonction de la sous-unité a.

Les segments 5 et 6 de chaque domaine forment le pore du canal (Yellen et al., 1991) et permettent donc la
sélectivité aux ions Na*.

Les segments 4 constituent les senseurs de potentiel du pore, permettant son ouverture. En effet, lors de la
dépolarisation de la membrane, ces segments chargés positivement se déplacent vers le milieu
extracellulaire : ce mouvement change la conformation des segments 5 et 6, induisant I'ouverture du pore
qui permet I'entrée d’ions sodium (Na*) dans la cellule qui vont suivre leur gradient électrochimique (Noda
et al., 1984; Stiihmer et al., 1989; Yang et al., 1996).

La région intracellulaire entre les domaines Il et IV permet I'inactivation rapide du canal, ce qui lui vaut le
nom de « porte d’inactivation » (Stihmer et al., 1989; pour revue: Catterall, 2000).
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Ces différents segments permettent donc au canal Na, d’adopter différents états conformationnels (Fig. 8) :
- Fermé : imperméable aux ions, il peut étre activé immédiatement
- Ouvert : il est alors activé et perméable aux ions Na*

- Inactivé : il est ouvert, mais son activation est suivie par une période réfractaire due a la porte
d’inactivation qui bouche le pore, le rendant imperméable aux ions. Les canaux vont ensuite se
refermer et revenir a un état de repos jusqu’a la prochaine activation.

Potentiel de repos Activé Inactivé
(fermé) (ouvert) (imperméable)

Senseur Na+

Pore de potentiel

Extracellulaire

Membrane dépolarisée Membrane dépolarisée

Membrane hyperpolarisée
porte

d'inactivation N a+
Intracellulaire Jennifer LAVIGNE

Fig. 8 : Représentation schématique des différents états conformationnels des canaux Na.. Au potentiel de repos
le canal est fermé et activable (gauche). Lors d’une dépolarisation de la membrane le canal s’ouvre et permet
I’entrée d’ions Na* (milieu). La porte d’inactivation va ensuite bloquer le port du canal au niveau intracellulaire le
rendant imperméable aux ions et inactivable jusqu’a repolarisation de la membrane (droite).
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Il existe 9 isoformes des canaux sodiques Nay qui different de par leur homologie de séquence au niveau de
la sous-unité a, de leur localisation, de leur sensibilité a la tétrodotoxine (TTX) et de leur localisation
chromosomique (Fig. 9).

., . Localisation Sensibilité L . .
Sous-unité a Gene . X Localisation tissulaire
chromosomique | alaTTX
Na,1.1 Scnla 2 Sensible SNC, SNP, muscle cardiaque
Na,1.2 Scn2al 2 Sensible SNC
Na,1.3 Scn3a 2 Sensible SNC (embryonnaire)
Na,1.4 Scnda 11 Sensible muscle squelettique
Na,1.5 Scn5a 9 Résistant muscle cardiaque
) SNC, SNP, glie, nceuds de
Na,1.6 Scn8a 15 Sensible :
Ranvier
Na,1.7 Scn9a 2 Sensible SNP, cellules de Schwann
Na,1.8 Scnl0a 9 Résistant SNP (neurones sensoriels)
Na,1.9 Scnlla 9 Résistant SNP

Fig. 9: Tableau représentant les propriétés des différents isoformes des canaux Na, chez la souris.

Représentation du géne, de la localisation chromosomique, de la sensibilité a la TTX et de la localisation

tissulaire correspondant a chaque isoforme de canal Nay (inspiré de Goldin, 2002; Malhotra et al., 2001; Ogata
and Ohishi, 2002).

e Canaux sodiques Na,1.1

De nombreuses études réalisées ont montré que parmi ces canaux sodiques voltages-dépendants,
I'isoforme Na,1.1 (sous-unité a de type | des canaux sodiques voltages dépendants) joue un réle dans
certaines épilepsies génétiques

Chez les rongeurs comme chez I’homme, les canaux sodiques Na,1.1 sont des protéines d’environ 230 kDa

codées par le gene SCN1A localisé sur le chromosome 2 a la position 24.3 (2q24.3). lls sont localisés au niveau
des cellules musculaires cardiaques et du Systeme Nerveux Central (SNC)

, ou ils jouent un réle important dans I'excitabilité du réseau neuronal puisque plus de 200

mutations de ce géne sont associées au développement de syndromes épileptiques chez ’lhomme

. Auparavant, les canaux Na,1.1 avaient été décrits comme ayant une localisation

somato-dendritique dans le SNC . Cependant, il a été montré par la suite que ces
canaux sont également exprimés en grande quantité au niveau du segment initial de I’axone (SIA)

et des nceuds de Ranvier , participant ainsi a la génération et a la

propagation des PA le long de I'axone.

De nombreuses études s’accordent a dire que les mutations entrainant une « perte de fonction » de ce canal
favorisent le développement de certaines épilepsies . On peut donc se

demander comment une diminution de I'activité des canaux Na,1.1, agglomérés au niveau du SIA et des
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nceuds de Ranvier et participant donc a la génération et a la propagation des PA, peut engendrer une
hyperexcitabilité cérébrale aboutissant a des crises convulsives ?

Par ailleurs d’autres études ont soutenu I’"hypothese selon laquelle les mutations de ces canaux pouvaient
engendrer une augmentation de I'excitabilité des neurones. Il existe a la fois des mutations gain et perte de
fonction des canaux Na,1.1, pouvant donc augmenter ou diminuer I'excitabilité du neurone, mais conduisant
toutes a I'augmentation de I'excitabilité cérébrale observée dans les syndromes épileptiques. Toutefois, il
semble que la majorité des mutations Na,1.1 conduise a des pertes de fonction

Ce paradoxe s’explique par le fait que les canaux Na,1.1 sont majoritairement exprimés au niveau des
neurones inhibiteurs et sont donc les acteurs
essentiels de I'excitabilité de ce sous-type neuronal. Les premiéeres études ayant soutenu cette théorie ont
montré que les canaux Na,1.1 sont fortement exprimés dans le SIA des interneurones a paravalbumine (PV+),
alors qu'’ils le sont a des niveaux beaucoup plus faibles dans les neurones pyramidaux
et qu’ils jouent donc un role essentiel dans I’excitabilité des neurones GABAergiques Cette
hypothese a par la suite été confirmée par de plus récentes études

. Ces résultats suggerent donc que les mutations du canal Na,1.1 induisant une perte
de fonction, provoquent une réduction du courant sodique de ces canaux , Ce qui génere
un dysfonctionnement des réseaux neuronaux inhibiteurs dans le cerveau et crée de ce fait un contexte
favorable a la génération de crises

3. Pathologie humaine : Epilepsies liées aux mutations du canal Na,1.1

e Généralités
De nombreuses mutations sur un seul géne, codant pour des canaux ioniques ou des récepteurs,
peuvent étre a I'origine de I'apparition des formes idiopathiques d’épilepsies.

Les mutations des canaux Na, impactent fortement I'excitabilité neuronale et sont donc particulierement
impliquées dans I'épilepsie génétique. De nombreuses études ont révélées que des mutations du gene
SCN1A, situé sur le chromosome 2g24 ( et qui code pour la sous-unité a du canal sodique
voltage dépendant Na,l1.1, engendraient I'apparition d’épilepsies génétiques accompagnées de crises
fébriles « Plus », signifiant que les crises convulsives provoquée par la fievre persistent au-dela de I'age de 6
ans chez les enfants épileptiques porteurs de ces mutations

. Un grand nombre de mutations du gene Scnla, qu’elles soient faux-sens (remplacement d’un
nucléotide par un autre) ou induisant une troncation du canal Na,1.1 (mutation non-sens générant un codon
« stop »), provoquent un phénotype épileptique (Fig. 10), révélant le réle essentiel de ce canal dans
I’excitabilité cérébrale.
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Parmi les patients épileptiques dont le séquencage génétique a révélé des mutations du géne SCN1A, iln'y a
gu’un seul allele affecté et les modéles animaux ont montré que la plupart des mutations homozygotes sont
|étales (pour revue: Catterall et al., 2010).

Mutations faux-sens du canal Nay1.1

SMEI,SMEIb
ICEGTC

Mutations tronquantes du canal Nay1.1

NH 5"

Modifiée d'aprés Catterall et al., 2010

Fig. 10 : Mutations du canal Nay1.1 observées chez des patients épileptiques.

En haut, les mutations faux-sens sont représentées (cercles) ainsi que quelques mutations conduisant a la délétion d’un
codon (triangle). En bas les mutations aboutissant a la troncation du canal sont représentées (étoiles). La
caractérisation clinique des épilepsies possédant ce type de mutations est représenté par un code couleur : vert =
épilepsie généralisée avec convulsions fébriles Plus (EGCF+), rouge = syndrome de Dravet (SD), bleu = épilepsie
généralisée idiopathique de I'enfance avec crises tonico-cloniques, jaune = autres épilepsies génétiques de I’enfance.

Parmi les formes épileptiques dues a la mutation du canal Na,1.1, on retrouve les Epilepsies Généralisées
avec Convulsions Fébriles Plus (EGCF+), caractérisées principalement par des convulsions apparaissant chez
de jeunes enfants lors des premieres fievres et qui persistent apres I’age de 6 ans (ce qui lui vaut le nom de
« convulsions fébriles plus »), mais également par des phénotypes bénins trés variés, tels que des crises
tonico-cloniques, myocloniques, d’absence ou des crises atoniques (Steinlein, 2001).

Il existe une variante du spectre des EGCF+ avec un phénotype plus sévere, anciennement appelé « Epilepsie
Myoclonique Sévere du Nourrisson » (EMSN), puis renommée « Syndrome de Dravet » (SD) en 1989. Dans
ce syndrome, la mutation de novo du canal Na,1.1 est associée a une anomalie de I'EEG et a I'apparition dans
les premiers mois de vie de violentes crises fébriles cloniques, myocloniques ou partielles (Claes et al., 2001).
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D’autres symptomes apparaissent au cours du développement tels que des retards mentaux, des troubles
comportementaux et sociaux ou des ataxies

Dans ces syndromes épileptiques, les mutations hétérozygotes du géne Scnla impactent |'excitabilité des
interneurones GABAergiques dont résulte une hyperexcitabilité au sein du réseau neuronal

o Epilepsies Généralisées avec Convulsions Fébriles Plus (EGCF+)

En 1997, I'étude d’'une grande famille multiplex (famille dont plusieurs membres sont atteints par une
maladie) a permis aux Dr Scheffer et Berkovic de décrire un syndrome épileptique héréditaire, présentant
une grande variabilité phénotypique inter- et intrafamiliale, qu’ils ont appelé « Epilepsie Généralisée avec
Convulsions Fébriles Plus » (EGCF+). L'apparition de crises convulsives suite a une augmentation de fievre est
communément observée dans ce syndrome entre I'age de 6 mois et 6 ans, mais elles persistent au-dela de
cet age avec ou sans présence de fievre . L’apparition de convulsions fébriles
affecte environ 2 a 6% des enfants en bas age (avant 6 ans), mais la récurrence de ces crises n’affecte que
40% d’entre eux. Seulement 2 a 12% d’entre eux développent une épilepsie chronique par la suite

Camfield and Camfield, 2015).

Le diagnostic se fait généralement suite a la récurrence des crises fébriles au-dela de I'dge 6 ans. Le médecin
peut alors choisir de faire une investigation au sein de la famille du patient pour savoir s’il y a déja eu d’autres
cas parentés avant de rechercher une mutation génétique. Le diagnostic EEG ne présente généralement
aucune anormalité en dehors de la période de crises récurrentes

Les symptdmes se caractérisent le plus fréquemment par I'association de crises fébriles et afébriles qui
persistent au-dela de I'age de 6 ans, exprimées par un large spectre clinique qui regroupe des crises
d’absence, myocloniques, toniques, tonico-cloniques, atoniques ou partielles (moins fréquentes que les
crises généralisées). Cependant, les crises afébriles peuvent parfois apparaitre sans crises fébriles au
préalable . Généralement, ces crises sont contrélées par des traitements
antiépileptiques et disparaissent a I'adolescence pour la plupart des patients, cependant certains
développent des déficiences mentales.

Le syndrome d’EGCF+ est dii a des mutations génétiques autosomiques dominantes, pouvant affecter
différents genes avec une pénétrance de I'ordre de 70-80% et générant une
multitude de symptdmes, ce qui permet de classer ce syndrome en différents types. Les plus répandus sont
le type 1 affectant géne Scnib , le type 2 affectant géne Scnla et le type
3 affectant géne GABRG2 ; mais il existe jusqu’a 9 types d’EGCF+ répertoriés sur le site
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Au cours de ma these, je me suis intéressée a 'EGCF+ de type 2, pour lequel des études ont montré
I'implication de mutations hétérozygotes du géne Scnla, codant pour la sous-unité a du canal sodique Nay1.1

. Deux mutations ont été mises en évidence sur ce gene dans I'’étude menée par le Dr Escayg en
2000, correspondant a des substitutions d’acides aminés (T875M et R1648H) ,
provoquant la mutation du canal Na,1.1 au niveau du segment transmembranaire S4 des domaines Il et IV
respectivement (Fig. 11). Les patients portant la mutation R1648H expriment un
phénotype plus sévere, avec des crises généralisées plus fréquentes que ceux portant la mutation T875M
. C'est pour cela que nous avons choisi d’étudier un modele murin portant la mutation

R1648H au sein du laboratoire, reproduisant ainsi la pathologie EGCF+ de type 2.

48Hi
Thr875Met Argl648His

Escayg et al, 2000

Fig. 11 : Deux mutations conduisant a I'épilepsie EGCF+ de type 2. Les mutations T875M et
R1648H se trouvent respectivement sur les segments 4 (54) des domaines 2 (D2) et 4 (D4).

e Syndrome de Dravet (SD)

Il existe une variante du spectre des EGCF+ exprimant un phénotype trés sévere
Initialement appelé « Epilepsie Myoclonique Sévére du Nourrisson » (EMSN), ce syndrome a été décrit pour
la premiére fois en France en 1978 par le Dr. Charlotte Dravet et f(t ensuite renommé « Syndrome de
Dravet » (SD) en 1989 aprés une caractérisation plus détaillée des symptémes (Dravet et al., 2005).

Ce syndrome se manifeste durant la premiere année de vie par I'apparition de violentes crises pouvant étre
cloniques, myocloniques ou partielles. Ces crises sont souvent prolongées, généralisées et associées a de la
fievre. En grandissant, les enfants atteints du SD peuvent développer une diversité de crises fébriles et
afébriles, telles que des crises myocloniques, tonico-cloniques, des crises d’absences, pouvant étre
généralisées ou partielles . lls développent également d’autres symptémes a partir de
I’dge de deux ans, tels que des troubles du développement, des ataxies (manque de coordination des
mouvements) et des déficits sociaux et cognitifs LA
I’age adulte, les crises épileptiques semblent étre moins fréquentes, en revanche les troubles cognitifs
persistent . En outre, on retrouve parfois des cas de mortalité inexpliqués appelés « mort
subite inexpliquée en épilepsie » (MSIE) chez les patients épileptiques, et les enfants atteints du SD
présentent un risque 15 fois supérieur de subir une MSIE . Malgré la sévérité phénotypique
du SD, cette épilepsie est pharmacorésistante (résistante aux traitements), il y a donc une véritable urgence
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médicale afin de discerner les mécanismes impliqués dans la survenue de ce syndrome et de développer une
nouvelle stratégie thérapeutique efficace.

L’excitabilité cérébrale générée dans ce syndrome peut étre enregistrée a I'aide d’'un EEG lors des crises
épileptiques, mais également en dehors des crises (on parle d’activité « interictales ») pour certains patients

Cette épilepsie est majoritairement due a des mutations de novo hétérozygotes du géne SCN1A, codant pour
la sous-unité a du canal Na,1.1 . Des centaines de mutations du géne SCN1A sont
observées chez les patients atteints du SD pouvant correspondre a une mutation faux-sens, a une mutation
non-sens qui engendrera une protéine tronquée, a une mutation du site d’épissage modifiant la séquence
de I’ARN messager (ARNm) mature, ou a une cassure chromosomique. Cependant, pour plus de 50% des
patients, le SD est d{ a une troncation du canal Na,1.1 . Mes travaux
de thése se sont donc focalisés sur une mutation tronquante du canal Na,1.1 conduisant a la génération du
phénotype observé chez les patients atteints du SD.

¢ Diagnostique des épilepsies génétiques

Entre I’age de 6 mois et 5 ans, approximativement 5% des enfants manifestent des convulsions suite a
une augmentation de fiévre. Ce n’est que si ces convulsions deviennent récurrentes qu’une épilepsie est
suspectée . Le diagnostic repose alors sur différents critéeres :
puisqu’il est assez rare que le médecin puisse lui-méme observer une crise, il se fie alors aux dires des parents
et peut également s’intéresser aux antécédents familiaux et rechercher une mutation génétique (comme
dans le cas de 'EGCF+ et du SD).

La recherche de perturbation de I'activité cérébrale parait quelque fois fastidieuse, car pour la plupart des
épilepsies génétiques, il n’y a pas d’anormalité évidente de 'EEG en dehors des périodes des crises.

L'EEG détecte des oscillations qui refletent l'activité cérébrale: chaque neurone exerce un champ
électromagnétique qui varie en fonction de la fréquence a laquelle il décharge des bouffées de PA.
L’association des champs électromagnétiques de groupe de neurones génere des oscillations détectées par
I’'EEG. Ainsiles oscillations observées par EEG peuvent révéler a la fois la synchronisation d’'un grand nombre
de neurones qui déchargent a la méme fréquence, mais aussi le décalage de phase entre la synchronisation
de différents groupes de neurones, on parle alors de « jitter ».

L’analyse plus détaillée de I'activité cérébrale de patients épileptiques, réalisée grace a des enregistrements
EEG plus invasifs, a révélé des activités oscillatoires a haute fréquence (OHF) détectées en dehors des
périodes de crises (périodes interictales) . Ces activités OHF, enregistrées a
des fréquences allant de 80 a 500Hz, ont pour la premiere fois été enregistrées chez des patients atteints
d’épilepsie du lobe temporal dans I'étude de . Cette étude a permis de distinguer des
oscillations possédant un spectre de fréquence allant de 80 a 200Hz, associées aux décharges rythmiques et
physiologiques des interneurones et des oscillations ayant un spectre allant de 200 a 500 Hz qui refletent une
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perturbation de la synchronisation des bouffées (ou burst) de décharge des neurones principaux au niveau
de la zone cérébrale responsable de la génération des crises, appelée zone épileptogene (ZE).

Lors des interventions chirurgicales chez des patients épileptiques, la résection de tissus contenant des OHF,
et particulierement ceux dans la gamme de fréquence allant de 200 a 500Hz, donne de bons résultats
permettant I'arrét complet des crises. Ainsi des chercheurs ont proposé que les OHF puissent étre utilisés
comme biomarqueurs de la ZE (pour revues: Jacobs et al., 2012; Jefferys et al., 2012; Zijlmans et al., 2012).

Dans I’hippocampe on retrouve des activités appelées « sharp waves » qui sont composées d’oscillations a
différentes fréquences. Les OHF enregistrées entre 80 et 200Hz sont appelées « ripples » et des oscillations
allant de 200 a 500 Hz sont appelées « fast ripples » (Buzsaki, 2015). La figure 12 montre un exemple de
« sharp-wave » contenant des oscillations « ripples ».

CAl
150-250 Hz
20
CAl
b Sharp-wave
I'lll"ll'lll"l""lll"'l"ll'l'l'l |’I"l|l|'l'lll’l'll'll"'l'
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

D'apres Molle et al., 2006

Fig. 12 : Enregistrement extracellulaire in vivo de I’hippocampe d’un rat pendant la phase de sommeil lent. On peut
voir un « sharp-wave » composé d’oscillations détectables lorsque la trace est filtrée entre 150 et 250 Hz (ripples).

Les OHF supérieures a 200 Hz sont plus représentatifs d’activités pathologiques liées a I'épilepsie et
pourraient donc étre un outil intéressant pour faciliter le diagnostic des épilepsies génétiques et permettre
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la génération des crises.
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4. Recherche fondamentale :

Modeéles animaux d’épilepsies liées aux mutations du canal Na,1.1

e Modeles animaux

Afin d’étudier ces épilepsies génétiques, différents modeéles animaux ont été générés afin de
reproduire les mutations humaines du canal Na,1.1 dans des modéles murins
, mais aussi dans des modeles
de rat et méme chez le poisson zébre .En
effet, le modele animal choisi est trés important et doit étre adéquat au protocole utilisé pour étudier un
type d’épilepsie particulier : par exemple les rats sont trés utilisés avec des agents convulsivants et quelques
modeles génétiques sont maintenant utilisés ; le poisson zébre quant a lui est un modele facile a utiliser et
des manipulations génétiques sont maintenant réalisées pour obtenir des modeles d’épilepsies. Cependant
un plus grand nombre de mutations sont déja générées sur les modéles murins, qui reproduisent assez
fidelement les phénotypes humains observés dans la plupart des épilepsies génétiques.

Nous nous intéresserons donc plus particulierement aux modéles murins pour étudier les mutations du canal
Na,1.1 des patients atteints de 'EGCF+ et du SD. Les études de ces épilepsies génétiques ont montré que les
crises sont dues a un dysfonctionnement de I'excitabilité des interneurones GABAergiques, provoquant une
réduction de I'inhibition cérébrale responsable d’une hyperexcitabilité au sein des réseaux neuronaux

. En revanche le déséquilibre de I'excitabilité cérébrale n’est pas observé
des la naissance des souris, car le canal Na,1.1 ne commence a étre exprimé qu’a partir de 10 jours chez les
souris sauvages et le pic d’expression est atteint a partir de 20 jours (Fig. 13)
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Fig. 13 : Expression de la protéine Nay1.1 au cours du développement. Analyse westernblot de fractions
membranaires de cerveaux de souris a différents dges, effectuée avec un anticorps polyclonal de lapin
contre 'extrémité C-terminale du canal Nay1.1, avec la 8-tubuline utilisée comme contréle.

Parmi les différents modeéles murins d’épilepsies génétiques affectant le canal Na,1.1 nous allons nous
intéresser a un modeéle de 'EGCF+ exprimant une mutation Kock-in (KI) du géne Scnla
et a un modele du SD exprimant une mutation Knock-out (KO) du géne Scnla
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1) Modéle murin de I'Epilepsie Génétigue avec Convulsions Fébriles Plus

Le modéle de 'EGCF+ généré par « Martin et al.,, 2010 » exprime la mutation R1648H (R=Arginine et
H=Histidine) qui est observée chez des patients atteints de I'EGCF+ de type 2. Cette mutation se situe sur le
géne Scnla et affecte le segment 4 du domaine IV du canal Na,1.1 (Fig. 14).

Domaine I Domaine I1 Domaine IIT Domaine IV

R1648H
NH2 COOH

Jennifer LAVIGNE

Fig. 14 : Mutation R1648H localisée sur le 4™ segment du domaine IV
(inspiré de Martin et al., 2010)

Les souris homozygotes pour la mutation R1648H, notées « Na,1.1”/"" 5 ont un phénotype similaire a celui
des souris sauvages, notées « wild type » (WT) ou « Na,1.1** », durant les 15 premiers jours de vie, puis elles
commencent a développer des crises spontanées et a perdre du poids. C'est a partir de cet age que le niveau
d’expression des canaux Na,1.1 commence a étre conséquent (Ogiwara et al., 2007) (Fig. 13) et que la
mutation commence a avoir un impact phénotypique. Leur espérance de vie et de 18.5 jours en moyenne
(Martin et al., 2010) (Fig. 15). Cette létalité est certainement due a la sévérité des crises qui peuvent altérer
le systéme nerveux autonome et conduire a un arrét cardiaque (Naritoku et al., 2003). La sévérité du
phénotype exprimé par les souris homozygotes est en accord avec le fait qu’aucun patient n’a été
diagnostiqué avec deux alléles mutants pour le gene SCN1A.

Les souris hétérozygotes pour la mutation R1648H, notées « Na,1.1%* », développent quant a elles un
phénotype moins sévére, avec peu de crises spontanées ou de mortalité (Fig. 15). Par ailleurs, leur seuil de
déclenchement de crises est réduit suite a une hyperthermie (mimant une forte fiévre chez les patients) ou
suite a I'administration de flurothyle (un convulsivant chimique) comparé aux souris WT, mais d’autres agents
convulsivants (tel que I'acide kainique) ne révelent pas de différence comparé aux WT (Martin et al., 2010),
suggérant que ces souris n‘ont pas une sensibilité exacerbée a toutes les formes d’induction de crises. Le
phénotype de ces souris est varié, tout comme celui des patients atteints d’EGCF+ portant cette mutation
hétérozygote, avec lesquels elles partagent de nombreuses caractéristiques. Nous avons donc choisi d’utiliser
ce modele murin pour réaliser nos recherches.
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Fig. 15 : Survie du modéle murin GEFS+. Représentation graphique du pourcentage
de survie en fonction de I'Gge (en jours) des souris sauvages (+/+) comparé aux souris
porteuses de la mutation R1648H hétérozygote (RH/+) ou homozygote (RH/RH).

L’étude de « » a également révélé un impact fonctionnel d( a cette mutation, par des
enregistrements électrophysiologiques réalisés sur des sous-populations de neurones en culture prélevés sur
des souris agées de 13 a 15 jours (P13-P15). Ces expériences ont montré que, bien gqu’il n’y ait pas de
variation du niveau d’expression du canal Na,1.1 dans les neurones provenant des souris porteuses de la
mutation Na,1.1%"* il y a cependant une diminution de la densité de courant sodique dans les neurones
inhibiteurs, ainsi qu’une récupération plus lente apres leur inactivation et une réduction de courant plus
importante suite a des dépolarisations successives. Cependant aucune différence n’est observée pour les
neurones excitateurs pyramidaux. Puisque la mutation R1648H altére préférentiellement les circuits
neuronaux inhibiteurs, ces résultats sont donc en accord avec I’hypothése selon laquelle les mutations du
canal Na,1.1 alterent I'activité des interneurones, dont le dysfonctionnement pourrait expliquer I'incapacité
a gérer I'excitabilité cérébrale générale et donc la survenue de crises épileptiques.
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2) Modéle murin du Syndrome de Dravet

Pour la majorité des patients atteints du SD, on retrouve une mutation de novo du géne SCN1A qui produit
un arrét de la traduction protéique, conduisant a un canal Na,1.1 tronqué au niveau C-terminal (Claes et al.,
2001). Nous avons choisi de nous intéresser au modele murin du SD généré par « Yu et al., 2006 » qui exprime
une mutation Knock-out (KO) du géne Scnla, produisant donc un canal Na,1.1 non fonctionnel qui est
tronqué au niveau du 3°™ segment du domaine IV (Fig.16).

KO Nav1.1

Domaine I Domaine 11 Domaine IIT Domaine IV

NH2 COOH
Jennifer LAVIGNE

Fig. 16 : Mutation KO Nav.1.1 localisée sur le 3°™ segment du domaine IV
(inspiré de Yu et al., 2006)

L'incidence de cette mutation a été comparée dans I'étude de « Yu et al., 2006 » sur 3 différents fonds
génétiques murins : des souris 129/SvJ (129Sv), des souris C57BL/6 (B6) et des souris hybrides 129/SvJ-
C57BL/6 (129Sv-B6).

Les expériences d’électrophysiologie ont révélé que les souris exprimant la mutation KO du géne Scnla
présentaient une altération de la fonction des interneurones GABAergiques spécifiqguement, se traduisant
par la réduction du courant sodique et une diminution de leur excitabilité, sans altération des neurones
excitateurs (Yu et al., 2006).

Les souris pour lesquelles les deux alleles du géne Scnla ont été invalidés (mutation homozygote), notées
« Nay1.17" », ne présentent aucune expression des canaux Na,1.1. Ces souris ont un phénotype similaire a
celui des souris sauvages (WT) jusqu’au 9™ jour quel que soit leur fond génétique, puis elles commencent a
développer des ataxies et des crises spontanées. Elles ne survivent pas au-dela du 15°™ jour, ce qui révéle le
role essentiel du canal Na,1.1 pour la survie de ce modele animal (Fig. 17).
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Les souris hétérozygotes pour la mutation KO du géne Scnla, notées « Na,1.1*" », ne possédent la mutation
que sur un seul alléle sans dominance négative, ce qui veut dire que la mutation sur un alléle n’altére pas
I’expression ou les propriétés fonctionnelles des canaux fournis par l'autre alléle (Bechi et al., 2012). Elles
expriment donc environ 50% des canaux Na,1.1 sauvages a la membrane plasmique des neurones. Ces souris
commencent a développer des crises spontanées entre le 21 et 27 jours (P21-27). Leur pourcentage de survie
dépend du fond génétique, puisque l'incidence de la mortalité aprés I'apparition des premiéres crises est
assez importante pour les souris C57BL/6 (80% a 12 semaines), comparé aux souris hybrides 129/Svl-
C57BL/6 (environ 35% a 12 semaines), alors qu’elle est proche de celle des souris sauvages pour les souris
129/Svl (Yu et al., 2006) (Fig. 17). La fréquence des crises spontanées est proportionnelle au taux de mortalité
pour chaque fond génétique.
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Fig. 17 : Représentation graphique du pourcentage de survie en fonction de I’dge des souris (en jours).
Comparaison des souris sauvages de fond génétique hybride 129- C57BL/6 (+/+, noir) par rapport aux souris
porteuses de la mutation KO Nav1.1 homozygote (RH/RH) de fond génétique hybride 129-C57BL/6 (noir pointillé)
et hétérozygote (+/-) de fond génétique 129 (bleu), C57BL/6 (rouge) ou hybride 129- C57BL/6 (rose).

Pour nos expériences, nous utilisons des modéles murins exprimant la mutation hétérozygote Na,1.1*"
(semblable a la mutation observée chez les patients) possédant différents fonds génétiques en fonction des
expériences réalisées.
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Introduction du sujet de these

Au cours de ma these, jai utilisé les modeles murins de I'EGCF+ et le SD cités ci-dessus afin de
caractériser les périodes critiques étant impliquées dans le développement de ces épilepsies
(épileptogenese).

J'ai également étudié plus en détails les activités épileptiformes pendant les périodes pré-épileptiques et

d’épilepsie chronique par des méthodes d’électrophysiologie.

Nous avons finalement mis au point une nouvelle stratégie utilisant une technique d’ARN interférents
délivrés dans les neurones a |'aide de vecteurs viraux, afin de diminuer I'expression de certaines cibles
d’intérét impliquées dans la modulation de I'excitabilité neuronale. J'ai donc étudié I'effet de ce traitement
sur les crises observées dans le modele murin du SD.

1. Etude de la période pré-épileptique

Nous pensons qu’une meilleure compréhension de la période précédant I'apparition des premieres
crises, au cours de laquelle la diminution d’expression du canal Na,1.1 est susceptible d’entrainer des
réarrangements moléculaires, pourrait permettre un diagnostic précoce de ces épilepsies génétiques, afin
d’agir plus rapidement et de maniére plus adéquate lors de I'apparition des premiéres crises, voire
d’empécher I'apparition des crises si un traitement préventif peut étre envisagé a I’avenir.

De plus, I'utilisation d’un traitement préventif sur des modeles murins empéchant I'apparition des crises
permettrait de révéler si le développement des autres symptomes, tels que les troubles comportementaux
ou les ataxies, sont dues a la succession des crises ou directement a la mutation.

Afin d’étudier cette période, j'ai réalisé des expériences d’enregistrement en potentiel de champ
(enregistrement extracellulaire de I'activité de groupe de neurones proches de I'électrode) sur des tranches
de cerveau provenant des modeles murins d’EGCF+ et de SD entre I'dge de 15 et 20 jours (P15-20), ce qui
correspond a un age ou le canal Na,1.1 est déja sensé étre exprimé (Fig. 13, p.29) mais
avant apparition de I’épilepsie.

o Etude de la période pré-épileptique chez le modéle murin de 'EGCF+

Parmi le large spectre de crises que peuvent développer les patients atteints d’EGCF+, on retrouve les
crises d’absence ou « petit mal », qui sont des crises non-convulsives généralisées correspondant a une perte
de conscience d’une dizaine de secondes sans perte de tonus musculaire, parfois difficilement détectable car
I’enfant peut sembler tout simplement révasser. En effet, ces crises se caractérisent par un arrét de l'activité
et une insensibilité momentanée aux stimuli environnementaux, ainsi qu’un EEG révélant des décharges de
type pointes-ondes (DPO). En 1968, Pierre Gloor soumit I’hypothése que ces DPO pouvaient trouver leur
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origine dans les mécanismes qui régissent le sommeil lent, sous le contréle de la boucle Thalamo-Corticale
(TC) (Gloor, 1968). Ainsi, lors d’une crise d’absence, la boucle TC imposerait un fort ralentissement des
oscillations a environ 3 Hz (semblable a la fréquence des ondes observée lors du sommeil lent), provoquant
une altération de I’état de conscience (Kostopoulos, 2001).

Sur le modeéle murin de 'EGCF+, nous avons donc choisi de nous intéresser au réseau thalamo-cortical (TC)
en période pré-épileptique. Des expériences ont été réalisées sur tranches de cerveaux préservant les
connexions thalamo-corticales (TC), prélevées sur des souris avant apparition de I'épilepsie (P15-20). Ainsi
ces tranches permettent de préserver les connexions entre le thalamus ventrobasal (VB), le noyau réticulaire
(nRT), et le cortex somatosensoriel (S1) (Fig. 18).

Thalamus
Ventrobasal

‘__A Neurone Glutamatergique
‘_«A- Neurone GABAergique

Jennifer LAVIGNE

Fig. 18 : Schéma d’une coupe thalamo-corticale (TC). Les connexions entre le thalamus ventrobasal (qui contient

principalement des neurones excitateurs), le noyau réticulaire (qui contient des neurones inhibiteurs) et le cortex
somatosensoriel, qui contient a la fois des neurones excitateurs et inhibiteurs, sont préservées.
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J'ai ainsi participé a I’élaboration d’un article scientifique, au sein duquel d’autres membres du laboratoire
et des collaborateurs ont mis en évidence une perturbation des réseaux neuronaux inhibiteurs

. En effet, la mutation Na,1.1""* entraine une diminution spécifique du taux de décharge des
interneurones, entrainant un défaut d’inhibition sur le controle de I'excitabilité cérébrale.

Je me suis intéressée a l'impact de l'altération des interneurones, due a cette mutation, sur le réseau
neuronal de la boucle TC en étudiant I'activité du réseau via des enregistrements extracellulaires en potentiel
de champ.

e Etude de la période pré-épileptique chez le modéle murin du SD

Pour I’étude du SD, nous avons choisi de nous focaliser sur le réseau hippocampique, car plusieurs
études utilisant des modeéles murins du SD se sont intéressées au réseau de I'hippocampe et ont montré que
la délétion du canal sodique Na,1.1 provoquait spécifiqguement une réduction des courants sodiques dans les
interneurones . Cependant d’autres études ont également mis en évidence
une altération de I'excitabilité des interneurones due a la mutation hétérozygote tronquante du canal Nav1.1
(Na,1.1*/") au niveau du réseau cortical en période pré-épileptique , suggérant que le
cortex puisse également étre impliqué dans la génération des crises.

Une récente publication de notre laboratoire réalisée sur le réseau Hippocampo-Cortical a révélé une
hyperexcitabilité de I’hippocampe chez les souris porteuses de la mutation Nav1.1*

En effet, des enregistrements en potentiel de champ sur des tranches dont les connexions entre
I'hippocampe et le cortex entorhinal ont été préservées, prélevées en période d’épilepsie chronique (P30-
36), mais également en période pré-épileptique (P14-18), ont révélé des signes d’hyperexcitabilité dans
I’hippocampe. Des expériences d’induction de crises par hyperthermie en période d’épilepsie chronique
(P60-75) sur le méme modeéle murin, ont également montré que I'activité précédant I’activité ictale (activité
pré-ictale) était détectée dans I’hippocampe avant le cortex. Ces résultats m’ont donc poussé a poursuivre
mes expériences sur I’étude de ce réseau dans le modéle murin du SD. De plus, I'hippocampe est la structure
la plus étudiée dans la recherche sur I'épilepsie, car de nombreuses épilepsies sont attribuées a des
dysfonctionnements dans cette structure, tout particulierement I’épilepsie du lobe temporal qui est la forme
d’épilepsie la plus fréquente.

L’hippocampe et le cortex entorhinal (CE) forment une boucle via différentes régions interconnectées (Fig.
19): le gyrus denté et la corne d’Ammon (CA), qui est subdivisée en 3 aires (CA1, CA2 et CA3). Dans
I’'hippocampe, les informations arrivent du CE aux cellules granuleuses du gyrus denté par la « voie
perforante », puis celles-ci projettent leurs axones, appelés « fibres moussues », aux cellules pyramidales de
I'aire CA3. Ces derniéres font une troisieme connexion au travers de leurs axones, appelés « collatérales de
Schaffer », avec les cellules pyramidales de la zone CA1. Ce circuit correspond a la boucle trisynaptique de
I’hippocampe. Les projections des cellules pyramidales de I'aire CA1 s’orientent ensuite vers le CE, ou des
neurones corticaux font des connexions entre eux avant que de renvoyer leurs projections vers
I’"hippocampe.
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Contrairement au cortex qui possede 6 couches cellulaires, I’"hippocampe n’en possede que 5 : le stratum
lacunosum/moleculare est la couche la plus distale de I'arbre dendritique, le stratum radiatum contient a la
fois les dendrites des neurones pyramidaux et les axones afférents, le stratum pyramidale contient les corps
cellulaires des cellules pyramidales de la corne d’Ammon, le stratum oriens contient les dendrites basales des
neurones pyramidaux CA1 et I'alveus contient leurs axones.

Pour I'étude de la période pré-épileptique sur le modele de SD, j'ai poursuivi la caractérisation de
I’hyperexcitabilité observée sur les tranches Hippocampo-Corticales de jeunes souris (P15-19) (Liautard et
al., 2013).
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Jennifer LAVIGNE

Fig. 19 : Schéma d’une coupe Hippocampo-Corticale.

Les fibres de la voie perforante venant du cortex entorhinal (CE) projettent leurs connexions au niveau des cellules
pyramidales du gyrus denté de I’hippocampe, qui projettent elle mémes sur les cellules pyramidales de la zone CA3.
Ces derniéres projettent sur les cellules pyramidales de la zone CA3, qui envoient leurs projections au niveau du CE.
De la des neurones corticaux font des connexions entre eux avant de renvoyer des projections vers le gyrus denté.

47



Introduction
Introduction du sujet de these

Une récente étude réalisée in vivo sur le méme modele murin que nous utilisons en période pré-épileptique
a révélé, grace a des enregistrements en potentiel de champ, des activités spontanées au niveau du réseau
cortical chez des souris porteuses d’'une mutation tronquante du canal Na,1.1 et leurs contréles WT
. Cependant, aucune différence significative n’a été détectée entre les activités des deux groupes
de souris, suggérant que l'altération de I'excitabilité des neurones inhibiteurs dans le cortex
pourrait ne pas affecter I'excitabilité du réseau cortical en période pré-épileptique.

Puisque nous avons vu une forme d’hyperexcitabilité dans I’hippocampe comparé au cortex dans les tranches
et que I'étude menée par « » a montré que I'hippocampe était impacté avant le cortex
lors de I'induction de crises, je me suis donc intéressée a |'activité cérébrale in vivo du modele murin du SD
durant la période pré-épileptique (P16-19), en me focalisant sur I'activité hippocampique et corticale.

2. Etude de I’épilepsie chronique sur le modéle de SD

Le SD étant une épilepsie trés sévere, pour laquelle aucun traitement n’a montré d’efficacité avérée,
j’ai choisi de me concentrer d’avantage sur I'étude de son modéle murin présentant la mutation Na,1.1*
pour étudier la période chronique et le développement d’'une nouvelle stratégie thérapeutique.

