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ABSTRACT

Epilepsy is a frequent disease affecting more than 50 million people worldwide, with various
outcome and etiologies. Among them, autoimmune encephalitis (AIE) are serious diseases,
which may cause severe neurological sequelae when the initiation of immunotherapy is
delayed. In 2010, the leucine-rich, glioma inactivated 1 (LGI1) protein was identified as the
target of autoantibodies in a subgroup of AIE, that mainly causes seizures. Patients with AIE
associated with anti-LGI1 antibodies display tonic-dystonic motor seizures (TDS), which are
atypical, and pathognomonic of this disorder. They also present limbic seizures, which are
common to other encephalitis. The mechanisms at the origin of these seizures are poorly
understood. Several studies have shown a direct pathogenic role of anti-LGI1 antibodies, via
an alteration in the expression and function of Kv1 channels and AMPA receptors. However,
the link between these pathological disturbances and the epileptic seizures has never been
demonstrated.

The main objective of my PhD work was to determine whether anti-LGI1
autoantibodies were responsible for epileptic seizures in patients and to investigate the
underlying pathophysiological mechanisms. I thus conducted my study along 3 axes.

1/ 1 first studied the role of anti-LGI1 autoantibodies in the genesis of seizures, via in
vivo injections in rodents. | purified the antibodies from the serum of LGI1 patients and control
patients. Then | performed acute or chronic injections of pure CSF or purified serum IgG into
mice and rats brains. The electrophysiological recordings with surface EEG electrodes or
intracranial electrodes at the injection site, did not show any epileptic-like activity.

2/ Given the absence of seizures induced by passive transfer of antibodies in vivo, which
has since been confirmed by two other research teams, | decided to inhibit the Kv1 channels
without using autoantibodies. Via in vivo injections of dendrotoxin-K (DTX), a specific
inhibitor of Kv1.1, into the primary motor cortex of adult rats, | sought to indirectly reproduce
the disturbances observed in vitro by anti-LGI1 antibodies. This approach did reproduce the
pathognomonic TDS in rats. To validate this rodent TDS model, I studied a cohort of 12 patients
who displayed TDS during EEG-EMG-video sessions. | found similar clinical and EEG-EMG
features in patients and in the DTX rats” model. In addition, | showed that TDS in rats could be
stopped by retigabine, an antiepileptic drug that potentiates voltage-dependent K* channels.

3/ The new DTX-induced TDS model allowed to explore the neural mechanisms
underlying TDS. | performed extracellular and intracellular neuronal recordings in vivo in
sedated rats after injection of DTX. | described the neuronal activities associated with TDS, and
| proposed a neural scenario that could explain the high frequency of these seizures and their
regularity.

My thesis work showed the central role of Kv1.1 disruption in the emergence of TDS
and suggests that the potentiation of neuronal K* currents could be an effective strategy to
improve the treatment of seizures in the early management of anti-LGI1 AIE. The new in vivo
animal model could be used in future research to better characterize ictogenesis mechanisms in
this frequent AIE.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADLTE autosomal dominant lateral temporal lobe epilepy (épilepsie autosomigque dominante
du lobe temporal latéral)

BHE barriére hemato-encéphalique

CAl, CA3 Corne d’Ammon 1, 3

EAI encéphalite auto-immune

ECoG électrocorticogramme

EEG électroencéphalogramme

EMG électromyogramme

FBDS faciobrachial dystonic seizures (crises dystoniques brachio-faciales)
FLAIR fluid attenuated inversion recovery

Gm conductance membranaire

HEK human embryonic kidney

ILAE International League Against Epilepsy (ligue internationale contre 1’épilepsie)
IRM imagerie par résonnance magnétique

KI knock-in

KO knock-out

LCR liquide céphalorachidien

LFP local field potential (potentiel de champ local)

M1 cortex moteur primaire

PBS phosphate-buffered saline (tampon phosphate salin)

PtA cortex pariétal associatif

Rm résistance membranaire

SNC systéme nerveux central

SNP systeme nerveux périphérique

TDS tonic-dystonic seizures (crise tonique-dystonique)

TDW tonic-dystonic wave (onde tonique-dystonique)