Le canal Na,1.1 ne commence a étre exprimé dans les neurones des modéles murins qu’a partir de dix jours
et son expression augmente au cours de la deuxieme et troisieme semaine , période a
partir de laquelle les crises commencent & apparaitre pour les souris Na,1.1*". Dans ce modéle murin, on
peut donc supposer que la réduction d’expression de ces canaux commence a entrainer une perte
d’inhibition au cours du développement, entrainant progressivement I'apparition d’hyperexcitabilité du
réseau cérébral jusqu’au déclenchement des crises qui deviendront ensuite récurrentes. On parle alors
d’épilepsie chronique. L'étude de I'hyperexcitabilité cérébrale en période d’épilepsie chronique est
essentielle pour pouvoir envisager de nouvelles cibles thérapeutiques et développer de nouveaux
traitements.

Afin d’étudier le réseau reliant I'hippocampe au cortex entorhinal sur des souris en période d’épilepsie
chronique (agées de 30 a 36 jours), j'ai effectué des enregistrements en potentiel de champ au niveau de la
zone CA1 de I'hippocampe et au niveau du CE dans des tranches horizontales de cerveau. Les tranches ont
été soumises a différentes conditions permettant de générer une hyperexcitabilité du réseau a I'aide d’agents
pharmacologiques ou de stimulations électriques afin d’observer les différences entre les tranches provenant
des souris porteuses de la mutation Nav1.1* et les contrdles WT. Nous cherchions a déceler les conditions
capables d’induire des activités épileptiformes spécifiques du modeéle murin du SD.

La carbamazépine (CBZ) est un antiépileptique, agissant en stabilisant I'état inactif des canaux sodiques
voltages-dépendants, réduisant ainsi |’excitabilité de tous les sous-types neuronaux. Cependant, elle entraine
une aggravation des symptomes chez les patients atteints du SD (Guerrini et al., 1998). Nous avons donc
choisi d’étudier I'effet de la CBZ sur les modeles d’inductions d’hyperexcitabilité ayant montré une
pertinence pour le modele murin du SD afin de vérifier la validité du modeéle sur tranche par rapport a la
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véritable pathologie. Cependant, nous verrons que cet agent pharmacologique n’induit pas I'effet escompté,
révélant la complexité des mécanismes impliqués dans les réarrangements des réseaux neuronaux
engendrés par la mutation Na,1.1*".

Le manque de fiabilité des modeles d’hyperexcitabilité sur tranches de cerveau provenant des souris
porteuses de la mutation et des controles pour étudier les effets de traitements, nous ont poussé a tester
I’effet d’'une nouvelle stratégie « thérapeutique » directement sur le modeéle murin in vivo.

3. Nouvelle stratégie visant a réduire I'excitabilité cérébrale

Le premier médicament antiépileptique (MAE) fut développé en 1857. Depuis, plus de 40 MAE ont
été mis sur le marché (Loscher and Schmidt, 2011) (Fig. 20) sans qu’aucun n’ai montré de véritable efficacité
sur les crises observées dans le SD.
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Fig. 20 : Evolution de la mise sur le marché des médicaments antiépileptiques (MAE) de 1853 a 2009.
Les médicaments de premiére génération sont notés en noir, ceux de seconde génération sont en bleu et
la troisiéme génération de médicaments est notée en vert.
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Ces MAE agissent sur différentes cibles moléculaires dans le but de diminuer I'excitabilité cérébrale (Fig. 21).
La majorité agit en diminuant I'activité des canaux Na, (ex : Phénytoine, Carbamazépine), mais certains
agissent sur d’autres canaux en diminuant I'activité des canaux calciques par exemple ou en augmentant
I'activité des canaux potassiques. D’autres MAE agissent en potentialisant I'activité des récepteurs au GABA
(ex : benzodiazépines) ou en inhibant la recapture de GABA a la synapse (ex : Tiagabine), ou encore en
combinant plusieurs de ces mécanismes d’actions (ex : Valproate) (pour revue: Loscher and Schmidt, 2012;
Mantegazza et al., 2010).
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Fig. 21 : Schéma représentatif des mécanismes d’action de certains MAE. Exemple d’une synapse
inhibitrice (gauche) et excitatrice (droite). Certains MAE agissent comme agonistes soit des canaux
potassiques ou des récepteurs du GABA laissant entrer le chlore dans la cellule. D’autres MAE agissent
comme des antagonistes de canaux sodiques ou calciques, ou des transporteurs de recapture du GABA.

Cependant, bien que ces MAE aient différentes cibles moléculaires, ils n‘ont pas la capacité de cibler
différents sous types neuronaux dans différentes structures cérébrales. Par exemple, la Carbamazépine agit
sur tout le systeme nerveux, en diminuant I’activité des canaux Na, a la fois dans les neurones excitateurs et
inhibiteurs.

Dans le modele du SD, le déséquilibre cérébral semble venir du fait que I'activité des interneurones est
réduite. Nous supposons donc que pour diminuer |'excitabilité cérébrale de maniere plus efficace, il serait
intéressant de diminuer uniquement I'activité des neurones excitateurs, afin de restaurer I’équilibre cérébral.
Dans ce but, nous avons choisi de développer une nouvelle stratégie de thérapie génique en utilisant
I'interférence ARN pour aller réduire I'expression des canaux Na, spécifiquement dans les neurones
excitateurs grace a un promoteur spécifique. Ces constructions sont incorporées a des vecteurs viraux
capables d’infecter les neurones pour y introduire leur contenu.
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e Thérapie génique utilisant I'interférence par ARN

De maniéere courante le terme de thérapie génique est assimilé a une technique basée sur le transfert

de genes dans le noyau, cependant, il peut également s’apparenter a I'administration d’ARN interférents

(ARNi) en dehors du noyau. Cette technique permet de réduire le taux d’expression des ARN messagers

(ARNm) cibles, sans modifier le génome de la cellule hote

Il existe plusieurs types d’ARNi (Fig. 22) :

Petits ARN interférents (pARNi) (Fig. 22.1): ces petits ARN double-brins, allant de 21 a 24
nucléotides (nt), sont synthétisés et introduits dans les cellules. Un complexe protéique (RISC)

permet de cliver ces pARNi en simple brins, qui peuvent ensuite se fixer aux ARNm par
complémentarité, empéchant leur traduction en protéine et entrainant leur clivage et leur
dégradation.

Cette méthode de diminution d’expression d’ARNm n’est que transitoire, car les pARNi ne sont pas
exprimés de maniére continue dans la cellule.

Micro-ARN (miARN) (Fig. 22.3) : ce sont de petits ARN simple brins (21 nt) naturellement présents
dans les cellules, qui servent de régulateurs post-transcriptionnels en éteignant I'expression de

certains genes. Une ARN polymérase de type Il (Pol Il) permet leur transcription sous forme de longs
précurseurs appelés « pri-miARN », possédant une téte en forme d’épingle a cheveux. Les
extrémités de ces « pri-miARN » sont ensuite clivées par un complexe enzymatique (DROSHA) pour
former des précurseurs intermédiaires appelés « pre-miARN » qui seront transportés du noyau vers
le cytoplasme. C’est la qu’un autre complexe enzymatique (DICER) va permettre de couper la téte
d’épingle du précurseur et de séparer les deux brins d’ARN afin de libérer le miARN qui ira alors
interférer avec des ARNm par complémentarité.

« small hairpin » ARN (shARN) (Fig. 22.2) : ces petits ARNs double brins synthétisés (29 nt) forment
une boucle en forme d’épingle a cheveux (d’oU le nom de « hairpin ») et ressemblent aux

précurseurs intermédiaire des miARN naturellement présents dans les cellules. L’ADN codant pour
ces shARN peut étre introduit dans un plasmide qui sera lui-méme intégré a un vecteur viral. Ainsi,
une fois que le vecteur pénétre a l'intérieur des cellules, ’ADN plasmidique est transcrit en shARN
grace a une ARN polymérase de type lll (Pol Ill). Le plasmide peut alors produire des shARN de
maniére continue dans la cellule, rendant cette méthode d’interférence a ARN stable.
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Fig. 22 : Voie d’expression des différents types d’ARNi.

1) Les petits ARNi (pARNi) sont synthétisés et introduits directement dans les cellules. 2) Les « small hairpin » ARN (shARN) sont
synthétisés, introduits dans un vecteur qui permettra leur expression dans les cellules. 3) Les micro-ARN (miARN) endogénes
sont déja présents dans les cellules pour assurer la régulation post-transcriptionelle. 4) Les hybrides mi/shARN sont synthétisés,
introduits dans un vecteur qui permettra leur expression dans les cellules selon la méme voie que les miARN.

Nous avons choisi de développer un hybride mi/shARN (Fig. 22.4) pour infecter nos cellules neuronales.
En effet, nous avons synthétisé la séquence d’'un miARN en y introduisant une séquence d’intérét (tel un
shARN), permettant une expression spécifique dans des sous-types cellulaires. Ainsi nous avons synthétisé
un plasmide contenant 2 mi/shARN possédant les séquences complémentaires des ARNm des canaux
sodiques présents dans le cerveau. En amont de cette construction, nous avons inséré le promoteur de la
protéine kinase Ca2+/Calmoduline dépendant (CamKlla), car celui-ci est spécifique des neurones excitateurs,
et nous avons incorporé une séquence de protéine fluorescente verte (eGFP) afin de pouvoir marquer les
cellules infectées (Fig. 23).
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Cet hybride nous permet donc de réduire
I’expression d’une cible moléculaire (canaux Nay)
dans un type cellulaire (neurones excitateurs), avec
une insertion plus physiologique (transcription par
I’ARN polymérase de type ). I9
De plus, les cellules infectées sont observables par Prom

Séquence
modifiée

fluorescence. CamKlla eGFP .
2 mi/shARN

Fig. 23 : Construction contenant le promoteur CamKila,
la protéine GFP et les 2 mi/shARN.

Avant d’introduire cette construction dans un vecteur viral, nous avons testé son efficacité in vitro, en la
transfectant dans des cultures de cellules neuronales et en analysant I'effet sur les courants sodiques des
cellules infectées grace a des expériences de patch-clamp.

e Vecteur viraux

Afin d’introduire la construction a I'intérieur des neurones, nous utilisons de vecteurs viraux. Les virus
ont naturellement la capacité, d’'une part, d’infecter les cellules pour y transférer leur matériel génétique et
d’autre part d’utiliser la machinerie cellulaire a leur avantage.

Nous avons initialement introduit les constructions contenant les ARNi dans un vecteur de type lentivirus
(rétrovirus a ARN) qui sont utilisés dans de nombreuses études pour infecter les cellules

. Cependant, nous avons finalement choisi d’utiliser un vecteur viral dérivé du virus Adéno-associé
(AAV) qui posséde une meilleure capacité de diffusion a travers les tissus et qui n’entraine pas de réponse
inflammatoire. L'AAV est un parvovirus non pathogene observé chez les primates, incapable de se répliquer
par lui-méme. Il nécessite la présence d’un virus auxiliaire (helper virus) afin d’utiliser ses enzymes pour
répliquer son génome. Ce virus, composé d’'un ADN simple-brin de 4,7 kb, est un vecteur de choix pour
infecter un grand nombre de cellules, car étant de tres petite taille (22nm) il a la capacité de bien diffuser a
travers les tissus.

Les virus AAV utilisés sont modifiés afin de ne garder que les protéines de capsides, permettant leur adhésion
cellulaire et I'internalisation de leur contenu. Ce sont donc de simples vecteurs, qui ne sont pas capables de
se répliquer. Le génome est incorporé dans un plasmide qui restera dans le noyau sans s’incorporer a I’ADN
de la cellule héte.

Douze sérotypes différents d’AAV (AAV1 a AAV12) ont été identifiées a ce jour ,dont9
ont été classifiés en fonction de leur tropisme cellulaire d aux différentes protéines qui composent leur
capside
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Nous avons choisi d’utiliser un vecteur composé des protéines de capside de I’AAV9, car il posséde un fort
tropisme pour les cellules neuronales et une bonne capacité de diffusion (Murlidharan et al., 2014).

Un plasmide contenant la séquence d’intérét est utilisé pour générer le génome du vecteur viral. Ce plasmide
est composé de 2 séquences répétées inversées (ITR : inverted terminal repeat) délimitant les séquences qui
sont insérées dans la capside de I’AAV : les séquences du promoteur CamKlla, de la protéine fluorescente
eGFP et de deux mi/shARN ciblant les ARNm des canaux sodiques (Fig. 24).

/73?

‘.“\IS\‘\M"N anti Nav
1

pAAV-CamKIlla-eGFP-mi/shARN anti-Nav
6327 pb

Fig. 24 : Vecteur plasmidique AAV. Les séquences « ITR » délimitent
le promoteur CamKilla, la séquence de la protéine eGFP et la séquence
des deux mi/shARN ciblant les canaux Nav.

Afin de produire ces vecteurs viraux, nous avons utilisé 3 plasmides (Fig. 25) :
- Le plasmide comportant la séquence d’intérét flanquée des 2 séquences ITR.

- Un plasmide contenant les séquences des protéines « Rep » permettant la réplication, et
des protéines « Cap » constituant les protéines de la capside.

- Un plasmide « helper » apportant les protéines nécessaire a la traduction des séquences
« Rep », activant ainsi la réplication du virus.

Ces 3 constructions sont transfectées dans des cellules provenant d’épithélium rénal embryonnaire (HEK :
Human Embryonic Kidney), permettant la réplication de la séquence d’intérét et son empaquetage dans la
capside. Une fois les vecteurs récupérés et purifiés, ils sont non réplicatifs puisque leur génome ne posséde
pas les protéines permettant leur division.
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pAAV-CamKlla-eGFP
-mi/shARN anti-Nav
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plasmide "helper”

Réplication et empaquetage

Transfection Récupération et purification

Jennifer LAVIGNE

Fig. 25 : Production des vecteurs viraux AAV contenant les constructions « CamKlla-GFP-mi/shARN ».
Introduction de 3 plasmides dans des cellules HEK permettant la synthése du vecteur viral non réplicatif :
le plasmide contenant la séquence d’intérét (pAAV-CamKlla-eGFP-mi/shARN anti-Nay), un plasmide
contenant les séquences permettant la synthése des protéines de capsides et de réplication (pAAV-rep/cap)
et un plasmide « helper » permettant la réplication du virus.

Nous avons ainsi produits des vecteurs possédant des ARNi ayant pour but de réduire I'expression des canaux
Nay dans les neurones excitateurs, appelés « AAV-CamKlla-eGFP-anti Na, » et leur contrdle appelé « AAV-
CamKlla-eGFP-Ctrl » s’exprimant également dans les neurones excitateurs, mais ne possédant qu’un seul
mi/shARN contréle n’ayant pas de cible car sa séquence est « brouillée ».

Ces vecteurs viraux ont été injectés au niveau de I’hippocampe des souris Na,1.1*" (modéle du SD), puis leur
effets sur les crises épileptiques ont été analysés grace a des enregistrements vidéos reliés a un
Electrocorticogramme (ECoG), qui permet d’enregistrer I'activité cérébrale grace a des électrodes qui sont
directement en contact avec la surface du cortex.
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e Effet des constructions virales sur le modéle murin du SD

Différentes concentrations de virus et différents volumes d’injections ont été testés. Apres avoir
attendu un certain temps pour permettre I'expression des mi/shARN dans les neurones (environ 16 jours),
les souris hétérozygotes Na,1.1* furent observées a l'aide d’un systéme vidéo-ECoG permettant
d’enregistrer leur activité cérébrale et d’observer leur comportement lors de crises. Ces enregistrements
chroniques permettent d’étudier les crises spontanées.

Des crises par hyperthermie ont également été induites sur les mémes souris, puisque le fait d’augmenter la
température corporelle de la souris provoque une crise clonique, pareillement aux crises fébriles (ou
hyperthermiques) observées chez les patients atteints du SD.

Les enregistrements chroniques ont été effectués avant et aprés I'induction de crises par hyperthermie afin
de vérifier si elle provoque un effet sur les crises spontanées.

4

o0

Mes travaux de thése se divisent donc en 3 parties :

» L'étude des propriétés des réseaux neuronaux dans la période pré-épileptique sur 2 modéles
murins d’épilepsies génétiques (GEFS+ et SD).

» L’étude du meilleur modeéle d’hyperexcitabilité sur tranche de cerveau lors de la période d’épilepsie
chronique (période de crises récurrentes) dans le modele du Syndrome de Dravet.

» Le développement d’une nouvelle stratégie pour réduire I'hyperexcitabilité neuronale dans le
Syndrome de Dravet.
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Animaux utilisés

Animaux utilisés

Toutes les expériences sur les animaux vivants ont été réalisées avec I'accord du ministere de la
recherche et du comité d’éthique en expérimentation animale, délivré par une autorisation de projet
(référence ministérielle : 04551.02) et sont en conformité avec la législation européenne (directive
86/609/CEE du Conseil de 'Europe du 24 novembre 1986). De plus, les expériences ont été réalisées dans le
respect de la regle des « 3 R », qui consiste a « réduire » le nombre d’animaux utilisés afin de limiter tout
sacrifice inutile, a « raffiner » les techniques utilisées dans le but de limiter la souffrance et le stress, et a
« remplacer » tant que possible I'utilisation des animaux lorsqu’un autre modeéle peut étre envisagé.

Les expériences ont toutes été réalisées a la fois sur des souris males et femelles car de précédentes
expériences n’ont pas révélé de différences entre les deux sexes pour les épilepsies génétiques étudiés.

1. Modeéle murin de I’Epilepsie Génétique avec Crises Fébriles Plus

Les études menées au cours de ma these sur I'EGCF+ en période pré-épileptique ont été réalisées sur
des souris de fond génétique C57BL/6 porteuses de la mutation hétérozygote R1648H (Na,1.1%"*)

. Le maintien de la lignée est réalisé en accouplant une souris sauvage (WT) avec une souris porteuse
de la mutation hétérozygote afin d’obtenir des portées composées uniquement de souris Na,1.1%"* et WT,
ces derniéeres servant de contréle pour les expériences. Pour quelques expériences énoncées dans le papier
publié mais qui n’ont pas été réalisées par moi-méme, des accouplements entre 2 souris
hétérozygotes Na,1.1""* ont été réalisées afin d’obtenir des souris homozygotes pour la mutation R1648H
(Na,1.1RH/RH)

e Génotypage

Afin de connaitre le génotype des souris, une biopsie est réalisée sur les nouveau-nés agés de 5 jours
afin de récupérer leur ADN. Des amorces spécifiques de la séquence d’intérét ont été choisis pour amplifier
I’ADN et une enzyme permet de cliver uniquement la séquence mutée afin d’obtenir des brins de taille
différente en fonction de la présence ou non de la mutation. Les séquences sont donc amplifiées a partir de
ces amorces grace a une réaction en chaine par polymérase (PCR: Polymerase Chain Reaction) avant
migration sur un gel d’électrophorése qui permet de les séparer en fonction de leur taille. Un marqueur de
poids/taille moléculaire est utilisé pour définir la taille des séquences détectées. La séquence de I'allele WT
mesure 591 paires de base (pb) alors que la séquence de I'allele mutée mesure 461 pb. Pour une souris
sauvage (homozygote) nous observerons une seule bande de 591 pb, alors que si elle posséde la mutation
hétérozygote nous en observerons deux de 591 et 461 pb (Fig. 26). Dans le cas d’une souris homozygote pour
la mutation R1648H, nous n’observerons qu’une seule bande de 461 pb.
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Fig. 26 : Génotypage des souris hétérozygotes Na,1.1"%/* et des souris WT. A) lllustration des constructions utilisées par « Martin
etal.,, 2010 » pour générer le modele murin de 'EGCF+ (haut) et représentation de I’alléle WT et de I’alléle porteuse de la mutation
R1648H avec les amorces permettant d’amplifier les séquences d’intérét par PCR (38S et 39S), ainsi que le site de restriction
localisé uniquement sur le brin muté, permettant a 'enzyme ECoR1 de le cliver (bas) ; B) Exemple d’un gel d’agarose aprés avoir
été soumis a I’électrophorese révélant les bandes du marqueur de poids moléculaire (gauche), deux bandes (reflétant 2 séquences
de taille différente) pour une souris Na,1.1""/* et une bande pour une souris homozygote WT.

2. Modele murin du Syndrome de Dravet

Pour I'étude du SD, les expériences ont été menées sur des souris porteuses de la mutation
hétérozygote KO pour le géne Scnla, codant pour le canal Na,1.1 (Na,1.1*") (Yu et al., 2006), mais les fond
génétiques utilisés variaient en fonction de I'’étude menée (ils seront détaillés par la suite). Le maintien de la
lignée est réalisé en accouplant une souris WT avec une souris porteuse de la mutation hétérozygote afin
d’obtenir des portées composées uniquement de souris Na,1.1*- et WT, ces derniéres servant de contréle
pour les expériences. Cela évite également la naissance de souris homozygotes Na,1.17" qui ne sont pas
représentatives de la pathologie humaine et meurent environ 15 jours apres leur naissance.
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e Génotypage

Comme pour l'autre modéle murin, une biopsie est réalisée sur les nouveau-nés agés de 5 jours afin
de récupérer leur ADN et de réaliser le génotypage. Des amorces spécifiques des séquences ou se situe la
mutation, ou spécifiques de la séquence sauvage ont été choisis afin d’amplifier 'ADN selon des tailles
différentes. Les séquences sont amplifiées a partir de ces amorces grace a une PCR, puis sont mise a migrer
sur un gel d’électrophorése afin de les séparer en fonction de leur taille. Ainsi, les amorces sélectionnées
permettent de révéler la séquence de I'allele WT a une taille de 291 pb alors que la séquence de I'alléle mutée
mesure 150 pb. Comme pour le modéle EGCF+ nous observons une seule bande pour une souris WT (291 pb)
et deux bandes pour une souris porteuse de la mutation (150 pb). Des problemes de réactifs nous obligent a
séparer les réactions pour les amorces détectant le brin WT et le brin muté, les bandes sont donc localisées
au niveau de deux puits différences pour une méme souris (Fig. 27).
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Fig. 27 : Génotypage des souris hétérozygotes Na,1.1*/- et des souris WT. A) lllustration des constructions utilisées par « Yu et al.,
2006 » pour générer le modéle murin du SD (haut) et représentation des sites de détection des amorces spécifiques de I'allele WT
(amorces 268 et 269) et porteuse de la mutation KO pour le géne Scnla (amorces 316 et 269) (bas) ; B) Exemple d’un gel d’agarose
apres électrophorese, révélant les bandes du marqueur de poids moléculaire (gauche), une bande (291 pb) reflétant une souris
homozygote WT et deux bandes (291 et 150 pb dans 2 puits différents) pour une souris Nay1.1*-.
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e Etude de la période pré-épileptique et de I'épilepsie chronique

L'étude de la période pré-épileptique et de I'épilepsie chronique fait suite aux travaux réalisés par
« » sur la compréhension de I’hyperexcitabilité cérébrale dans le modele murin du SD.
Ainsi, nous avons utilisé les mémes souris de fond génétique mixte C57BL/6 et CD1 possédant la mutation
hétérozygote KO pour le gene Scnla et les contréles WT provenant des mémes portées. Les souris possédant
la mutation étaient initialement de fond génétique CD1, mais leur phénotype n’étant pas assez sévere, nous
avons effectué des accouplements avec des souris de fond génétique C57BL/6 exprimant un phénotype plus
sévere avec la méme mutation . Ainsi les accouplements ont été réalisés selon une technique
de rétrocroisement (backcross) en accouplant les souris porteuses de la mutation hétérozygote Na,1.1* avec
des souris WT de fond C57BL/6 sur des dizaines de générations. Aujourd’hui ces souris ont donc un fond
majoritairement C57BL/6.

e Etude de I'effet de la nouvelle stratégie pour réduire I’hyperexcitabilité

Pour I'étude de la stratégie visant a réduire I'excitabilité cérébrale, nous voulions choisir un modeéle
murin du SD avec un fond génétique présentant un phénotype modéré afin de ne pas avoir trop de mortalité,
mais permettant tout de méme d’avoir un certain nombre de crises pour visualiser |'effet de la stratégie.
Aussi nous avons choisi d’effectuer des accouplements entre des souris possédant un phénotype sévére
(C57BL/6) et des souris possédant un phénotype trés modéré (129) . Nous avons donc utilisé
les descendants F1 50% C57BL/6-50% 129 pour réaliser ces expériences.

61



Matériel & Méthodes
Expériences in vitro

Expériences in vitro

1. Electrophysiologie sur tranches de cerveaux

e Préparation et maintien des tranches de cerveau

Les souris agées de 14 a 20 jours ou de 30 a 35 jours, sont anesthésiées par voie aérienne sous
isoflurane (Iso-Vet 1000mg/qg) puis sacrifiées par décapitation. Le cerveau est alors rapidement prélevé puis
immergé dans une solution de Liquide CérébroSpinal artificiel (LCSa) froide (4°C) saturée en carbogéne (95%
0;; 5% CO;). Le LCSa est composé de 124 mM de NaCl, 3.75 mM de KCl, 2 mM de CaCl,.6H,0, 1.25 mM de
NaH;PO4, 2 mM de MgS0,, 26.5 mM de NaHCO; et 10 mM de glucose.

Le cerveau est ensuite collé sur un support a I'aide de colle cyanoacrylate et rapidement immergé dans la
solution de LCSa froid, saturé en carbogéne. Les tranches sont effectuées a I'épaisseur souhaitée avec un
microtome (Microm HM 650V, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).

1) Tranches Thalamo-Corticales (TC)

Pour I'’étude du modele de 'EGCF+ en période pré-épileptique, des tranches thalamo-corticales sont réalisées
en suivant le protocole décrit par « Agmon and Connors, 1991 » qui permet d’effectuer des coupes
préservant les connexions entre le complexe ventro-basal (VB), le noyau réticulaire (nRT) du thalamus et le
cortex somatosensoriel, formant ainsi la boucle Thalamo-Corticale (TC) (Fig. 28). Les enregistrements en
potentiel de champ se font avec des tranches de 600 um, épaisseur suffisante pour préserver les connexions
tout en permettant une bonne oxygénation et perfusion des cellules.

Tranches Thalamo-Corticales

dorsal

Iateral‘-i—* medial
— ventral

Modifié d'aprés Agmon & Connors, 1991

Fig. 28 : Réalisation des tranches Thalamo-Corticales (TC). 1) Le cerveau est posé (lobes frontaux vers le bas) sur un support
incliné de 10 degrés par rapport au plan horizontal, 2) il est ensuite coupé verticalement avec un angle de 55 degrés par rapport
ad la scissure interhémisphérique, 3) la surface coupée est ensuite collée sur un support avant que les tranches ne soient effectuées
au microtome en préservant les connexions entre les structures du thalamus et du cortex somatosensoriel (droite)

VB : complexe ventro-basal du thalamus, nRT : noyau réticulaire du thalamus, Cl : capsule interne, Hip : hippocampe
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2) Tranches Hippocampo-Corticales

Pour I'étude sur le modele murin du SD, que ce soit en période pré-épileptique ou lors de I'épilepsie
chronique, des tranches horizontales ont été réalisées, permettant de maintenir les connexions entre
I’hippocampe et le cortex entorhinal (Fig. 29). Les connexions étant plus facilement préservées dans ce
réseau que dans le réseau TC, nous effectuons des tranches plus fines, de 400 um, afin d’avoir une meilleure
oxygénation et perfusion des cellules.

Fig. 29 : Réalisation des tranches Hippocampo-Corticales. Des tranches horizontales de 400 um sont effectuées au vibratome
(gauche), permettant de préserver les connexions des différentes structures de I’hippocampe et du cortex entorhinal (droite).

3) Maintien des tranches avant et pendant I'expérience

Tout de suite aprés avoir été coupées, les tranches sont placées dans une chambre a interface (Dual channel
Acrylic chamber system, Campden Instruments Ltd.) et observées avec une loupe binoculaire avant d’étre
laissées au repos pendant au moins 1h. Les enregistrements sont effectués avec des électrodes
d’enregistrements manipulées grace a des micromanipulateurs (Fig. 30). Les tranches sont perfusées grace a
une pompe péristaltique (Gilson) a l'interface entre le LCSa oxygéné et I"atmosphére 0,/CO, saturée
d’humidité. Le LCSa qui arrive aux tranches est chauffé a 34°C grace a un contréleur de température (745
series P.I.D, Campden Instruments Ltd.) et des agents pharmacologiques peuvent y étre ajoutés selon les
expériences réalisées.

micromanipulateur loupe binoculaire référence

tranche

p

Chambre a interface
Fig. 30 : Poste d’électrophysiologie. Loupe binoculaire, micromanipulateurs et Chambre a interface (gauche) a
I'intérieure de laquelle on peut voir les tranches de cerveau et I’électrode de référence (droite).
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e Enregistrement des tranches en potentiel de champ

Les enregistrements de potentiels de champ sont réalisés a I'aide d’'une électrode extracellulaire
placée dans la zone d’intérét de la tranche. Les potentiels enregistrés correspondent a la somme des
réponses, spontanées ou induites, d’'un ensemble de neurones a proximité de I'électrode d’enregistrement.
Les variations de potentiels électriques permettent d’évaluer I'excitabilité de la zone enregistrée.

Les variations de potentiels au niveau de la tranche sont captées par des pipettes fabriquées a partir de
capillaires de borosilicate (diamétre externe : 1.5 mm, diamétre interne : 0.86 mm, Science Products). Elles
sont faconnées par une étireuse horizontale (P-97, Sutter Instruments, USA) de maniére a obtenir une
ouverture a la pointe de la pipette correspondant a une résistance de 4 a 8 MQ. La pipette est ensuite remplie
de solution saline (NaCl 0.9%) et I’électrode d’enregistrement, correspondant a un fil d’argent chloruré, est
insérée dans la pipette. L'électrode de référence quant a elle, est intégrée a la chambre a interface,
directement au contact du LCSa (Fig. 30). Ainsi la différence de potentiel sera mesurée entre I'électrode
d’enregistrement et I'électrode de référence. Une lampe binoculaire permet de visualiser les tranches et de
placer les électrodes dans les zones d’intérét (Fig. 30).

Les signaux détectés par les électrodes d’enregistrement sont amplifiés par un amplificateur (Ex4-4 Quad
Differential amplifier, Dagan corporation), convertis sous format numérique grace a un systeme d’acquisition
(Digidata 1440A, Axon CNS Molecular Devices) et enregistrés sur I'ordinateur avec le logiciel pClamp10.2
(Axon Instruments, USA).

1) Activités spontanées

Seules les activités d’une amplitude minimum de 0,1 mV ont été prises en compte pour I'analyse.

Pour la visualisation des oscillations haute fréquences (OHF), les activités spontanées ont été filtrées entre
40 et 200 Hz ou entre 200 et 600 Hz (filtre 8 pbles Bessel-Bessel, pClamp). Lors de I'analyse de I'aire des OHF,
le bruit potentiel a été soustrait en enlevant I’aire absolue d’une période sans événement a 'aire absolue
d’une période (de méme durée) contenant une OHF a I'aide du logiciel Origin 9.0. L'amplitude des activités
spontanées non filtrées peut induire un biais sur I'aire des OHF, nous avons donc normalisé les aires absolues
des OHF sans bruit en les divisant par les aires absolues des activités non filtrées correspondantes (logiciel
Origin 9.0).

2) Stimulations électriques

Pour les tranches TC, une double stimulation électrique (paired-pulse) a été réalisée au niveau du
thalamus VB et la réponse enregistrée en potentiel de champ au niveau du cortex somatosensoriel afin de
vérifier que les connexions du réseau étaient bien préservées. La stimulation est effectuée a I'aide d’une
électrode bipolaire et d’un isolateur (/solated current source SIU91A, Cygnus technology) commandé par
ordinateur avec le logiciel pClamp et le systeme d’acquisition Digidata. Le protocole de double stimulation
électrique que nous avons utilisé correspond a I'application de deux stimuli séparés de 100 ms a une
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fréquence de 0.02 Hz. Si une réponse est observée, des enregistrements d’activités spontanées ont ensuite
été effectués sur ces tranches.

Pour les tranches Hippocampo-Corticales, nous avons évalué la réponse du réseau a différentes intensités
de stimulations électriques en effectuant une courbe appelée « input-output ». Nous avons placé I'électrode
de stimulation au niveau des collatérales de Schaffer et I'électrode d’enregistrement au niveau du stratum
pyramidale de I'aire CA1 de I'hippocampe. La gamme de réponse a été effectuée de la méme maniere que
précédemment et avec le méme appareillage en appliquant des courants d’intensité croissante a une
fréquence de 0.2 Hz et en mesurant I'amplitude des pics de réponse. L'intensité de courant générant la
réponse d’amplitude maximale a été choisie pour appliquer ensuite le protocole de stimulation tétanique,
qui correspond a I'application de 10 stimuli a 100 Hz.

3) Perfusion d’agents pharmacologiques

» Pourl'étude de la période pré-épileptique (P14-20) dans le modéle murin du SD, I'effet « thérapeutique »
de la cholecystokinine (CCK), un peptide neuronal possédant un effet excitateur sur les interneurones PV, a
été testé sur les tranches Hippocampo-Corticales :

- Cholecystokinine :

Nous avons ajouté de la CCK-8S (100 uM, Tocris) au LCSa de maniére a obtenir une concentration finale de
100 nM. Les tranches ont été perfusées avec ce traitement pendant 2h30 et I'effet sur les réponses
tétaniques a été analysé a 1h, 1h30 et 2h de traitement.

» Pour I'étude de la période d’épilepsie chronique (P30-35) dans le modéle murin du SD, les tranches
Hippocampo-Corticales ont été stimulées chimiquement par différentes solutions :

- LCSa contenant une forte concentration en potassium (LCSa high K*, 9 ou 12 mM) :

Les tranches soumises a une concentration de 9 mM de K* ont été perfusées pendant 1h30 avec du LCSa
composé de 118,75 mM de NaCl, 9 mM de KCl, 2 mM de CaCl,.6H,0, 1.25 mM de NaH,PO,, 2 mM de MgSO0.,
26.5 mM de NaHCOs; et 10 mM de glucose. Les tranches soumises a une concentration de 12 mM de
potassium ont été perfusées pendant 1h30 avec du LCSa composé de 115,75 mM de NaCl, 12 mM de KCl, 2
mM de CaCl,.6H,0, 1.25 mM de NaH,PO4, 2 mM de MgS0,, 26.5 mM de NaHCO; et 10 mM de glucose. Des
enregistrements en potentiel de champ ont été effectués tout au long du traitement.

- LCSa sans magnésium (LCSa Mg?* free) :
Les tranches ont été perfusées avec du LCSa dépourvu de Mg?* (NaCl : 124 mM, KCl : 3.75 mM, CaCl,.6H,0 :
2 mM, NaH2PO4 : 1.25 mM, NaHCOs: 26.5 mM, glucose : 10 mM) pendant 2h30. Les activités ont été
enregistrées en potentiel de champ a partir de 5 min de traitement, jusqu’a la fin. Les décharges

épileptiformes ayant une durée inférieure a 2 secondes sont nommées décharges « interictales », les
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décharges épileptiformes ayant une durée supérieure a 10 secondes sont nommeées décharges « ictales » et
celles comprises entre 2 et 10 secondes sont nommeées décharges « multicomponents ».

- 4-aminopyridine (4-AP) :
Les tranches ont été perfusées pendant 1h30 avec du LCSa contenant 50 uM de 4-AP (Sigma), un bloqueur
des canaux potassiques, et les activités ont été enregistrées en potentiel de champ a partir de 20 min jusqu’a

la fin du traitement. Comme précédemment, les décharges épileptiformes ayant une durée inférieure a 2
secondes sont nommeées décharges « interictales », celles ayant une durée supérieure a 10 secondes sont
nommeées décharges «ictales» et celles comprises entre 2 et 10 secondes sont nommées
« multicomponents ».

- Carbamazepine (CBZ) :

Les tranches perfusées avec la 4-AP ont ensuite été traitées avec de la 4-AP + CBZ (Sigma), un antiépileptique
qui stabilise I'état inactif des canaux Nay, afin de voir I'effet de ce « traitement » sur I’"hyperexcitabilité induite
par la 4-AP : aprés 1h30 de traitement avec la 4-AP seule, les tranches ont été perfusées avec de la 4-AP (50
UM) + CBZ (50 uM) pendant 1h et I'effet a été analysé a partir de 40-50 min.

2. Test des constructions visant a réduire I’excitabilité cérébrale in vitro

Ce projet étant une collaboration avec d’autres laboratoires (Besta Neurological Institute, Milan, Italie ;
University of Genova, Italie ; University of Modena, Italie), je ne suis pas rentrée dans les détails des
expériences qui n’ont pas été réalisées par moi-méme, mais j’ai tout de méme expliqué la méthodologie de
maniére simplifiée pour faciliter la compréhension des résultats.

e Développement des mi/shARN

Nos collaborateurs ont identifié un certain nombre de séquences capable de réduire I'expression des
principaux canaux Na, neuronaux (Na,1.1, Na,1.2 et Na,1.6) via un logiciel fournit par la société Invitrogen.
lIs ont ainsi choisi deux séquences permettant de cibler le plus grand nombre de canaux Na,. Ills ont ensuite
utilisé un kit (Thermofischer, BLOCK-IT Pol Il miR RNAi Expression Vector) pour générer des plasmides
capables d’exprimer des hybrides mi/shARN formés a partir des miARN endogénes murins (miARN 155) en
remplagant une partie de leur séquence par une séquence d’intérét (shARN) permettant de réduire
I’expression des canaux Nay (Fig. 31). Puisqu’ils ont identifiés 2 séquences d’intérét, deux mi/shARN sont
produits dans chaque plasmide.
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miARN 155 natif miARN 155 optimisé
5’ -UG| UGUGA UUGGCC UG| uu UUGGCC
CUGUUAAUGCUAAU UAGGGGUU \ CUGAAAUCGCUGAU GUGUAGUCGUU \
PLERLLEERrnn: O O N T T 1 o O W 6 A
GACAAUUACGAUUG AUCCUCAG / GACUUUAGCGACUA--CACAUCAGCAG 4
3'=G* UCCr= UCAGUC AG? UCAGUC

Fig. 31 : Génération du mi/shARN a partir du miARN 155. Représentation structurelle du miARN (gauche) et
du remplacement d’une partie de sa séquence native par une séquence d’intérét (droite).

Une protéine fluorescente verte est exprimée en amont de ces séquences afin de permettre un marquage
des cellules. Ainsi la séquence contenant le gene de la protéine fluorescente GFP (vert) et les génes des deux
mi/shARN contre les canaux Nay (rouge : miARN, souligné : séquences modifiées) est la suivante :

TTGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGAC
GTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAA
GCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCT
TCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCG
AGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTAC
AACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGT
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTG
AGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG
TAAGCTAAGCACTTCGTGGCCGTCGATCGTTTAAAGGGAGGTAGTGAGTCGACCAGTGGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAGCA
GGAGGCCGATGTTGAACGTTTTGGCCACTGACTGACGTTCAACAGGCCTCCTGCTCAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAA
ATGGCCCAGATCcTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGTTCTTCTGCTGGTTGAAGTTGGTTTTGGCCACTGACTGACCAACTTCACAGCAGA
AGAACAGGACACAAGGCCTGTTACTAGCACTCACATGGAACAAATGGCCCAGATCTGGCC

Comme contrdle, ils ont utilisé le méme géne pour la protéine GFP (vert) et un mi/shARN possédant une
séquence « brouillée », n"ayant pas de cible particuliére (rouge : miARN, souligné : séquence modifiée) :

TTGTACAAAAAAGCAGGCTTTAAAACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGAC
GTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAA
GCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCACCTACGGCGTGCAGTGCTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCT
TCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCG
AGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTAC
AACAGCCACAAGGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGT
GCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTG
AGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG
TAAGCTAAGCACTTCGTGGCCGTCGATCGTTTAAAGGGAGGTAGTGAGTCGACCAGTGGATCCTGGAGGCTTGCTGAAGGCTGTATGCTGAAAT
GTACTGCGCGTGGAGACGTTTTGGCCACTGACTGACGTCTCCACGCAGTACATTTCAGG

Les cultures primaires de neurones corticaux ont été transfectées avec ces plasmides le jour de leur mise en
culture et des analyses d'immunocytochimie et de patch-clamp ont été effectuées a 11 jours in vitro (jiv).
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e Tests des vecteurs viraux contenant les séquences mi/shARN

La construction contenant les mi/shARN réduisant I'expression des canaux Na, et la construction
mi/shARN contrdle possédant une séquence « brouillée », ont été introduits par nos collaborateurs dans des
plasmides lentiviraux de type pLL3.7. Le promoteur « U6 », permettant I'expression des séquences d’intérét
dans tous les types cellulaires et la séquence de la protéine fluorescente GFP sont placés en amont des deux
séquences d’intérét. Ainsi, la protéine fluorescente sera exprimée dans toutes les cellules dans lesquelles
s’exprimeront ces constructions. L'efficacité de ces plasmides a été testée dans des cultures primaires de
neurones corticaux par des analyses de quantification d’ADN (PCR quantitative ou gPCR), de détection
protéique (western blot) et de marquage immunocytochimique.

Le vecteur lentiviral posséde une faible capacité de diffusion, nous avons donc décidé par la suite d’utiliser
un vecteur de type Adenovirus associé (AAV), ayant une meilleure capacité de diffusion. En effet, le vecteur
AAV posséde une plus petite capacité de taille pour I'insert (lentivirus : 8 kilo base (kb) / AAV : 4,5 kb), mais
ce n’est pas un probléme car nos constructions ne mesure que 3,4 kb. En revanche le vecteur AAV a donc
une plus petite taille (lentivirus = 10 kb / AAV = 5 kb) ce qui lui donne une meilleure capacité de diffusion a
travers les cellules et lui permet d’infecter un plus large volume cérébral. De plus le vecteur AAV n’engendre
presque pas de réponse immunitaire et ne posséde qu’une trés faible capacité a s’intégrer dans le génome
de I’'h6te comparé au lentivirus.

Nos collaborateurs ont donc inséré les deux séquences mi/shARN contre les canaux Na, ou la séquence
controle dans des plasmides AAV, avec en amont un promoteur CamKlla pour cibler spécifiquement les
neurones excitateurs et la séquence de la protéine GFP afin de marquer les cellules infectées par de la
fluorescence (Fig. 32A). Les séquences a traduire sont délimitées par deux séquences de lecture « ITR ». La
taille totale du plasmide mesure 6,3 kb (Fig. 32B).
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Fig. 32 : Construction virale contenant les mi/shARN contre les canaux Na.. A) Représentation
structurelle de la construction contenant le promoteur CamKlla, la séquence de la protéine eGFP
et les deux mi/shARN, B) Plasmide AAV contenant la construction « promoteur CamKlla + eGFP +

2 mi/shARN » entre deux séquences de lecture « ITR ».

La validation de l'efficacité de ces plasmides a été testée dans des cultures de neurones corticaux
transfectées a 3 jiv et I'effet a été observé a 14 jiv.

Nous avons ensuite décidé de produire les vecteurs viraux AAV contenant les séquences d’intérét par le
laboratoire d’amplification de vecteurs du CHU de Nantes et de les tester directement in vivo.
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Expériences in vivo

1. Enregistrements extracellulaire de I’hippocampe et du cortex en période pré-

épileptique sur le modele murin du SD

Les souris WT et Na,1.1*/ agées de 16 a 19 jours sont anesthésiées grace a une injection Intra-
Péritonéale (IP) d’uréthane (1,8 g/kg, Sigma) dilué dans du PBS. Cet anesthésique est choisi car il permet de
maintenir une activité cérébrale semblable a celle du sommeil lent . Afin de s’assurer
du maintien de I'anesthésie, j’ai controlé le mouvement des vibrisses, le réflexe oculaire, le réflexe au
pincement de la pate et de la queue avant et pendant la chirurgie. Les souris sont placées sur le cadre
stéréotaxique et leur température corporelle est maintenue a 37°C grace a un tapis chauffant relié a un
controleur de température (TCAT-2DF, Physitemp, USA) (Fig. 33A). Le rythme respiratoire est contrdlé grace
a un capteur de pression (Adinstrument) tout au long de I’expérience. La peau du scalp est coupée grace a
un scalpel, puis maintenue écartée grace a des pinces « clamp ». Les coordonnées du bregma (point de
rencontre entre I'os frontal et les os pariétaux) sont ensuite relevées (« B » sur la figure 33B) pour servir de
point de référence au calcul des coordonnées antéropostérieures (AP) et latérales (Lat) pour les
enregistrements de I’hippocampe et du cortex.

Sur des souris de cet age, les coordonnées sont différentes de celles d’une souris adulte renseignées dans le
« Mouse Brain Atlas » (Franklin & Paxinos). J'ai donc effectué des expériences pilotes pour trouver les
coordonnées a P16-19 permettant de cibler I’hippocampe entre I'aire CAl et le gyrus dentelé et le cortex
comme représenté sur le schéma (Fig. 33C). Ainsi, les coordonnées utilisées pour cibler I’hippocampe sont
de -2,2 mm AP et 2 mm Lat par rapport au Bregma et de -1,6 mm en profondeur par rapport a la surface du
cerveau. Pour le cortex, elles sont de -2,2 mm AP et -3,5 mm Lat par rapport au Bregma et de -0,5 mm en
profondeur par rapport a la surface du cerveau. Une perceuse est utilisée (Foredom, ref : MH-170) avec un
foret de 0,2 mm (Edenta, HM Bohrer, ref : C1.104.005) afin de percer des trous dans le crane et d’y insérer
les électrodes grace aux micromanipulateurs. J’ai utilisé des microélectrodes de tungsténe (WPI, USA, ref :
TM33B01) pour les enregistrements extracellulaires. L’acquisition des signaux électriques est effectuée a une
fréquence de 0.1-5000 Hz et échantillonnée a 30 kHz, amplifiée grace a un amplificateur (Ex4-4 Quad
Differential amplifier, Dagan corporation), convertie sous format numérique grace a un systeme d’acquisition
(Digidata 1440A, Axon CNS Molecular Devices) et enregistrée sur I'ordinateur avec le logiciel pClamp10.2
(Axon Instruments, USA).
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Fig. 33 : Enregistrement en potentiel de champ de ’hippocampe et du cortex in vivo en période pré-épileptique.
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Figure 48 |

A) Poste d’enregistrement en potentiel de champ in vivo avec un cadre stéréotaxique, un tapis chauffant, des
micromanipulateurs et une loupe binoculaire, B) Schéma de la stéréotaxie pour introduire les électrodes
d’enregistrement dans I’hippocampe et le cortex (dont les cordonnées ont été calculées a partir du Bregma « B »),
C) Représentation approximative de la localisation des électrodes (hippocampe et cortex) d’apres I'atlas de

I'anatomie cérébrale chez la souris (Mouse Brain Atlas, Franklin & Paxinos).
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Lors du maintien de la température corporelle a 37°C, les activités cérébrales spontanées sont enregistrées
pendant 10 a 15 min. Ensuite la température corporelle est augmentée grace a une lampe chauffante jusqu’a
un maximum de 42°C afin de mimer une fiévre, puisque les premiéeres crises apparaissant chez les patients
atteints du SD sont majoritairement fébriles. Les enregistrements extracellulaires sont maintenus durant
toute la durée de I'expérience.

Le spectre de puissance du signal a été obtenu et les activités supérieures a 0.2 mV d’amplitude ont été
analysées pour leur fréquence, aire, durée, et amplitude sur une période d’environ 5 min.

L'analyse du spectre de puissance permet d’obtenir une représentation du signal dans le domaine
fréquentiel. En effet, le spectre de puissance correspond a la répartition de la puissance d’'un signal en
fonction des fréquences. Le terme de « puissance » se rapporte a l'intensité du signal enregistré en fonction
du temps (I'intensité est proportionnelle au carré de I'amplitude du signal).

Lors de I'analyse du spectre de puissance, les différentes fréquences peuvent interférer les unes avec les
autres en créant des oscillations parasites. Des techniques mathématiques permettent de limiter une fenétre
d’observation afin de ne pas voir ces oscillations parasites. Dans notre étude, I'analyse des activités a été
effectué avec le logiciel Clampfit en utilisant une fenétre de Hamming (longueur de fenétre : 4096 points,
chevauchement de 50%), qui est la plus couramment utilisée pour I'analyse de ce type de signaux.

Les spectres de puissances ont été divisés en 3 intervalles de fréquences allant de 0.1 a 100 Hz, de 100 a 200
Hz et de 200 a 300 Hz, et ont été normalisés par rapport a la puissance totale des signaux de chaque intervalle
de fréquence (intégrale du spectre). Les spectres de puissance normalisés sont représentés avec en abscisse
la fréquence et en ordonnée la puissance normalisée exprimée selon une échelle logarithmique dans les
intervalles de 0.1 3 100 Hz, de 100 a 200 Hz et de 200 a 300 Hz.

L’analyse statistique des spectres normalisés a été réalisée a différentes intervalles de bandes de fréquences :
0.5 a 1 Hz (oscillations lentes), 2 a 4 Hz (oscillations delta), 4 a 8 Hz (oscillations theta), 8 a 14 Hz (oscillations
alpha), 30 a 90 Hz (oscillations gamma), 100 a 200 Hz et 200 a 300 Hz (oscillations haute fréquences).

Afin de vérifier la bonne localisation de I'électrode dans I'hippocampe, une électrode bipolaire (WPI, USA,
ref : TST33A001KT) est insérée aux mémes coordonnées que |'électrode d’enregistrement a la fin de
I’expérience, pour effectuer une stimulation provoquant une brulure au niveau de la zone enregistrée
initialement (Stimulateur : Isolated current source SIU91A, Cygnus technology, 30s a 40uA). Le cerveau est
ensuite retiré, collé sur un support a I'aide de colle cyanoacrylate et rapidement immergé dans une solution
tampon phosphate salin (PBS: Phasphate-buffered saline) froid. Des coupes de 100um sont ensuite
effectuées a I'aide du microtome (Microm HM 650V, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) jusqu’a observer
un trou correspondant a la brulure a I’ceil nu. Des expériences d’histochimie on également été réalisées sur
certaines tranches et sont détaillées a la page 76.
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2. Effet de la stratégie visant a réduire I’excitabilité cérébrale in vivo

Seules les souris porteuses de la mutation hétérozygote KO pour le géne Scnla (modele du SD) ont été
utilisées pour ces expériences, car les souris contrdles (WT) n’expriment pas de crise a I’age adulte. Le vecteur
viral contenant la construction ciblant les canaux Na, est comparé au vecteur contenant la construction
controle (possédant une séquence « brouillée »).

e Administration des constructions virales et implantation des électrodes

Les souris agées de 30 a 38 jours ont été traitées un jour avant l'intervention avec un anti-
inflammatoire non stéroidien (Ketofen 10 mg dilué dans 250 ml d’eau, Merial). Au moment de la chirurgie,
elles sont anesthésiées avec un mélange de Kétamine (Virbac, 100 mg/kg) et Xylazine (Rompun 2%, 20
mg/kg) administré en IP et sont maintenues a une température adéquate a I'aide de chaufferettes (environ
37°C) durant toute la durée de I'anesthésie. La profondeur de I'anesthésie est vérifiée (grace a I'absence de
mouvement des vibrisses, de réflexe oculaire, du pincement de la pate et de la queue) tout au long de la
chirurgie et les souris sont ré-anesthésiées avec 20 ul du mélange kétamine-xylazine en cas de réponse a
I'un des réflexes testés. Aprés avoir vérifié la profondeur de I'anesthésie, la souris est rasée au niveau du
crane et placée sur le cadre stéréotaxique. Du gel ophtalmique (Dexpanthénol 10g, Bausch Lomb) est placé
sur ses yeux et un nettoyage de la zone d’incision est réalisée avec de la Bétadine avant d’injecter un
anesthésique local (Lidocaine 21,33 mg/ml, Xylovet) en sous-cutané afin de palier tout risque de douleur. La
peau du crane est ensuite coupée avec un scalpel, puis maintenue écartée grace a des pinces. Les
coordonnées du bregma (« B » sur la photo) sont ensuite relevées pour servir de point de référence au calcul
des coordonnées antéropostérieures (AP) et latérales (Lat) des sites d’injections de virus et d’'implantation
d’électrodes (Fig. 34A).

Fig. 34 : Stéréotaxie pour les injections des constructions virales et I'implantation d’électrodes.

A) Photo de la téte de la souris maintenue sur le cadre stéréotaxique avec les coordonnées des sites
d’injection et d’implantation (points noirs) relevés en prenant le Bregma « B » comme référence. B) Schéma
représentatif des sites d’implantation des quatre électrodes d’enregistrement (1, 2, 3 et 4) et de I’électrode
de référence (ref) (points noirs), ainsi que des sites d’injection de virus (points rouges).
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Afin d’éviter d’endommager la dure-meére, jutilise un foret manié manuellement pour effectuer
délicatement les trous qui doivent étre de la méme taille que les vis reliées aux électrodes qui seront insérées
par la suite (0.95 mm de diamétre).

Les cordonnées utilisées pour I'implantation des électrodes (calculées par rapport au Bregma), représentées
en noir sur le schéma de la figure 34B, sont :

1) Antéro-Postérieur (AP) : 0 mm / Latéral (lat) : +3 mm
2)AP:0mm/Lat:-3 mm

3)AP:-3mm/Lat:+3 mm

4) AP : -3 mm/Lat:-3mm

5) AP :-6 mm / Lat: #0.2 mm

Deux des trous effectués pour I'implantation d’électrodes sont localisés au méme endroit que pour les
injections de virus. Deux autres trous sont effectués avec la perceuse (Foredom, ref : MH-170) et un foret de
0,2 mm (Edenta, HM Bohrer, ref : C1.104.005).

Les coordonnées pour l'injection de virus, représentées en rouge sur le schéma de la figure 34B (deux
profondeurs différentes par trou), sont :

1) AP :-2 mm / Lat : +1.5 mm / Profondeur (Prof) : -1.8 mm
2) AP :-2 mm/Lat:+1.5mm/Prof:-1.2 mm

AP:-2 mm/Lat:-1.5 mm/Prof:-1.8 mm

AP :-2mm/Lat:-1.5mm/Prof:-1.2 mm

AP :-3mm/ Lat:+3 mm / Prof : -3 mm
AP:-3mm/Lat:+3 mm/Prof:-2 mm

AP :-3mm/Lat:-3 mm/Prof:-3 mm

8) AP :-3mm /Lat:-3 mm/Prof:-2 mm

Les vecteurs viraux sont ensuite administrés a I'aide d’une seringue Hamilton (10 ul, modéle 1701 RN SYR,
ref : 80014) au niveau des 8 sites d’injections a une vitesse de 0,2 pl/min.

Deux expériences ont été réalisées avec des concentrations et volumes de virus injectés différents. Ainsi,
pour les titres élevés de virus injectés (AAV-CamKlla-eGFP-Neg : 2.108 particules infectieuses (pi)/ml ; AAV-
CamKlla-eGFP anti Na, : 2.10° pi/ml) j’ai injecté 1 pl de virus par site, alors que pour les expériences avec des
titres de virus plus modérés (AAV-CamKlla-eGFP-Neg : 1.108 pi/ml ; AAV-CamKlla-eGFP anti Na, : 2.108 pi/ml)
j’ai injecté 0,5ul de virus par site.

Aprés avoir retiré la seringue Hamilton, les électrodes (Bilaney, Plastics One, ref : E363/96/1.6/Spc) sont
visées (1/2 a 1 tour de rotation) a 5 emplacements (4 électrodes d’enregistrement et une électrode de
référence) et le maintien des vis est consolidé grace a du ciment dentaire (Super Bond, Phymep). Les embouts
des électrodes sont introduits dans un connecteur (Fig. 35A) et le tout est maintenu grace a de la résine
polymérisante (Dentalon, Phymep) formant un « chapeau » sur la téte de la souris (Fig. 35B).
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A la fin de la chirurgie, un anesthésique local en gel (Xylocaine visqueuse 2%, AstraZeneca) est placé sur le
contour de la plaie et une solution saline (NaCl 0,9%) est injectée en sous-cutanée pour réhydrater la souris.
Cette derniére est replacée dans une cage propre, maintenue au chaud et surveillée jusqu’a son réveil. L’anti-
inflammatoire non stéroidien (Ketofen 10 mgq dilué dans 250 ml d’eau, Merial) continu a étre administré

pendant 1 semaine apreés la chirurgie.

A.

e

Fig. 35 : Réalisation du « chapeau » reliant les électrodes au connecteur.

A) Le maintien des électrodes vissées sur le crdne a été consolidé avec du ciment dentaire et les fils des électrodes
sont branchés a un connecteur. B) Le connecteur est fixé a l'aide d’une résine polymérisante formant
un « chapeau » sur la téte de la souris.

e Enregistrements vidéo-ECoG

Aprés 15 jours de repos, les souris hétérozygotes Na,1.1* sont placées dans des cages aménagées
pour permettre les enregistrements vidéo-ECoG et sont soumises a un cycle 12h jour/12h nuit avec une
lumiere rouge (non visible par les souris) permettant de poursuivre les enregistrements vidéo la nuit. Le
connecteur sur leur téte est branché a un cable lui-méme relié a un adaptateur rotatif, permettant de leur
donner une bonne liberté de mouvement (Fig.36A). Ce systeme est relié a des amplificateurs (AnimalBio
Amp, ADInstruments) et a un systéeme d’acquisition (PowerlLab 16/35, ADInstruments) permettant de
convertir les signaux sous format numérique afin d’étre restitués sur ordinateur par le logiciel d’acquisition
et d’analyse (Labchart 8, ADInstruments). Nous possédons 16 amplificateurs permettant d’enregistrer
simultanément 16 électrodes (Fig. 36B), ce qui nous donne la possibilité d’enregistrer simultanément 4 souris
possédant 4 électrodes d’enregistrements chacune, ou 8 souris possédant 2 électrodes d’enregistrements
chacune. Les premieres expériences ont été réalisées avec 4 souris pour avoir plus d’électrodes couvrant la
surface cérébrale, mais puisque toutes les crises observées sont généralisées, nous avons décidé de diminuer
le nombre d’électrodes a 2 par souris pour certaines d’entre elles afin de pouvoir en enregistrer 8
simultanément. Un systeme de 4 caméras (Day&Night, Ganz) reliées de maniére synchrone au systeme ECoG
permet de visualiser les crises.
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Al ™ \ 3 ‘ !
Fig. 36 : Enregistrement vidéo-ECoG des souris Na,1.1*/" injectées avec les constructions virales et implantées avec des

électrodes de contact. A) Caméra filmant la cage d’enregistrement dans laquelle se trouve une souris dont le connecteur
est relié a un adaptateur rotatif (lui donnant une liberté de mouvement). B) Amplificateurs et systéeme d’acquisition

permettant d’enregistrer 16 électrodes simultanément (4 souris possédant 4 électrodes d’enregistrement).
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Aprés une journée d’habituation, les souris sont enregistrées pendant 5 jours consécutifs, puis soumises a
une induction de crise par hyperthermie et de nouveau enregistrées par vidéo-ECoG 5 autres jours
consécutifs (Fig.37). Seules les crises d’au moins 10 secondes, supérieures a 1.6 mV d’amplitude sur 'ECoG
et dont les mouvements cloniques sont visibles sur la caméra ont été considérées pour I'analyse.

Crises spontanées Crises spontanées

(5 jours)

Hyperthermie

(5 jours)

Fig. 37 : Protocole d’enregistrement video-ECoG des souris Nav1.1*/- 16 jours apres les injections de vecteurs viraux. Les
crises spontanées sont enregistrées pendant 5 jours, puis les souris sont soumises a une hyperthermie, avant d’enregistrer

de nouveau les crises spontanées pendant 5 jours.

e Induction de crises par hyperthermie

21 jours aprés I'injection de vecteurs AAV, les souris hétérozygotes Na,1.1* sont soumises a une
induction de crises par hyperthermie. La température corporelle des souris est mesurée grace a une sonde
rectale reliée a un controleur de température (TCAT-2DF, Physitemp, USA). Apres une période d’habituation
de 2 a 5 min, une lampe chauffante permet d’augmenter la température corporelle par pallier (maintien
d’une température stable pendant 2 min a chaque degré), jusqu’a un maximum de 42,5°C. Si une crise
survient avant cette température, la lampe chauffante est immédiatement arrétée et la température
corporelle, la sévérité et la durée de la crise sont notés. L’expérience est enregistrée par vidéo-ECoG, comme
expliqué ci-dessus.

Pour déterminer la sévérité des crises, je me suis basée sur |'échelle de Racine (ER) :

- Niveau 1 : mouvements de la bouche et de la face (trés difficile a discerner)
- Niveau 2 : hochements de téte

- Niveau 3 : tremblements des membres (clonies)

- Niveau 4 : clonies + redressement du corps, voir perte d’équilibre

- Niveau 5 : clonies + chute + sauts incontrdlés

- Niveau 6 : mort

Afin d’éviter tout doute, seules les crises a partir du niveau 3 ont été prises en compte.
La souris est replacée dans sa cage a la fin de I'expérience afin d’étre enregistrée par vidéo-ECoG pendant
encore 5 jours.
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¢ Quantification de I’expression des génes des canaux Na,

Les hippocampes des souris ayant été injectés avec le vecteur contrdle ou le vecteur contenant les mi/shARN
contre les canaux Na, ont été prélevés a la fin des expériences (a environ P60), placés dans des tubes et
immédiatement congelés dans de I'azote liquide. lls ont ensuite été délicatement broyés dans un mortier
jusqu’a obtenir une poudre fine. Environ 10mg de cette poudre est resuspendu dans 1 ml de Trizol (Life
technology) et les ARN totaux ont été purifiés avec 2 cycles d’extraction au chloroforme selon les instructions
du fabricant (Thermo Fisher Scientific). La transcription inverse a été réalisée a 50°C pendant 1h avec 1 g
d’ARN dilué dans 20 ul d’un mélange contenant I'enzyme « reverse transcriptase SuperScript Ill » (Thermo
Fisher Scientific), le tampon de I'enzyme, des dNTP, des oligonucléotides (oligo-dT, Thermo Fisher Scientific)
et des hexanucleotides de séquence aléatoire.

Les réactions de gPCR ont été effectuées avec 1 ul d’ADN complémentaires (ADNc) dilués 2.5 fois dans un
mélange de réactifs « 2X gPCR Mastermix » (Eurogentec) avec des couples d’amorces spécifiques des ARN
d’intérét (préalablement validés) et 'amplification a été réalisée dans un thermocycleur « Light Cycler 480 »
(Roche). Les valeurs des « Crossing points » (Cp) de chaque gene (Fig. 38), correspondant au seuil de
détection lors de I'augmentation exponentielle de fluorescence, sont calculées par le thermocycleur grace a
la méthode du « maximum de la seconde dérivée » (Roche).
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Fig. 38 : Exemple de la représentation graphique d’une qPCR. L’axe des ordonnées correspond a la
fluorescence relative et I'axe des abscisses au nombre de cycles d’amplification réalisés. On note une
augmentation de fluorescence pour 3 genes et la méthode de calcul du « maximum de la seconde
dérivée » permet de déterminer les seuils de détection de fluorescence (Cp) de chaque gene.
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Les résultats de la gPCR ont ensuite été calculés en utilisant une méthode dérivée de la méthode dite du
« ddCp » qui permet d’utiliser plusieurs genes de ménage dans les calculs : L'expression du gene x dans
I’échantillon A est rapporté a I'expression du gene x dans un échantillon controle (ech. Ctrl.)

Ainsi, dCp gene x = (Cp géne x_ech. Ctrl.) — (Cp géne x_ech. A)

Ensuite, I'expression relative des genes d’intérét est normalisée par rapport a I'expression de 4 genes de
ménage (gene m.): la B-actine (B-act.), la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (gapdh), le glutamate
décarboxylase (gad2) et la protéine de liaison tata (tata binding protein = tbp) sont utilisés comme références
(ref). En effet, 'expression de ces genes n’est pas censée étre affectée par nos conditions expérimentales.

Pour cela on soustrait I'expression de chaque géne de ménage de I'échantillon A a I'expression du méme
géne de ménage de I"échantillon controéle.

Au final, I'expression relative du géne x dans I’échantillon A par rapport a I'échantillon contrdle est obtenue
par la formule ci-dessous :

) dCp gene x
Ratio = 2" ( 7)

(depB act y 2dCp gapdh 4 2dCp gad2 4 dCp tbp)z

La comparaison de ces valeurs permet d’analyser la variation d’expression d’'un géne dans différents
échantillons.

Les amorces utilisées pour amplifier les différents ARNs sont les suivantes :

Gene (protéine) Amorce « sens » Amorce « anti-sens »
B-actine 5’-ACGGCCAGGTCATCACTATTG-3’ 5’-CACAGGATTCCATACCCAAGA-3’
GAPDH 5’-CCGCATCTTCTTGTGCAGTGCC-3’ 5’-AGACTCCACGACATACTCAGCACC-3’

GAD2 5’-CTCTGCGGATCCTGAGAACC-3’ 5’-TCTCCATAGAGCAGAGCGCA-3’
TBP 5’-AGGCCAGACCCCACAACTC-3’ 5'-GGGTGGTGCCTGGCAA-3’

Scnla (Navl.1) 5’-TTCGCACTCATCGGGTTGC-3’ 5’-CTCAAGGGAAGCGTTGGTG-3’

Scn2a (Navl.2) 5’-TGGAAGGACAAAACGATGCTC-3’ 5’-GCTGAAGGTGTCAAAACTCGTG-3'

Scn3a (Navl.3) 5’-AGTGGCCTCCAAGCGATTC-3’ 5’-TCTGCGATATAGTCCTTCCAGTT-3’

Scn8a (Navl.6) 5’-CCCGACAGTTTCAAGCCTTTC-3’ 5’-CGTCAAATAGTACGGGTCAAAGT-3’
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Microscopie et (Immuno)histochimie

1. Perfusion intracardiague de Paraformaldéhyde

Les souris sont anesthésiées avec environ 300 mg/kg de pentobarbital sodique (Ceva Santé animale, 54,7
mg/ml) administré via une injection IP et I'absence de réflexes de pression oculaire, de pincement de la pate
et de la queue est testée avant de poursuivre la manipulation. Le thorax de I'animal est ensuite ouvert a I'aide
d’une paire de ciseaux afin de laisser apparaitre le coeur. Une incision est effectuée au niveau de 'oreillette
droite afin de laisser s’évacuer le sang et une aiguille est introduite dans le ventricule gauche (Fig. 39) afin de
perfuser toute la circulation sanguine avec 20 ml de PBS 1x (Sigma-Aldrich), puis avec 20 ml de
Paraformaldéhyde 4% (PFA 4%, EMS) permettant la fixation des cellules. Le cerveau est ensuite prélevé est
immergé dans du PFA 4% pendant 48 a 72h avant d’étre rincé au PBS.

Jennifer LAVIGNE

Fig. 39 : Dessin illustrant la perfusion intracardiaque.
Le thorax de la souris anesthésiée est ouvert afin de laisser apparaitre le cceur. L’aiguille permettant la perfusion
est insérée dans le ventricule gauche et I'oreillette droite est coupée afin de laisser s’écouler le sang.
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2. Histochimie

Certaines souris utilisées pour I'’étude du SD en période pré-épileptique, sur lesquelles j'ai effectué des
enregistrements extracellulaires de I'hippocampe et du cortex, ont été fixées et leur cerveau prélevé afin de
visualiser la zone enregistrée dans I’hippocampe.

J'ai effectué des tranches de 40 um d’épaisseur dans du PBS froid (4°C) a I'aide du microtome (Microm HM
650V, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) sur lesquelles j’ai ensuite fait une coloration histologique de
Nissl en les trempant 30 secondes dans du Cresyl Violet (Sigma-Aldrich). Aprés plusieurs rincages a l'eau
déminéralisée, les tranches ont été montées entre lame et lamelle. Les photos ont été réalisées a un
grossissement x4 grace a un microscope d’histologie (Leica DMD108).

3. Immunohistochimie

Certaines souris porteuses de la mutation du SD, injectées avec les constructions virales ciblant les canaux
Na, et les constructions contréles, ont été fixées et leur cerveau prélevé afin de visualiser la dispersion des
vecteurs viraux et les types cellulaires infectés par les vecteurs.

J ai effectué des tranches de 40 um d’épaisseur dans du PBS froid (4°C) a I'aide du microtome (Microm HM
650V, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Les tranches sont tout d’abord incubées 30 min dans du PBS
contenant du Triton 0.1% (afin de perméabiliser les membranes cellulaires) et des protéines permettant de
bloguer les sites aspécifiques : 0.5% Sérum bovin (BSA) et 10% Sérum de chevre (NGS). Les tranches sont
ensuite incubées 48h a 4°C avec un anticorps (Ac) primaire de lapin dirigé contre le GABA (Ac polyclonal Anti-
GABA Rabbit, Sigma Aldrich, ref : A2052, dilution 1/2000), dilué dans le milieu contenant du PBS 1X + 0.1%
Triton + 0.5% BSA + 1% NGS. Apres plusieurs ringcages au PBS, les tranches sont incubées 24h a 4°C avec le
milieu PBS 1X + 0.1% Triton + 0.5% BSA + 1% NGS dans lequel est dilué I’Ac secondaire de chévre anti-lapin
(Ac goat anti-mouse Alexa Fluor 647, Thermofisher Scientific, ref : A21236, dilution 1/1000). Les tranches sont
ensuite montées entre lame et lamelle avec du milieu de montage pour immunofluorescence (Fluoprep, ref :
75521, Biomérieux). Les images ont été réalisées avec un microscope confocal (FV10i Olympus) a un
grossissement x10 et x60.

Tests statistiques

La comparaison des données est exprimée en moyenne t erreur standard. La comparaison statistique des
données est réalisée par des tests de Student lorsque I'effectif des données le permet et que la distribution
est normale, ou de Mann-Whitney le cas échéant, avec un seuil de significativité de 0.05 (*p < 0.05).

Des tests de Kolmogorov-Smirnov ont également été réalisés pour I'analyse des distributions de la puissance
spectrale des activités cérébrales en fonction de leurs bandes de fréquences.
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Partie I : Etude de I'épileptogenése
EGCF+ : Période pré-épileptique

Dans des modeles classiques d’épilepsie étudiés (en particulier I'épilepsie du lobe temporal),
« |'épileptogenése » est la période critique durant laquelle des réarrangements des réseaux neuronaux se
mettent en place provoquant par la suite la génération et la récurrence des crises épileptiques. Dans le cas
de 'EGCF+ et du SD qui sont dues a des mutations du canal Na,1.1, on parle de « période pré-épileptique »
qguand le canal Na,1.1 commence a étre exprimé mais que les crises ne sont pas encore apparues. Dans cette
fenétre de temps, il pourrait y avoir des réarrangements au sein des réseaux neuronaux, comme ceux qui se
mettent en place lors de I'épileptogenese observée dans des modeéles d’épilepsies classiques.

Dans nos modeles murins, les souris WT commencent a exprimer la protéine Na,1.1 a 10 jours postnataux
(P10), mais son expression n’est significative qu’a partir de 14 jours (P14). Le pic d’expression se situe entre
20 et 30 jours (P20-P30), moment ou les souris possédant une mutation perte de fonction du canal Na,1.1
commencent a développer les crises récurrentes.

La période pré-épileptique pour nos modéles murins se situe entre le moment ou le canal Na,1.1 est censé
étre exprimé de facon significative, mais avant I'apparition de I'épilepsie. Nous avons donc choisi d’étudier
les modeéles de 'EGCF+ et du SD entre 14 et 20 jours postnataux (P14-20) afin de distinguer des signes de
pathomécanismes a I'origine de la génération de I'épilepsie.

EGCF+ : Période pré-épileptique

Pour I'étude de la période pré-épileptique sur le modéele de 'EGCF+ nous avons décidé d’explorer en
parallele I'impact de la mutation KI R1648H affectant le canal Na,1.1 au niveau des propriétés intrinséques
des neurones et au niveau du réseau neuronal de la boucle thalamo-corticale (TC). Les expériences ont été
réalisées dans des tranches de cerveaux prélevés sur de jeunes souris (P14-20) présentant la mutation
hétérozygote Na,1.1%"* (similaire & la mutation observée chez les patients) et des souris WT provenant des
mémes portées. Afin de mieux comprendre l'altération fonctionnelle des canaux sodiques, quelques
expériences ont également été réalisées sur des souris possédant la mutation homozygote Na,1.1%"/’H,

Des membres du laboratoire ainsi que des collaborateurs ont tout d’abord effectué des enregistrements de
patch clamp sur différents sous-types neuronaux du réseau TC, mais également du cortex somatosensoriel
(51) et de I'hippocampe.

Je me suis ensuite intéressée a I'impact de cette mutation au niveau du réseau neuronal en enregistrant
simultanément différentes structures du réseau TC en potentiel de champ.

Les expériences effectuées ont conduit a la publication d’un article scientifique présenté dans les pages
suivantes (84 a 99).
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EGCF+ : Période pré-épileptique (Article)
14874 - The Journal of Neuroscience, November 5, 2014 - 34(45):14874 14889
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Mutations in SCNIA and other ion channel genes can cause different epileptic phenotypes, but the precise mechanisms underlying the
development of hyperexcitable networks are largely unknown. Here, we present a multisystem analysis of an SCNIA mouse model
carrying the Na,,1.1-R1648H mutation, which causes febrile seizures and epilepsy in humans. We found a ubiquitous hypoexcitability of
interneurons in thalamus, cortex, and hippocampus, without detectable changes in excitatory neurons. Interestingly, somatic Na
channels in interneurons and persistent Na ™ currents were not significantly changed. Instead, the key mechanism of interneuron
dysfunction was a deficit of action potential initiation at the axon initial segment that was identified by analyzing action potential firing.
This deficit increased with the duration of firing periods, suggesting that increased slow inactivation, as recorded for recombinant
mutated channels, could play an important role. The deficit in interneuron firing caused reduced action potential-driven inhibition of
excitatory neurons as revealed by less frequent spontaneous but not miniature IPSCs. Multiple approaches indicated increased sponta-
neous thalamocortical and hippocampal network activity in mutant mice, as follows: (1) more synchronous and higher-frequency firing
was recorded in primary neuronal cultures plated on multielectrode arrays; (2) thalamocortical slices examined by field potential
recordings revealed spontaneous activities and pathological high-frequency oscillations; and (3) multineuron Ca*" imaging in hip-
pocampal slices showed increased spontaneous neuronal activity. Thus, an interneuron-specific generalized defect in action potential
initiation causes multisystem disinhibition and network hyperexcitability, which can well explain the occurrence of seizures in the
studied mouse model and in patients carrying this mutation.
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the major brain isoforms of voltage-gated Na " channels (Nays).
Among these, the most relevant gene affected in neuropsychiatric
disorders is SCNIA, encoding the Nay 1.1 subunit. SCNIA muta-
tions cause a variety of symptoms including febrile seizures and
epilepsy, ataxia, mental decline, and headache (Marini and Man-
tegazza, 2010). Disorders caused by SCNIA mutations include
generalized/genetic epilepsy with febrile seizures plus (GEFS+;
Escaygetal., 2000), Dravet syndrome (DS; Claes et al., 2001), and

Introduction
Voltage-gated ion channels play a pivotal role in initiation and
conduction of action potentials (APs). Four subunits constitute
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familial hemiplegic migraine (Dichgans et al., 2005). DS is a se-
vere epileptic encephalopathy with pharmacoresistant seizures
and mental decline starting in the first or second year of life,
whereas GEFS+ is characterized by milder febrile and afebrile
seizures, which mostly can be controlled by antiepileptic drugs.
For these two disorders, a genotype—phenotype relationship has
been established: DS is mainly associated with deleterious de novo
mutations that induce haploinsufficiency; whereas, GEFS+ is as-
sociated with missense mutations altering Nay 1.1 protein func-
tion in different ways (Zuberi et al., 2011).

Accordingly, gene-targeted Scnla mouse models expressing
truncated Nay, 1.1 proteins have been used as models for DS. In-
deed, many clinical features of DS are mimicked by those models,
such as severe epilepsy, ataxia, and premature death. The first two
studies of such mice (Yu et al,, 2006; Ogiwara et al., 2007) re-
vealed evidence for a reduced Na™ channel expression in in-
terneurons as a possible epileptogenic mechanism.

Despite these results, the pathomechanisms underlying in-
creased excitability in human epilepsies caused by point muta-
tions in the SCNI1A gene are not understood. It is still unknown
(1) whether Nay 1.1 missense mutations cause a gain-of-function
or loss-of-function with respect to neuronal activity, and in
which neurons this effect is most prevalent; (2) in which neuronal
compartments mutant channels exert their main pathophysio-
logical effects; and (3) what impact such mutations have on com-
plex network dynamics, which has been addressed only in a single
study in Nay 1.1 knock-out mice (Liautard et al., 2013).

We set out to study the consequences of an epileptogenic
SCNIA mutation on a cellular and network level, using acute
brain slices of a knock-in mouse model. To identify the most
important consequences on the neuronal dysfunction, we chose a
mutation with subtle changes of channel function, p.R1648H
(Alekov et al., 2000; Spampanato et al., 2001; Lossin et al., 2002).
This mutation has been previously identified in a large family
with GEFS+ with 13 affected members exhibiting either febrile
orafebrile generalized tonic—clonic or absence seizures (Escayg et
al., 2000). Whereas homozygous (Scrnla™"*") animals exhibit
spontaneous generalized seizures and premature death from
postnatal day 16 (P16) on, heterozygous (Scnla™™™) animals
present less frequent seizures and no change in life span, compa-
rable to that in patients (Martin et al., 2010).

Our results reveal a widespread disinhibition with reduced
intrinsic excitability of GABAergic inhibitory neurons, which is
presumably due to impaired AP initiation in axon initial seg-
ments (AISs). These defects lead to an increased spontaneous
neuronal network activity and can explain the generation of epi-
leptic seizures.

Materials and Methods
Experimental animals. The mouse strain used in this study, carrying the
R1648H mutation in Nay 1.1 on a C57BL/6 background, has been de-
scribed previously (Martin etal., 2010). Wild-type (WT) littermates were
used as controls. To label inhibitory neurons, we crossed the R1648H
mouse strain with glutamate decarboxylase (GAD67)-GFP knock-in an-
imals (same C57BL/6 background). In GAD67-GFP knock-in animals,
GABAergic inhibitory neurons positive for parvalbumin, calretinin, and
somatostatin are colocalized, with GFP with parvalbumin-positive cells
being the most abundant in the neocortex (Tamamaki et al., 2003). Ex-
periments were approved by the local Animal Care and Use Committee
(Regierungspraesidium Tuebingen, Tuebingen, Germany; and Direction
Départementale de la Protection des Populations Cote d’Azur, Nice,
France).

Preparation and maintenance of slices. Thalamocortical slices from P14
to P20 mice were obtained with a Microm HM 650V vibratome (Thermo
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Fisher Scientific) using procedures previously described (Agmon and
Connors, 1991). Horizontal hippocampal slices of the same age were
used for recordings in the CA1 region. Animals were anesthetized with
Sevorane (active ingredient Sevofluran, Abbott Laboratories) or isoflu-
rane (Axience) and decapitated. Brains were removed quickly and cut in
ice-cold artificial CSF (ACSF) with the following composition (in mm):
125 NaCl, 25 NaHCO,, 2.5 KCl, 7 MgCl,, 2 CaCl,, 1.25 NaH,PO, 10
glucose, pH 7.4, equilibrated with 95% O,/5% CO,. Slices were stored to
recover at 36°C for 1 h before recordings. For storage and recording, the
following solution was used (in mm): 125 NaCl, 25 NaHCOj;, 2.5 KCl, 1
MgCl,, 2 CaCl,, 1.25 NaH,PO, 10 glucose, pH 7.4, equilibrated with
95% 0,/5% CO, (standard ACSF).