TEP au 18F-FDG tomographie par émission de positons au 18F-fluoro-désoxy-glucose
Vm potentiel membranaire
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NOMS DE MOLECULES :

ADAM11, ADAM22, ADAM23 a disintegrin and metalloproteinase domain-containing
protein 11, 22, 23

AMPA-R récepteurs a I’a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazol-4-propionate
AQP4 aquaporine-4

CASK calcium/calmodulin dependent serine protein kinase

CASPR2 contactin-associated protein-like 2

DTX dendrotoxine

EPTP epitempin

GABA-b-R récepteur métabotropique a I’acide gamma-aminobutyrique
HLA human leucocyte antigen

19G, IgA, IgM immunoglobuline G, A, M

KCNAIL, KCNA2 KT voltage-gated channel subfamily A member 1, 2
LGI1 leucine-rich glioma-inactivated 1

LRR leucine-rich repeat

MAGUK membrane-associated guanylate kinase

NgR1 nogo receptor 1

NMDA-R récepteurs a I’acide N-méthyl-D-aspartique

PSD93, PSD95 postsynaptic density protein 93, 95

SAP97 synapse-associated protein 97

VGKC voltage-gated K* channel (canal K™ dépendant du voltage)
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CHAPITRE 1

LLES EPILEPSIES

L’épilepsie touche plus de 50 millions de personnes dans le monde (Ngugi et al. 2010), ce qui
en fait selon I’OMS I’une des affections neurologiques les plus fréquentes. La prévalence de
I'épilepsie est de 6,4 cas pour 1 000 individus et son incidence est de 67,8 cas pour 100 000
individus par an (Fiest et al. 2017). La prévalence et I'incidence sont plus élevées dans les pays
ou les revenus sont les plus faibles (Fiest et al. 2017). Ce résultat pourrait en partie résulter
d'une fréquence plus élevée d'accidents de la route, de traumatismes a la naissance et de troubles
neurologiques causés par des infections (Singh et Trevick 2016). L'incidence de I'épilepsie est
plus élevée dans les ages extrémes de la vie, avant 10 ans et aprés 60 ans (Fiest et al. 2017).

1.1 Définitions

Des définitions de 1’épilepsie et des crises d’épilepsie ont été établies par la Ligue Internationale
Contre I’Epilepsie (ILAE) et le Bureau International pour 1’Epilepsie, et elles font aujourd’hui
consensus (Fisher et al. 2005, 2014).

1.1.1  Epilepsie

L’épilepsie est une maladie neurologique définie par la prédisposition durable a générer des

crises d'épilepsie, ainsi que par les conséquences neurobiologiques, cognitives, psychologiques
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et sociales qui en découlent (Fisher et al. 2005). Les causes menant a l'épilepsie sont
nombreuses, et les symptdmes sont tres hétérogénes. Le diagnostic était initialement établi
quand le patient avait subi deux crises d'épilepsies non provoquées, a plus de 24 h d’intervalle
(Fisher et al. 2005). Cette définition a été modifiée en 2014 (Fisher et al. 2014), indiquant que

I'épilepsie est diagnostiquée en cas de :

- survenue d’au moins deux crises non provoquées a plus de 24 h d'intervalle,

- survenue d’une crise non provoquée, associée a une probabilité de survenue d’autres
crises d’au moins 60% (risque général de récurrence observé apres deux crises non-
provoquées) dans les 10 prochaines années,

- diagnostic d'un syndrome épileptique.

Il'y a donc moins de patients épileptiques que de patients ayant déja eu une ou plusieurs
crises d'eépilepsie. En effet, il y a de nombreux cas de crises isolées, causés par un événement
ponctuel tel qu’un traumatisme cranien ou une intoxication (Leach et al. 2012), soulignant
I’importance du caractére spontané des crises dans la définition de 1’épilepsie. De méme, I'écart
de plus de 24 h entre deux crises est important, afin que le cerveau ait pu retrouver un état
normal. L’actualisation de 2014 permet aussi au médecin de mettre en place des traitements
apres une seule crise non provoquée, s'il y a un risque de récidive élevé. La définition de 2014
instaure le concept de « résolution de I'épilepsie », qui définit les criteres pour déterminer qu'un
patient n'est plus atteint d'épilepsie. L'épilepsie est considérée comme étant résolue pour (1) les
personnes qui avaient un syndrome épileptique dépendant de I'age et qui ont dépassé I'age
maximal correspondant, et (2) pour les personnes qui sont restées sans crise depuis au moins

10 ans, dont 5 ans sans prise d’antiépileptiques (Fisher et al. 2014).

L'épilepsie n'est pas spécifique aux humains et a éte décrite, de maniere spontanée, chez
des animaux de compagnie (Delk 2012; Potschka et al. 2015). De plus, une épilepsie spontanée,
ou déclenchée dans des buts de recherche scientifique, a déja été décrite a la fois chez
I’ensemble des vertébrés (mammiferes (Potschka et al. 2015), oiseaux (Delk 2012), poissons
(Cho etal. 2017), batraciens (Pratt et Khakhalin 2013), reptiles (Gomez et al. 1990)), mais aussi
chez les nematodes (Locke et al. 2009) et les mouches (Saras et al. 2017). 1l semble ainsi que
toute espéce pourvue d'un systeme nerveux central puisse étre en capacité de développer de

I’épilepsie.
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L'épilepsie correspond a un symptdome commun a différentes maladies, et présente une
grande hétérogénéité entre les patients. Par conseéquent on parle souvent des éepilepsies, au

pluriel, plutdt que de I'épilepsie, mais les deux termes peuvent étre employés.

1.1.2 Crises d'épilepsie
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Figure 1. Classification des crises d’épilepsie selon ’'ILAE (Fisher et al. 2017)

Une crise d’épilepsie correspond a I’ensemble des signes ou symptomes causés par une activité
neuronale anormalement élevée ou anormalement synchronisée dans le cerveau (Fisher et al.
2005). Une crise est délimitée dans le temps. Si la crise dure plus de 5-15 minutes (durée
variable selon le type de crise), ou bien si plusieurs crises s’enchainent sans récupération

compléte de la conscience du patient, on parle d’état de mal épileptique (Brophy et al. 2012).

Il 'y a beaucoup d’hétérogénéité dans la sémiologie des crises entre les patients,
notamment due a la différence de localisation des foyers épileptiques et aux différentes voies
de propagation des crises. Neanmoins, au sein d'un méme patient, le foyer et la propagation
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sont le plus souvent similaires voire identiques d'une crise a l'autre (Berg et al. 2010). La liste

des différents types de crises selon I'ILAE est présentée dans la figure 1.

Quand I'ensemble du cerveau, notamment le cortex des deux hémispheéres, est impliqué
dans la génération de la crise, on parle de crise généralisée. Quand les crises commencent de
maniere localisée, on parle de crise focale. Ces crises sont déclenchées au sein d'un foyer
épileptique et peuvent se diffuser dans une région plus grande, avec ou sans généralisation
(Fisher et al. 2017).

1.2 Les différentes épilepsies : classification de ’'ILAE
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Figure 2. Organisation de la classification des épilepsies, selon ’'ILAE (Scheffer et al. 2017)

Les épilepsies sont associées a une grande diversité de causes et de symptdmes. Une
classification est donc nécessaire pour aider au diagnostic et mieux identifier les facteurs
pouvant déclencher les crises, influencer le pronostic, ou permettre de guider la stratégie
thérapeutique. La classification renseigne également sur les risques de comorbidités,
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notamment les difficultés d'apprentissage, la déficience intellectuelle, et le risque de mortalité
tel que la mort soudaine inattendue dans I'épilepsie (Sudden Unexpected Death in Epilepsy,
SUDEP). Elle permet aussi de séparer les patients en groupes homogenes, utiles pour la

recherche fondamentale et la recherche clinique (Scheffer et al. 2017).

L’ILAE a proposé une classification des épilepsies, qui a évolué a plusieurs reprises
depuis le milieu du XX®™ siécle pour suivre les avancées scientifiques cliniques et
fondamentales. Aujourd’hui, c’est la derniére version de la classification, qui date de 2017, qui
fait consensus (Fig. 2) (Fisher et al. 2017; Scheffer et al. 2017).