Immunohistochemistry. For morphological studies, patched cells were
filled with 0.2% biocytin or Lucifer yellow. Slices were fixed for 1 h with
49 paraformaldehyde and incubated for 1 h in block medium (PBS with
6% normal goat serum and 0.6% Triton X-100) at room temperature.
After washing steps performed with PBS, slices were incubated with a
monoclonal antibody against GAD67 (Millipore Bioscience Research
Reagents; 1:500 dilution) for 1 h at room temperature and at 4°C over-
night. After washing steps performed with PBS, slices were incubated for
1 h at room temperature with secondary Alexa Fluor 488-conjugated
goat anti-mouse antibodies (dilution 1:500; Invitrogen) and cy3-
conjugated streptavidin (Jackson ImmunoResearch; dilution 1:1000)
when neurons were filled with biocytin or with secondary Alexa Fluor
568-conjugated goat anti-mouse antibodies only (dilution 1:500; Invit-
rogen) when cells were filled with Lucifer yellow. Slices were stained with
DAPI (Sigma-Aldrich; dilution 1:10,000) to identify the nuclei. After
washing, slices were air dried and mounted with Mowiol (polyvinyl al-
cohol; Sigma-Aldrich) and visualized on an Axiophot 2 microscope
(Zeiss).

Mautagenesis. Site-directed mutagenesis was performed to engineer the
mutation into the human Nayl.l channel (GenBank sequence
NM_006920.4 subcloned into the pCDMS8 vector; Cestele et al., 2008)
using QuikChange (Agilent Technologies; primers are available upon
request). The mutant cDNA was fully resequenced before use in experi-
ments to confirm the introduced mutation and exclude any additional
sequence alterations. The human Na ™ channel subunits hg, and hp, in
the pCLH vector were provided by GlaxoSmithKline. We exchanged the
Hygromycin coding region in the vector with the sequence coding for
either enhanced GFP (EGFP) or CD8 marker genes to obtain pCLH-
hB1-EGFP and pCLH-hB2-CD8 (Liao et al., 2010).

Transfection and expression in tsA201 cells. Human tsA201 cells were
cultured at 37°C, with 5% CO, humidified atmosphere, and were grown
in DMEM (Invitrogen) plus 10% (v/v) fetal bovine serum. Transfections
using Mirus TransIT-LT1 Transfection Reagent were performed for
transient expression of wild-type or mutant Na™ channel a-subunits
together with 8- and $3,-subunits in tsA201 cells. For the coexpression,
2.4 pg of total DNA was transfected in a molar ratio of 1:1:1 as described
previously (Liao et al., 2010). Cells positive for CD8 antigen and EGFP
fluorescence were used for electrophysiological recordings.

Primary cell culture. Hippocampal and cortical neurons were isolated
for multielectrode arrays (MEAs) or voltage-clamp recordings from em-
bryonic day 17 (E17) R1648H or R1648H X GAD67 mouse brains, re-
spectively. Pregnant females were killed using CO,, and embryos were
quickly taken out and decapitated. Using microsurgical dissection meth-
ods, the hippocampus or the cerebral cortex was isolated. Tissues were
washed three times with 4°C magnesium- and calcium-free HBSS (PAA
Laboratories GmbH) before treatment for 15 min with 2.5% trypsin.
Subsequently, tissues were rinsed in DMEM with fetal bovine serum
(Biochrom AG), L-glutamine (Invitrogen) and penicillin/streptomycin
(Invitrogen) to block the trypsin reaction. Single neurons were obtained
by mechanical dissociation using a pipette and a cell strainer (Becton
Dickinson). For MEA recordings, 150,000 cells in 110 ul of solution were
plated on the arrays. MEAs were coated with poly-p-lysine solution (5 mg
poly-p-lysine in 100 ml of HBSS, filtered with a 0.45 um filter) and 500 ul
of DMEM with fetal bovine serum (Biochrom AG), 1-glutamine (Invit-
rogen) and penicillin/streptomycin (Invitrogen). One hundred ten mi-
croliters of the cells in medium were plated on MEAs and allowed to settle
down for 4 h. After that time, MEAs were flooded with Neurobasal cul-
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ture medium (Invitrogen) supplemented with B27 (Invitrogen), glu-
tamine, and penicillin/streptomycin.

For nucleated patch-clamp experiments, the dissociated neurons were
plated on 13 mm coverslips in 24-well cell culture plates (Greiner Bio-
One). The coverslips were coated with a poly-p-lysine solution (5 mg of
poly-p-lysine in 100 ml of HBSS, filtered by using a 0.45 um filter) and
500 pl of DMEM with fetal bovine serum (Biochrom AG), L-glutamine
(Invitrogen), and penicillin/streptomycin (Invitrogen). After allowing
the neurons to settle down for 5 h in a 37°C incubator with 5% CO,
supply, the solution was replaced with Neurobasal culture medium
(Invitrogen) supplemented with B27 (Invitrogen), glutamine, and
penicillin/streptomycin.

Since homozygous animals with EGFP-labeled interneurons were not
viable, we could use only Scnla®™"™" animals with EGFP-labeled in-
terneurons for our Na ™ current analysis.

Electrophysiological recordings. Whole-cell patch-clamp recordings of
inhibitory and/or excitatory neurons within thalamus, cortex, or hip-
pocampus were performed at 34°C using Axopatch 200B, Multiclamp
700B (Molecular Devices), or BVC 700A (Dagan) amplifiers; a DigiData
1420 digitizer (Molecular Devices); and pClamp 10.3 software (Molecu-
lar Devices). Slices were positioned in a submerged-type recording
chamber (Luigs & Neumann or Warner Instruments), continuously su-
perfused with ACSF, and visualized with an Axioskop 2FS (Zeiss) or an
Eclipse FN1 (Nikon) microscope. Pipettes were pulled from borosilicate
glass (Science Products GmbH) using a Sutter P97 Puller (Sutter Instru-
ments), with resistances of 3-5 M(). For current-clamp experiments,
cells were held at —70 mV, and the patch pipette solution contained the
following (in mm): 5 KCI, 4 ATP-Mg, 10 phosphocreatine, 0.3 GTP-Na,
10 HEPES, 125 K-gluconate, 2 MgCl,, 10 EGTA, and 0.2% biocytin or
Lucifer yellow with a final pH of 7.2 and an osmolarity of 290 mOsm/kg.
To record spontaneous and miniature IPSCs or tonic GABA,, current,
the AMPA and kainate receptor antagonist DNQX (10 uwm; Sigma-
Aldrich) and the NMDA receptor antagonist APV (30 um) were added to
the standard ACSF; patch pipettes contained the following (in mm): 105
CsCl, 35 CsOH, 10 HEPES, 10 EGTA, 10 phosphocreatine, 4 ATP-Mg,
0.3 GTP-Na, 14 p-mannitol, 0.2% biocytin, or Lucifer yellow. Membrane
voltage was clamped to —70 mV, and IPSCs were recorded over 5 min
epochs. For current and voltage-clamp experiments, the sampling rate
was 100 kHz and the data were low-pass filtered at 30 kHz. Series resis-
tance (<20 M()) was monitored during the experiment. Cells showing
unstable series resistance or resting membrane potential were discarded.

Nucleated patch recordings were performed using an Axopatch 200B
amplifier (in primary cortical cultures) and a multiclamp 700B amplifier
(in brain slices), a DigiData 1420 digitizer, and pClamp 10 data acquisi-
tion software (Molecular Devices), as has been described previously
(Liao et al., 2010; Lauxmann et al., 2013). For whole-cell patch-clamp
recordings of tsA201 cells, an Axopatch 200B amplifier, a DigiData
1320A digitizer, and pCLAMP 8 data acquisition software were used
(Molecular Devices), and cells were visualized with an inverted micro-
scope (Axio Vert.Al, Zeiss). Leakage and capacitive currents were auto-
matically subtracted using a prepulse protocol (—P4). Currents were
filtered at 5 kHz and digitized at 20 kHz. All recordings were performed
at room temperature of 21-23°C. Borosilicate glass pipettes were fire
polished with a final tip resistance of 1-2 M() when filled with internal
recording solution.

The extracellular solution used for nucleated patches of primary cor-
tical cultures contained the following (in mm): 140 NaCl, 3 KCI, 1 MgCl,,
1 CaCl,, 20 tetraethylammonium (TEA)-CI, 5 CsCl, 0.1 CdCl,, and 10
HEPES; pH was adjusted to 7.3 with CsOH. Pipettes were filled with an
intracellular solution containing the following (in mwm): 140 CsF, 10
NaCl, 1 EGTA, and 10 HEPES, with pH was adjusted to 7.3 with CsOH.
The ACSF for recordingNa * currents in nucleated patches in acute slices
contained the following (in mm): 125 NaCl, 25 NaHCO,, 2.5 KCl, 1.25
NaH,PO,, 2 CaCl,, 1 MgCl,, and 25 glucose, bubbled with 95% O, and
5% CO,. TEA (20 mm) was added to block voltage-gated K * channels.
Pipettes were filled with a Cs *-rich internal solution, containing the
following (in mwm): 140 CsCl, 10 EGTA, 2 MgCl,, 2 ATP-Na,, and 10
HEPES, with pH adjusted to 7.3 with CsOH.
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For recording the persistent sodium current (Iy,,) in hippocampal
and nucleus reticularis of the thalamus (nRt) inhibitory neurons in acute
slices, the ACSF contained the following (in mwm): 50 NaCl, 90 TEA-CI, 10
HEPES-free acid, 2 CaCl,, 2 MgCl,, 3.5 KCl, 3 CsCl, 0.2 CdCl,, 4 4-AP,
and 25 glucose. pH was adjusted to 7.4 using NaOH. The intracellular
solution contained the following (in mm): 110 CsF, 10 HEPES-Na, 11
EGTA, 2 MgCl,, 0.5 GTP-Na, and 2 ATP-Na, pH was adjusted to 7.3
with CsOH. For eliciting persistent sodium currents, voltage ramps from
—80to 20 mV with a velocity of 25 mV/s were used. In each case, currents
were recorded in ACSF and in the presence of TTX to subtract remaining
potassium or calcium currents.

Na ™" currents of 1-12 nA were recorded from transfected tsA201 cells
atleast 10 min after establishing the whole-cell configuration. The pipette
solution contained the following (in mm): 105 CsF, 35 NaCl, 10 EGTA,
and 10 HEPES, pH 7.4. The bath solution contained the following (in
mm): 150 NaCl, 2 KCl, 1.5 CaCl,, 1 MgCl,, and 10 HEPES, pH 7.4.

Local extracellular field potentials were recorded using glass electrodes
inslices continuously perfused with ACSF bubbled with 95% O,/5% CO,
and maintained in an interface chamber at 34°C (Campden Instruments)
with Multiclamp 700B or DAGAN EX4-400 amplifiers. Electrical stim-
ulations were applied with bipolar electrodes (FHC Inc.), a SIU91A iso-
lator (Cygnus Technologies), pCLAMP software, and a DigiData 1420
digitizer, as in Liautard et al. (2013). Sampling rate was 10 kHz and data
were low-pass filtered at 4 kHz. Recording electrodes were positioned in
the S1 cortex [layer IV (LIV) and layer V (LV)] and in the thalamus [nRt
and ventrobasal part of the thalamus (VB)]. Paired-pulse stimulations of
the VB, at the intensity eliciting the maximal LIV response, consisted of
the application of two pulse stimuli with increasing interpulse interval
(IPI); analysis was performed on the monosynaptic response (Agmon
and Connors, 1991). For coastline analysis, the coastline index (Korn et
al., 1987) was the length of the line describing the monosynaptic re-
sponses, which was calculated by applying Pythagoras’ theorem to each
pair of data points, computed with Origin version 8.5 software (Origin-
Lab) as follows:

Coastline index = Ei V(i = %0 + (i — yis1)?

with x; and y; being the time (in milliseconds) and amplitude (in milli-
volts), respectively, of each data point (;).

The paired-pulse ratio was calculated by dividing the amplitude, or the
coastline index, of the second monosynaptic response in the pair by the
amplitude, or the coastline index, of the first one. For displaying high-
frequency oscillation (HFO) traces, data were bandpass filtered off-line
at 40-200 and 200—600 Hz with pClamp Bessel eight-pole filters. For
analysis of HFOs, we also subtracted the contribution of the noise to the
filtered traces: for both 40-200 and 200—600 Hz filters, we computed the
absolute area of the oscillations with Origin version 8.5 software and
subtracted the absolute area of an eventless period of the same duration
immediately preceding the activity under analysis. To take into account
the possible bias in HFO areas induced by the amplitude of the sponta-
neous activity (HFOs may appear larger in slices of Scnla™®"* animals
just because amplitudes of spontaneous activities are larger), we also
compared normalized noise-subtracted HFO absolute areas, dividing the
absolute area of the HFO by the absolute area of the corresponding
spontaneous activity (0.1 Hz—1 kHz filtered). For some recordings, re-
sults were confirmed obtaining HFOs by filtering traces (40-200 and
200-600 Hz) with a fast Fourier transform bandpass filter (Origin ver-
sion 8.5 software).

Voltage-clamp protocols and data analysis for transient Na™ currents
recorded from neurons and tsA201 cells. For the voltage-clamp protocols
used, recorded currents from nucleated patches were averaged up to 10
times to obtain homogeneous results.

The activation curve (conductance—voltage relationship) was derived
from the current—voltage relationship curves obtained by plotting the
peak current over various step depolarizations [7.5 mV steps from the
holding potential of —90/—140 mV (neurons/tsA-cells)] according to

1

N =w=vo

86



Hedrich et al. @ Mechanisms of an Epileptic Na, 1.1 Defect

with gbeing the conductance, I the recorded peak current at test potential
V, and V., the apparent observed Na " reversal potential.

The voltage dependence of activation was fit with the following Boltz-
mann function:

gmax
1+ eXP[(V i vlll)/kv]}

gV)=

with g,,.. being the maximal conductance, V,,, the voltage of half-
maximal activation, and k,, a slope factor. Steady-state inactivation was
determined using 300 ms conditioning pulses to various potentials fol-
lowed by the test pulse to —20 mV at which the peak current reflected the
percentage of non-inactivated channels. A standard Boltzmann function
was fit to the inactivation curves:

Imax

(V) = {1+ exp[(V— Vir)lk,J}

with I, being the maximal current amplitude.

Recovery from fast inactivation was recorded from cells depolarized to
—20mV for 100 ms to inactivate all Na ™ channels and then repolarized
to —90/—140 mV (neurons/tsA-cells) recovery potential for increasing
duration. A second-order exponential function with an initial delay was
best fit to the time course of recovery from inactivation. The faster time
constant with the much larger relative amplitude, 7,., is shown for data
evaluation in Figure 2G.

Entry into and steady-state slow inactivation for tSA cells were char-
acterized using cumulative protocols (Alekov et al., 2000). For steady-
state slow inactivation, 30 s conditioning pulses starting at a holding
potential of —140 mV in 10 mV steps up to 10 mV were used. Each of
these steps was followed by a 20 ms hyperpolarization to —140 mV to let
channels recover from fast inactivation and a test pulse to —20 mV.
Curves were fitted to a standard Boltzmann function as for fast inactiva-
tion. To measure the entry into slow inactivation, cells were held at —140
mV and depolarized to 0 mV for increasing durations, repolarized for
100 ms to —100 mV to let the channels recover from fast inactivation,
and then depolarized again to —10 mV to determine the fraction of slow
inactivated channels. The time course of slow inactivation was best fitted
by a first-order exponential function.

MEAs. MEAs were used to record activity from primary hippocampal
neurons prepared from E17 mice after 3 weeks in culture. MEAs had a
square grid of 60 planar Ti/TiN electrodes of 30 um diameter and 200
pum spacing. Electrodes had an input impedance of 30-50 k() according
to the specifications of the manufacturer (Multi Channel Systems). Sig-
nals from all 60 electrodes were simultaneously sampled at 25 kHz, visu-
alized, and stored using the standard software MC_Rack provided by
Multi Channel Systems. Spike detection was performed off-line by the
SPANNER software suite (RESULT Medical; see also Illes et al., 2009).
Synchronous network activity was analyzed by population burst (PB)
detection using custom-built Matlab software.

Spikes from all electrodes were aggregated in nonoverlapping 5 ms
bins and smoothed by a Gaussian kernel with a 100 ms SD to obtain the
population firing rate (PFR; Schock et al., 2012). PB detection was per-
formed in a three-step procedure. First, PB candidate intervals were iden-
tified whenever the PFR exceeded the slowly varying 1 s firing rate
average. In a second step, the actual PBs from these candidate intervals
were selected, if (1) their peak firing rate exceeded 3 SDs of the recording
PFR, (2) their peak firing rate exceeded 10% of the average of the top five
peaks, and (3) at least three electrodes contributed. Finally, neighboring
PBs were merged if they were <200 ms apart. PB onset and termination
were defined by the actual spike time stamps of the first and last spike in
the resulting time interval. In this way, synchronous network activity on
time scales of tens to several hundreds of milliseconds could reliably be
captured. The peak firing rate (i.e., the maximum PFR within a PB inter-
val, reported in spikes per second) and the number of PBs per minute
were analyzed. For the quantification of firing synchrony across pairs of
electrodes, spikes were collected in 10-ms-wide bins and subsequently
dichotomized to either zero spikes or at least one spike. Consequently,
both electrodes were active during a time bin (“coincident bin”), only
one electrode was active, or both were silent. Cohen’s k statistic then
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captures the proportion of observed coincident bins exceeding the
chance expected proportion of coincidences (Woolson and Clarke,
2002). Similar to Pearson’s correlation coefficient, k values lie in the
range —1 to +1. The average k value of all electrode pairs with a firing
rate of at least 30 spikes/min was calculated as a measure of the overall
synchrony of a recording.

Ca®" dye loading and imaging. An initial 5 mm OGB-1-AM (Oregon-
Green 488 BAPTA —1, cell permeant; Invitrogen) stock solution dis-
solved in 20% Pluronic acid, and DMSO was mixed properly and diluted
with HEPES to obtain the final concentration of 8 mm. The final solution
was filtered and backloaded into a pipette for pressure injection. The
pipette was placed in stratum oriens of the hippocampal CA1 region to
load the slice with the Ca®* dye. To image Ca®" transients, slices were
incubated in ACSF at 36°C for 30 min to ensure dye uptake. A custom-
made selective planar illumination microscope was used for Ca®" imag-
ing (modified after Holekamp et al., 2008).

As an excitation light source, a 488 nm optically pumped semiconduc-
tor laser (Sapphire 488 LP, Coherent) with a maximal output power of 20
mW was used. The laser intensity in the light sheet focus was ~3% of the
intensity emitted by the laser. To image the illuminated tissue a 16X
water-immersion objective (CFI75 LWD, Nikon) was used mounted toa
piezoelectrical objective positioning system (Mipos 500, Piezo Sytems).
To filter the wavelength emitted by the calcium dye, a 536/40 emission
filter (536/40, BrightLine) was used, and the filtered picture was focused
with a 0.5X tube lens (InfiniTube FM-100, Infinity Photo-Optical Com-
pany). Images were recorded using a 1 megapixel electron multiplying
charge-coupled device camera (iXon EM+, Andor).

ROIs were detected using a Gauss-filtering- and contour-filtering-
based cell detection algorithm written in MatLab (Allene et al., 2008).
Ca®" traces were recorded as changes in mean pixel intensity in each ROI
over 20 min. Ca”" events were detected using a custom-made detection
algorithm written in MatLab. Background was subtracted and photo
bleaching was removed by dividing a double exponential function. Traces
were high-pass filtered by subtracting the low-pass-filtered signal using a
Butterworth low-pass filter. The signal over threshold was depicted as a
possible event and confirmed if the unfiltered event showed an exponential
decay with a time constant 500 = 200 ms (Grewe et al., 2010). The maximum
of the second derivative of the Ca®" event was chosen as the time point for
the underlying cell activity (Henze et al., 2000). Readout data were processed
using Origin (version 6.1, OriginLab).

Data and statistical analysis. Traces were displayed off-line with the
Clampfit software pClamp version 10.0 (Molecular Devices). Graphics
were generated using Excel (Microsoft) and Origin (version 6.1 or 8.5),
statistics were performed using SigmaStat 3.1 (STATCON). All data were
tested for normal distribution. For statistical evaluation, the following
tests were used as indicated in the respective figure legends or in text: (1)
Mann-Whitney rank-sum test for unpaired datasets of WT and
Scnla®™V* animals; (2) Wilcoxon signed-rank nonparametric test for
paired datasets (e.g., before and after the application of drugs); (3)
ANOVA on ranks (Kruskal-Wallis test) with Dunn’s post hoc test for
comparing more than two groups; or (4) t test or one-way ANOVA when
two datasets of unpaired groups were normally distributed. All data are
shown as the means = SEM. Box-and-whisker plots show medians
(lines), means (square), lower and upper quartiles, minimums, and max-
imums. Data are shown as the mean * SEM; n gives the number of cells
or activities. For all statistical tests, significance with respect to the con-
trol is indicated on the figures using the following symbols: *p < 0.05,
“p < 0.01, and ***p < 0.001.

Results

Epileptic phenotypes in patients carrying SCNIA mutations in-
cluding p.R1648H are variable, including febrile, generalized
tonic—clonic and absence seizures. This indicates that the human
mutation functionally impairs different neuronal systems, poten-
tially including neocortical, allocortical, and thalamic structures.
Therefore, we performed a comprehensive electrophysiological
analysis examining the intrinsic firing properties of inhibitory
and excitatory neurons, as well as synaptic and network activity in
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Figure 1.  Firing behavior of neurons within thalamocortical and hippocampal network. 4, Schematic of thalamocortical circuit with reciprocal interconnections between thalamus and cortex.
Thalamocortical relay neurons receive excitatory input and subsequently activate cortical pyramidal neurons and adjacent inhibitory GABAergic neurons. Cortical pyramidal neurons are reciprocally
connected to thalamic relay neurons and excite GABAergic neurons in the nRt, which in turn inhibit each other as well as relay neurons. Right, Pictures of recorded cells in the different areas filled with
Lucifer yellow or biocytin (red). Scale bars, 100 m. B, Top, Representative whole-cell current-clamp recordings of AP series in GABAergic nRt neurons of WT (/- left) and heterozygous (RH,
right) animals. Original recordings, top, Voltage traces upon injection of —0.05, —0.025, 0, and 0.1 nA; middle: 0.2 nA, bottom: 0.3 nA (current-clamp protocol shown below). Dashed lines show
holding potential of —70 mV. All current steps are given in plots below showing the number of APs plotted vs current injection. Bottom, Number of APs is plotted vs current injection. WT:n = 23
cells from 14 animals; Scn7a™*: n = 37 cells from 22 animals. €, Top, Whole-cell current-clamp recordings of excitatory relay neurons of WT (left) and ScnTa ROk (right) animals. Original
recordings are selected as in A. Bottom, Number of APs is plotted vs current injection. WT mice: n = 12 cells from six animals; Scna RH/ mice: n = 12 cells from seven animals. D, Top, Whole-cell
current-clamp recordings of the postinhibitory rebound in nRt neurons of WT (left) and heterozygous (right) animals during and after —400 pA current injection. Insets show amplifications
highlighted with dashed boxes. Number of APs during the postinhibitory rebound (PIR) plotted vs different preceding hyperpolarizing current injections. E, Number of APs recorded in cortical layer
R mice, n = 9 cells from

IV (top) and hippocampal (CA1 region, stratum oriens; bottom) FSinhibitory neurons plotted vs current injections. Cortex: WT mice, n = 7 cells from five animals; Scn7a
mice, n = 11 cells from sixanimals; Scna
cortical layerV (top) and hippocampal (CA1 region, stratum pyramidale; bottom) pyramidal cells plotted vs current injections. Cortex: WT mice, n = 17 cells from 11 animals; Scn7a
mice, n = 14 cells from seven animals; Scnla

six animals. Hippocampus: WT mice, n = 7 cells from three animals; Scn7a ™/

26 cells from 10 animals. Hippocampus: WT mice, n = 15 cells from six animals; Scn7a®™*

RH/RH mice, n = 6 cells from three animals. F, Number of APs recorded in

RH/* mice,n =

FH/R mice, n = 8 cells from three animals. *p < 0.05;

**p < 0.01; ***p < 0.001, Mann—Whitney test and ANOVA on ranks (hippocampus). Data are shown as means = SEM.

thalamus, cortex, and hippocampus. We used acute brain slices
of WT and mainly heterozygous mice (Scnla™"*), since they
should best mimic the situation in patients. To better understand
Na * channel dysfunction, we also used homozygous Scnl1a*"/*"!
mice in some conditions. Since seizures in GEFS+ patients with
SCNIA mutations start in early childhood (Weber and Lerche,
2008), we studied the effects of the mutation in slices of animals
between P14 and P20.

Intrinsic firing properties of inhibitory and excitatory
thalamic neurons

In the thalamocortical network (Fig. 1A), which is involved in the
generation of generalized seizures (Steriade, 2005; Beenhakker
and Huguenard, 2009), we studied the neurons that were mainly
involved: cortical LIV and LV inhibitory and excitatory neurons,
inhibitory neurons within the nRt, as well as thalamocortical
relay neurons in the VB of P14-P20 mice.
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Table 1. Membrane properties of different neurons recorded in brain slices of WT and mutant animals

Animals v, (mV) R, (MC2) AP threshold for eliciting 1 AP (mV) 1 AP width (ms) Rheobase (pA)* Cells (n)
Nucleus reticularis, burster

wr —68.6 3.5 181.4 = 149 —50.1 % 4.1 0.65 * 0.03 476+ 45 bE}

Senta ™+ —69.6 + 3.6 156.8 = 13.0 —491£25 0.61 = 0.02 541+ 43 37

Scnlg ™M —69.9 0.8 255+ 179 —520 £ 0.8 0.64 = 0.02 575+58 10
Nucleus reticularis, non-burster

W1 -723+17 303.0 = 479 —531+09 1.04 + 0.07 593 + 7.4 7

Senta™* —723+15 306.2 + 69.5 —550 53 1.02 + 0.08 793+ 109 7
VB, relay neuron

w1 —721£10 104.5 + 4.1 —573+18 1.03 + 0.02 97.7 * 86 1n

Senta™* ~709+18 134.75 + 16.2 —553£13 1.01 = 0.03 875117 13

Scnla™RH —693 + 14 153.82 = 17.48 —526 1.0 1.02 = 0.04 875+ 125 6
Corte, inhibitory neurons

W1 —70.1+ 14 200.1 + 16.8 —541+18 0.44 + 0.04 92.9+13.0 7

Senta™+ —699+15 196.7 = 14.6 —524+13 0.54 = 0.03 105.0 == 16.2 9
Cortex, pyramidal cells

) -729+1.1 140.7 = 11.2 —547 =138 1.02 + 0.05 107.8 + 99 17

Senla™* —741%+10 1520 = 89 —572+15 1.03 = 0.04 101.0 £ 7.8 26
Hippocampus, Stratum oriens

w1 —745+5.1 1749 = 114 —544 1.0 0.57 = 0.07 50.0 = 9.5

Sena™+ ~734+48 163.7 = 169 —531+19 0.57 = 0.05 79.6 + 16.8 1

ScnTqRH/RH —69.3 + 1.1 206.4 * 14.2 —528+1.1 0.58 = 0.03 64.2 + 7.7 6
Hippocampus, Stratum pyramidale

w1 ~748+12 226.2 + 14.0 —534+12 1.04 = 0.02 50.0 = 5.9 15

Senla™+ -71.0 %12 190.8 + 19.1 —558 =16 1.06 = 0.04 55.6 = 123 14

Scnta ™A —707 = 2.1 1834 + 169 —540 £ 1.7 1.08 = 0.02 £38+63 8

Data are presented as means = SEM; Mann—Whitney rank-sum test and ANOVA on ranks with Dunn’s post hoc test.
*Current injection of 800 ms. V,,,, resting membrane potential; ,, , input resistance.

In the nRt, we found two types of inhibitory neurons. Most of
them displayed an initial burst discharge of APs as a response to
current injections (Fig. 1B). Others, predominantly in the dorsal
part of the nRt, showed only tonic activity (Contreras et al., 1992;
Lee et al., 2007). Firing was recorded upon different current in-
jections. Both bursting and tonically active nRt neurons of
heterozygous animals showed significantly fewer APs in response
to the same current injections compared with WT littermates
(number of spikes during 250 pA current injection: bursting neu-
rons: WT mice, 47 * 5, n = 23; Scnla™™* mice, 32 * 3,n = 37;
p < 0.001, Mann-Whitney test; Fig. 1B; tonically active neurons:
WT mice, 87 * 13, n = 7; Scnla®"™* mice, 53 + 5, n = 7p <
0.01, Mann—Whitney test).

A characteristic feature of inhibitory nRt cells is a postin-
hibitory rebound after a hyperpolarization characterized by a
low-threshold calcium spike and a burst of APs (Fig. 1D, top;
Contreras et al., 1992; Llinas and Steriade, 2006). Neurons
from heterozygous animals showed a significantly reduced
number of APs within the rebound burst confirming their
reduced excitability, when compared with WT mice (Fig. 1D).

In contrast, the firing rates of excitatory thalamocortical relay
neurons within the thalamic VB were not significantly different
between heterozygous and WT animals (number of spikes during
250 pA current injection: WT mice, 20.0 = 3.1, n = 11; Scnla™™"*
mice, 21.5 * 5.1, n = 13); p = NS, Mann—Whitney test; Fig. 1C).
These findings indicate that the mutation selectively influences firing
of thalamic inhibitory, but not of excitatory neurons.

Intrinsic firing properties of cortical and hippocampal
inhibitory and excitatory neurons

We next recorded from cortical neurons in the SI1 region.
GABAergic neurons were labeled by crossing R1648H knock-in
mice with a line expressing EGFP in interneurons (Tamamaki et
al., 2003). Similar to the thalamus, LIV fast-spiking (FS) inhibi-

tory neurons, but not LV pyramidal cells, fired fewer APs in re-
sponse to current injections in Scnla®™"" mice compared with
WT mice, as shown in Figure 1, E and F, top (number of spikes
during 250 pA current injection: interneurons: WT mice, 93 =
16, n = 7; Scnla™"™" mice, 59 = 11, n = 9; p < 0.05; pyramidal
cells: WT mice, 26 *+ 5, n = 17; Scn1a™"'" mice, 22 + 3, n = 26;
p = NS, Mann—-Whitney test).

For recordings in the hippocampal CA1 region, we used WT,
Scn1a®™*, and also homozygous Scnla™™"* mice, since we
later also used hippocampal neurons for Na ™ current recordings
for which homozygous animals were important (see below). In-
terneurons and pyramidal neurons were identified by morphol-
ogy and localization, and were confirmed by biocytin or Lucifer
yellow labeling. For analysis, we used only FS neurons with ho-
mogenous electrophysiological characteristics (AP width, <0.6
ms; APs are followed by a large afterhyperpolarization) as well as
morphological properties (located in the stratum oriens, close to
the stratum pyramidale with main projections in the pyramidal
celllayer), which were presumed to represent basket cells. We did
not include interneurons showing regular or stuttering spiking.
As GABAergic neurons in thalamus and cortex, FS interneurons
in stratum oriens of the hippocampal CAl region showed re-
duced firing for mutant mice (number of spikes during 250 pA
current injection: WT mice, 96 = 10, n = 7; Senla™V* mice,
48 £ 7, n = 11; p < 0.001), which was more pronounced for
homozygous animals (Scnla™"® mice, 20 = 10, n = 6 p <
0.001, ANOVA on ranks; Fig. 1E, bottom). Excitatory pyramidal
cells in CAl stratum pyramidale did not show significant differ-
ences in firing properties (WT mice, 40 = 5, n = 15; Scnla™*
mice, 43 *+ 8, n = 14; Senla™"®*" mice, 35 = 5,n = 8; p=NS§,
ANOVA on ranks; Fig. 1F, bottom). We also examined the pas-
sive membrane properties in the neuron types discussed above
showing no significant differences between WT and mutant ani-
mals in any type of neuron (Table 1).
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Figure2. TransientNa ™ currents of hippocampalinhibitory neurons recorded in acute brain slices and of transfected tsA201 cells. 4, Original recordings of Na ™ currents from nucleated patches
derived from inhibitory neurons in CA1 stratum oriens of WT (left), heterozygous (middle), and homozygous (right) animals. B, Gating parameters of Na ™ currents as recorded in A. Left, Current
density; middle, steady-state activation and fast inactivation curves; right, recovery from fast inactivation. Voltage-clamp protocols and data evaluation procedures are given in the Materials and
Methods section. Data are shown as means == SEM. There were no significant differences among the three genotypes. C, Representative whole-cell patch-clamp recordings of tsA cells transfected
with SCNTA-WT DNA (top) and SCN7A-R1648H DNA (bottom), respectively. D, Current density—voltage plots for hNa,1.1-WT and R1648H. See also Table 2. E, Mean voltage dependence of
steady-state Na ™ channel activation and fast inactivation with lines revealing Boltzmann functions. F, Voltage dependence of the persistent currents showing a largely increased persistent current
for the R1648H mutation. Current amplitudes were recorded at the end of a 70 ms depolarization to 0 mV and are normalized to the peak amplitude (steady-state current/initial peak
current). G, Time course of recovery from fast inactivation determined at 100 mV revealing acceleration for R1648H mutant channels. Lines represent fits of exponential functions. H,
Mean voltage dependence of steady-state slow inactivation fitted to a standard Boltzman function (lines): V,,,= —71.8 = 0.7 mV for WT (n = 7) vs V, ,,= —85.8 = 0.9mV for R1648H

(n = 5); p < 0.05, Student’s ¢ test.

In summary, these results demonstrate a widespread dysfunction
of inhibitory, but not of excitatory neurons with respect to AP firing.
The reduced firing indicated a loss-of-function of mutant Na "
channels expressed in interneurons.

Properties of somatic fast Na* currents in inhibitory neurons
Na " currents from native neurons are ideally recorded from nucle-
ated patches, which permit recording from unequivocally identified
neurons, and allow adequate voltage control (Martina and Jonas,
1997). Nucleated patches were obtained from inhibitory neurons of
stratum oriens and primary cortical cultures. Recorded Na ™ cur-
rents had amplitudes of 100—400 pA. There were no significant dif-
ferences between heterozygous and WT animals, both in

interneurons in stratum oriens (Fig. 2A, B; Table 2) and primary
cortical cultures (Table 2), although slight alterations in a direction
similar to that recorded using recombinant human channels could
be observed (see below; reduced current density and decreased slope
of the steady-state fast inactivation curve; Fig. 2).

Thus, we re-examined the properties of the R1648H mutation
in a heterologous expression system. In tsA201 cells, the R1648H
mutation in hNay1.1 showed results similar to those reported
previously (Fig. 2C—H; Table 2; Alekov et al., 2000; Spampanato
et al,, 2001; Lossin et al., 2002). Compared with the WT mice,
mutant channels showed defects in fast inactivation with decreased
slope and slight shift to more hyperpolarized potentials of the fast
steady-state inactivation curve, accelerated recovery from fast inac-
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Table 2. Activation and inactivation of Na * currents in nucleated patches of neurons and whole cell recordings of tsA cells

Steady-state activation Steady-state inactivation
Current—density (pA/pF)  V,, (mV) ky n V,(mv) ky n T.at—100mV
Nucleated patches of inhibitory neurons in primary cortical neurons
W1 —684.6 = 93.2 =296*+05 —67%£01 22 —631*x08 5202 22 4104
Senta™/+ —757.4 = 1421 —294*+08 —65+02 20 —636*+11 56*04 20 44*05
Nucleated patches of inhibitory CA1 neurons in acute slices
—1433 = 295 —330+14 —-68%+02 10 —68+11 9104 9 3910
Senla ™+ —1169 *+ 12,0 —333+11 —64+04 15 —666*=14 96+04 15 51+13
Senta "M —106.7 = 17.5 —344*11 —66*04 9 —710%=11 M8*15 8 66*16
Whole cell patch-clamp recordings of transfected tsA cells
—421.8 = 54.6 =351.2:2.2 62+04 9 —730*13 46=*0.1 8 53*06
R1648H —251.2 k53 5% —344 £ 17 7JAx£03 11 —-736+x08 7105 1 18*x02*

Data are presented as means == SEM. n, Number of recorded neurons. T, time constant of recovery from fast inactivation.
*p <<0.001, WT vs R1648H. Mann—Whitney rank-sum test for cases with two groups compared (WT vs Scn7a ™/* or R1648H mutation) and ANOVA on ranks with Dunn’s post hoc test for comparing WT, Scn7a™*, and SenTa ™™ mice.

Analysis of spike initiation

A hippocampal interneurons B CA1 nRt The results so far clearly demonstrate a
RH/+ RH/RH 0 - deficit in interneuron firing, but did not
“\\J\ ] NI Qmv 2 50 reveal any detectable changes in fast or
2% 5 /I % -50 1 = persistent Na * currents. Nucleated patch
-80 mV 3 0 n reco_rdings*report on the properties (?f so-
:a -1501 matic Na™ channels, but much higher
7 4 £ -200- densities of Na " channels are observed at
1501 the AIS, the place of spike initiation
0—51 20 pA = -250; (Palmer and Stuart, 2006; Meeks and
. p ‘W 200+————7— 3007 Mennerick, 2007). Changes at the AIS can
X . . e . .
W w & Q:%\\ \e\\‘Zg‘ & Q:?‘\@?‘\QX\ clearly change spike initiation and input—
X

Figure3. Persistent Na *

differ between WT and mutant animals. ANOVA on ranks with Dunn’s post hoc test.

tivation (Table 2), and increased persistent current (Fig. 2F; see be-
low). Additional findings were a reduced current density and a large
hyperpolarizing shift in steady-state slow inactivation (Fig. 2H; Ta-
ble 2).

Properties of persistent Na* currents in interneurons

An important functional consequence of the R1648H mutation
in the human Nay, 1.1 channel described in tsA201 cells (Lossin et
al., 2002) was an increased persistent Na * current, which we
could confirm using a different clone of the human Nay 1.1 chan-
nel (Fig. 2F; Rusconi et al., 2007), but which was not detected in
studies using the human skeletal muscle channel hNay 1.4 in tsA201
cells (Alekov et al., 2000), the rat Nay 1.1 channel in Xenopus oocytes
(Spampanato et al., 2001), or hippocampal neurons dissociated
from transgenic mice expressing R1648H in mouse Nay 1.1 (Tang et
al,, 2009). To assess the persistent current in native neurons in brain
slices, we used voltage ramps in whole-cell recordings of nRt and
hippocampal GABAergic neurons. However, we were not able to
identify significant differences in persistent currents among the three
genotypes in hippocampal (Fig. 3A,B) and thalamic nRt neurons
(Fig. 3B, right). The peak amplitudes as well as the voltage depen-
dence of the persistent sodium currents were similar in WT and
mutant animals (Fig. 3B; hippocampus: WT mice, V,,, = —39.3 =
2.7mV, n = 11; Senla®™"" mice, Vip=—387%x16mV,n=9);
Scnla™ ™ mice, V, , = —38.9 £ 2.9mV,n=12;p = NS;nRt: WT
mice, V,,, = 41.6 * 6.3 mV, n = 15; Scnla®™"* mice, V,,, =
—40.6 * 2.8 mV, n = 24; Scnla™" W mice, V,,, = —43.8 = 3.1 mV,
n = 11; one-way ANOVA).

currents recorded in inhibitory nRt and hippocampal neurons. A, Representative whole-cell patch-
clamp recordings of persistent currents of hippocampal FS neurons elicited by voltage ramps from —80 to 0 mV. B, Box plots of
peak persistent currents recorded in inhibitory hippocampal (left) and nRt neurons (right). The peak /,,, does not significantly

output properties of excitatory neurons
(Royeck et al., 2008; Wimmer et al., 2010).
We hypothesized that spike initiation is al-
tered in interneurons, due to changes in AIS
Na " channels. During AP trains, we calcu-
lated the second derivation of the voltage
trace (d?V/dt?; Fig, 4A, firstand last APsina
train during 200 pA current injections for all
three genotypes). In these traces, two components could be identi-
fied, representing a first phase for the axonal spike component, and a
second phase for the somatic spike, with a delay indicating the time
from the initiation at the AIS and the arrival at the soma (Royeck et
al., 2008; Wimmer et al., 2010).