1.2.1 Le type de crises

La premiere étape de la classification repose sur I’identification du type de crises (Fig. 1 et 2).
Cette classification suppose que le clinicien ait déja posé un diagnostic de crise d'épilepsie, car
elle n'est pas un algorithme pour distinguer les événements épileptiques des événements non

épileptiques.

Les crises sont classées selon leur mode d’apparition : focale, généralisée et inconnue.
Ainsi, une crise focale secondairement généralisée sera classée parmi les crises focales, et
appelée « crise focale évoluant vers une crise bilatérale tonique-clonique » (« focal to bilateral
tonico-clonic seizure »). Pour les crises focales, on précise, si cela est possible, si I’individu a

une conscience altérée ou non pendant la crise.

1.2.2 Le type d’épilepsie

Les différents types d’épilepsie sont définis en fonction du type de crises que présente le patient.
Il'y a les épilepsies focales, les épilepsies généralisées, les épilepsies combinées généralisées et
focales, et les épilepsies « inconnues » ou le clinicien n’est pas capable de déterminer si le type
d'épilepsie est focal ou généralisé en raison de l'insuffisance des informations disponibles (Fig.
2). Le groupe d'épilepsies combinées généralisées et focales existe, car il y a des patients qui

ont a la fois des crises généralisées et des crises focales.
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1.2.3 Le syndrome épileptique

Les épilepsies sont aussi classées en fonction des syndromes qu'elles induisent. Un syndrome
épileptique est une entité clinique distincte, caractérisée par des symptdmes cliniques et
électrophysiologiques, et par une homogénéité d’étiologie, d’évolution, de pronostic et de
réponse aux traitements. Ainsi, 1’identification d’un syndrome épileptique, quand cela est
possible, permet de faciliter la prise en charge. Il existe de nombreux syndromes bien décrits,
tels que I'épilepsie-absence chez I'enfant, le syndrome de West et le syndrome de Dravet. La
mise en évidence d’un syndrome épileptique n’est pas toujours possible, et parfois seule la

classification des crises et des épilepsies peut étre faite.

1.2.4  Etiologies

L’étiologie fait référence a la cause sous-jacente de 1’épilepsie. Elle est primordiale car, dans
certains cas, le traitement de la cause est bien plus efficace que le traitement de I’épilepsie seule.
Elle doit étre prise en compte a chaque étape de la classification. L’ILAE a défini 6 catégories
d’étiologies (Fig. 2), qui ne sont pas hiérarchisées, ni exclusives dans la mesure ou plusieurs

étiologies peuvent se cumuler :

- Etiologie structurelle : Une anomalie structurelle augmente fortement le risque de
développer une épilepsie. Elle peut étre mise en évidence par 1’imagerie cérébrale, ou
par des anomalies sur ’EEG. Les anomalies structurelles peuvent étre acquises, par
exemple a la suite d’un accident vasculaire cérébral, d’un traumatisme ou d’une
infection. Elles peuvent aussi étre d’origine génétique, avec des mutations causant des
malformations du développement cortical.

- Etiologie génétique : Les épilepsies génétiques résultent directement d'une mutation
génétique connue ou présumée. La mutation peut étre héritée ou de novo.

- Etiologie infectieuse : 1l s’agit de la cause d’épilepsie la plus répandue dans le monde
(Vezzani et al. 2016). Les épilepsies d’origine infectieuse sont directement causées par
une infection connue (encéphalite, méningite), dans laquelle les crises sont un
symptdme central. Ces infections peuvent entrainer secondairement des lésions
structurelles et conduire a un développement post-infectieux de 1’épilepsie.

- Etiologie métabolique : Une épilepsie métabolique est une épilepsie qui résulte

directement d'un trouble métabolique connu ou présumeé. Les troubles métaboliques font
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référence a des changements biochimiques systémiques, tels que la porphyrie, I'urémie,
ou les aminoacidopathies. Les troubles métaboliques sont la plupart du temps associés
a un défaut genétique, mais ils peuvent aussi étre acquis, par exemple par une carence
Ou une intoxication.

- Etiologie immune : Les épilepsies de cause dysimmunitaire résultent directement d'un
trouble immunitaire neurologique, mis en évidence par la présence d'auto-anticorps dans
le sang ou le liquide céphalo-rachidien (LCR) ciblant des antigénes cérébraux, ou par
une inflammation du SNC sans infection. Elles sont détaillées dans la partie 2 de cette
introduction. Le terme d’épilepsie auto-immune a été récemment remis en cause et
modifié par I'ILAE (Steriade et al. 2020), qui distingue désormais les crises
symptomatiques aigués secondaires a une encéphalite auto-immune, et les épilepsies
associees a une auto-immunité (cf. paragraphe 2.7).

- Etiologie inconnue : Cette étiologie rassemble toutes les épilepsies dont la cause n’est
pas encore connue, ce qui correspond a au moins un tiers des épilepsies. Dans cette
catégorie, il n'est pas possible de poser un diagnostic spécifique en dehors de la
sémiologie électroclinique. L’absence de cause retrouvée dépend en partie des
possibilités d’examens complémentaires possibles pour le patient, qui varient en

fonction des centres de santé au sein d’un pays, mais aussi entre les pays.

1.2.5 Comorbidités

De nombreuses comorbidités peuvent accompagner 1’épilepsie, et ont un impact tres important
sur la vie des patients. Comme I'étiologie, il est important que la présence de comorbidités soit
prise en compte a chaque étape de la classification (Fig. 2), pour permettre une identification
précoce, un diagnostic et une prise en charge appropriés. Les comorbidités peuvent étre par
exemple des problémes d'apprentissage, des problémes psychologiques ou des problémes
comportementaux, et sont de gravité variable. Dans les épilepsies les plus séveres, de graves
comorbidités peuvent étre observées, comme par exemple des déficits moteurs ou des déficits
de mémoire. Des troubles psychiatriques, notamment anxiété et depression, sont également

souvent associés.
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1.3 Anomalies électriques associées aux crises d’épilepsie

Les signaux EEG, qui sont générés par les potentiels post-synaptiques neuronaux corticaux,
permettent une évaluation en temps réel de I’activité cérébrale. L'analyse de I'EEG, en
particulier des crises et des décharges épileptiformes intercritiques, joue un réle crucial dans le
diagnostic de I'épilepsie (Scheffer et al. 2017).

Les crises sont observables sur I’EEG, car elles induisent des signaux électriques
anormaux provenant des régions cérébrales affectées. Ces signaux correspondent a des
oscillations dont la fréquence ou I’amplitude sont différentes de I’activité normale (Fig. 3A-B).
Les patients peuvent également présenter des anomalies a I’EEG entre les crises, appelées
décharges épileptiformes intercritiques (Fig. 3C). Il peut s’agir de pointes, ou d’oscillations a
haute ou tres haute fréquence. Les décharges épileptiformes intercritiques ne sont pas
suffisamment longues et organisées pour étre considérées comme des crises. Elles sont parfois

la seule anomalie rencontrée sur 'EEG de routine (Chen et Koubeissi 2019).

La localisation, la caractérisation fréquentielle et I’amplitude des oscillations
paroxystiques sont importants pour l’identification des syndromes, des étiologies, et pour
classer les crises (Scheffer et al. 2017). De plus, I’évolution des tracés EEG intercritiques et
critiques permettent d’indiquer une amélioration ou une aggravation de la maladie. Dans le cas
d’une épilepsie généralisée, le patient présente généralement une décharge de pointes-ondes
généralisées sur ’EEG (Fig. 3B). Dans le cas d’une épilepsie focale, la localisation des
anomalies intercritiques ou de la crise sur ’EEG permet de déterminer les régions cérébrales
affectées, et sont donc utiles au diagnostic (Fig. 3A). De plus, certaines crises, dites
infracliniques, ne sont visibles qu’a I’EEG, et n’ont pas de traduction clinique. Afin de localiser
avec précision la région initiatrice des crises chez les patients ayant une épilepsie focale
résistante aux médicaments antiépileptiques, les patients peuvent bénéficier de 1’implantation
d’électrodes intracérébrales. L objectif est de réséquer, par une chirurgie, la région localisée
(Kalamangalam et Tandon 2016). La encore, le signal électrique produit par les crises est utilisé