These two phases were also identified in phase plots in which
the first derivation, dV/dt, is plotted versus voltage (Fig. 4B, as-
terisks). Phase plots of the last APs showed a strong alteration in
the portion of the phase plot with a less abrupt initiation phase
(green asterisk) in heterozygous and homozygous mice com-
pared with phase plots of the first spike (Fig. 4B). This initiation
phase in the AIS can also be quantified as a maximum of the
d?V/dt?. Indeed, when the magnitude of the first peak in the
d?V/dt? was measured for the first and last AP in a train of APs,
there was a significant decrease in membrane potential accelera-
tion for both heterozygous and homozygous mice (WT mice:
first, 1203 = 201; last, 1136 = 299; n = 15; Scnla ™™™ mice: first,
1058 = 215; last, 487 = 80; n = 14; Scnla™"/*" mice: first, 628 =+
63; last, 375 = 82; n = 8). One-way ANOVA with multiple com-
parisons with the WT group serving as a control (Dunnett’s
method and t test for analysis within the same genotype; Fig. 4C,
left axis). Also, the second peak was smaller in mutant animals,
but there was no significant change from the first to the last AP in
a train (Fig. 4C, right axis). Additionally, the latency was pro-
longed between the first spike (AIS initiation) and the second
peak (somatic invasion) for both heterozygous and homozygous
animals, which could be due to both a slower propagation or a
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shift in the spike initiation site (WT mice:
first, 0.10 £ 0.02 ms; last, 0.09 = 0.01 ms;
n = 15;Scnla™" " mice: first, 0.14 * 0.04
ms; last, 0.26 = 0.07 ms; n = 14
Scnla®™ R mice: first, 0.18 = 0.03 ms;
last, 0.26 = 0.04 ms; n = 8. *WT versus
Senla®* [Scn1a™VRH mice, p < 0.05;
one-way ANOVA with multiple compar-
isons with the WT group serving as con-
trol (Dunnett’s method and ¢ test for
analysis within the same genotype; Fig.
4D). None of these changes were observed
between genotypes when hippocampal
pyramidal neurons were studied with
identical techniques (data not shown; for
similar analysis of hippocampal pyrami-
dal neurons, see also Royeck et al., 2008).
In GABAergic nRt neurons, we discovered
a similar effect: the latency between AIS
and somatic AP peaks was prolonged in
heterozygous mice (WT mice: first,
0.17 = 0.02 ms; last, 0.20 = 0.02 ms; n =
23; Senla™™* mice: first, 0.21 = 0.03 ms;
last, 0.3 = 0.03 ms; n = 37; p < 0.05).
Together with the lack of significant
changes in somatic fast Na * currents,
these data suggest that the R1648H muta-
tion specifically causes a dysfunction of
the AIS and spike initiation in GABAergic
interneurons.

Recordings of spontaneous synaptic
activity in thalamic and

cortical neurons

We next examined the postsynaptic ef-
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Figure 4.  Analysis of AP initiation. 4, Representative traces of first (top block) and last (bottom block) spikes (top traces) and
their corresponding first (middle trace) and second (bottom trace) derivations of hippocampal FS inhibitory neurons of WT,
Sena™™, and Scn1a™™ mice (CA1 stratum oriens). Black dotted lines illustrate the delay between the first (axonal) and the
second (somatic) peaks; gray dotted lines illustrate the increased delay between the two peaks for the last spike recorded from
mutated animals. B, Representative phase plots of dV/dt vs Vfor first (top) and last (bottom) spikes generated from recordings, as
inA. Asterisks mark the beginning of the two phases of action potential initiation in the axon initial segment (green asterisk) and
inthe soma (blackasterisk). G, Left, Amplitudes of the firstaxonal peaks in the second derivation of the firstandlast occurring spikes
within AP trains, *p << 0.05. Right, Amplitudes of the second somatic peaks in the second derivation of first and last occurring
spikes within AP trains, *p << 0.05. D, Delay between the first (axonal) and second (somatic) peaks of the first and last APs.

fects of the reduced activity of inhibitory
neurons. We recorded spontaneous IPSCs
(sIPSCs) in different neurons of the
thalamocortical circuit receiving inhibi-
tory input, namely, in cortical LV pyramidal cells, in GABAergic
nRt neurons inhibiting themselves reciprocally, and in excitatory
thalamocortical relay neurons (Fig. 1A). For all three subtypes,
we found significantly reduced frequencies of sSIPSCs in heterozy-
gous compared with WT animals (cortical pyramidal neurons:
WT mice, 9.7 + 0.3 Hz, n = 5; Senla ™™ mice, 6.7 + 0.5Hz,n =
10; p < 0.05; nRt neurons: WT mice, 2.7 = 0.5 Hz, n = 10;
Scnla®H* mice, 1.6 £ 0.3 Hz, n = 10; p < 0.05; relay neurons:
WT mice, 10.5 + 2.3 Hz, n = 12; Senla®™* mice, 5.1 = 1.1 Hz,
n = 12; p < 0.05, Mann—Whitney test; Fig. 5A—F), whereas the
amplitudes were similar (cortical pyramidal neurons: WT mice,
—64.7 + 7.5pA, n = 5; Scnla™'* mice, —58.5 + 2.0 pA, n = 10;
nRt neurons: WT mice, —56.9 = 3.6 pA,n = 10; Scnla RH/* mice,
—53.0 = 3.6 pA, n = 10; relay neurons: WT mice, 38.8 * 5.6 pA,
n = 12; Sen1a®™"* mice, 32.6 = 3.6 pA, n = 12; Mann—Whitney
test). When APs were blocked by 1 um tetrodotoxin (TTX) ap-
plication to record miniature IPSCs (mIPSCs), there was no lon-
gera difference between nRt neurons of WT and Scrnla ™™™ mice
(nRt neurons: WT mice: frequency, 2.5 = 0.4 Hz; amplitude,
—42.8 + 5.2 pA, n = 8; Scnla™™* mice: frequency, 2.6 + 0.5 Hz;
amplitude, —47.7 = 2.2 pA; n = 9; VB neurons: WT mice: fre-
quency, 3.44 * 0.67 Hz; amplitude, —24.7 £ 4.1 pA; n = 10;
Senla®™ mice: frequency, 2.7 = 0.5 Hz; amplitude, —17.4 =
0.9 pA; n = 9; Mann—-Whitney rank-sum test). This clearly

One-way ANOVA with multiple comparisons, with the WT group serving as control (Dunnett's method) and ¢ test for analysis within
the same genotype. WT mice, white, n = 15; Scnla

RH/+ RH/RH

mice, gray, n = 14; Scnla mice, red,n = 8.

indicates a normal number of functional GABAergic synapses
and an intact release machinery, and points toward a firing
deficit of inhibitory neurons with a failure of orthodromic
action potential propagation along the axons as the major
source of reduced GABAergic activity.

Synaptic GABA release activates synaptic as well as extrasyn-
aptic GABA receptors, which gives rise to a tonic GABA-
mediated current. This current is prominent in thalamocortical
VB neurons (Jia et al., 2005) and is enhanced in several animal
models of absence epilepsy (Cope et al., 2009). Both WT and
heterozygous mice showed typical tonic inhibitory currents,
which could be blocked by picrotoxin (Fig. 5G), but the magni-
tude of the tonic GABA current was significantly reduced in
heterozygous mice compared with control mice (WT mice:
0.51 = 0.11 pA/pF, n = 9 neurons in 9 slices; Sen1a®™* mice:
0.18 = 0.03 pA/pF, n = 7 neurons in 7 slices, p < 0.01; Fig. 5H).

Assessment of spontaneous network activity

To determine how mutant Nay 1.1 channels affect neuronal net-
work activity, we applied three different techniques. As a first
screening experiment, we used primary hippocampal cultures
from WT and heterozygous animals, and plated them on 60-
channel MEAs. Neuronal activities were illustrated using spike
raster plots, in which spikes recorded on each electrode are plot-
ted over time (Fig. 6A). In contrast to cultures derived from WT
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Figure 5.  Phasic and tonicinhibition. 4, C, E, Left, Representative whole-cell current traces

recorded from cortical pyramidal neurons (layer V; A), nRt neurons (C), and thalamic relay
neurons (E) in thalamocortical slices from WT (top traces) and Scn7a™'* (bottom traces)
animals. Membrane voltage damped to —70 mV. Right, Superimposed average sIPSCs from
WT (cortex, n = 821 sIPSCS; nRt, n = 219 sIPSCs) and Scn7a™ ™ animals (cortex, n = 519
sIPSCs; nRt, n = 173sIPSCs). B, D, F, The sIPSCfrequency as recorded in 4, €, and Ewas reduced
forSen1a™* animalsinall three neuronal subtypes. Cortical pyramidal neurons (B): WT mice,
n=5;Scn1a™* mice,n = 10; nRt neurons (D): WT mice, n = 10; Scn7a™* mice, n = 10; relay
neurons (F ): WT mice,n = 12;Scna™'™ mice, n = 12;*p < 0.05;Mann—Whitney test. G, Whole-
cell patch-clamp recordings of tonic GABA-sensitive current n thalamic relay neurons froma WT (top)
and a heterozygous animal (bottom). Tonic inhibition could be blocked by application of the GABA
receptor blocker picrotoxin (PTX). H, Current density (pA/pF) was significantly decreased in neurons of
Scn1a™™* animals: WTmice, n = 9; Sen1a™” mice, n = 7,**p << 0.01, Student’s ¢ test.

mice, cultures from heterozygous animals showed intermittent
periods of low activity, interspersed with long periods of highly
synchronous activity (Fig. 64, blue boxes indicating population
bursts). This could be quantified as an increased intraburst spike
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frequency (Fig. 6B, PFR of population bursts), a reduced number
of bursts (Fig. 6C) with a longer duration (Fig. 6D), and longer
interburst intervals (Fig. 6E). However, the relative number of
spikes occurring within or outside a population burst was similar
between cultures from WT and heterozygous animals (WT mice:
96.3 = 0.8%; n = 12; Scnla®"* mice: 97.2 = 1.3%;n = 9;p =
NS), due to the many short population bursts in cultures from
WT animals. These results thus show an altered organization of
discharges in neurons from mutant animals, with increased oc-
currence of high-frequency, long-lasting synchronized activity.

If these differences between WT and heterozygous animals are
due to a deficit in GABAergic synaptic transmission in the latter
group, then pharmacological inhibition of GABA receptors
should exert larger effects in cultures from WT animals. We
therefore applied the GABA , receptor antagonist bicuculline on
MEAs plated with neurons from WT and heterozygous animals.
Bicuculline application on cultures from WT mice led to signifi-
cant changes in bursting behavior, causing a reorganization of
discharge behavior in the form of higher frequency, fewer burst
periods with increased interburst intervals, but not significantly
longer bursts (Fig. 6A—E). In addition, the percentage of spikes
occurring within population bursts increased significantly with
bicuculline in cultures from WT animals (from 96.3 % 0.8%
before to 99.7 = 0.1% after bicuculline application; n = 12; p <
0.001). In stark contrast, changes in population bursts from cul-
tures of Scnla™* animals were much smaller, and not statisti-
cally significant in any of these parameters (Fig. 6B-E; 97.2 =
1.3% of spikes within bursts before bicuculline application;
99.5 = 0.5% spikes within bursts after bicuculline application;
n=29).

To quantify the firing synchrony of the plated neuronal net-
works, we evaluated Cohen’s k statistic across all pairs of active
electrodes. The network activity recorded from cultures of WT
animals showed a 1.8-fold increase of k values upon application
ofbicuculline, indicating a higher synchrony (from 0.38 = 0.05 at
baseline to 0.56 = 0.03 in bicuculline; p < 0.01; n = 12). In
cultures of Scnla®™™* animals, the k statistic was already 0.51 =
0.04 at baseline without a significant increase in bicuculline
(0.53 = 0.04; n = 9). Using the ratio of k values after and before
bicuculline application, we found that the increase in synchrony
was significantly larger in cultures from WT animals compared
with ones from heterozygous animals (Fig. 6F ). Altogether, our
findings indicate that cultures from heterozygous animals show
hyperexcitable networks with increased synchrony compared
with the WT. Since blocking GABA, receptors has significant
effects only in neurons from WT mice, but not in those from
heterozygous mice, these results are consistent with the idea that
increased synchrony in Scnla®"" networks is due to a deficit in
GABAergic synaptic transmission.

Second, we tested the impact of the R1648H mutation on
network activity in acute thalamocortical slices. We recorded ex-
tracellular field potentials in LIV and LV of the neocortical S1
region, in the thalamic VB and nRt. The presence of functional
thalamocortical connections was tested by stimulating the VB
and recording the monosynaptic response in LIV (Agmon and
Connors, 1991), showing no significant differences between
heterozygous and WT mice (Fig. 7A). Paired-pulse stimulations
did not disclose statistically significant differences either (Fig.
7A). However, we found spontaneous discharges in 16 of 17 slices
obtained from heterozygous mice (Fig. 7B), which were observed
in only 5 of 12 slices from WT littermates (Fig. 7C; p = 0.003,
Fisher’s exact test). Multielectrode recordings in cortex and thal-
amus showed simultaneous spontaneous activity spreading in
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Figure6. Network activities of primary neuronal cultures recorded on multielectrode arrays. A, Spikeraster plots of all 60 recorded electrodes with spikes represented as “ -+ over time of primary
cultures of WT (top) and heterozygous animals (bottom), each shown without (left) and after application of bicuculline (Bic.; 25 pu, right). They-axis represents the electrode number within an MEA
configuration of 8 X 8 electrodes. Area within red dashed box in spike raster plot of primary culture of a WT animal (top left) and a heterozygous animal (bottom left) is shown enlarged to the right.
Blue boxes highlight examples of population bursts within the different spike raster plots. Note that the spike raster plot of the culture from a heterozygous animal shows a high variability in the
duration of the population bursts. B, Box plots of PFR of population bursts before and after Bic. application for WT (white) and heterozygous animals (gray). WT mice,n = 12; Scn7a ™ mice,n =
9;%p < 0.05, ANOVA on ranks. €, Box plots of number of population bursts for cultures from heterozygous (gray) and WT (white) animals. WT mice, n = 12; Scn7a™ ™ mice, n = 9; *p < 0.05,
*¥p << 0,01, ANOVA on ranks. D, Box plots of burst duration for cultures from heterozygous (gray) and WT (white) animals. WT mice, n = 12; Scn7a™ ™ mice, n = 9;*p < 0.05, Mann-Whitney
test. £, Box plots of interburst interval for cultures from heterozygous (gray) and WT (white) animals. WT mice, n = 12; Scn 10" mice,n=19; *p <<0.05, ANOVA on ranks. F, Box plots of k ratio

25 pm Bic/baseline for recordings from cultures of heterozygous (gray) and WT (white) animals. WT mice, n = 12; Sen 1™ mice,n=9; *p < 0.05, Mann—Whitney test.

different areas of the thalamocortical loop only in slices from
heterozygous mice (9 of the 16 slices showed spontaneous activity
at all four electrodes; Fig. 7 B, E; Table 3). Furthermore, sponta-
neous activities were more frequent in slices from heterozygous
mice compared with WT mice (Fig. 7; Table 3). The area in which
discharges were first generated during simultaneous activity was
variable (Fig. 7 B,E; Table 3). In slices from heterozygous mice,
simultaneous activities were larger than nonsimultaneous ones,
with the latter having amplitudes similar to those observed in
slices from WT mice. Few activities in slices from WT mice had
amplitudes comparable to those of simultaneous heterozygous
ones, but they did not spread to other areas (Fig. 7C; Table 3).
Analysis of spontaneous cortical sharp waves showed HFOs in
slices of Scrn1a™™* mice in both the physiological (40-200 Hz)
and the pathological (200—600 Hz) range (Fig. 7 B, D; Table 3). In

contrast, HFOs were hardly seen in slices from WT mice, includ-
ing activities with amplitudes comparable to those seen in slices
of mutant mice (Fig. 7C,D; Table 3).

Third, we studied the network activity of neuronal popula-
tions in the hippocampal CA1 region using multineuron Ca*"
imaging in hippocampal slices of WT, heterozygous, and ho-
mozygous animals. Following a bulk-loading technique with the
Ca”" indicator OGB-1AM (Fig. 8A), we captured spontaneous
network activity in simultaneous recordings of hundreds of neu-
rons (159 = 94 cells per slice; Fig. 8 A, B, examples). Ca®" traces
were converted to raster plots to determine the dynamics of neu-
ronal spiking activity. Figure 8, C and D, shows that the average
spontaneous discharge rate of neurons in the population was
increased in heterozygous and homozygous animals compared
with WT animals (WT mice: 0.0020 = 0.0002 Hz; n = 294 cells;
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Figure7. Field potential recordings of network activity in thalamocortical slices. 4, Representative voltage traces of cortical layer IV responses to paired-pulse stimulations of thalamus (VB) with
IP1 of 100 ms in slices of Scn7a ™/ (left) and Scn7a™"* (right) animals; schematic shows electrode position. The thin red arrow highlights the stimulus artifact; the thick blue arrow highlights the
monosynaptic response. Maximum amplitude: 2.7 == 0.6mV (n = 12)for Scn7a™* mice; 3.4 = 0.7 mV (n = 17) for ScnTa ™V mice. Half-width: 3.1 == 0.5 ms (n = 12) for WT mice; 3.8 = 0.7
ms (n = 17)for Scn1a™™ mice. Coastline index: 13.68 == 0.52 (n = 12)forScnTa™™ mice; 14.55 = 0.94(n = 17)for Scn1a™ ™ mice. Paired-pulse ratio computed using maximum amplitudes:
50 ms IPI: 0.80 == 0.12 (n = 5) for SenTa ™ mice; 0.91 = 0.09 (n = 5) for Scn7a™* mice; 100 msIPI: 0.85 = 0.19 (n = 5) for Sen7a™™ mice; 0.91 = 0.09 (n = 5) for Scn7a™”* mice; 150
ms IP1:0.74 = 0.03 (n = 5)for Scn1a™* mice; 0.77 == 0.16 (n = 5)for Scn7a™* mice; 200 ms IPL:0.71 == 0.05 (n = 5)forSenla ™" mice;0.78 = 0.15 (n = 5) ScnTa ™ mice. Paired-pulse
ratio computed using coastline index: 50 ms IPI: 1.18 == 0.07 (n = 5) for Scn7a ™ mice; 1.05 = 0.14 (n = 5) for ScnTa™* mice; 100 ms IPI: 1.48 == 0.13 (n = 5) for ScnTa ™ mice; 1.49 =
0.18 (n = 5) for Scna™* mice; 150 msIPI: 1.19 = 0.12 (n = 5)for Scna ™™ mice; 1.16 = 0.20 (n = 5) for Scn1a™”* mice; 200 ms IPI: 1.62 = 0.18 (n = 5) for Scna ™™/ mice; 1.41 = 031
(n = 5)for Scn1a™* mice. Calibration: 1 mV, 25 ms. B, C, Representative voltage traces of spontaneous extracellular activity in slices of Scn7a™"* (B) and Scna™* (€) animals recorded in
cortical layers IV and V, thalamic VB, and nRt. Placement of the recording electrodes is shown in the schematic on the left (Cl, capsula interna). Middle traces, Time expansions of the trace segments
outlined by the dotted box in the left traces, showing that in this slice (B, Scn7a™” ) simultaneous activities began in cortical layers (vertical dashed line; see E for activities of thalamic origin). Right
traces, Cortical sharp waves outlined by the dotted box in the middle traces and the corresponding 40 —200 and 200 — 600 Hz HFOs, which were hardly observed in WT mice. Calibration: left traces,
900 .V, 1.1s; middle traces, 900 .V, 500 ms; right traces, 200 1.V, 100 ms. D, Absolute areas of HFOs in the 40 —200 and 200 — 600 Hz ranges. HFOs were noise subtracted and normalized to the
area of the corresponding sharp wave (see Materials and Methods). E, Simultaneous recordings in the cortical layer IV (top) and the VB (bottom) of slices from Scn7a®* animals displaying
spontaneous activities. Left traces, Synchronous activities with thalamic origin; middle traces, activity generated in cortex without spread to thalamus; right traces, activity generated in thalamus without spread
to cortex. Calibration: top left and middle traces, 500 1V, 250 ms; top right trace, 100 .V, 250 ms; bottom left trace, 150 .V, 250 ms; bottom middle and right traces, 50 .V, 250 ms.
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Table 3. Properties of spontaneous extracellular field potential activities in
thalamocortical slices

RH/+

WT mice n  Scnla mice n

17 slices
0.52 = 0.08 min —™* 139
0.65 = 0.13 min ~™* 137

12 slices
0.16 = 0.08 min ' 21
0.14=01min " N

Spontaneous total activity

Frequency, cortex LIV

Frequency, thalamus VB

Nonsimultaneous activities
(mV)

Amplitude, cortex LIV 0.26 = 0.03 0.28 = 0.04
Amplitude, thalamus VB 0.11 = 0.01 0.09 = 0.01
Simultaneous corticothalamic
activities 86
Cortical generation (%) 29.1%
Thalamic generation (%) 32.6%
Unclear (%) 39.5%
Amplitude, cortex LIV
(mV) 1.24 =+ 0.06*%°
Amplitude, thalamus VB
(mV) 0.21 = 0.05%%°
Cortical HFOs 40200 Hz 21 100
Absolute area (mV/ms)‘ 1204 30.6 = 1.8%*
Normalized absolute area”  0.011 = 0.005 0.058 + 0.003**
Cortical HFOs 200 — 600 Hz 21 100
Absolute area (mV/ms)* 051017 7.25 * 0.47%*
Normalized absolute area”  0.003 = 0.002 0.017 = 0.001**

Data are presented as means == SEM. n, Number of analyzed activities.

“In comparison to layer IV non-simul activities (Wilcoxon signed rank test).

¥In comparison to thalamic VB non-simultaneous activities (Wilcoxon signed rank test).
“Noise in absolute area subtracted from HFOs absolute area (see Materials and Methods).

“HFO absolute area noise subtracted normalized to the absolute area of the spontaneous activity (0.1 Hz—1 kHz
filtered; see Materials and Methods).

*p < 0.05and **p < 0.001, Mann-Whitney rank-sum test or, when noted, Wilcoxon signed rank test.

Scn1a™™* mice: 0.0117 % 0.0007 Hz; n = 1502 cells; Scnla /"
mice: 0.0139 £ 0.0008 Hz; n = 640 cells; p < 0.05, one-way
ANOVA with multiple comparisons, with the WT group serving
as the control (Dunnett’s method; Fig. 8D). Evaluation of firing
frequencies summarized from all recorded cells and plotted in a
double logarithmic histogram revealed frequencies >0.01 Hz in
heterozygous and homozygous mice (Fig. 8C, gray and red lines),
which was not observed in WT mice (Fig. 8C, black line). Alto-
gether, these findings demonstrate that neuronal networks in
different brain areas are spontaneously more active in mutant
mice compared with WT mice.

Discussion

We here performed a comprehensive neurophysiological analysis
ofan epilepsy-causing Nay 1.1 mutation in different brain regions
of a gene-targeted mouse model. This model recapitulates the
human GEFS+ phenotype, showing spontaneous generalized
seizures and a reduced threshold to thermally induced seizures
(Martin et al., 2010). Recordings from mutant mice compared
with WT mice at P14-P20 revealed that the mutation reduces
firing in all studied inhibitory interneurons, but did not affect the
examined excitatory neurons. These results show that at this age
Nay 1.1 is a major Na * channel of interneurons but does not
contribute to AP firing in excitatory neurons. This corresponds
to previous immunohistochemical studies (Ogiwara et al., 2007),
recordings from dissociated neurons (Yu etal., 2006; Mistry et al.,
2014), and preferential inactivation of Nay1.1 in hippocampal
and cortical parvalbumin-positive interneurons causing sponta-
neous seizures, in contrast to Nay 1.1 knockout in pyramidal cells
(Dutton et al,, 2012). Even though recent studies suggest a mod-
ifying protective role of Nay 1.1 in glutamatergic neurons (Ogi-
wara et al, 2013) and increased Na™ current density in

Partie I : Etude de I'épileptogenése
EGCF+ : Période pré-épileptique (Article)

Hedrich et al. @ Mechanisms of an Epileptic Na 1.1 Defect

dissociated pyramidal neurons at older ages (Mistry et al., 2014),
our data suggest that interneurons in this model play a crucial
role for epileptogenesis, even though there might be additional
factors sustaining the epileptic state.

Relevant biophysical defect and involved

neuronal compartments

Studies in heterologous expression systems have revealed both
loss-of-function and gain-of-function mechanisms for this mu-
tation (Alekov et al., 2000; Spampanato et al., 2001; Lossin et al.,
2002). Our analysis of the human Nay 1.1 mutation in tsA201
cells reveals the following three loss-of-function defects, which
could explain the observed reduced firing: (1) a small but signif-
icant change in the slope of the fast steady-state inactivation
curve; (2) probably most importantly, an enhanced slow inacti-
vation; and (3) a reduced current density.

However, we did not find significant differences between WT
and mutant animals in channel gating and in the persistent Na *
current in interneurons, in contrast with the differences observed
intsA201 cells. Although the biophysical properties of Na * chan-
nels in neurons may differ from those in tsA201 cells and between
species (mouse vs human), the observed changes in neuronal
firing are difficult to explain on the basis of our neuronal Na
channel recordings. Rather, they suggest that the somatic channel
population in nucleated patches does not fully represent mutated
loss-of-function channels and that other Na = channels might
carry a major part of the current. For example, Nay1.6 is ex-
pressed in hippocampal interneurons (Van Wart et al., 2007;
Lorinczand Nusser, 2008; Mistry et al., 2014), and Nay 1.3 may be
compensatorily upregulated (Yu et al., 2006). Most of the func-
tionally relevant Nay 1.1 channels may in fact reside in the AIS
and along whole axons where Na * channels are concentrated
(Rasband, 2010; Hu and Jonas, 2014). Accordingly, our data in-
dicated a mainly axonal dysfunction increasing with prolonged
AP series in GABAergic neurons. This could be explained by
enhanced slow inactivation of mutated Na* channels (as re-
corded in tsA201 cells), reducing the number of available chan-
nels with prolonged firing. The longer latencies between spike
initiation and somatic invasion could be due to impaired propa-
gation or a shift of the spike initiation site. Our results thus sug-
gest that the inhibitory AIS (or whole axon according to Hu and
Jonas, 2014) is the major site of Nay1.1 channel dysfunction in
our model, and that enhanced slow inactivation represents the
most important gating defect of R1648H mutant channels.

R1648H causes a reduction of inhibitory inputs

GABAergic inhibition controls neuronal excitability and a reduc-
tion in inhibition plays an important pathophysiological role in
genetic and acquired epilepsies (Redecker et al., 2000; Reid et al.,
2009; Ben-Ariand Dudek, 2010). Assessing the impact of reduced
firing of inhibitory neurons on postsynaptic neurons and net-
work dysfunction, our recordings of sIPSCs demonstrate that
reduced AP firing of interneurons indeed translates into reduced
GABAergic synaptic activity by failure of AP propagation from
the AIS to the synaptic terminals in mutant animals compared
with WT animals. The synaptic release machinery, however, was
unaffected, as revealed by normal mIPSCs in the presence of
TTX. Additionally, we found a decreased tonic inhibition medi-
ated by activation of GABA, receptors located outside the synap-
tic cleft, which can be explained by a reduced spontaneous GABA
spillover from presynaptic terminals. Interestingly, tonic inhibi-
tion is increased in several rodent models of absence epilepsy
(Cope et al., 2009), which is consistent with a different mecha-
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Figure8. Multineuron Ca** imaging in the hippocampal CA1 region. 4, Samples of slices loaded with the Ca** dye 0GB-1-AM of WT (top) and Scn7a™* (bottom) animals. Active cells filled
with 0GB-1-AM are marked in green, inactive cells filled with the dye are marked in white. B, (a Z* transients of 20 representative spontaneously active cells recorded in the slices shown in 4. €,
Double logarithmic histogram showing the binned frequency of Ca%* spikes normalized to the overall number of active cells (bin width at 0.001 Hz). Note that for slices from WT animals (black),
spike frequencies of >0.01 Hz were absent, but that higher frequencies were frequently seen for mutant animals (gray and red). Dashed lines represent the maximum frequencies observed in slices
of WT (black), Scn7a™” (gray), and Sen1a™” ™ (red) animals. D, Logarithmic presentation of Ca > spike frequency as box plots plotted for all three genotypes (WT mice, 294 cells; Scn7a™+ mice,
1502 cells; Scna™* mice, 640 cells). Box-and-whisker plots show medians (lines), means (square), lower and upper quartiles, 5% and 95%; percentiles represent the minimum and maximum.

p < 0.05, ANOVA on ranks.

nism of thalamocortical hyperexcitability in Scn1a*™* mice. Al-
though resting membrane potentials in VB neurons were normal,
this tonic disinhibition can destabilize the membrane potential,
thereby contributing to the shift between different firing modes
(tonic vs bursting). Our results thus suggest that a combination
of reduced phasic and tonic inhibition contributes to a loss of
inhibitory control of neuronal networks, triggering seizures in
our mouse model.

Impaired network activity in mutant mice

Our simplified model using cultured neurons on MEAs revealed
that the presynaptic SCNIA defect affecting fast-spiking in-
terneurons alters the firing behavior of the network. Further-
more, the missing effect of blocking GABA , receptors in cultures
from mutant mice is consistent with the disinhibition caused by
the mutation. Other types of interneurons not studied here, like
somatostatin-positive neurons regulating the gain of pyramidal
cell input—output transformations (Lovett-Barron et al., 2012),
could also be involved in causing this firing pattern. Further as-
sessment of neuronal network activity in native brains revealed a
widespread spontaneous hyperexcitability. Using multineuron
Ca’" imaging, we found an increased frequency of the spontane-
ous activity of single neurons in the CA1 pyramidal cell layer in
mutant compared with WT mice. Multielectrode recordings re-
vealed frequent spontaneous activity that spreads in the entire
thalamocortical loop and was generated in variable areas, consis-
tent with a generalized hyperexcitability within the loop. More-
over, cortical activity in heterozygous animals was characterized
by the presence of HFOs in both the physiological (40-200 Hz)
and the pathological (200—600 Hz) range not observed in WT
mice. Human and rodent epileptic tissues exhibit pathological
HFOs not found in nonepileptic controls, and HFOs have been
proposed to be a biomarker of epileptic foci (Jefferys et al., 2012).
Hence, the R1648H-induced disinhibition not only generates hy-
perexcitability, but also specific epileptic activity. Notably, partial
block of GABA , receptors can also enhance neocortical and hip-

pocampal pathological HFOs (Jones and Barth, 2002; Behrens et
al,, 2007) and increase the size of HFO-generating areas (Bragin
et al., 2002).

Proper firing of inhibitory neurons is essential for correct net-
work function. Cortical and hippocampal FS basket cells inner-
vate the perisomatic regions of pyramidal cells, and can phase and
synchronize the activity of large populations of pyramidal cells.
These interneurons thus play an essential role in generating and
maintaining theta- and gamma-frequency oscillations, for which
a rapid system like phasic GABA , receptor activation is essential
to synchronize at high frequencies (Buzsaki and Chrobak, 1995;
Cobb et al., 1995). Basket cell maturation is involved in the de-
velopment of synchronous oscillations, and an impairment of
GABAergic interneurons during development can cause neuro-
logical disorders like autism, seizures, or schizophrenia (Le Ma-
gueresse and Monyer, 2013). The R1648H mutation may
therefore also cause developmental alterations, which could con-
tribute to seizure generation, although this effect should be lim-
ited to late developmental phases, since Nay 1.1 expression begins
at approximately P10 (Ogiwara et al., 2007). Additionally, it has
been proposed that dendritic properties of different interneuron
subtypes (low Na™ channel density in FS basket cells and high
Na " channel density in somatostatin-positive interneurons)
could be involved in setting their differential activity in a neuro-
nal network (Martina et al., 2000; Hu et al., 2010). Alterations in
dendritic Nay 1.1 channels in different interneuron types could
additionally impact the activity and synchronization of neuronal
networks.

In the thalamic nRt, a disturbance of the inhibitory neurons is
involved in spike-and-wave discharges during generalized ab-
sence seizures (Danober et al., 1998). Likewise, a reduction of
GABA, receptor-mediated inhibition in reticular neurons (by
knockout of the GABA, receptor 3;-subunit or modification of
benzodiazepine binding to the a;-subunit) leads to pathological
synchronization of thalamocortical oscillations, as seen in ab-
sence seizures (Huntsman et al., 1999; Christian et al., 2013). Our
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observed disinhibition can thus disturb the synchronization and
function of whole networks and can explain the generation of
epileptic seizures.

The variability in seizure types occurring with mutations in
the same gene is particularly high in GEFS+ including febrile and
afebrile generalized tonic—clonic seizures, absences, and even fo-
cal seizures originating from the temporal lobe (Scheffer and
Berkovic, 1997; Weber and Lerche, 2008; Marini and Mante-
gazza, 2010). Specifically, individuals carrying the R1648H mu-
tation exhibited febrile, afebrile generalized tonic—clonic and
absence seizures (Baulac et al., 1999). Many circumstances may
contribute to the phenotypic variability, including genetic mod-
ifiers and environmental factors (Glasscock et al., 2007; Martin et
al., 2007). The widespread functional alterations we observed
here may be a prerequisite for this phenomenon.
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Synthése de I’article

Dans cette étude, nous avons réalisé une analyse neurophysiologique d’une épilepsie due a la mutation
R1648H affectant le canal Na,1.1 sur un modéle murin reproduisant le phénotype des patients atteints de
I’EGCF+. Ces expériences ont été réalisées sur des souris porteuses de la mutation Na,1.1f"* et WT entre
P14-20, age auquel le canal Na,1.1 est exprimé mais avant que les souris ne soient épileptiques. Ces travaux
ont donc pour but d’étudier les modifications des réseaux neuronaux et les pathomécanismes impliqués dans
la génération des crises.

1. Propriétés intrinseques des neurones du réseau TC et de I’hippocampe:

Différents types de neurones ont été enregistrés au sein de la boucle TC et de I'hippocampe grace a la
technique de patch-clamp en configuration cellule-entiere (whole cell). Au sein du réseau TC, nos
collaborateurs ont analysé les propriétés de décharge des neurones excitateurs et inhibiteurs localisés dans
les couches IV et V du cortex somatosensoriel (51), des neurones inhibiteurs du noyau réticulé (nRT) et des
neurones excitateurs du thalamus ventrobasal (VB). Au niveau de I’hippocampe, ils ont aussi enregistré les
neurones excitateurs et inhibiteurs localisés dans la région CA1.

Dans le réseau TC, les expériences réalisée ont permis de discerner deux types d’interneurones dans le nRT,
possédant des propriétés de décharge différentes en réponse aux mémes injections de courant : certains
présentent une bouffée de PA au début de leur décharge alors que d’autres ont une activité tonique. Ces
deux types de neurones montrent une diminution du nombre de PA dans les tranches provenant des souris
hétérozygotes Na,1.1""* en réponse aux mémes quantités de courant injecté que les souris WT. En revanche,
I’enregistrement des courants provenant des neurones excitateurs de la boucle TC des souris Na,1.1%"* ne
présentent aucune différence avec ceux provenant des souris WT.

Pour les enregistrements effectués dans I’"hippocampe, seuls les neurones excitateurs et les interneurones
présentant des décharges de PA rapides (fast spiking) ont été analysés, supposés correspondre aux neurones
inhibiteurs en forme de panier (basket cells). Comme pour les neurones GABAergiques du réseau TC, les
neurones inhibiteurs fast spiking de I’hippocampe provenant des souris Na,1.1** ont une diminution du
nombre de PA en réponse au courant injecté comparé aux souris WT, alors que les décharges des neurones
excitateurs ne sont pas impactés par la mutation.

Des expériences supplémentaires ont été réalisées afin de comprendre plus en détail les mécanismes
responsables de |'altération des neurones inhibiteurs. Ainsi, nos collaborateurs ont mis en évidence que
I'impact de la mutation R1648H affectait tout particulierement la fonction des canaux Nay1.1 localisés au
niveau du segment initial (SIA) et tout au long de I'axone. Suite a une intense stimulation provoquant une
série de décharges, on observe un phénomeéne « d’inactivation lente » des canaux sodiques. Ici, la mutation
provoque une « inactivation lente » prolongée, qui semble altérer I'initiation des PA au niveau du SIA et leur
propagation.
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Des enregistrements de I'activité synaptique spontanée ont été obtenus en enregistrant les courants post-
synaptiques inhibiteurs (CPSI) de différents neurones de la boucle TC recevant des afférences inhibitrices.
Une réduction des CPSl est observée a la fois dans les neurones inhibiteurs et excitateurs de la boucle TC des
souris porteuses de la mutation hétérozygote R1648H comparé aux souris sauvages. En revanche, lorsque les
PA sont bloqués avec de la tétrodotoxine (TTX), un bloqueur des canaux sodiques, on observe des CPSI
miniatures dus a la libération spontanée de vésicules synaptiques sans différence significative entre les
neurones des souris mutées et sauvages.

La mutation R1648H entraine donc une réduction de décharge de PA par les neurones inhibiteurs, qui se
traduit en conséquence par une réduction de I'activité synaptique GABAergique, bien que la machinerie
synaptique ne soit pas directement affectée.

Ces résultats suggerent donc que, dés la période pré-épileptique, la mutation provoque une perte de fonction
des canaux Nay1.1 affectant sélectivement I’activité des neurones inhibiteurs, sans altérer celle des neurones
excitateurs, conduisant a une réduction du contréle inhibiteur au sein du réseau neuronal, certainement
impliqué dans la génération des crises par la suite.

2. Etude des réseaux neuronaux du modele murin de ’EGCF+

Nous nous sommes ensuite intéressés a I'impact de la mutation R1648H sur l'activité du réseau
neuronal, en utilisant différentes techniques.

> La premiére approche réalisée par nos collaborateurs, consistait a enregistrer des cultures primaires de
neurones hippocampiques provenant des animaux WT et hétérozygotes Na,1.1%"/*, en utilisant un systéme
de multiélectrodes en réseau, ou « multielectrode array » (MEA). Ce systeme muni de 60 électrodes, permet
d’enregistrer simultanément |’activité extracellulaire provenant de milliers de cellules interconnectées. Cette
expérience a révélé une synchronisation excessive des cellules en culture provenant des animaux Na,1.1%"*
comparés aux WT, reflétant I'activité d’un réseau hyperexcitable. De plus, I'application d’un antagoniste des
récepteurs GABAx montre un effet significatif uniquement sur les neurones des souris WT, mais pas sur ceux
des souris hétérozygotes. Ces résultats sont donc en accord avec I'idée que I’hypersynchronisation du réseau
neuronal possédant la mutation R1648H est due a un déficit de la transmission synaptique GABAergique.