pour diagnostiquer et traiter les patients.
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Figure 3. Exemples d’activités épileptiques visibles a PEEG. Figure adaptée de (Chen et Koubeissi
2019). (A) Exemple d’un début de crise focale, chez un patient atteint d’épilepsie temporale gauche.
Des décharges rythmiques delta, évoluant vers une activité théta, sont visibles sur les électrodes
temporales gauches. (B) Exemple de crise généralisée typique d’une épilepsie absence, montrant une
décharge de pointes-ondes d’environ 3 Hz. (C) Exemple de décharge épileptiforme intercritique, avec
une amplitude maximale sur la région fronto-polaire droite (Fp2).
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CHAPITRE 2

LLES ENCEPHALITES AUTO-IMMUNES

Depuis 2017, la ligue internationale contre 1’épilepsie a ajouté 1’auto-immunité a la liste des
étiologies contribuant a 1’épilepsie (Scheffer et al. 2017). Les encéphalites auto-immunes (EAI)
constitutent un groupe de syndromes auto-immuns récemment décrit, responsable d'un nombre
croissant d'épilepsies pharmacorésistantes jusque-la inexpliquées (Goodfellow et Mackay
2019). Une épilepsie est dite pharmacorésistante lorsque les crises d’épilepsie persistent malgré
I’administration de deux molécules antiépileptiques adaptées, utilisées de maniére appropriée
(Kwan et al. 2009). Environ un tiers des patients atteints d’EAI développent des crises
d’épilepsie, et cela explique environ 1% des épilepsies totales, soit plusieurs centaines de

milliers de personnes dans le monde (Chen et al. 2021a).

2.1 Deéfinitions

Le consortium international des encéphalites (International Encephalitis Consortium) a défini
en 2013 des criteres diagnostiques pour I'encéphalite et I’encéphalopathie (Venkatesan et al.
2013). Le critere principal repose sur la preuve d'une altération de I'état mental (diminution ou
altération du niveau de conscience, léthargie, changement de comportement) d'une durée de
plus de 24 heures sans autre cause identifiée. Il s’agit d’un critére obligatoire pour parler

d’encéphalite ou d’encéphalopathie. A cela s’ajoutent des critéres mineurs, dont deux sont
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requis pour une encéphalite/encéphalopathie possible, et trois ou plus pour une

encéphalite/encéphalopathie probable ou confirmée (Venkatesan et al. 2013) :

- une fievre a au moins 38 °C dans les 72 heures avant ou apreés les troubles de 1’état
mental,

- des crises généralisées ou focales non attribuables a un trouble épileptique préexistant,

- de nouvelles apparitions de signes neurologiques focaux,

- une pléiocytose du LCR (numération leucocytaire >5/mm?),

- des anomalies du parenchyme cérébral a I’imagerie,

- des anomalies a I’EEG non imputables a d'autres causes.

Les encéphalites sont caractérisées par une inflammation cérébrale, qui peut étre
d’origine infectieuse, ou d’origine auto-immune. Les encephalopathies quant a elles
représentent des processus physiopathologiques différents. Elles ne sont pas forcément
associées a une inflammation des tissus cérébraux, et peuvent étre d’origine métabolique,
toxique, ou associées a des agents infectieux. Il peut y avoir une superposition entre les

encéphalites et les encéphalopathies d’étiologie infectieuse (Venkatesan et al. 2013).

Les EAI sont des encéphalites ou une cause auto-immune a été identifiée, par la mise en
évidence d’auto-anticorps ciblant un antigéne neuronal ou glial, intracellulaire ou
extracellulaire. Dans certains cas, le diagnostic d’EAI peut étre posé en 1’absence d’auto-
anticorps retrouvés, si les résultats cliniques, biologiques (ponction lombaire) et radiologiques
sont similaires a des tableaux typiques d’EAI. On parle alors d’EAI séronégative (cf.
paragraphe 2.4.4).

La découverte d’auto-anticorps a permis de reclasser certaines maladies, et a ouvert
d'importantes opportunités diagnostiques et thérapeutiques. La meilleure compréhension des
roles des anticorps dans les maladies neurologiques a été une révolution dans la prise en charge
des EAI ces 10 dernieres années. Plus de 40 auto-anticorps, ciblant des antigénes neuronaux ou
gliaux, intracellulaires ou extracellulaires, sont connus aujourd’hui. Toutefois, il est probable
que davantage d'auto-anticorps soient impliqués dans les maladies neurologiques, car tous les
ans de nouveaux auto-antigénes sont découverts. Par exemple, des auto-anticorps dirigés contre
la sous-unité 2 du récepteur kainate (GluK2) ont trés réecemment été identifiés chez 8 patients
atteins d’EAI (Landa et al. 2021).
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2.2 Epidémiologie

Il est difficile d’étudier I’incidence des EAI, étant donné que ce sont des maladies decouvertes
récemment, et que de nouveaux anticorps sont découverts régulierement. Une étude
épidémiologique de 2018 estimait I’incidence des EAI & 0.8 pour 100 000 habitants par an, et
la prévalence a 13.7/100 000 habitants, aux Etats-Unis (Dubey et al. 2018a). Il y a une
augmentation significative de I’incidence des EAI cette derniere décennie, due a une
augmentation du nombre d’auto-anticorps connus, et a une amélioration des diagnostics (Dubey
et al. 2018b).

2.3 Sémiologie géneérale

Les symptomes principaux des EAI sont des troubles comportementaux, des troubles moteurs,
ainsi que des déficits de mémoire, des crises d’épilepsie, et des troubles végétatifs. Les
manifestations neurologiques peuvent étre aigués ou subaigués et se développent généralement
en 6 semaines (Dutra et al. 2018). L’état de mal épileptique est la principale raison conduisant
les patients atteints d’EAI a étre hospitalisés en réanimation (Harutyunyan et al. 2017). Par
rapport a la population générale, les patients atteints d’EATI ont une plus forte incidence de crises
(Ong et al. 2014). Une méta analyse systématique récente des 42 articles avec des cohortes de
plus de 50 patients atteints d’EAI et de crises d’épilepsie, a permis d’estimer la prévalence des
crises au sein des EAI, qui était de 42% (Chen et al. 2021a).

2.4 Classification des EAI

Les EAI sont classées selon le type d’auto-anticorps retrouve chez les patients, selon qu’ils
ciblent des antigenes intracellulaires ou extracellulaires. Cela détermine des mécanismes
physiopathologiques et des prises en charge différentes (Fig. 4). Dans certains cas, aucun
anticorps n’est identifié, on parle alors d’EAI séronégative (Graus et al. 2016). Les différents
auto-anticorps sont associés a des syndromes présentant des spécificités propres concernant les
symptomes, le pronostic et le traitement. La recherche de 1’antigéne ciblé par les auto-anticorps

est donc une étape clé du diagnostic et de la prise en charge des patients.
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Figure 4. Différents mécanismes physiopathologiques associés aux auto-anticorps ciblant des
antigénes intracellulaires ou extracellulaires (Dalmau et al. 2017). (A) Les auto-anticorps dirigés
contre des protéines intracellulaires ne sont pas impliqués de maniere directe dans la physiopathologie.
Les études sur des biopsies ou des autopsies de ces patients montrent des infiltrats inflammatoires
importants de cellules T cytotoxiques entourant les neurones, et provoquant une dégénérescence
neuronale. Les patients répondent rarement aux immunothérapies visant a éliminer les anticorps ou les
cellules productrices d'anticorps. (B) Les auto-anticorps dirigés contre les protéines extracellulaires ont
un effet pathogéne direct sur les protéines ciblées. Les patients répondent souvent bien aux
immunothérapies.

2.4.1 ldentification des auto-anticorps

Les autoanticorps associés aux EAI se lient a des épitopes antigéniques conformationnels. Pour
cette raison, les tests utilisés pour identifier les auto-anticorps, dans le serum ou le LCR de
patients, sont basés sur 1’utilisation de cellules, capables de produire 1’antigéne sous sa forme
native, y compris les modifications post-traductionnelles (Priss 2021; Ramanathan et al.
2021a).