> La seconde approche, réalisée par moi-méme, se focalisait sur I'activité du réseau neuronal dans des
tranches Thalamo-Corticales (TC) fraichement prélevées sur des souris WT et hétérozygotes Na,1.1""/* agées
de 16 a 20 jours. J'ai donc effectué des tranches en préservant les connexions entre les couches IV et V du
cortex somatosensoriel (S1), ainsi que le thalamus VB et le noyau réticulaire (nRT).

Afin de vérifier que les connexions entre ces différentes structures soient intactes, jai effectué des
stimulations au niveau du thalamus VB et enregistré la réponse monosynaptique au niveau de la couche IV
du cortex S1. Nous avons choisi d’appliquer des doubles stimulations (paired-pulse), permettant de mettre
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en évidence une plasticité du réseau. En effet si la réponse a la deuxiéme stimulation est supérieure a la
premiere cela refléte une facilitation, alors que dans le cas contraire cela reflete une dépression. En
I'occurrence, nous n’avons constaté ni facilitation ni dépression, que ce soit pour les tranches WT ou
porteuses de la mutation Na,1.1%"*. J’ai ensuite enregistré simultanément les couches IV et V du cortex S1,
le thalamus VB et le nRT en potentiel de champ extracellulaire. J’ai constaté des activités spontanées dans
presque toutes les tranches Na,1.1""* (16/17 tranches), alors que le ratio est bien plus faible pour les
tranches WT (5/12 tranches). De plus, ces activités sont plus fréquentes dans les tranches provenant des
souris Na,1.1""* comparées aux WT. J'ai observé une synchronisation de ces activités dans les quatre
structures de la boucle TC uniquement dans les tranches des souris Na,1.1""* (dans 9 tranches sur 16).
Cependant, la zone dans laquelle les décharges sont détectées en premier est variable, ne permettant pas
d’impliquer une structure plutét qu’une autre dans l'initiation de ces activités. L'amplitude et la largeur des
activités qui sont synchronisées dans les 4 structures de la boucle TC est supérieure a celle des activités
localisées dans une seule structure, suggérant qu’un seuil est peut étre nécessaire pour permettre la
transmission de ces décharges aux autres structures de la boucle TC.

Une analyse plus détaillée des activités corticales des tranches provenant des souris Na,1.1""* a révélé des
oscillations a hautes fréquences (OHF) a des gammes de fréquences considérées comme physiologiques (40-
200Hz), mais également a des fréquences pathologiques (200-600Hz), car des oscillations a de telles
fréquences sont observées lors d’enregistrements EEG de patients épileptiques en dehors des crises et
peuvent étre utilisées comme biomarqueurs pour localiser le foyer épileptique . En
revanche, nous n’observons pas d’OHF sur les activités des tranches provenant des souris WT.

> Pour finir, nos collaborateurs ont utilisé I'imagerie calcique afin d’observer I'activité d’une population de
neurones dans des tranches d’hippocampe de souris WT, hétérozygotes Na,1.1""* et homozygotes
Na,1.1f"/RH Cette technique permet de capter des libérations de calcium cytosolique, principalement
observables au niveau du corps cellulaire des neurones lors d’une dépolarisation, reflétant leur activité lors
de décharge de PA. Nos collaborateurs ont ainsi mis en évidence une fréquence de décharge des neurones
plus grande dans les tranches provenant des animaux homozygotes et hétérozygotes comparé aux WT.

Ces données montrent que les réseaux neuronaux de la boucle TC et de I'hippocampe sont spontanément
plus actifs des la période pré-épileptique pour les souris porteuses de la mutation comparés aux WT.
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3. Conclusion des résultats de l'article

Nos résultats sur le modéele murin de 'EGCF+ mettent en évidence un impact de la mutation R1648H
(affectant les canaux Nay1.1) sur I'excitabilité neuronale dans la période pré-épileptique (P14-P20).

En effet, elle induit une réduction des décharges de PA des neurones inhibiteurs sans affecter les neurones
excitateurs, révélant le réle essentiel des canaux Na,1.1 spécifiquement dans I'excitabilité des interneurones.
De maniere plus spécifique, il semblerait qu’au sein des neurones inhibiteurs, le SIA soit particulierement
affecté par l'altération des canaux Na,1.1. Ce qui suggere une localisation de ces canaux principalement
concentrée au niveau du site de génération des PA, participant a I'excitabilité des interneurones. La mutation
R1648H provoque donc une réduction du contréle inhibiteur du réseau neuronal et ce défaut d’inhibition au
niveau cellulaire a pour conséquence de provoquer une hyperexcitabilité au niveau du réseau neuronal de
différentes structures cérébrales (boucle TC et hippocampe). De plus, les activités corticales ont révélé avoir
des propriétés spécifiques des activités épileptiques, reflétant la pertinence du modéle murin de I'EGCF+.
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Syndrome de Dravet :

Période pré-épileptique

Différentes approches ont également été utilisées pour étudier la période pré-épileptique sur le
modele murin du SD. D’anciennes études avaient déja mis en évidence I'impact de la mutation KO pour le
géne Scnla au niveau cellulaire. En effet, tout comme pour le modeéle de 'EGCF+, la mutation KO du canal
Nay1.1 induit une réduction des courants sodiques spécifiquement dans les neurones inhibiteurs, provoquant
une perte de l'inhibition du réseau cérébral . De plus, notre laboratoire a
récemment publié un article dans lequel des enregistrements en potentiel de champ sur des tranches,
prélevées en période pré-épileptique, ont révélé des signes d’hyperexcitabilité dans I’hippocampe des souris
porteuses de la mutation Na,1.1*- comparé aux sauvages (WT) . En effet, I'application
d’une forte stimulation électrique (stimulation tétanique) au niveau des collatérales de Schaffer et
I’enregistrement en potentiel de champ au niveau du SP CA1 révele une facilitation de la réponse pour les
tranches des souris porteuses de la mutation Na,1.1*- par rapport aux souris WT dés la période pré-
épileptique.

Ces données m’ont poussé a poursuivre la caractérisation de I’"hyperexcitabilité observée sur les tranches
Hippocampo-Corticales de jeunes souris (P15-P19), commencée par Camille Liautard.

J'ai ensuite complété ces données par des expériences réalisées in vivo en période pré-épileptique, tout
d’abord en enregistrant I'activité cérébrale de jeunes souris anesthésiées a une température physiologique,
puis en les soumettant a une augmentation de leur température corporelle (hyperthermie), reproduisant
une poussée de fievre.

Afin d’étudier I'impact de la mutation KO pour le géne Scnla (Scnla*), nous avons utilisé des souris WT et
le modéle murin du SD présentant la mutation hétérozygote Na,1.1*, comme celle observée chez les
patients.

1. Caractérisation de I’hyperexcitabilité sur tranches Hippocampo-Corticales

e Activité basale du réseau Hippocampo-Cortical

Etant donné que nous avons observé des activités spontanées montrant des signes d’activités
épileptiformes dans le réseau TC du modele de 'EGCF+ en période pré-épileptique, nous nous sommes
également intéressés aux activités spontanées pour le modele murin du SD, mais dans le réseau Hippocampo-
Cortical. J'ai donc prélevé des tranches de cerveau sur des souris WT et Na,1.1*/ 4gées de 15 a 19 jours, puis
enregistré en potentiel de champ I'activité basale dans différentes régions de I'hippocampe et dans le CE
(voir matériel & méthodes). Les électrodes d’enregistrements sont positionnées dans le Stratum Radiata (SR)
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de I'aire CA3, et dans le SR de I'aire CA1, permettant d’enregistrer les activités au niveau des dendrites ; une
autre électrode est placée au niveau du Stratum Pyramidale (SP) de I'aire CA1 afin d’enregistrer les activités
au niveau des corps cellulaires des cellules pyramidales, et une derniéere est placée au niveau de la couche IV
du cortex entorhinal (CE) (Fig. 40).
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Fig. 40 : Schéma de I'enregistrement en potentiel de champ d’une coupe Hippocampo-Corticale.
Une électrode est placée dans le stratum radiatum de I’aire CA3 (SR CA3), une autre est placée dans
le stratum radiatum de I'aire CA1 (SR CA1), une autre est placée dans le stratum pyramidale de
I'aire CA1 (SP CA1) et une dernieére est placée dans la couche IV du cortex entorhinal.

Les enregistrements ont révélé des activités spontanées en pointes, appelées « sharp waves », dans
I’hippocampe des souris WT et des souris Na,1.1""*mais pas d’activités détectables au niveau du cortex
entorhinal (WT: N=6, 12 tranches ; Nav1.1*": N=6, 12 tranches) (Fig. 41A). Ces « sharp waves » sont générées
dans le SR CA3 (Buzsaki, 2015) et sont détectables dans les 3 structures enregistrées dans I’hippocampe,
cependant elles apparaissent plus clairement et de maniere plus reproductible au niveau du SR CA1, nous
avons donc choisi d’effectuer I'analyse de ces activités uniguement dans cette structure. Ainsi, aprés avoir
analysé les composantes de fréquence, de durée et d’amplitude des « sharp waves », je n’ai pas distingué de
différence dans la fréquence (Fig. 41B) ou la longueur de ces activités (Fig. 41C) pour les tranches provenant
des souris WT et Na,1.1""*, En revanche, bien que les amplitudes ne donnent pas d’information précise dans
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les enregistrements en potentiel de champ, puisque le nombre de neurones environnant enregistré est
aléatoire, il semblerait tout de méme que I'amplitude des spikes soit significativement plus grande dans les
tranches des souris Na,1.1*"comparées aux WT (WT = 0,19+0,02 mV ; Nav1.1* = 0,38+0,02 mV / test U de
MannWhitney **p = 4.107) (Fig. 41D), suggérant une forme d’hyperexcitabilité.

Les graphiques utilisés dans la figure 41B, C et D sont des boites a moustaches ou « Box plots », représentant
les quartiles (divise les valeurs en 4 parts égales : 25%, 50%, 75% et 100%) et la médiane. Ce type de
graphiques sera utilisé par la suite dans d’autres analyses.
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Fig. 41 : Enregistrement en potentiel de champ des activités spontanées (sharp waves) dans des tranches Hippocampo-
Corticales des souris WT et Nav1.1*-dgées de 15 a 19 jours. A) Exemple représentatif des activités spontanées (potentiels de
champ) enregistrées au cours du temps dans le SR CA3, le SR CA1, Le SP CA1 et le cortex entorhinal (EC) dans une tranche de souris
WT (gauche) et de souris Nav1.1*/ (droite). B), C) et D) Box plots représentants les quartiles (divise les valeurs en 4 parts égales :
25%, 50%, 75% et 100%) et la médiane des valeurs. B) Box plots des fréquences des activités spontanées dans le SR CA1. C) Box
plots de la moyenne des durées des activités spontanées par tranche dans le SR CA1. D) Box plots de la moyenne des amplitudes
par tranche des activités spontanées dans le SR CA1.
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Tout comme pour les activités spontanées observées dans les tranches du modeéle de 'EGCF+, j’ai analysé
plus en détail les OHF des activités enregistrées dans le SR CA1 des tranches des souris WT et Nav1.1*". Jai
donc filtré les traces selon des gammes de fréquences physiologiques (40-200Hz), permettant la détection
de « ripples » et pathologiques, permettant la détection de « fast ripples » représentatives des activités
observées dans des foyers épileptiques (200-600Hz). Cependant, bien que nous ayons constaté des
« ripples » physiologiques la fois dans le SR CA1 des tranches WT et Nav1.1*" sans différences entre les deux
groupes (Aire des OHF filtrées a 40-200Hz WT : 0,15+0,01 ; Nav1.1*-: 0,14+0,01), nous ne constatons pas de
« fast ripples » pathologiques ni pour les tranches WT ni celles porteuses de la mutation (Aire des OHF filtrées
a 200-600Hz WT: 0,01+0,01; Nav1.1*: 0,01+0,02) (Fig. 42). Ces données suggérent que bien que I'on
constate une forme d’hyperexcitabilité dans I"hippocampe des souris mutantes comparées aux WT, les
activités ne possedent pas les caractéristiques pathologiques évidentes des activités épileptiformes.
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Fig. 42 : Analyse des Oscillations Haute Fréquences (OHF) des activités spontanées enregistrées dans le SR CA1.

A) Exemple représentatif d’une activité provenant du SR CA1 d’une souris WT filtrée entre 40 et 200 Hz (ripples), et filtrée
entre 200 et 600 Hz (fast ripples). B) Exemple représentatif d’une activité provenant du SR CA1 d’une souris Nav1.1*- filtrée
entre 40 et 200 Hz, et filtrée entre 200 et 600 Hz. C) Box plots des aires normalisés des activités spontanées aux fréquences
physiologiques (40-200 Hz) et pathologiques (200-600 Hz).L’aire des OHF est normalisé en enlevant le bruit potentiel et

par rapport a l'aire des activités spontanées non filtrées (se référer au matériel & méthodes).
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Ces données sont en accord avec I'idée que la mutation hétérozygote KO du gene Scnla, qui provoque une
altération de [lactivité des neurones GABAergiques et une perte d’inhibition cérébrale, favorise
I’hyperexcitabilité de I’hippocampe pour les souris Nav1.1*-en période pré-épileptique, bien que celle-ci ne
possede pas de caractéristiques des activités épileptiformes.

e Hyperexcitabilité induite de I’hippocampe en période pré-épileptique

L’hyperexcitabilité spontanée dans I'hippocampe des tranches du modele murin de SD n’étant pas
aussi évidente que dans le réseau TC du modele GEFS+, notre étudiant de master, Renaud Bussiére et moi-
méme avons décidé de poursuivre les expériences initiées par « Liautard et al., 2013 » qui consistaient a
appliquer une forte stimulation électrique au niveau du réseau de I’hippocampe afin de provoquer une
hyperexcitabilité que nous pouvons comparer dans les tranches Na,1.1*- et WT.

> Dans un premier temps, afin de vérifier que les connexions du réseau hippocampique soient intactes et de
trouver les meilleures conditions de stimulation (emplacement, intensité de stimulation), nous avons placé
I’électrode de stimulation au niveau des collatérales de Schaffer pour analyser la courbe de réponse, appelée
« input-output », des neurones a différentes intensités de courant, grace a une électrode d’enregistrement
placée au niveau du stratum pyramidale (SP). Les neurones pyramidaux de 'aire CA1 recevant la stimulation
vont donc y répondre en déchargeant et la sommation des PA des neurones proches de I'électrode donnera
un signal appelé « population spike » (PS) (Fig. 43A). Nous n’avons pas constaté de différence dans les
courbes « input-output » des tranches provenant des souris WT et Nav1.1*- (WT = 9 tranches, Na,1.1*"= 12
tranches ; 1 tranche par souris) (Fig. 43B). Pour la suite de I'expérience, nous avons utilisé I'intensité de
stimulation donnant une réponse maximale des neurones pyramidaux.
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Fig. 43 : Réponse des neurones pyramidaux CA1 suite aux stimulations électriques croissantes au niveau

des collatérales de Schaffer. A) Exemple représentatif des « population spikes » (PS) générés par les
neurones pyramidaux proches de I'électrode en réponse aux injections de courant d’intensité croissante au
niveau des collatérales de Schaffer. B) Courbe « input-output » de la moyenne des amplitudes des PS en
fonction du courant administré pour les tranches des souris WT et Nav1.1* prélevées entre P15-19.

(WT N : 9 tranches, Nav1.1*"N = 12 tranches, 1 tranche par souris) 108



Partie I : Etude de I'épileptogenése
SD : Période pré-épileptique

> Nous avons choisi d’appliquer une intense stimulation électrique, appelée « stimulation tétanique », afin
d’observer I'excitabilité du réseau neuronal. En effet, une telle stimulation provoque une bouffée de PA qui
se suivent étroitement. Chaque PA provoque la libération de neurotransmetteurs due a I'accumulation pré-
synaptique de Ca®*; lors du PA suivant du Ca?* s’ajoute a celui de I'impulsion précédente, augmentant ainsi
la libération des neurotransmetteurs. Ce phénomeéne de plasticité est appelé « potentialisation tétanique »
et peut varier en fonction de I'excitabilité du réseau.

Nous avons donc effectué une stimulation tétanique (100Hz) au niveau des collatérales de Schaffer et
enregistré la réponse au niveau du SP (méme positionnement des électrodes que pour la courbe « input-
output »). La réponse, composée d’une bouffée de pics (correspondant aux bouffées de PA de plusieurs
neurones proches de I'électrode d’enregistrement), est appelée « afterdischarge » ou « décharges post-
tétanique » (Fig. 44A).

L’étude des différents parameétres de décharges post-tétaniques a révélé plusieurs différences significatives
dans les réponses post-tétaniques enregistrées dans I"hippocampe des tranches provenant des souris WT et
Na,1.1*/. En effet, la latence entre le stimulus tétanique et le début de la réponse est plus courte dans
I’hippocampe des souris porteuses de la mutation comparé aux contréles (WT : 105+12 ms, Na,1.1*" : 68+11
ms ; test U de MannWhitney *p = 0,04) (Fig. 44B) et la durée de I'afterdischarge est significativement plus
longue dans les tranches des souris hétérozygotes comparé aux WT (WT : 224456 ms, Na,1.1* : 515462 ms ;
test U de MannWhitney **p = 5.10°3) (Fig. 44C). De plus le nombre de pointes composant I'afterdischarge est
significativement plus important dans les tranches Na,1.1*- comparé aux WT (WT : 2345 pointes, Na,1.1*/":
48+5 pointes ; test U de MannWhitney **p = 4.103) (Fig. 44D), similairement aux données obtenues dans
I"article de « ». Les amplitudes maximales des pointes sont également plus grandes pour
les tranches des souris hétérozygotes Na,1.1*- comparé aux WT (WT : 0,620,1 mV, Na,1.1*-: 1,9+0.3 mV;
test U de MannWhitney **p = 3.10°) (Fig. 44E).

Le réseau hippocampique dans les tranches de cerveau des souris possédant une mutation hétérozygote
invalidante du géne Scnla possede donc une hyperexcitabilité induite plus importante que les tranches des
souris controles durant la période pré-épileptique.

Ces résultats suggerent donc que dans le modele murin du SD durant la période précédant I'apparition des
crises, on observe déja des activités spontanées d’amplitude plus importante que pour les souris WT, mais
on dénote surtout une plus grande sensibilité au déclenchement de I’hyperexcitabilité dans I’hippocampe.
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Fig. 44 : Réponse des neurones pyramidaux CA1 suite a une stimulation électrique tétanique au niveau des collatérales de
Schaffer. A) Exemple représentatif des « afterdischarges » générées en réponse a une stimulation tétanique dans une tranche
provenant d’une souris WT et d’une souris Nav1.1* prélevées entre P15-19. B) Box plots des latences entre la stimulation et le
début des « afterdischarges ». C) Box plots des durées des « afterdischarges ». D) Box plots du nombre de pics composant les
« afterdischarges ». E) Box plots des amplitudes du pic le plus grand a I'intérieur des « afterdischarges ».
(WT N : 9 tranches, Nav1.1* N = 12 tranches, 1 tranche par souris)
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2. Effet de la CCK sur I'hyperexcitabilité de I'hippocampe en période pré-
épileptique

La Cholecystokinine (CCK) est un peptide permettant de réguler la prise alimentaire au niveau gastro-
intestinal, mais elle est également présente au niveau du cerveau. Comme nous l'avons vu dans
I'introduction, ce peptide libéré par les interneurones CCK+, exerce un effet excitateur sur les interneurones
Parvalbumine (PV+) qui sont fortement impactés par la troncation du
géne Scnla . De plus, des résultats préliminaires obtenus par d’autres membres du
laboratoire ont montré que, dans le modele murin du SD, bien que I'on ait une diminution de I'excitabilité
des interneurones PV+, on a en revanche une surprenante augmentation de I'excitabilité des interneurones
CCK+ caractérisée par une augmentation de I'amplitude des PA dans des enregistrements de patch-clamp
réalisés sur tranches d’hippocampe (non montrés). Nous supposons que I’hyperexcitabilité des interneurones
CCK+ puisse étre due a des mécanismes de compensation ayant pour but de tenter de contrebalancer
I’hypoexcitabilité des autres interneurones en augmentant |'effet excitateur sur les interneurones PV+. Nous
avons donc émis I"hypothése que la CCK pourrait potentialiser I'activité des neurones PV+, initialement
perturbée par la mutation KO du géne Scnla, et réduire I'hyperexcitabilité observée dans les tranches
d’hippocampe des souris Na,1.1*".

Nous avons évalué |'effet de I'administration de CCK sur I'excitabilité induite dans I’hippocampe. Pour cela,
les tranches de cerveau Hippocampo-Corticales des souris Na,1.1*- et WT ont été perfusées avec une solution
contenant 100uM de CCK et I'effet de ce traitement sur les décharges post-tétaniques a été analysé a
différents temps (voir matériel & méthodes).

La courbe « input-output » a été réalisée comme précédemment sur les tranches des souris WT et Na,1.1*"
(WT = 5 tranches, Na,1.1* = 7 tranches ; 1 tranche par souris) et I'intensité de courant permettant une
réponse optimale a été utilisée pour effectuer des stimulations tétaniques avant administration de la CCK,
puis apres 1h, 1h30 et 2h de perfusion avec 100uM de CCK.

De maniére intéressante, les résultats obtenus apres 2h de traitement avec la CCK montrent une réduction
significative de la durée de la réponse post-tétanique pour les tranches provenant des souris Na,1.1*
(Nay1.1*" T=0: 600+90 ms ; T=2h : 349+80 ms ; test U de MannWhitney p* = 0,04), au point de ne plus avoir
de différence avec la durée de réponse dans les tranches WT (Nay1.1*/ T=2h : 349480 ms ; WT T=2h ; 289+25
ms) (Fig. 45B).

Il en est de méme avec le nombre de pics contenus dans I'afterdischarge, qui est réduit significativement au
cours du traitement dans les réponses des souris mutantes (Na,1.1*" T=0: 5745 pics ; T=2h : 2948 pics ; test
U de MannWhitney p* = 0,01), pour atteindre le méme nombre que dans les réponses des souris controles
(Nay1.1* T=2h : 2948 pics ; WT T=2h : 2948 pics) (Fig. 45C).

Nous ne constatons aucune variation dans les parameétres de réponse des tranches WT au cours du temps de
traitement avec la CCK. La latence semble ne pas varier non plus pour les tranches Na,1.1*" (Fig. 45A) et en
ce qui concerne I'amplitude, bien qu’il semble y avoir une réduction de la taille maximale des pics enregistrés
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dans I’hippocampe des souris porteuses de la mutation au cours du temps de traitement, elle n’est pas

significative (Fig. 45D).

Des expériences controles sans administration de CCK ont également permis de vérifier que le temps
d’incubation des tranches n’avait pas d’effet sur les réponses post-tétaniques (résultats non montrés).
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Fig. 45 : Effet de la Cholecystokinine (CCK-8S) sur les « afterdischarges » enregistrées dans le stratum pyramidale CA1
suite a une stimulation tétanique au niveau des collatérales de Schaeffer. A) Courbes des latences moyennes entre la

stimulation et « I'afterdischarge » en fonction du temps de traitement avec la CCK-8S. B) Courbes des durées moyennes des

« afterdischarges » en fonction du temps de traitement. C) Courbes de la moyenne du nombre de pics dans les

« afterdischarges » en fonction du temps de traitement. D) Courbes de la moyenne des amplitudes maximums des

« afterdischarge » en fonction du temps de traitement. (WT N : 9 tranches, Nav1.1*-N = 12 tranches, 1 tranche par souris)

Ces résultats montrent que la CCK permet de restaurer I'hyperexcitabilité induite a un niveau physiologique

dans I'hippocampe du modele murin du SD durant la période pré-épileptique.
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3. Etude du réseau Hippocampo-Cortical in vivo

Nous avons choisi de poursuivre I'investigation du réseau Hippocampo-Cortical sur un modele plus
intégré en enregistrant 'activité de I'hippocampe et du cortex in vivo en potentiel de champ, sur des souris
anesthésiées a I'uréthane (voir matériel et méthodes). En effet I'uréthane, utilisé dans de nombreuses études
sur I'épilepsie (Campbell and Holmes, 1984; Veliskova et al., 1991; Stringer and Sowell, 1994; Khazipov and
Holmes, 2003; Canan et al., 2008; Slais et al., 2008; de Guzman et al., 2010; Hotta et al., 2010), mime I'état
de sommeil lent enregistré par EEG (Clement et al., 2008). Nous nous sommes basés sur I'article de « Stasi et
al., 2016 » réalisé sur le méme modele murin que le nétre en période pré-épileptique, qui n’a pas révélé de
différence entre les activités enregistrées en potentiel de champ au niveau du cortex des souris Na,1.1*/" et
WT (Stasi et al., 2016). Cependant, nous pouvons supposer que la mutation pouvait entrainer une altération
de I'activité au niveau de I’hippocampe, puisque dans nos expériences et dans I'étude de « Liautard et al,,
2013 » nous avons vu une hyperexcitabilité dans cette structure sur les enregistrements en tranche en
période pré-épileptique et des activités pré-ictales précoces dans I'hippocampe lors d’enregistrements in
vivo.

L'activité de I'hippocampe et du cortex des souris agées de 16 a 19 jours a été enregistrée et analysée a la
température corporelle physiologique de 37°C et la température fébrile de 41°C. L'enregistrement du cortex
nous a servi de controle afin de voir si nous obtenions les mémes résultats que ceux de I'article de « Stasi et
al., 2016 ». La fréquence respiratoire a été controlée durant toute la durée de I'expérience (WT = 10 souris,
Na,1.1*= 10 souris).

Alafin de I'enregistrement, nous avons appliqué une longue stimulation (60s, 40uA) provoquant une brulure,
afin de marquer la zone d’enregistrement de I’hippocampe et d’effectuer des tranches pour vérifier la
localisation de I’électrode. Dans toutes les tranches dont les activités ont été analysées, I'électrode était
localisée au niveau du Stratum Radiatum (SR) entre la zone CA1 et le gyrus denté (Fig. 46).

Fig. 46 : Photo (x4) représentative de la zone d’enregistrement en potentiel de champ dans
I’hippocampe des souris dgées de 16 a 19 jours. Une longue stimulation électrique (60s a 40uA) a

permis de bruler la zone ot I’électrode était implantée : au niveau du stratum radiatum CA1. 113



Partie I : Etude de I'épileptogenése
SD : Période pré-épileptique

Tout comme dans l'article de « », nous observons des activités spontanées dans le cortex
des souris WT et Na,1.1* et nous observons également des activités spontanées dans I’hippocampe des deux
groupes de souris qui sont synchronisées avec les activités du cortex (Fig. 47). Les activités détectées dans
I’hippocampe ont toujours une composante négative alors que les activités enregistrées dans le cortex ont
principalement une composante positive.

Hippocampe *“a WW‘ W‘Mq )
W % V M W W ﬂ\m\ﬂ\"%
|

Cortex \JN'NI r M«;‘MJMN M"\ WMWM“M j‘l'u»‘WM N w

Fig. 47 : Exemple représentatif des activités spontanées enregistrées in vivo en potentiel de champ dans I’hippocampe
et le cortex des souris WT et Na,1.1*/. Les activités détectées dans I’hippocampe sont synchrones avec les activités
détectées dans le cortex. WT N = 15souris / Nav1.1*- N = 15 souris

Aucune variation significative de la fréquence respiratoire des animaux n’a été observée entre la température
physiologique (37°C) et 'augmentation de la température corporelle a 41°C que ce soit pour les souris WT
(37°C:3,5+0,08 Hz ; 41°C : 3,8+0,15 Hz ; test t de Student > 0,05) ou porteuses de la mutation (37°C : 3,3+0,12
Hz ; 41°C: 3,6+0,08 Hz; test t de Student > 0,05), reflétant la stabilité des signes vitaux des animaux.

Comme nous I'espérions, dans le cortex nous n’observons aucune différence entre les activités spontanées
des souris WT et Na,1.1*" & la température physiologique de 37°C, similairement aux données publiées par
« », et nous n’avons distingué aucune différence dans les mémes parametres entre les deux
groupes de souris lorsque la température est augmentée a 41°C (résultats non présentés).

Dans I'hippocampe, lorsque I'on compare les paramétres des activités des souris WT et Na,1.1*- & 37°C, nous
n’observons pas de différence dans les différents parameétres analysés des activités spontanées (aire, durée,
amplitude et fréquence). Nous n’observons pas non plus de différence de ces paramétres pour les activités
des souris WT et Na,1.1* enregistrées a 41°C (test t de student > 0.05 ; se référer au tableau de la figure 48).

Nous n’observons aucune variation significative de ces parametres pour les souris WT lorsqu’on augmente
leur température corporelle de 37 a 41°C (test t de student > 0.05 ; se référer au tableau de la figure 48 et a
la figure 49 A a D). Il en est de méme pour les souris porteuses de la mutation Na,1.1*, pour lesquelles
I'augmentation de la température corporelle n’induit pas de variation des activités enregistrées dans
I'hippocampe (test t de student > 0.05 ; se référer au tableau de la figure 48 et a la figure 49 E a H).
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Aire (ms.mV)
Durée (ms)
Amplitude (mV)
Fréquence (Hz)
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WT (N=10 souris)

Nav1.1”/* (N=10 souris)

37°C | 41°C 37°C ] 41°C
407.42£56.18  431.64+4582 | 464.93+69.2  534.96:+94.07
1108.97£95.54  1136.87+100.71 | 1196.51+97.88  1247.87+115.01
0.889 + 0.094 0.874 £ 0.064 0.937 £ 0.109 0.982 £ 0.122

0.3531+0.0293

0.362 £ 0.0288

0.449 £ 0.0583

0.4133 £ 0.0508

Fig. 48 : Tableau statistique de I'analyse des différents paramétres des activités spontanées enregistrées dans

Phippocampe des souris WT et Na.,1.1*/- dgées de 16 a 19 jours. Moyenne de différents paramétres * erreur

standard : I'aire des activités (qui est proportionnelle a la durée et I'amplitude), la durée exprimée en ms, 'amplitude

exprimée en mV et la fréquence exprimée en Hertz (Hz). Les résultats sont montrés pour les souris WT (N = 10) et les

souris Nay1.1* (N = 10) a la température physiologique de 37°C et & la température fébrile de 41°C.
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Fig. 49 : Box Plots représentants les différents paramétres analysés pour les activités spontanées enregistrées dans I’hippocampe des

souris WT et Na,1.1*- Ggées de 16 & 19 jours. Box Plots bleus : température corporelle & 37°C ; Box Plots roses : température corporelle

a41°C/ Haut : Représentation de I'analyse de I'aire, la durée, I'amplitude et la fréquence des activités spontanées enregistrées dans les

hippocampes des souris WT en fonction de I'augmentation de la température corporelle de 37 a 41°C / Bas : Représentation de I'analyse

de l'aire, la durée, I'amplitude et la fréquence des activités spontanées enregistrées dans les hippocampes des souris Na,1.1* en

fonction de 'augmentation de la température corporelle de 37 @ 41°C. WT N = 10 souris, Nav1.1*/* N = 10 souris.
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Les analyses du spectre de puissance (répartition de la puissance de ces activités en fonction de différentes
bandes de fréquence) ne montrent pas de différence lorsqu’on compare les activités des souris WT et des
souris Na,1.1*- dans le cortex et dans I’hippocampe que ce soit a 37°C et a 41°C (test U de Mann Whitney >
0.05 et test de Kolmogorov-Smirnov > 0.05 ; se référer au tableau de la figure 50).

L'effet de 'augmentation de la température corporelle a été analysé sur le spectre de puissance de chaque
groupe d’animaux dans le cortex et dans I"hippocampe. Ainsi dans le cortex nous n’avons pas constaté de
différence significative a 37°C et a 41°C pour les spectres de puissance des souris WT analysés aux différents
intervalles de fréquences, tout comme pour les souris Na,1.1*/ (test U de Mann Whitney > 0.05 et test de
Kolmogorov-Smirnov > 0.05 ; se référer au tableau A. de la figure 50), ce qui est en accord avec les résultats
obtenus dans |'article de « Stasi et al., 2016 ». Au niveau de I’hippocampe, nous n’avons pas non plus constaté
de différences significatives (test U de Mann Whitney > 0.05 et test de Kolmogorov-Smirnov > 0.05 ; se référer
au tableau B. de la figure 50) entre les spectres de puissance analysés a 37°C et a 41°C pour les souris WT
représentés entre 0.1 et 100 Hz (Fig. 51A), entre 100 et 200 Hz (Fig. 51B) et entre 200 et 300 Hz (Fig. 51C),
tout comme pour les souris Na,1.1* (Fig. 51 D, E et F).

A. Cortex
Bande de WT (N=10 souris) Nav1.17+(N=10 souris)

fréquences (Hz) 37°C | 41°C 37°C | 41°C
0.5-1 0.26259 + 0.03484 0.37057 £0.04577 0.20021 + 0.04044 0.31299 £ 0.04936
2-4 0.03673 £ 0.00538 0.04251 £ 0.00780 0.02895 £ 0.00550 0.04806 £ 0.00686
4-8 0.00996 £ 0.00164 0.01520 £ 0.00339 0.00681 +0.00138 0.01231 £0.00187
8-14 0.00317 £ 0.00047 0.00321 £ 0.00055 0.00214 +0.00041 0.00320 £ 0.00058
30-90 0.00019 £ 0.00003 0.00018 £ 0.00004 0.00011 = 0.00002 0.00015 £ 0.00003
100-200 0.01001 + 0.00001 0.01001 = 0.00001 0.01002 + 0.00002 0.01003 £+ 0.00001
200-300 0.01003 = 0.00001 0.01002 + 0.00001 0.01004 + 0.00001 0.01001 + 0.00001

B Hippocampe
* Bandede WT (N=15 souris) Nav1.17* (N=15 souris)

fréquences (Hz) 37°C | 41°C 37°C | 41°C
0.5-1 0.33453 £ 0.03614 0.45038 £ 0.05076 0.29875 = 0.03505 0.35896 £ 0.04478
2-4 0.02452 + 0.00406 0.03039 £ 0.00528 0.01659 *+ 0.00206 0.02698 +0.00467
4-8 0.00626 + 0.00115 0.01444 + 0.00300 0.00502 +0.00059 0.01063 £ 0.00276
8-14 0.00316 = 0.00057 0.00432 + 0.00086 0.00244 + 0.00034 0.00340 £+ 0.00063
30-90 0.00028 + 0.00005 0.00039 * 0.00006 0.00031 + 0.00005 0.00035 *+ 0.00006
100-200 0.01002 £ 0.00001 0.01001 £ 0.00001 0.01003 = 0.00001 0.01002 £ 0.00001
200-300 0.01003 £+ 0.00001 0.01001 £ 0.00001 0.01002 = 0.00001 0.01002 £ 0.00001

Fig. 50 : Tableau statistique de I'analyse des puissances normalisées des activités en fonction de différentes

bandes de fréquences. A) Puissances normalisées des potentiels enregistrés dans le cortex des souris WT et Nay1.1*"

aux températures corporelles de 37°C et 41°C. B) Puissances normalisées des potentiels enregistrés dans les

hippocampes des souris WT et Nav1.1* aux températures corporelles de 37°C et 41°C. Les puissances sont exprimées

en Unités arbitraires + Erreur standard et sont analysées dans différences bandes de fréquences : 0.5 a 1 Hz, 2 a 4
Hz, 4 a 8Hz, 8 a 14 Hz, 30 a 90 Hz, 100 a 200 Hz et 200 a 300 Hz.
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Fig. 51 : Puissances spectrales analysées a 37°C et & 41°C dans les hippocampes des souris WT et Nav1.1+/- représentées a 3
intervalles de fréquences. Courbes bleues : température corporelle a 37°C; courbes roses : température corporelle a 41°C / Haut :
Représentation de la puissance spectrale des potentiels enregistrés dans les hippocampes des souris WT, représentés entre 0.1 et 100
Hz (A), entre 100 et 200 Hz (B) et entre 200 et 300 Hz (C) / Bas : Représentation de la puissance spectrale des potentiels enregistrés
dans les hippocampes des souris Nav1.1*", représentés entre 0.1 et 100 Hz (D), entre 100 et 200 Hz (E) et entre 200 et 300 Hz (F). WT

N = 10 souris, Na,1.1*- N = 10 souris.

D’apres ces résultats, les activités spontanées enregistrées dans le cortex et I’hippocampe du modéle murin
du SD ne présentent pas de propriétés épileptiformes, de plus dans nos conditions expérimentales nous ne
constatons donc pas de différences entre les activités spontanées du cortex et de I'hippocampe des souris

WT et porteuses de la mutation Na,1.1*- durant la période pré-épileptiques.

Ces résultats seront bientot soumis sous forme d’article pour publication (Lavigne et al., 2016).

117




Partie Il :

Etude de I'épilepsie
chronique sur le modele
murin du SD




Partie Il : Etude de I'épilepsie chronique sur le modéle murin du SD

Dans un second temps, je me suis intéressé a la période d’'épilepsie chronique du modéele murin du
SD, en recherchant le meilleur modele d’étude in vitro sur tranches de cerveau pour étudier I'effet
d’éventuels traitements. Nous utilisons des tranches d’hippocampe prélevées sur des souris porteuses de la
mutation hétérozygote KO pour le géne Scnla et sur des souris WT agées de 30 a 36 jours.

L’hyperexcitabilité spontanée est rarement observable sur des tranches de cerveau enregistrées en potentiel
de champ, aussi nous avons choisi de comparer différentes solutions favorisant I’hyperexcitabilité, afin de
trouver le modele d’induction d’activités épileptiformes in vitro (présentant des caractéristiques d’activités
enregistrées sur I'EEG de patients épileptiques) optimal pour étudier spécifiquement le modele murin du SD
et pouvoir tester I'efficacité de traitements potentiels :

- Des études réalisées sur des tranches d’hippocampe ont montré que la perfusion avec une solution
contenant une forte concentration de K* induisait des décharges épileptiformes
. Cela est d( au fait qu’a I'état de repos, les
neurones ont une concentration de potassium intracellulaire d’environ 140 mmol/L alors qu’elle n’est
que de 5 mmol/L dans le milieu extracellulaire ; donc 'augmentation de K* extracellulaire va entrainer la
dépolarisation du neurone et le déclenchement de PA qui conduit donc a I'induction d’hyperexcitabilité.
- L'absence de Mg? dans les solutions perfusant les tranches d’hippocampe provoque également
|"apparition d’activités épileptiformes .
Le Mg?* au niveau cérébral a pour réle physiologique de bloquer les récepteurs canaux NMDA, qui sont
des récepteurs permettant I'entrée de Ca®* dans les neurones et la sortie de K* lorsque du glutamate ou
de la glycine se fixe dessus, favorisant donc I’excitabilité des neurones. Le Mg** libére le canal lorsqu’un
seuil de dépolarisation est atteint. La perfusion des tranches avec une solution sans Mg?* permet donc
aux récepteurs NDMA d’étre activables sans notion de seuil, entrainant une hyperexcitabilité des
neurones et donc du réseau.
- La 4-Aminopyridine (4-AP) est un bloqueur des canaux K* favorisant I'augmentation de I'excitabilité des
neurones excitateurs et inhibiteurs connu pour induire des décharges épileptiformes in vitro
. Une étude réalisée récemment au laboratoire a montré que la perfusion des
tranches Hippocampo-Corticales avec de la 4-AP induit I'apparition d’activités ressemblant a des activités
« interictales » dans le SR CA1 de I'hippocampe, d’activités ressemblant a des activités « ictales » dans le
CE des tranches des souris WT et Na,1.1*, mais également des activités spécifiques, appelées « activités
multicomponents », uniquement dans le cortex des souris mutantes

J'ai donc comparé I'effet d’une solution de LCSa contenant une forte concentration de K* (LCSa high K+), a
une solution de LCSa sans Mg?* (LCSa Mg* free) et a de la 4-AP en enregistrant |'activité du réseau
Hippocampo-Cortical sur des tranches de cerveau grace a des électrodes en potentiel de champ.
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1. Perfusion des tranches Hippocampo-Corticales avec du « LCSa High-K+ »

Jai évalué I'effet d’'une solution de LCSa contenant une forte concentration de K* sur le réseau
Hippocampo-Cortical prélevé sur le modele murin du SD et des souris WT agées de 30 a 35 jours (voir matériel
& méthodes).

Les tranches de cerveau ont été perfusées avec du LCSa contenant soit 9mM, soit 12mM de potassium (la
concentration physiologique extracellulaire étant de 5mM) et I'effet a été enregistré dans différentes
structures de I'hippocampe (SR CA3, SR CA1, SP CA1l) et dans le CE a différents temps jusqu’a 1h30 de
perfusion (WT : N=4, Na,1.1*/ : N=4 ; 1 tranche par souris).

Malheureusement, bien que je constate de I'hyperexcitabilité (bouffées de décharges) dans certaines
tranches WT et Na,1.1*- a partir de 15 min de perfusion avec les 2 concentrations utilisées, celle-ci est trés
aléatoire au cours du temps et entre les différentes tranches. De plus, le traitement induit des dépressions
envahissantes dans toutes les tranches, qui correspondent a des vagues de dépolarisation dues a une
hyperexcitabilité qui se propage suivit d’une vague d’inhibition (Fig. 52).

SR CA3 ‘

dépression envahissante

SP———

SR CA1
hyperexcitabilité

‘ / :
SP CAl / §|m
/

. M
hyperexcitabilité

Fig. 52 : Exemple représentatif de I'’enregistrement des activités spontanées dans le réseau Hippocampo-Cortical
soumis a du « LCSa High-K* ». Enregistrement en potentiel de champ du SR CA3, du SR CA1, du SP CA1 et du CE dans
lesquels on peut voir la présence de bouffées de décharges suivies d’une dépression envahissante.

La grande variabilité des résultats et la succession des dépressions envahissantes rendent les résultats
difficiles a analyser et suggére que la perfusion de LCSa contenant une forte concentration de K* (9 ou 12
mM) n’est pas un modele d’induction d’hyperexcitabilité convenable pour I'étude du réseau Hippocampo-
Cortical sur le modéle murin du SD.
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2. Perfusion des tranches Hippocampo-Corticales avec du « LCSa Mg?** free »

Le modéle de perfusion des tranches avec du LCSa sans Mg?* a ensuite été testé. Nous avons perfusé
les tranches Hippocampo-Corticales prélevées sur les souris mutantes et contréles entre 30 et 35 jours avec
du LCSa dépourvu de Mg?* (LCSa Mg?* free) et observé I'effet induit dans le SR CA1 de I'hippocampe et le CE
au cours du temps (de 5 min a 2h30 de traitement ; voir matériel & méthodes).

De maniére intéressante, on constate I'apparition d’hyperexcitabilité dans les tranches WT et Na,1.1*"
perfusées avec le « LCSa Mg? free » (WT : N = 7 souris, 23 tranches ; Na,1.1*": N = 6 souris, 21 tranches). En
effet, on voit apparaitre des activités semblables aux « multicomponents » dés 20 min de traitement dans le
CE, puis a partir de 30 min on constate les premieres activités ressemblant aux activités « ictales » dans le SR
CA1 et le CE, et des activités semblables aux « interictales » apparaissent plus tardivement de maniéere
réguliere ou par bouffées dans le SR CAl, apres 1h de traitement (Fig. 53). Ces 3 types d’activités se
retrouvent dans toutes les tranches, cependant ces activités ne semblent pas suivre de chronologie
particuliére et sont tres variables au cours du temps, car tout au long du traitement elles peuvent apparaitre,
disparaitre, étre présentes toutes les 3 au méme moment, ou une seule a la fois.

fEl hiw w711

"Multicomponents" "Ictal" "Multicomponents"

SR CA1

>
g
~
40 sec

Bouffée "d'interictales"

Fig. 53 : Exemple représentatif de I’enregistrement des activités spontanées dans le réseau Hippocampo-
Cortical soumis & du « LCSa Mg?: free ». Enregistrement en potentiel de champ du CE et du SR CA1 ; On peut
voir des activités « multicomponents » dans le CE, ainsi qu’une activité « ictale » et une bouffée d’activités
« interictales » dans le SR CA1 en méme temps que l'activité « ictale » observée dans le CE.

La fréquence et la durée des activités de type « multicomponents » et « interictales » ne révelent aucune
différence entre les tranches WT et Na,1.1*/ (Fig. 54A, B, C et D). De maniére similaire, la durée des activités
de type « ictales » ne présentent pas non plus de différence entre les deux groupes (Fig. 54E). La fréquence
des activités « interictales » n’a pas été analysée car ces activités sont trop peu fréquentes par rapports aux
temps d’enregistrements (séquences de 10 min d’enregistrement).
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Fig. 54 : Analyse des activités induites par le « LCSa Mg?* free ». A) et B) Box plots des durées moyennes et de
la fréquence des « interictales » par tranche. C) et D) Box plots des durées moyennes et de la fréquence des

« multicomponents » par tranche. E) Graphique des durées moyennes des activités « ictales » par tranches.
(WT : N = 7 souris, 23 tranches ; Nay1.1*/-: N = 6 souris, 21 tranches)

Ce modele d’induction d’hyperexcitabilité ne permet pas de révéler de différence entre le modéle murin du
SD et les tranches provenant des souris controles. Ce n’est donc pas un bon modéle pour étudier les

modifications induites par la mutation KO du gene Scnla.
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3. Perfusion des tranches Hippocampo-Corticales avec de la 4-AP

Afin de poursuivre la caractérisation des activités induites par la perfusion de tranches Hippocampo-
Corticales avec de la 4-AP initiée par « Liautard et al., 2013 », j’ai prélevé des tranches de cerveau sur des
souris Na,1.1* et WT agées de 30-35 jours (WT : N = 5 tranches, 3 souris ; Na,1.1* : N = 8 tranches, 3 souris),
je les ai perfusé avec de la 4-AP et j'ai observé les activités dans le SR CAl et dans le CE entre 30 min et 1h30
de traitement (voir matériel & méthodes).

Les analyses montrent que les activités « interictales » se retrouvent dans toutes les tranches des souris WT
et Na,1.1*" et les activités « ictales » se retrouvent dans toutes les tranches WT et dans 6 tranches Na,1.1*
sur 8. Les activités « multicomponents » sont observables dans 4 tranches Na,1.1*/ sur 6 (Durée moyenne =
1,89+0,06 s ; Fréquence = 0,3+0,08 activité/s), alors qu’il n’y en a pas dans les tranches WT (Fig. 55C). Je ne
constate aucune différence entre les tranches provenant des souris mutantes et contréles pour la fréquence
ou la durée des activités de type « interictales » (Fréquence : WT = 0,6%0,2 activité/s, Na,1.1*- = 0,8+0.2
activité/s ; Durée : WT = 0.32+0.06 s, Na,1.1*- = 0.28+0.04 s) (Fig. 55A), ni pour la durée des activités de type
« ictales » (Durée : WT =40+7 s, Na,1.1*/ = 4448 s) (Fig. 55B). La fréquence des activités « ictales » est difficile
a analyser, car elles ne sont pas trés fréquentes par rapport au temps d’enregistrement (environ 10 min par
enregistrement).
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Fig. 55 : Analyse des activités induites par la 4-AP. A) Gauche : Graphique du pourcentage des tranches traitées
exprimant des activités « interictales » ; milieu : Box plots de la fréquence des « interictales » par tranche ; droite : Box
plots de la durée moyenne des activités « interictales » par tranche. B) Gauche : Graphique du pourcentage des tranches
traitées exprimant des activités « ictales » ; droite : Box plots de la durée moyenne des activités « ictales » par tranche.
C) Graphique du pourcentage des tranches traitées exprimant des activités « multicomponents ».

(WT N = 3 souris, 5 tranches ; Nay1.1*- N = 3 souris, 8 tranches) 173
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Pour les tranches WT et Na,1.1*/, les activités « interictales » sont présentes dans le SR CA1 (et parfois
détectables dans le CE) dés 30 min jusqu’a 1h30 de traitement avec la 4-AP. Les activités « ictales » dans le
CE des tranches WT sont également détectables tout au long de I'observation (30 min a 1h30). En revanche,
les activités « ictales » dans le CE des tranches Na,1.1* sont détectables dés 30min mais ne sont plus
présentes au-dela de 1h, alors que les activités « multicomponents » ne commencent a étre détectées dans
le CE des tranches des souris mutantes qu’a partir de 50 min de traitement (Fig. 56). D’aprés mes
observations, il semblerait qu’en fonction du temps de traitement avec la 4-AP, les activités « ictales »
laissent progressivement place aux activités « multicomponents » dans les tranches des souris mutantes.
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Fig. 56 : Exemples représentatifs des activités induites par la 4-AP. A) Exemple des activités observées dans une tranche WT
entre 30 min et 1h30 de traitement : on voit une activité « ictale » dans le CE et des activités « interictales » dans le SR CA1. B)
Haut : exemple des activités observées dans une tranche Na,1.1* entre 30 et 50 min de traitement : on voit une activité
« ictale » dans le CE et des activités « interictales » dans le SR CA1; Milieu : exemple des activités observées dans une tranche
Nay1.1* entre 50 min et 1h de traitement : on voit une activité « ictale » et I'apparition de « multicomponents » dans le CE et
des activités « interictales » dans le SR CA1 ; Bas : exemple des activités observées dans une tranche Nav1.1%~ entre 1h et 1h30
de traitement : on voit des « multicomponents » dans le CE et des activités « interictales » dans le SR CAL.
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Au vu de ces résultats, la 4-AP semble étre un meilleur modéle d’induction d’hyperexcitabilité sur tranches
que le « High-K* » ou le « Mg?* free » pour étudier I'excitabilité du réseau Hippocampo-Cortical dans le
modele du SD et donc pour visualiser I'effet de différents traitements.

4. Effet de la CBZ sur le modeéle d’induction d’hyperexcitabilité « 4-AP »

Afin de vérifier la validité de ces conditions expérimentales pour I'étude de I'effet de traitements sur
le modele du SD, aprés 1h30 de traitement avec la 4-AP nous avons décidé de perfuser les tranches avec de
la 4-AP + carbamazépine (CBZ) durant 1h (voir matériel & méthodes ; WT : N = 3 souris, 5 tranches ; Na,1.1*/":
N = 3 souris, 6 tranches). Cet antiépileptique a un effet aggravant sur les crises des patients atteints du SD.
Nous supposons donc que l'application de CBZ peut entrainer une augmentation de |’hyperexcitabilité
induite par la 4-AP dans les tranches porteuses de la mutation Na,1.1*".

D’apreés les analyses, la CBZ n’a pas d’effet sur les activités de type « interictales » induites par la 4-AP dans
les tranches WT (Fig. 57A), ce qui est en accord avec I'article de « » qui avait déja
montré que la CBZ n’avait pas d’effet sur ces activités induites par la 4-AP dans des tranches d’hippocampe
de rats. En revanche elle modifie les caractéristiques des activités « interictales » des tranches Na,1.1* en
augmentant leur fréquence (4-AP = 0,7+0,1 activités/s; 4-AP + CBZ = 1,50,3 activités/s; test U de
MannWhitney p* = 0,02) et en diminuant leur durée (4-AP = 0,28+0,04 s ; 4-AP + CBZ = 0,15+0,02 s ; test U
de MannWhitney p* = 0,04) (Fig. 57D).

La CBZ réduit les activités « ictales » dans les tranches des souris WT et Na,1.1*". En effet, le traitement avec
la 4-AP avait engendré l'apparition de ce type d’activité dans toutes les tranches WT (N=5) et aprés
traitement avec la 4-AP + CBZ on ne retrouve plus que des activités « ictales » dans 2 tranches WT sur 5
(réduction non significative p = 0,06) et leur durée moyenne est moins longue qu’avant le traitement a la CBZ
(4-AP = 4047 s ; 4-AP + CBZ = 22+0,6 s ; test U de MannWhitney p* = 0,03). Pour les tranches Na,1.1*, la 4-
AP avait induit 'apparition d’activités « ictales » dans 6 tranches sur 8 et le traitement a la CBZ les a
totalement fait disparaitre (test U de MannWhitney p** = 0,008) (Fig. 57B et E).

De maniére surprenante, suite a I'administration de 4-AP + CBZ on note une apparition d’activités de type
« multicomponents » dans 3 tranches WT sur 5, alors qu’il n’y en avait pas initialement avec la 4-AP seule,
bien que ces résultats ne donnent pas de différence significative (test U de MannWhitney p = 0,06) (Fig. 57C).
Dans les tranches des souris mutantes, il n’y a pas de changement des activités de type « multicomponent »
(Fig. 57F).
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Fig. 57 : Analyse des activités induites par la 4-AP + CBZ. A), B) et C) Analyse des activités dans les tranches WT avant et apres
ajout de la CBZ. D), E) et F) Analyse des activités dans les tranches Na,1.1*- avant et aprés ajout de la CBZ. A) et D) Gauche :
Graphique du pourcentage des tranches traitées exprimant des activités « interictales », milieu : Box plots de la fréquence des
« interictales » par tranche, droite : Box plots de la durée moyenne des activités « interictales » par tranche. B) et E) Graphique du
pourcentage des tranches traitées exprimant des activités « ictales » et Box plots de la durée moyenne des activités « ictales » pour
les tranches WT. C) et F) Graphique du pourcentage des tranches traitées exprimant des activités « multicomponents », et pour les
tranches Na,1.1*/ : Box plots de la fréquence et de la durée moyenne des activités « multicomponents » par tranche.
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Alors que l'on s’attendait a une aggravation de I'hyperexcitabilité dans les tranches provenant des souris
mutantes, comme c’est le cas chez les patients atteints du SD, la CBZ semble ne pas avoir d’effet aggravant
sur I’"hyperexcitabilité induite par la 4-AP dans ces tranches. En effet, suite a I'hyperexcitabilité induite dans
les tranches des souris mutantes, la CBZ provoque un changement de rythme des activités « interictales » et
une abolition des activités «ictales», en revanche elle n’a pas d’effet sur les activités de type
« multicomponent » qui sont spécifiques des tranches porteuses de la mutation. De plus, bien que la CBZ
réduise également les activités « ictales » dans les tranches WT, elle provoque |'apparition d’activités
« multicomponents », induisant donc une nouvelle forme d’hyperexcitabilité dans les tranches contréles
initialement soumises a la 4-AP.

Ces résultats révelent donc qu’il est difficile d’utiliser les conditions expérimentales d’induction
d’hyperexcitabilité ex vivo sur ce modéle murin pour reproduire I’hyperexcitabilité cérébrale observée chez
les patients atteints du SD et pour étudier I'effet de différents traitements.

Pour la derniere partie de ma these, portant sur le développement d’une nouvelle stratégie visant a réduire
I’hyperexcitabilité cérébrale, nous avons préféré utiliser un modele d’étude plus intégré en observant
directement I'effet de ce « traitement » sur les crises in vivo dans un premier temps. L'utilisation des tranches
de cerveau pourra cependant fournir des informations complémentaires de I'impact de cette stratégie sur
les mécanismes du réseau dans des expériences futures.
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I’hyperexcitabilité cérébrale dans le modeéle murin du SD

Le SD étant une épilepsie génétique pharmaco-résistante avec un phénotype sévere, nous avons choisi
son modeéle murin pour tester une nouvelle stratégie visant a réduire I’hyperexcitabilité cérébrale
responsable de la génération des crises épileptiques. Cette épilepsie est due a une mutation perte de fonction
du canal Na,1.1 affectant spécifiquement les neurones inhibiteurs. Nous avons donc pour but de controler
I'excitabilité du réseau cérébral en réduisant spécifiquement I'activité des neurones excitateurs afin de
restaurer I'équilibre dans la balance excitation/inhibition de I'activité cérébrale. Pour se faire nous avons
choisi d’utiliser une technique d’interférence a ARN (ARNi) pour réduire I'expression des canaux sodiques
voltages dépendants (Na,). Cet ARNi est introduit dans un vecteur AAV contenant un promoteur CamKlla,
permettant son expression spécifiquement dans les neurones Glutamatergiques.

Le développement de cette nouvelle stratégie thérapeutique s’est décomposé en 3 parties :
1) Développement et la validation in vitro de la construction contenant I’ARNi contre les canaux sodiques.

2) Introduction de cette construction dans un vecteur AAV et validation de son expression in vitro et in vivo.

3) Evaluation de I'effet de cette stratégie sur les crises observées in vivo sur le modele murin du SD.

1. Validation de ’ARNi permettant de réduire les courants sodiques dans les
neurones glutamatergiques

Les ARNi choisis sont des hybrides mi/shARN permettant de cibler la majorité des canaux sodiques
dépendants du voltage (Nay) présents dans le cerveau (Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 et Na,1.6) exprimés avec une
protéine fluorescente GFP pour visualiser leur expression. Afin de tester leur efficacité, nos collaborateurs
ont initialement déterminé le niveau d’expression des différents isoformes des canaux Na, dans des cultures
primaires de neurones a différents jours in vitro (jiv), afin de trouver la période optimale pour mesurer la
réduction de I'expression des canaux Na,. Ainsi, des expériences de quantification d’ADN (réaction en chaine
par polymérase quantitative ou qPCR) et de détection protéique (western blot) a I'aide d’un anticorps capable
de cibler tous les isoformes des canaux Na, (Pan Na,) ont révélé une expression significative des canaux Na,
entre 7 et 14 jiv (Fig. 58).
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Fig. 58 : Profil d’expression des différents canaux Nay dans des cultures primaires de neurones corticaux.

Réaction en chaine par polymérase quantitative (« quantitative Polymerase Chained reaction » ou gPCR) et Westernblot
réalisés sur des cultures primaires de neurones corticaux a différents jours in vitro (jiv) révélant une augmentation de
I’expression des canaux Nay au cours de la maturation neuronale. Gauche : gPCR montrant le niveau d’expression des
isoformes des canaux Nav normalisé par rapport a I’actine, la GAPDH et la 8-11l Tubuline en utilisant la méthode AACt. Droite :
Westernblot d’un lysat de protéines cellulaire provenant des cultures de neurones corticaux réalisés aux mémes jiv que la
gPCR en utilisant un anticorps contre tous les canaux Nay (PanNay) et un anticorps contre I’actine comme contréle.

Par ailleurs, des expériences d'immunocytochimie réalisées avec I'anticorps Pan Na, montrent un signal
particulierement intense au niveau du SIA a 11 jiv, reflétant une forte expression des canaux Nay a ce niveau
et suggérant que la meilleure période pour tester I'efficacité des mi/shARN contre les canaux Nay
corresponde a 11 jiv. Les neurones corticaux ont été transfectés le jour de leur mise en culture (0 jiv) avec les
constructions mi/shARN-GFP contre les canaux Na, (mi/shARN-GFP anti Na,) et avec les constructions de
mi/shARN-GFP possédant une séquence « brouillée » (utilisée comme controle). Ces constructions sont
synthétisées avec un promoteur de cytomégalovirus (CMV) permettant une bonne expression dans les
cellules eucaryotes. L'expression des Na, a été étudiée a 11 jiv.

Les expériences d’immunocytochimie réveélent une diminution de 38% de la fluorescence relative au
marquage des canaux Na, (Pan Na,) dans les neurones transfectés avec les plasmides contenant la
construction mi/shARN-GFP anti Na, comparé aux neurones transfectés avec les plasmides contenant la

construction contréle (Fig. 59).
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Fig. 59 : Réduction de la détection de tous les isoformes de canaux Nav au niveau du segment initial de I'axone (SIA) en

utilisant les mi/shARN. Gauche : Cultures primaires de neurones transfectées avec les mi/shARN (contréles et contre les
canaux Nay) jusqu’a 11 jiv. Elles ont ensuite été marquées avec un anticorps monoclonal ciblant tous les isoformes des canaux
Nay (PanNay, en rouge). On peut voir que les cellules GFP+ (vertes) transfectées avec les mi/shARN anti Na, ont une réduction
significative du signal Nay, qui n’est pas observé dans les cellules GFP+ transfectées avec les mi/shARN contréles. Droite :
Graphique montrant le ratio entre les signaux Nay et GFP pour les neurones transfectés avec les mi/shARN contréles (vert
foncé) et avec les mi/shARN anti-Nay (vert clair).

De plus, l'efficacité des plasmides ciblant I'expression des canaux Na, a également été testée via des
expériences de patch-clamp, révélant une réduction significative de la densité de courant Na* dans les
neurones transfectés avec la construction mi/shARN-GFP anti Na, comparée a la construction contréle. Et
aucune différence n’a été constatée entre les propriétés de décharge des neurones transfectés avec les
plasmides contrdles comparé aux neurones non transfectés (résultats non montrés).

Ces expériences permettent donc de valider I'efficacité des mi/shARN réduisant I'expression des canaux Nay
et de vérifier I'innocuité de la construction contrdle sur les propriétés de décharge des neurones.
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2. Validation du vecteur viral contenant la séquence d’intérét

Initialement, nous avions introduit les constructions mi/shARN-GFP contrdles et ciblées contre les
canaux Nay dans un plasmide lentiviral pLL3.7 avec le promoteur « U6 », un promoteur aspécifique de
mammifére permettant I'expression des séquences d’intérét dans tous les types cellulaires. Les cultures de
neurones corticaux primaires ont été infectées avec ces vecteurs lentiviraux et I'effet a été observé entre 7
et 10 jours post-infection (jpi).

> Les analyses de quantification d’ADN (réaction en chaine par polymérase quantitative ou gPCR) et de
détection protéique (western blot) montrent une diminution du niveau des canaux Na, dans les neurones
transfectés avec le vecteur lentiviral contenant la construction active comparé a ceux transfectés avec la
construction contréle. Cette réduction est plus marquée dans les neurones observés a 18 jiv (transfectés a
10 jiv) qu’a 13 jiv (neurones transfectés a 4 jiv) (Fig. 60).

A. Niveau d'expression des canaux Nav dans des neurones infectés a 4 jiv et observés a 13 jiv.
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B. Niveau d'expression des canaux Nav dans des neurones infectés a 10 jiv et observés a 18 jiv.
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Fig. 60 : Vecteur Lentiviral induisant la réduction de I’expression des canaux Nay dans des cultures primaires de neurones
corticaux. A) Niveau d’expression des canaux Nav dans des neurones infectés a 4 jiv et observés a 13 jiv. B) Niveau
d’expression des canaux Nav dans des neurones infectés a 10 jiv et observés a 18 jiv. Gauche : gPCR montrant le niveau
d’expression des isoformes des canaux Nay normalisé par rapport a l'actine, la GAPDH et la 8-1ll Tubuline en utilisant la
méthode AACt. Milieu : Westernblot d’un lysat de protéines cellulaire provenant des cultures de neurones corticaux réalisés
avec un anticorps contre tous les canaux Nav (PanNay) et la 8-l Tubuline comme contréle. Droite : Ratio densitométrique
du Westernblot.
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> Des analyses immunocytochimiques ont été réalisées sur les neurones fluorescents (infectés avec les
constructions GFP+) a I’aide d’un anticorps qui cible spécifiquement une protéine des axones (Ankyrine G) et
d’un anticorps ciblant les canaux sodiques dépendants du voltage (Pan Na,), révélant une diminution du
marquage des canaux Nay au niveau des axones des cellules infectées avec le plasmide lentiviral contenant
la construction mi/shARN anti Na, comparé a la construction contrdle (Fig. 61).

Ac Ankyrine G GFP Ac Pan Nav Images fusionnées
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Fig. 61 : Immunomarquage des cellules infectées avec le vecteur lentiviral induisant la réduction de I'expression des
canaux Nay dans des cultures primaires de neurones corticaux. Haut : Images représentatives des neurones corticaux
primaires infectés avec les vecteurs lentiviraux (GFP+, vert) a 9 jpi, immunomarqués avec des anticorps ciblant I’Ankyrine G
(violet) et ciblant les canaux Nav (PanNay) (rouge). Bas : évaluation quantitative de la fluorescence reflétant I'expression des
Nay et de I’Ankyrine G au niveau du SIA dans les cellules GFP+, réalisée a différents jiv. Les données sont représentées en
moyenne * erreur standard de 25 neurones par condition pour 3 préparations différentes. Test statistique : t-test.
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> Enfin, des enregistrements électrophysiologiques en patch-clamp ont également été réalisés sur les
cellules infectées avec les constructions lentivirales. Les analyses mettent en évidence une réduction de la
densité de courant (Fig. 62A) et de la fréquence de décharge dans les neurones infectés avec la construction
exprimant des ARNi contre les canaux Nay (Fig. 62 B et C), ainsi qu’une réduction de la pente maximale des
PA (correspondant a la phase de dépolarisation) et une augmentation de la latence pour chaque PA par
rapport aux neurones infectés avec la construction contréle et aux neurones non infectés (Fig. 62D). Aucune
différence n’est constatée entre les neurones non infectés et ceux infectées avec le vecteur viral contenant
la construction contrdle.
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Fig. 62 : Analyse fonctionnelle du vecteur lentiviral induisant la réduction de I’expression des canaux Na. dans des
cultures primaires de neurones corticaux. Expériences de patch-clamp sur des neurones corticaux en culture non
infectés, infectés a 5 jiv et enregistrés a 12 jiv avec les vecteurs lentiviraux contenant le mi/shARN contréles ou anti-
Na.. A) Graphique de la densité de courant maximum moyenne. B) Exemple représentatif de traces de décharge de PA
maximum en réponse a des injections de courant dépolarisant d’un neurone infecté avec le vecteur lentiviral contréle
(noir) et contenant les mi/shARN anti-Nay (rouge). C) Graphique de la fréquence des PA. D) Courbes de la pente

maximale moyenne des PA et courbes de la latence de chaque PA par rapport a I'injection de courant.
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> Ces résultats permettent donc de valider I'efficacité de la construction mi/shARN anti-Na, introduite dans
un vecteur viral. Cependant, le vecteur lentiviral possede une faible capacité de dispersion et n’infecte pas
un volume cérébral suffisamment large. Nous avons donc décidé de nous tourner vers un vecteur AAV, ayant
une meilleure capacité de diffusion. Puisque nous souhaitons cibler spécifiquement les neurones excitateurs,
nous avons choisi d’utiliser un promoteur de la protéine kinase Ca?*-calmoduline dépendante (CamKlla), qui
est spécifiquement exprimée dans les neurones excitateurs, pour cibler les neurones excitateurs avec nos
constructions virales car des études ont montré sa spécificité pour les neurones Glutamatergiques in vivo

Nos collaborateurs ont initialement infecté des neurones corticaux en culture avec un plasmide lentiviral
(PL4) possédant le promoteur CamKIlla et une protéine fluorescente mCherry, permettant de marquer les
neurones infectés et un marquage a également été effectué avec un anticorps anti-GABA, spécifique des
neurones inhibiteurs (Fig. 63A). Différents volumes de plasmides ont été administrés (0.5 pl, 1 pl et 2 ul) dans
les puits contenant 60.000 neurones, permettant d’infecter 40 a 60% des neurones (Fig. 63B). Cependant
40% des neurones infectés correspondent a des neurones GABAergiques (Fig. 63C), suggérant que nous
n’obtenons pas la spécificité souhaitée pour les neurones Glutamatergiques in vitro.

A.

B B (cellules Glutamatergiques + PL4) / cellules PL4
' % infection C. .
0.8+ _— 3 (cellules GABAergiques + PL4) / cellules PL4
0.64 06
x ]
S 04
E L — X 0.44
Q.
0.24 0.24
0 0

0.5 ul Tul 2ul

0.5ul 1ul 2ul

PL4-mcherry PL4-mcherry

Fig. 63 : Plasmide lentiviral possédant un promoteur CamKlla et une protéine fluorescente mCherry (PL4-mCherry).
A) Images représentatives de neurones corticaux primaires transduits avec le plasmide lentiviral possédant le
promoteur CamKlla (PL4, rouge), marqués avec I’anticorps anti-GABA (Gaba, vert) et leurs images mélangées (Merge).
B) Quantification de I’efficacité d’infection du plasmide en fonction du volume administré. C) Sélectivité du plasmide
pour les neurones Glutamatergiques ou GABAergiques.
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Nous avons également transfecté les cultures de neurones corticaux a 3 jiv avec un plasmide AAV contenant
le promoteur CamKlla (pAAV-CamKIla-GFP) et nous avons pu voir une bonne fluorescence des neurones a 14
jiv (Fig. 64). L'observation de la morphologie des neurones révele que 65% de ceux qui sont fluorescents ont
une forme triangulaire, spécifique des neurones pyramidaux (neurones excitateurs), alors que 35% des
cellules marquées par la GFP ont une forme bipolaire, représentative des neurones GABAergiques
(inhibiteurs). Malgré le fait que la spécificité ne soit pas compléte in vitro, des études ont mis en évidence
une bonne sélectivité du promoteur CamKlla pour les neurones excitateurs in vivo , nhous
avons donc choisi de produire les vecteurs viraux AAV contenant le promoteur CamKIlla avec la construction
mi/shARN-GFP contréle (pAAV-CamKlla-eGFP-Neg) ou la construction mi/shARN-GFP anti Na, (pAAV-
CamKIlla-eGFP-anti Nay).

)

Fig. 64 : Image représentative d’un neurone cortical pyramidal (excitateur) transfecté
a 3 jiv avec le pAAV-CamKlla-eGFP et dont la fluorescence est observée a 14 jiv.
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3. Evaluation de la stratégie in vivo sur le modéle murin du SD

o Test des vecteurs viraux a des titres de particules infectieuses et volumes élevés

Les vecteurs viraux ont été produits a un titre (ou concentration) élevé : 2.10% particules infectieuses
(pi)/ml pour le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-Neg et 2.10° pi/ml pour le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-anti Na,.
Nous avons initialement testé ces fortes concentrations lors de premiéres injections in vivo avec un volume
élevé (8 injections de 1 ul; voir matériel & méthodes). Les images prises au microscope confocal révelent
une fluorescence trés intense dans les hippocampes mais également dans le cortex, rendant difficile la
distinction des cellules marquées (Fig. 65).

Fig. 65 : Image représentative de I'infection in vivo avec un titre infectieux et un volume élevés de vecteur
AAV (AAV-CAmKIlla-eGFP-anti Nav : 2.10° pi/ml) révélant les cellules GFP+ fluorescentes (vertes).

Les constructions virales ont été injectées au niveau des hippocampes des souris porteuses de la mutation
afin de tester 'effet de ces titres et volumes élevés d’injections virales sur les crises cloniques induites par
hyperthermie et sur les crises spontanées enregistrées par vidéo-ECoG (Fig. 66) 5 jours aprés I'induction de
crises sur 4 souris injectées avec le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-Neg (8 x 1l virus ; 2.108 pi/ml) et sur 7 souris
injectées avec le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-anti Na, (8 x 1l virus ; 2.10° pi/ml).
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Fig. 66 : Exemple de I’'enregistrement d’une crise clonique spontanée avec I'ECoG.

» Lors desinductions de crises par augmentation de la température corporelle (hyperthermie ; voir matériel
& méthodes) nous n’avons pas distingué de différence dans la sévérité des crises, représentée par |'échelle
de Racine (ER), pour les souris injectées avec le vecteur viral controle ou avec le vecteur libérant des ARNi
contre les canaux Nay dans les neurones excitateurs (vecteur ctrl. : ER = 4+0,4 ; vecteur anti Na,: ER =
3,9+0,3). Bien qu’il semble y avoir une diminution du seuil de température de déclenchement des crises pour
les souris injectées avec le virus actif comparée au contrdle, celle-ci n’est pas significative (vecteur ctrl.: T
seuil = 40,50,5 ; vecteur anti Na, : T° seuil = 38,7+0,6 ; test U de MannWhitney p = 0,06) (Fig. 67).

Induction de crises par hyperthermie sur des souris Nav1l.1+/- injectées avec des
concentrations et des volumes d'injection élevés de vecteur AAV
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Fig. 67 : Analyse de l'induction des crises par hyperthermie sur des souris injectées avec les titres de
particules infectieuses et volumes élevés de vecteurs AAV contrédle et anti Nav.

Gauche : Box plots de la sévérité des crises notée par I’échelle de Racine ; Droite : Box plots de la
température de déclenchement d’une crise clonique. (AAV-Ctrl. N = 4 souris ; AAV-anti Nay N = 7 souris)
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> De maniére surprenante, I'enregistrement chronique suivant I'induction par hyperthermie semble
montrer que les souris Na,1.1*" injectées avec le vecteur AAV réduisant I’expression des canaux Na, dans les
neurones excitateurs expriment plus de crises spontanées que les souris injectées avec le vecteur contréle,
mais le test statistique n’est pas significatif (vecteur ctrl. : nombre de crises sur 5 jours = 6,8+3,3 ; vecteur
anti Na, : nombre de crises sur 5 jours = 23,616,3 ; test U de MannWhitney p = 0,16) (Fig. 68).

Nombre de crises cloniques enregistrées par
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Fig. 68 : Analyse des crises spontanées post-hyperthermie des souris injectées avec les titres de particules
infectieuses et volumes élevés de vecteurs AAV contréle et anti Na.. Box plots du nombre de crises
spontanées sur 5 jours d’enregistrement chronique. (AAV-Ctrl. N = 4 souris ; AAV-anti Nay N = 7 souris)

Cette tendance pourrait venir du fait que la concentration du vecteur actif soit 10 fois supérieure a celle du
virus controle, et de ce fait les virus pourraient agir sur d’autres cibles cellulaires et moléculaires. Il est difficile
de vérifier la spécificité a ces volumes et concentrations, car nous n’arrivons pas a distinguer les cellules tant
la fluorescence est importante.

Nous supposons donc que le volume d’injection puisse étre trop élevé, ainsi que la concentration de
particules virales et avons décidé de les diminuer.

e Ajustement du titre et du volume de vecteur viral

La fluorescence étant trop intense pour vérifier la spécificité cellulaire des constructions virales, j’ai
effectué quelques injections a des titres plus faibles (AAV-CamKII-GFP contrdle : 0,5.108 pi/ml ; AAV-CamKII-
GFP anti Nay : 1.108 pi/ml) et un volume plus petit (8 fois 0,3ul). J'ai ensuite fait des immunomarquages a
I'aide d’un anticorps permettant de marquer les neurones inhibiteurs (Ac anti-GABA) et j'ai observé la
fluorescence au microscope confocal. Les images révelent que les cellules GFP+ sont différentes de celles
marquées avec I’Ac anti-GABA, que ce soit pour le vecteur AAV contréle ou pour le vecteur anti Na, (Fig. 69).
Ce qui montre que les constructions de vecteurs AAV ciblent bien spécifiquement les neurones excitateurs
in vivo. Les volumes et concentrations de vecteurs viraux utilisés ici nous ont permis de vérifier la spécificité
des constructions pour les neurones Glutamatergiques, mais ils ne sont pas suffisants pour infecter tout
I’"hippocampe, voila pourquoi j’ai ajusté les quantités de virus injectés pour évaluser I'effet des constructions
sur les crises in vivo.
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AAV-CamKIlla-eGFP controle
(8 x 0,3ul / titre : 0,5.1078 pi/ml)

AAV-CamKIlla-eGFP anti Nav
(8 x 0,3ul / titre : 1.1078 pi/ml)

Fig. 69 : Inmunomarquages des neurones inhibiteurs dans les tranches de cerveau infectées avec les vecteurs
AAV-CamKlla-GFP-Ctrl. (haut) et AAV-CamKlla-GFP-anti Nav (bas). L’anticorps anti-GABA révéle que les
neurones inhibiteurs (rouge) sont différents des neurones infectés par les constructions virales (GFP+, verts).
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> Apres plusieurs essais, j'ai optimisé le volume d’injection ainsi que la concentration des particules virales
pour n’infecter que I'hippocampe, avec la méme fluorescence pour le virus contrdle et le virus ciblant les
canaux Na, (Fig. 70). Ainsi le volume d’injection est de 8 fois 0,5ul et la concentration de 1.108 pi/ml pour le
vecteur AAV-CamKlla-eGFP-Neg et 2.10% pi/ml pour le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-anti Na.

AAV-CamKlla-eGFP-mi/shARN contréle AAV-CamKlla-eGFP-mi/shARN anti Nav
(titre: 1.10°8 pi/ml) (titre: 2.1018 pi/ml)

Fig. 70 : Images représentatives de la fluorescence GFP aprés optimisation des titres infectieux et des volumes
d’injection. Les tranches ont été injectées avec un volume de 8 x 0,5 ul d’une solution de PBS contenant les vecteurs
AAV-CamKlla-eGFP-Ctrl. & un titre de 1.108 pi/ml (gauche) ou contenant les vecteurs AAV-CamKlla-eGFP-anti Na, & un
titre de 2.10% pi/ml (droite) afin d’obtenir une fluorescence similaire pour les deux conditions.

» Comme précédemment, les vecteurs viraux ont été injectés aux souris Na,1.1* en utilisant les nouveaux
titres de particules infectieuses et volumes d’injection (AAV-CamKlla-eGFP contrdle : N = 14 souris Na,1.1*/";
AAV-CamKlla-eGFP anti Nay : N = 15 souris Na,1.1*/"). 21 jours apreés I'injection des vecteurs AAV, les souris
ont été enregistrées par vidéo-ECoG pendant 5 jours, puis elles ont été soumises au protocole
d’hyperthermie avant d’étre de nouveau enregistrées par vidéo-ECoG pendant 5 autres jours (voir matériel
& méthodes).

Nous avons analysé la sévérité des crises cloniques induites (Fig. 71A), ainsi que le seuil de température
corporelle provoquant le déclenchement de crises (Fig. 71B) et la durée de ces crises (Fig. 71C) sans constater
de différence entre les souris injectées avec le virus contrdle (8 x 0,5ul ; 1.108 pi/ml) et celles injectées avec
le virus libérant des ARNi contre les canaux Nay (8 x 0,5l ; 2.10% pi/ml).
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Induction des crises par hyperthermie sur des souris Nav1.1+/-
injectées avec des quantités et concentrations modérées de vecteurs AAV
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Fig. 71 : Analyse de l'induction des crises par hyperthermie sur des souris injectées avec les titres de particules infectieuses
et volumes modérés de vecteurs AAV contréles et anti Nav. Gauche : Box plots de la sévérité des crises notée par I’échelle de
Racine. Milieu : Box plots de la température de déclenchement d’une crise clonique. Droite : Box plots de la durée des crises
cloniques. (AAV-Ctrl. N = 4 souris ; AAV-anti Nay N = 7 souris)

Nous avons également évalué I'effet chronique de ces constructions virales en enregistrant les crises
spontanées grace au systeme de vidéo-ECoG pendant 5 jours avant l'induction, puis 5 jours aprés (voir
matériel & méthodes) afin de voir si I’hyperthermie favorise la génération de crises spontanées.

Ainsi, nous ne constatons pas de différence dans le nombre de crises spontanées avant et apres I'induction
par hyperthermie pour les souris injectées avec le vecteur AAV-CamKlla-eGFP contrdle (8,2+2,9 crises
pendant 5 jours avant l'induction; 10,7+2,7 crises pendant 5 jours apres l'induction) et pour les souris
injectées avec le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-anti Nay (7,3%3,1 crises pendant 5 jours avant I'induction ;
9,2+1,3 crises pendant 5 jours apreés I'induction) (Fig. 72).
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Crises cloniques spontanées enregistrées via video-ECoG

{ —a— AAV-CamKlla-eGFP-mi/shARN ctrl.
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Fig. 72 : Analyse des crises spontanées des souris injectées avec les titres de particules infectieuses et
volumes modérés de vecteurs AAV contréles (1.10° pi/ml) et anti Nay (2.10° pi/ml). Graphique du nombre
de crises spontanées par jours, pendant 5 jours avant induction par hyperthermie et 5 jours apres.
(AAV-Ctrl. avant hyperthermie N = 14 souris, aprés hyperthermie N= 13 souris ; AAV-anti Na, avant
hyperthermie N = 15 souris, aprés hyperthermie N = 12 souris)

La durée des crises ne semble pas non plus varier entre les souris injectées avec la construction contréle ou
celle permettant de réduire I’expression des canaux Na, (AAV-CamKII-GFP Controle : 43,4+1,1 sec par crises ;
AAV-CamKII-GFP anti Na, : 45,4+1,1 sec par crise), ni avant et aprés induction (résultats non montrés).

Nous pensions utiliser des vecteurs viraux libérant des ARNi capable de réduire I'expression des canaux Nay
dans les neurones excitateurs du modéle murin du SD afin de réduire I'hyperexcitabilité cérébrale a I'origine
de la génération des crises. Bien que nous constations une bonne spécificité cellulaire des vecteurs viraux in
vivo et que nous ayons montré que la construction possédant des mi/shARN contre les canaux Na, était bien
capable de réduire les courants sodiques in vitro, nous n’observons pas d’effet de cette stratégie sur les crises
d’épilepsies dans le modele murin in vivo.
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> Avecl'aide d’un collaborateur, nous avons décidé d’évaluer I'expression des génes codant pour les canaux
sodiques présents dans le cerveau en prélevant les hippocampes de souris hétérozygotes Na,1.1*" injectées
avec le vecteur AAV-CamKlla-eGFP-Neg (N = 3 souris) ou avec le vecteur AAV-CamKIlla-eGFP-anti Na, (N = 3
souris). Pour cela nous avons effectué des qPCR avec des amorces spécifiques des génes Scnla, Scn2a, Scn3a
et Scn8a, codant respectivement pour les canaux Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 et Na,1.6 (voir matériel & méthodes).

D’apres les analyses, il semble y avoir une diminution des génes codant pour les canaux Na,1.1 (AAV-Ctrl. =
1,17+0,09 ; AAV-anti Na, = 0,6520,07), Na,1.2 (AAV-Ctrl. = 1,22+0,11 ; AAV-anti Na, = 0,51+0,06) et Na,1.3
(AAV-Ctrl. = 1,14+0,12 ; AAV-anti Na, = 0,7+0,09) dans les hippocampes des souris infectées avec le vecteur
AAV-CamKIla-eGFP-anti Na, comparé au vecteur contréle, mais cette réduction n’est pas significative d’apres
le test statistique de Mann & Whitney (Fig. 73).

Expression des genes des canaux Nav dans les
hippocampes de souris infectés avec les constructions AAV
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Fig. 73 : Profil d’expression des différents canaux Na, dans des hippocampes infectés avec les vecteurs AAV.
gPCR montrant le niveau d’expression des génes codant pour les isoformes des canaux Nay, normalisé par
rapport a la B-actine, en utilisant la méthode dAACp.

Le manque de significativité de la réduction d’expression des canaux Na, est en accord avec les résultats
observés in vivo, suggérant que I'expression des canaux Na, ne soit pas suffisamment réduite dans les
neurones excitateurs de I’hippocampe pour induire un effet sur la génération des crises.
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Mes travaux de thése ont participé a la compréhension de mécanismes impliqués I'épileptogenése sur
des modeles murins de deux épilepsies génétiques dues a des mutations du canal Na,1.1 : I'EGCF+ et le SD.
lls ont également révélés les avantages et les limites d’'une étude réalisées sur tranches de cerveaux par
rapport a un modele plus intégré. Et des études préliminaires ont été réalisées quant au développement
d’une nouvelle stratégie pour réduire I'excitabilité cérébrale.

1. Etude de la période pré-épileptique

Dans un premier temps, je me suis intéressée a I'étude de I'excitabilité cérébrale dans la période précédant
le développement de I'épilepsie sur les modéles murins de 'EGCF+ et du SD.

Des études ont montré que chez des souris sauvages, le canal Na,1.1 commencgait a étre exprimé vers 10
jours, que son expression devenait conséquente a partir de deux semaines et continuait d’augmenter jusqu’a
trois semaines . Aussi, dans les modeéles murins de 'EGCF+ et du SD qui présentent un
dysfonctionnement de ce canal impliqué dans I'excitabilité des interneurones, on s’attend a avoir une perte
d’inhibition cérébrale progressive jusqu’au déclenchement des crises spontanées a partir de la troisieme
semaine . C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur la période a
partir de laquelle le canal est exprimé mais avant I'apparition des premiéres crises spontanées (période pré-
épileptique), afin de déceler si des modifications du réseau cérébral seraient a 'origine du développement
de I'épilepsie dans cette période.

e Période pré-épileptique du modéle murin de 'EGCF+

L’étude du modele murin de 'EGCF+ s’est décomposée en deux parties : I'effet de la mutation a I’échelle du
neurone et a I'échelle des réseaux neuronaux. Afin de mieux comprendre les différents mécanismes
impliqués, les expériences ont principalement été réalisées sur des tranches de cerveaux prélevées sur des
souris agées de 14 a 20 jours, afin de comparer I'activité pré-épileptique des souris EGCF+ par rapport aux
souris controles du méme age. D’autres expériences ont également été réalisées sur des neurones corticaux
en culture afin d’observer les propriétés des neurones dans un réseau moins intégré ; et sur des cellules
embryonnaires de foie humain (tsA210) dans lesquelles les canaux Na,1.1%"/* ont été exprimés afin d’observer
I'effet de la mutation a I’échelle d’une cellule isolée.

1) Propriétés intrinséques des neurones

> Dans I'étude du modele murin de 'EGCF+ en période pré-épileptique, les expériences de patch-clamp
réalisées sur des tranches TC et sur des tranches d’hippocampe (prélevées entre 14 et 20 jours) ont révélé
que la mutation hétérozygote faux-sens R1648H, qui affecte le canal Na,1.1, altérait spécifiquement la
fonction des neurones inhibiteurs en diminuant leur taux de décharge, sans impacter la fonction des
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neurones excitateurs. Ces résultats sont en accord avec I'étude réalisée par « » sur des
cultures de neurones corticaux de souris présentant la méme mutation, qui avait montré une diminution de
I’excitabilité des neurones inhibiteurs alors que les neurones excitateurs n’étaient pas impactés.

> D’autres expériences réalisées par nos collaborateurs sur la mutation R1648H des canaux Na,1.1 humains
exprimés dans des cellules tsA201 ont montré une réduction de la densité de courant, mais également une
stabilisation de « I'inactivation lente ». Contrairement a « I'inactivation rapide » qui survient pour limiter une
dépolarisation rapide grace a laporte d’inactivation, « l'inactivation lente » correspond a des
réarrangements structurels du pore du canal qui interviennent lors d’'une dépolarisation prolongée, rendant
les canaux réfractaires a une nouvelle dépolarisation . La stabilisation de « I'inactivation lente »
rend donc moins excitables les canaux Na,1.1 porteurs de la mutation.

> Une analyse plus poussée d’expériences de patch-clamp sur tranche a révélé que la mutation affectait
particulierement l'initiation des PA au niveau du segment initial de I’axone (SIA) des neurones inhibiteurs de
tranches TC prélevées entre 14 et 20 jours. Ainsi nous suggérons que la stabilisation de « I'inactivation lente »
des canaux Na,1.1 au niveau du SIA, qui réduit le nombre de canaux disponibles lors d’'une décharge
prolongée, pourrait augmenter la latence entre l'initiation de chaque PA et diminuer le taux de décharge des
neurones inhibiteurs.

> La machinerie synaptique n’est pas affectée par cette mutation, puisque lorsqu’on bloque I'influx nerveux
avec de la TTX, les activités synaptiques spontanées sont identiques pour les neurones inhibiteurs des souris
porteuses de la mutation R1648H et ceux des souris contrdles.

Le dysfonctionnement provoqué par la mutation Na,1.1f"* conduit donc un défaut de décharge des
interneurones qui provoque une réduction du controle inhibiteur au sein du réseau cérébral du modele murin
de 'EGCF+. A terme, ce déréglement provoquera une hyperexcitabilité du réseau cérébral qui se traduira par
des crises épileptiques. Cependant afin de mieux comprendre les mécanismes de I'épileptogenése, nous
voulions savoir si une hyperexcitabilité précoce était déja détectable au sein des réseaux neuronaux avant le
déclenchement des premieres crises, pouvant étre a I'origine par la suite de la génération de I'épilepsie en
se propageant a tout le cerveau.

2) Etude des réseaux neuronaux

> Des expériences d’enregistrements extracellulaires de neurones corticaux en culture révelent une
synchronisation excessive des neurones provenant des souris porteuses de la mutation hétérozygote R1648H
par rapport aux souris sauvages. Ces résultats montrent que la mutation entraine une hypersynchronisation
neuronale au sein d’un réseau primaire.

> Nous avons ensuite voulu savoir si I'effet de la mutation etait observable sur le réseau cérébral lors de
la période précédant le développement de I'épilepsie. Parmi les différents réseaux neuronaux, nous avons
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choisi d’étudier le réseau reliant le thalamus au cortex somatosensoriel (boucle TC). Ce réseau est impliqué
dans les crises d’absences observées chez les patients atteints d’'EGCF+

Nos résultats ont révélé des activités spontanées enregistrées au sein du réseau TC des souris porteuses de
la mutation hétérozygote R1648H, alors qu’elles sont peu observées dans le réseau des souris sauvages. De
plus, ces activités ont de plus grandes amplitudes et sont souvent enregistrées de maniére synchrone dans 4
structures de la boucle TC des tranches porteuses de la mutation, alors qu’elles sont plus petites et jamais
synchronisées dans le réseau TC des souris sauvages, suggérant qu’il pourrait y avoir un effet de seuil de
décharge d’un certain nombre de neurones a atteindre afin de pouvoir diffuser les activités aux autres
structures. Ces résultats montrent que la mutation provoque des réarrangements du réseau TC dans le
modele murin de I'EGCF+ conduisant a une forme d’hyperexcitabilité neuronale avant |'apparition des
premieres crises. De plus les activités épileptiformes spontanées de la boucle TC des souris mutantes
posseédent des OHF filtrées a des fréquences pathologiques (200-600 Hz), caractéristiques des activités
enregistrées au niveau des foyers épileptiques chez certains patients

, révélant la pertinence de ces activités épileptiformes pré-
épileptiques observées dans le modéle murin pour I'étude de I'EGCF+.

L'ensemble de ces données met donc en avant des réarrangements neuronaux qui provoquent une
hyperexcitabilité du réseau TC détectable avant |'apparition des premieres crises. Nous supposons que cette
hyperexcitabilité précoce confinée pourraient par la suite se répandre et étre a I'origine du déclenchement
des crises.

e Période pré-épileptique du modéle murin du SD

Dans I’étude du modéle murin du SD di a la mutation hétérozygote KO du gene Scnla, 'impact fonctionnel
de la mutation a I'échelle de la cellule a déja été mis en évidence. En effet, des enregistrements sur des
cultures de neurones d’hippocampe ont révélé une altération des décharges de PA et une réduction des
courants sodiques spécifiquement dans les neurones GABAergiques provenant des souris porteuses de la
mutation comparé aux neurones des souris sauvages, alors que les neurones excitateurs ne sont pas altérés

Au cours de ma thése, nous nous sommes directement intéressés a I'impact de la mutation sur le réseau
cérébral dans la période précédant I'apparition de I'épilepsie. Le SD se caractérise par des crises généralisées,
mais nous devions choisir un réseau cérébral sur lequel nous focaliser pour effectuer des enregistrements en
potentiel de champ. Aussi, nous avons choisi d’étudier le réseau reliant I’hippocampe au cortex entorhinal
(réseau Hippocampo-Cortical), qui est un réseau tres étudié car de nombreuses épilepsies sont attribuées a
un dysfonctionnement de I'hippocampe, telle que I'épilepsie du lobe temporale qui est I'épilepsie la plus
fréquente. De plus, de précédentes études sur des modeles murins du SD ont mis en évidence I'altération
des neurones inhibiteurs dans les réseau hippocampique et dans le réseau
cortical

148



Discussion et Perspectives

1) Etude du réseau Hippocampo-Cortical sur tranches en période pré-épileptique

> Les enregistrements extracellulaires du réseau Hippocampo-Cortical en tranche durant la période pré-
épileptique a permis de distinguer des activités spontanées ayant une amplitude plus grande dans le réseau
des souris Na,1.1* que pour celles détectées dans le réseau des souris WT, bien que ces activités ne
possedent pas de caractéristiques épileptiformes. Les enregistrements extracellulaires correspondent a la
sommation des décharges des neurones proches de I'électrode, donc I'amplitude des réponses enregistrées
est variable en fonction des tranches et de I'emplacement de I'électrode car le nombre de neurones
contribuant a cette réponse est variable. Malgré cela, la différence d’amplitude entre les tranches des souris
porteuses de la mutation et des souris sauvages est significative, reflétant une hyperexcitabilité du réseau
Hippocampo-Cortical en tranches durant la période pré-épileptique pour le modele murin du SD.

> Lorsque I'hyperexcitabilité est induite avec une stimulation tétanique appliquée au niveau des collatérales
de Schaffer, on observe des réponses plus importantes enregistrées au niveau des corps cellulaires des
neurones pyramidaux de la zone CA1 des souris mutantes comparé aux contréles, mettant en évidence un
réseau plus excitable pour les souris porteuses de la mutation. Ces résultats révelent donc une
hyperexcitabilité induite plus importante dans le réseau Hippocampo-Cortical des souris porteuses de la
mutation Na,1.1* avant 'apparition de I'épilepsie comparé a I'hyperexcitabilité induite au sein du réseau
des souris contrdles. En revanche lorsqu’on administre de la CCK, un neuropeptide qui posséde un effet
excitateur sur les neurones PV+ , on restaure I’hyperexcitabilité observée
dans les tranches de cerveau des souris Na,1.1*- au méme niveau que I'hyperexcitabilité observée dans les
souris sauvages suite a une stimulation tétanique. Ce qui suggere que l'augmentation de I'activité des
interneurones PV+ par la CCK permet de contrer I'effet de la mutation dans ce modéle d’étude. Dans des
expériences futures, la CCK pourrait étre administrée in vivo en période pré-épileptique pour réduire
I'excitabilité cérébrale du modele murin du SD, en vue d’empécher I'apparition des premiéeres crises
épileptiques.

Le SD étant une épilepsie généralisée, tout le cerveau peut étre impacté par les déréglements dues a la
mutation. Puisque la mutation du SD affecte le méme géne que la mutation que nous avons étudiée pour
I’'EGCF+, il serait également intéressant a I'avenir d’observer I'excitabilité du réseau TC en période pré-
épileptique pour le modéle murin du SD, puisque nous avons observé des activités spontanées plus marquées
dans ce réseau pour le modéle de 'EGCF+.

2) Etude du réseau Hippocampo-Cortical en période pré-épileptique in vivo

> Nous avons également enregistré le réseau Hippocampo-Cortical in vivo sur des souris anesthésiées a
I'uréthane. L’action pharmacologique de cet anesthésique mime les mécanismes physiologiques du maintien
dans une phase de sommeil lent et I'EEG de patients atteints du SD a déja révélé des
crises épileptiques ou de I'hyperexcitabilité cérébrale lors du sommeil lent
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Nous nous sommes basés sur |'article de « » dans lequel I'activité du cortex des souris WT
et Na,1.1* avait été enregistré en période pré-épileptique. Tout comme les données énoncées dans I'article,
nous ne constatons pas de différences entre les activités corticales enregistrées chez les souris WT et celles
porteuses de la mutation Na,1.1*" & une température physiologique.

Cependant, nous nous sommes intéressés aux mécanismes liés a I’'hyperthermie puisque les premiéres crises
des patients sont liées a de la fievre et nous avons choisi d’enregistrer I'activité en potentiel de champ du
cortex et de I’'hippocampe car nous avons observé une hyperexcitabilité de ce dernier lors d’enregistrements
sur tranches. Aussi nous avons comparé les activités enregistrées dans le cortex et dans I’hippocampe des
souris contrdles et Na,1.1*" & la température physiologique de 37°C et lors d’'une augmentation de
température corporelle a 41°C (mimant une fievre).

Nos analyses ne révelent aucune différence, que ce soit pour les activités enregistrées dans le cortex ou dans
I’hippocampe entre les souris WT et Na,1.1*/, quelle que soit la température corporelle. L’augmentation de
la température corporelle n’induit pas de variation des activités enregistrées dans le cortex ou I’hippocampe
des souris WT et des souris Na,1.1*".

Puisque nous avons observé une forme d’hyperexcitabilité au niveau de I’hippocampe des souris Na,1.1*"
agées de 16 a 19 jours lors d’enregistrement sur tranches de cerveau, il est surprenant que nous ne
retrouvions pas d’hyperexcitabilité lors d’enregistrements de cette structure in vivo. Il est possible que, dans
un modele plus intégré que celui de I'étude réalisée sur tranches de cerveaux, des mécanismes
d’homéostasie se mettent en place afin de limiter I'hyperexcitabilité due a la mutation durant la période pré-
épileptique. En effet, cela peut étre di au fait que I'activité des neurones de I’hippocampe ou du cortex in
vivo est déclenchée et modulée par des afférences provenant de différents circuits neuronaux qui ne sont
pas tous présents dans les tranches de cerveau. En soutenant cette hypothése, nous supposons que ces

mécanismes d’homéostasies ne puissent étre suffisants a contenir I'exces d’excitabilité au-dela d’'une
certaine période, a partir de laquelle les premiéres crises seraient déclenchées.

Avant de tenter de valider cette hypotheése, nous devons tout de méme nous demander si I'uréthane n’induit
pas un biais sur I’hyperexcitabilité qui pourrait étre détectée dans I’"hippocampe, car bien que de nombreuses
études aient utilisé cet anesthésique pour étudier les mécanismes de I'épilepsie, celui-ci affecte tout de
méme les systemes inhibiteurs et excitateurs au sein du cerveau . Dans 'étude de
« », les mémes enregistrements ont été effectué dans le cortex de souris éveillées, ne
révélant aucune différence non plus entre les activités des souris WT et porteuses de la mutation Na,1.1*". 1|
serait donc intéressant a I'avenir de vérifier que les mémes résultats soient obtenus lors d’enregistrements
de I’hippocampe sur souris éveillées.

Ces résultats montrent que les enregistrements sur tranches de cerveau permettent de détecter une
hyperexcitabilité précoce qui n’est pas observable lors d’enregistrements in vivo, mettant en évidence la
pertinence des enregistrements in vitro sur tranches pour fournir des informations complémentaires
concernant les mécanismes impliqués dans la génération d’activités pathologique au sein des réseaux
neuronaux.
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Ainsi, I'ensemble de ces résultats révelent une hyperexcitabilité spontanée dans la boucle TC caractéristique
du modele murin de 'EGCF+ et une hyperexcitabilité, principalement induite dans le modéle murin du SD,
mettant en avant des modifications des réseaux neuronaux qui prennent déja place lors de la période pré-
épileptique. On peut alors considérer qu’il y a un phénomene d’épileptogenése dans ces modeles murins
d’'épilepsies génétiques, qui aboutira par la suite au développement de crises.

2. Etude de I’épilepsie chronique sur le modéle murin du SD.

Lorsque les crises épileptiques commencent a se manifester de maniére récurrente, on parle alors d’épilepsie
chronique. Le modéle murin du SD ayant un phénotype plus sévere, nous avons choisi de nous intéresser aux
souris porteuses de la mutation hétérozygote KO du gene Scnla pour I'étude de I'hyperexcitabilité cérébrale
en période d’'épilepsie chronique. Ces souris expriment leurs premiéres crises spontanées a 21 jours

, hous les avons donc étudiées entre 30 et 36 jours afin de cibler une période ou les crises sont
devenues récurrentes sans attendre trop longtemps pour limiter le risque de mortalité des souris Na,1.1*"".
Les expériences ont été réalisées sur le réseau reliant I’hippocampe au cortex entorhinal dans des tranches
de cerveau prélevées sur le modele murin du SD et des souris controles. Cependant, sur tranches de cerveau,
nous ne pouvons généralement pas observer d’activités qui ressemblent aux activités enregistrées avec un
EEG lors d’une crise d’épilepsie (dites activités ictales) de maniére spontanée
Pour étudier de telles activités, nous devons alors perfuser les tranches avec du Liquide cérébrospinal
artificiel (LCSa) composé d’agents favorisant I’hyperexcitabilité du réseau. Afin d’étudier I'effet de
traitements permettant de réduire I’hyperexcitabilité sur les tranches des souris WT et Na,1.1*/, nous
devions auparavant trouver un milieu permettant de provoquer de [’hyperexcitabilité ayant des
caractéristiques d’activités épileptiformes spécifiquement dans les tranches des souris mutantes par rapport
a I’hyperexcitabilité induite dans les tranches de souris WT.

> |l convient donc de choisir la méthode d’induction d’hyperexcitabilité qui soit la plus appropriée a I'étude
du modele murin du SD avant de tester I'efficacité de traitements potentiels. Ainsi, nous avons perfusé des
tranches Hippocampo-Corticales avec différentes solutions susceptibles d’engendrer des activités
épileptiformes (4-AP, « LCSa high K* » et « LCSa Mg?* free »). Parmi les activités observées, nous avons
observé des activités transitoires (< 2s) qui ressemblent aux activités « interictales » enregistrées sur les EEG
de patients épileptiques entre les crises, nous avons également observé des activités plus prononcées (> 10s)
ressemblant aux activités « ictales » enregistrées lors d’une crise épileptique, puis nous avons identifié des
activités d’une durée intermédiaire entre les activités dites « interictales » et « ictales » (durée comprise
entre 2 et 10 s) que nous avons qualifiées de « multicomponents ».
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Dans nos conditions expérimentales, la forte concentration en K* provoque une hyperexcitabilité tres
instable, impossible & analyser, alors que le LCSa sans Mg?*" provoque des activités épileptiformes bien
marquées de type « interictales », « multicomponents » et « ictales » mais sans différence entre les tranches
des souris sauvages et mutantes. En revanche, comme |'étude de « » I'avait déja montré,
la 4-AP provoque |'apparition d’activités de type « multicomponents », qui ne sont observables que dans les
tranches des souris porteuses de la mutation, ce qui en fait le modéle d’induction d’hyperexcitabilité le plus
pertinent pour étudier le modéle murin du SD.

D’apres les expériences réalisées, les activités « interictales » sont observables des 30 min de perfusion avec
la 4-AP et tout au long de I'expérience dans le SR CAl et les activités « ictales » apparaissent dans le CE a
partir de 30 min de perfusion dans les tranches des souris sauvages et porteuses de la mutation Na,1.1*". En
revanche, dans les tranches des souris mutantes, les activités « ictales » laissent ensuite place aux activités
« multicomponents » (a partir de 50 min de perfusion) dans le CE. On peut donc supposer que les activités
« multicomponents » sont une évolution des activités « ictales » dues a des réarrangements au sein du
réseau Hippocampo-Cortical des souris Na,1.1*".

» Ce modeéle d’induction d’activités épileptiformes peut donc étre utilisé pour étudier les mécanismes
impliqués dans I’"hyperexcitabilité du réseau Hippocampo-Cortical sur le modéle murin du SD. Toutefois, pour
tester I'effet de divers traitements sur I'hyperexcitabilité induite par la 4-AP dans les tranches des souris
mutantes (particulierement sur les activités épileptiformes de type « multicomponents »), nous devions
auparavant vérifier qu’un antiépileptique, dont I'effet est connu sur les patients atteints du DS, induise des
résultats similaires dans les conditions d’hyperexcitabilité sur tranches provenant les souris porteuses de la
mutation Na,1.1*/-. Nous avons choisi de perfuser les tranches avec de la carbamazépine (CBZ), un MAE qui
stabilise la conformation « inactive » des canaux Na, et qui a la particularité d’aggraver les crises épileptiques
chez la plupart des patients atteints du SD

. On s’attendait donc a voir une exacerbation des activités induites par la 4-AP dans les
tranches des souris Na,1.1*/, cependant les effets de la CBZ sont difficiles & interpréter. En effet dans les
tranches des souris Na,1.1*, on observe une augmentation de la fréquence et une diminution de la durée
des activités « interictales », les activités « ictales » sont abolies et il n'y a pas d’effet sur les activités
multicomponents. Dans les tranches des souris sauvages la CBZ provoque une réduction des activités
« ictales », mais I'apparition d’activités « multicomponents ». Il est donc difficile de conclure si la CBZ
provoque une aggravation ou une diminution de I'hyperexcitabilité induite par la 4-AP, puisque ['effet
observé sur les différents types d’activités dans les tranches des souris mutantes est contradictoire et il est
difficile d’appréhender I'effet de ce traitement sur les activités induites dans les tranches des souris sauvages.
De plus, le fait de ne pas observer d’aggravation des activités épileptiformes de type « multicomponents »
dans les tranches des souris mutantes n’est pas en accord avec I'effet aggravant observé chez les patients
atteints du SD. Ces résultats suggerent que les conditions d’induction d’hyperexcitabilité sur tranche ne
reproduisent pas parfaitement les mécanismes complexes observés dans un modeéle plus intégré.

Bien que I'étude du modele d’induction d’hyperexcitabilité sur tranches puisse fournir des informations sur
I'excitabilité du réseau, ce n’est pas le modele le plus fidele a la pathologie humaine pour tester |'effet
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d’éventuels traitements. Aussi, pour la derniére partie de la thése, nous avons décidé de commencer a
évaluer I'effet d’une stratégie visant a réduire I'excitabilité cérébrale directement sur les crises in vivo plutét
que d’utiliser les tranches de cerveau, afin d’obtenir I'effet le plus fidele a celui qui pourrait étre observable
chez les patients atteints par le SD. L'étude de cette stratégie « thérapeutique » sur les tranches pourrait
fournir des informations supplémentaires dans des expériences futures.

3. Développement d’une stratégie visant a réduire I’hyperexcitabilité du
modeéle murin du SD

Pour finir, nous avons tenté de développer une stratégie visant a réduire I’excitabilité cérébrale
responsable des crises épileptiques. Pour cela, nous voulions restaurer I’équilibre de I’excitation/inhibition
cérébrale en réduisant sélectivement I'activité des neurones excitateurs, afin de contrebalancer le manque
d’inhibition due a la mutation Na,1.1* qui affecte les neurones inhibiteurs. Nous avons donc développé
des ARN interférents ciblant les canaux Na, (responsables de I'excitabilité neuronale), ne s’exprimant que
dans les neurones excitateurs grace a un promoteur spécifique, délivrés dans les cellules neuronales grace
a des vecteurs viraux. Nous avons testé |'effet de cette stratégie in vivo.

e Développement et validation des constructions.

Comme nous venons de le voir, les deux épilepsies génétiques que nous étudions sont dues a des mutations
du canal Na,1.1, altérant 'activité des neurones inhibiteurs et créant une perte de l'inhibition du réseau
cérébral a I'origine de la génération des crises. La plupart des MAE agissent en réduisant I’activité des canaux
Na, (ex : Phénytoine, Carbamazépine), mais sans pouvoir cibler différents types cellulaires. Aussi dans des
épilepsies telles que I'EGCF+ et le SD, pour lesquelles les neurones inhibiteurs sont moins actifs, ce type
d’antiépileptiques réduit I'excitabilité de tout le réseau cérébral en agissant a la fois sur les neurones
excitateurs et inhibiteurs, mais le déséquilibre est maintenu. Afin de contrebalancer ce déséquilibre, nous
voulions développer une stratégie permettant de réduire spécifiquement I'excitabilité des neurones
excitateurs.

> Dans ce but, nous avons tout d’abord développé des ARNi hybrides, appelés « mi/shARN » permettant
de réduire I'expression des canaux Na,. L'efficacité de ces constructions a été validée in vitro révélant une
diminution de I'expression de canaux Na, et une diminution des courants sodiques dans les neurones
corticaux en culture transfectés avec ces constructions mi/shARN comparé aux neurones infectés avec des
constructions contréles, contenant une séquence « brouillée ».

> Nous avons ensuite introduit ces constructions dans des vecteurs viraux afin de pouvoir infecter les
cellules neuronales. Nous avons initialement validé I'efficacité des constructions insérées dans un vecteur
lentiviral en infectant des neurones corticaux en culture. En effet, pour les neurones infectés avec les
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lentivirus transportant les mi/shARN ciblant les canaux Nay, nous avons observé une diminution du marquage
des canaux Nay au niveau du SIA, une réduction des courants sodiques et de la fréquence de décharge
comparée aux neurones infectés par les vecteurs lentiviraux transportant les constructions contréles.
Cependant, la limite fonctionnelle des vecteurs lentiviraux est de ne pas avoir une grande capacité de
dispersion et de ne pas pouvoir cibler un large volume cérébral. Nous avons donc décidé d’utiliser la méme
stratégie dans des vecteurs viraux adéno-associés (AAV) qui sont plus petits et possédent une meilleur
capacité de diffusion a travers les tissus afin de pouvoir cibler
tout I'hippocampe des souris lors des injections in vivo.

> Nous avons inséré en amont de ces constructions un promoteur CamKlla, car cette protéine est
spécifiqguement exprimée dans les neurones excitateurs . Cependant, lorsque nous avons
testé I'infection de neurones corticaux en culture avec les vecteurs AAV possédant le promoteur CamKlla, la
spécificité pour les neurones excitateurs n’était pas compléte. Il se trouve que tous les essais que nous avons
effectués avec différents promoteurs (qui ne sont pas détaillés) ont révélé des problemes de spécificité
cellulaire in vitro. En revanche, I'étude de « » a montré une bonne spécificité du promoteur
CamKlla pour les neurones excitateurs dans des expériences réalisées in vivo. Nous supposons donc que les
cultures de neurones primaires ne sont pas un modele adéquat pour tester la spécificité des promoteurs
pour des sous-populations de neurones. Nous avons donc décidé de tester I'efficacité des constructions
directement en les injectant dans le cerveau de modeles murins in vivo. Aprés avoir adapté le volume injecté
et le titre des particules virales permettant d’observer la spécificité cellulaire in vivo, nous avons pu distinguer
une expression des constructions dans les cellules GABA-négatives (les cellules marquées par le GABA
correspondant aux neurones inhibiteurs). Ces données montrent que les vecteurs AAV contentant le
promoteur CamKlla (exprimant les mi/shARN contre les canaux Na, ou les constructions contrdles) sont
exprimées spécifiquement dans les neurones excitateurs.

Ces résultats valident donc I'efficacité de la stratégie pour réduire I'activité des neurones excitateurs
spécifiqguement dans les neurones excitateurs. Nous avons ensuite évalué I'effet de cette stratégie sur les
crises épileptiques du modeéle murin in vivo.

o Effet des constructions in vivo

Le Syndrome de Dravet (SD) se caractérise par un phénotype plus sévere que I'EGCF+ puisqu’on retrouve de
violentes crises cloniques mais également d’autres symptomes qui apparaissent au cours du développement
tels que des déficiences mentales, des troubles sociaux, des ataxies et un taux de mortalité plus élevé

. De plus a ce jour, aucun traitement n’a montré de réelle efficacité sur le SD, nous avons donc
choisi de tester notre stratégie visant a réduire I'excitabilité des neurones excitateurs sur le modele murin
du SD. Les vecteurs viraux ne pouvant pas cibler tout le cerveau, nous avons choisi de les injecter au niveau
de I'hippocampe, car comme nous I'avons détaillé plus haut, cette structure est trés étudiée pour son
implication dans I'épilepsie et nous avons vu de I"hyperexcitabilité dans les enregistrements effectués sur
tranches d’hippocampe pour le modeéle murin du SD. De plus, dans une étude réalisée récemment au
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laboratoire, des électrodes ont été implantées au niveau de I’hippocampe et du cortex de souris Na,1.1*/" et
I'activité cérébrale a été enregistrée lors de I'induction de crises par hyperthermie, révélant que I'activité
pré-ictale était d’abord détectée dans I’hippocampe avant le cortex . L’hippocampe
pourrait donc étre impliqué dans la génération des crises du modele murin du SD.

> Les vecteurs viraux ont été produits par le « laboratoire d’amplification de vecteurs du CHU de Nantes »
a des titres élevés : 2.108 particules infectieuses (pi)/ml pour le vecteur AAV-CamKII-GFP-contrdle et 2.10°
pi/ml pour le vecteur AAV-CamKII-GFP-anti Na,. Lors d’expériences préliminaires, j’ai injecté un volume
important de ces vecteurs dans les hippocampes (4 ul par hippocampe) de souris hétérozygotes pour la
mutation Na,1.1*/ afin de voir la dispersion des constructions a de forts titres et volume d’injection. Les
résultats ont montré une fluorescence tres intense ciblant I’hippocampe et diffusant également dans le
cortex, rendant difficile I'observation de cellules isolées. On distingue une forte fluorescence de la couche
granulaire du gyrus denté sur toutes les tranches observées, ainsi qu’au niveau du stratum pyramidale (SP)
CA3, alors que le SP CA1 n’est pas toujours fluorescent en fonction des tranches pour les 2 vecteurs viraux
(contenant les ARNi actifs ou avec la séquence brouillée). La fluorescence et la diffusion au cortex sont
légerement plus importantes pour le vecteur AAV-CamKII-GFP-anti Na, puisque celui-ci est dix fois plus
concentré que le vecteur AAV-CamKII-GFP-controle. Apres 2 a 3 semaines de repos, les souris semblent
stressées, qu’elles aient été injectées avec les constructions contrbles ou ciblant les canaux Na,. L'analyse
des crises induites ou spontanées ne révele pas de différence significative entre les deux groupes, bien que
I’on note une tendance a ce que les souris injectées avec le vecteur AAV-CamKII-GFP-anti Na, expriment plus
de crises que celles injectées avec le vecteur contréle. Nous pensons que cela peut venir du fait que les
particules virales sont dix fois plus concentrées que pour les constructions contréles. En effet, un volume trop
important et une concentration de vecteurs viraux trop élevés sont susceptibles d’induire une pression
intracranienne et une inflammation des cellules infectées, favorisant le stress et la génération de crises. Bien
gue ces expériences nous aient permis de valider I'expression des vecteurs in vivo, nous avons donc décidé
de d’optimiser les conditions d’injections des vecteurs viraux.

> Nous avons réduit les volumes d’injection et les titres de particules virales afin de ne cibler que
I’hippocampe et de pouvoir distinguer les cellules infectées au microscope avec la méme fluorescence pour
la construction AAV-CamKII-GFP-anti Na, et AAV-CamKII-GFP-contrdle.

Apreés plusieurs essais, nous avons retenu les titres de 1.108 pi/ml pour le vecteur AAV-CamKII-GFP-contréle
et 2.108 pi/ml pour le vecteur AAV-CamKII-GFP-anti Na,, injectés & un volume de 2 pl par hippocampe. Ces
nouvelles conditions permettent d’observer une bonne fluorescence dans tout I'hippocampe, bien que
lorsqu’on regarde plus en détails le SP CA1 soit peu infecté par les constructions contrairement au CA3 et au
gyrus denté.

Aprés 2 a 3 semaines de repos, les souris ne semblent pas stressées comme précédemment.
Malheureusement I'analyse des crises n’a révélé aucune différence entre les deux groupes que ce soit pour
les crises induites par hyperthermie ou pour les crises spontanées enregistrées 5 jours avant I’hyperthermie
et 5 jours aprés. Dans nos conditions expérimentales, la construction réduisant I'expression des canaux Na,
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dans les neurones excitateurs infectés ne permet donc pas de réduire la fréquence ou la sévérité des crises
du modele murin du SD.

> Afin de comprendre pourquoi notre stratégie n’a pas eu I'effet escompté, nous avons évalué I'expression
des génes codant pour les canaux Nay dans les hippocampes de souris infectées avec les constructions virales
AAV-CamKlla-GFP-contrdle (1.108 pi/ml) et AAV-CamKlla-GFP-anti Na, (2.10% pi/ml). Les résultats ont révélé
une légére réduction de I'expression des genes codant pour les canaux Nay1.1, Na,1.2, Na,1.3 dans les
hippocampes infectés avec la construction active par rapport aux contréles, mais celle-ci n’est pas
significative.

On peut donc supposer que bien que nos constructions permettent de réduire I'expression des canaux Nay
spécifiqguement dans les neurones excitateurs, son action n’est pas suffisante pour avoir un effet sur les crises
épileptiques. Différentes hypothéses peuvent supporter ce manque d’effet :
1) Laréduction d’expression des canaux Na, dans les cellules n’est peut-étre pas suffisante pour réduire
I'activité des neurones in vivo.
2) Le nombre de cellules infectées n’est peut-étre pas suffisant pour réduire I’excitabilité du réseau.
3) Une homéostasie pourrait se mettre en place dans les cellules non-infectées afin de contrecarrer la
réduction des Na, dans les cellules infectées.
4) Le fait de ne cibler que I'hippocampe n’est peut étre pas suffisant pour maitriser la génération des
crises généralisées.

Cette stratégie, bien que prometteuse, doit donc étre améliorée. Des expériences de patch-clamp et
d’enregistrements en potentiel de champ permettraient de répondre aux trois premiéres hypothéses et des
essais d’injection des constructions virales au niveau du cortex pourraient donner des informations sur la
derniere hypothése.
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4. Conclusion

Les différents points d’études abordés dans ma thése ont donc permis une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans la génération de deux épilepsies génétiques dues a la mutation du canal Na,1.1
sur des modeles murins, soulignant I'impact de ce canal dans I'excitabilité cérébrale ; mais également la
pertinence qu’apporte un modele sur tranches par rapports aux données obtenues sur cerveau entier dans
nos conditions expérimentales. Enfin, une premiere avancée a été réalisée pour développer une stratégie
pour réduire I'excitabilité cérébrale.

D’aprés I'étude des modeles murins d’épilepsie génétiques, un phénomene d’épileptogenése serait a
I'origine du développement des crises dans I'EGCF+ et le SD. Cette information pourrait permettre de
développer des outils de diagnostic précoce d’hyperexcitabilité cérébrale chez des enfants porteurs de la
mutation du canal Na,1.1, afin de pouvoir optimiser les traitements dés I'apparition des premieres crises,
voire méme d’envisager un jour I'utilisation de traitements préventifs.

Parmi les nombreux modeles qui existent pour étudier I'épilepsie chronique, nous avons vu que dans nos
conditions expérimentales, |'utilisation de tranches de cerveaux du modéle murin du SD, sur lesquelles nous
avons induit de I'hyperexcitabilité, n’est pas adéquat pour étudier |'effet d’éventuels traitements. Ces
modeles d’inductions peuvent fournir des informations sur I’hyperexcitabilité du réseau, mais ne semblent
pas refléter toute la complexité des mécanismes impliqués dans la génération des crises épileptiques. Nous
préconisons donc de préférer I'étude in vivo pour tester I'efficacité de traitements et de n’utiliser les modeles
sur tranches que pour obtenir des informations supplémentaires sur des mécanismes plus isolés.

Enfin, le développement de la stratégie visant a réduire I’hyperexcitabilité responsable de la génération des
crises n'a pas révéler d’effet sur les crises épileptiques du modele murin du SD dans nos conditions
expérimentales. Elle a cependant montré une bonne efficacité a réduire I'expression des canaux Nay dans les
neurones excitateurs. Bien que nous ayons apporté la preuve de concept de cette stratégie a I'échelle du
neurone, il reste a comprendre pourquoi celle-ci ne suffit pas a permettre un effet au niveau des réseaux
cérébraux. Dans I'avenir, I'optimisation de cette stratégie pourrait permettre son utilisation dans d’autres
études sur I'épilepsie ou méme sur d’autres pathologies, fournissant des informations essentielles a la
compréhension de mécanismes pathologiques en découvrant de nouvelles cibles thérapeutiques.
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