La technique de référence pour la détection d’auto-anticorps utilise des cellules HEK293
transfectées pour exprimer I'antigene d'intérét, puis fixées. Ces tests montrent une sensibilité
élevée, pour des auto-antigenes prédéfinis. La liaison des auto-anticorps a I’antigéne d’intérét

est visualisée avec des anticorps secondaires marqueés par fluorescence (Fig. 5A).
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En utilisant la méme technique de marquage, des neurones vivants peuvent étre incubes
avec du sérum ou du LCR de patient, pour détecter des autoanticorps ciblant des antigénes
extracellulaires. Le fait que les cellules ne soient pas perméabilisées, contrairement aux cellules
HEK transfectées et fixées, permet de s’assurer que 1’auto-anticorps cible un antigene

extracellulaire (Fig. 5B).

Des tests sur des coupes de cerveau de rongeur ou de singe, permettent de détecter la
liaison d'auto-anticorps a une grande variété d'épitopes sur les neurones, les cellules gliales et
I'endothélium. En particulier, ces tests peuvent mettre en évidence une réaction auto-immune
contre un antigene inconnu. Les patrons de marquage, et la localisation subcellulaire, sont
typiques pour chaque antigéne, et peuvent donc permettre d’identifier des antigénes connus, ou

au contraire de suggérer que 1’antigéne ciblé n’a pour le moment jamais été décrit (Fig. 5C).

Mouse
brain sections

LGI1

Transfected cells Primary rat neurons

Figure 5. Diagnostic des auto-anticorps dans les maladies auto-immunes neurologiques. Figure
adaptée de (Priss 2021).

2.4.2  Antigenes extracellulaires

Les anticorps dirigés contre des antigénes extracellulaires définissent une classe d’EAI qui
répond bien aux immunothérapies. Pour la plupart des patients, un diagnostic précoce et une
mise en route rapide de I’'immunothérapie donnent de bons résultats, avec un bon pronostic
(Sell et al. 2021). Apres I’immunothérapie, plus de 80% des patients présentant des crises
deviennent libres de crises, la ou les traitements antiépileptiques classiques n’arrétaient les
crises que chez environ 15% des patients (de Bruijn et al. 2019). Ces EAI peuvent également
causer de la mort neuronale et des atrophies, par des mécanismes d’excitotoxicité associés aux
crises et/ou par des processus inflammatoires (Gonzalez-Burgos et al. 2009). Cela peut conduire
a des lésions tissulaires entrainant des séquelles irréversibles, comme 1’atrophie de

I’hippocampe souvent observée dans les encéphalites a anticorps anti-LGI1 en cas de traitement
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tardif (Ghimire et al. 2020). Le diagnostic et le traitement précoce est un enjeu majeur pour le
pronostic des patients.

NMDAR s AW mGLURS

Figure 6. Immunomarquage de coupes sagittales et coronales de cerveau de rat avec des auto-
anticorps de patients ciblant des antigénes extracellulaires (Dalmau et al. 2017). Barre horizontale
= 2 mm. La liste d’antigénes extracellulaires n’est pas exhaustive.

Les anticorps ciblant des antigenes extracellulaires montrent un marquage typique du
neuropile du cerveau de rat, sans marquage des corps cellulaires (Fig. 6, Fig. 7A, Fig. 7C).
L’accessibilité des anticorps circulants a leur cible in vivo (Fig. 7E) et la bonne réponse aux
immunothérapies, qui suppriment les anticorps ou les cellules produisant des anticorps, suggére
un role pathogeéne direct des anticorps. Cela a été confirmé par des modéles in vivo et in vitro
pour de nombreuses EAI, telles que les EAI associées a des anticorps ciblant les récepteurs
AMPA (AMPA-R) (Peng et al. 2015), les récepteurs NMDA (NMDAR-R), (Planaguma et al.
2015), I’amphyphisine (Werner et al. 2016), la protéine LGI1 (Petit-Pedrol et al. 2018;
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Ramberger et al. 2020), la protéine CASPR2 (Saint-Martin et al. 2019), ou les récepteurs
kainate (Landa et al. 2021). Ces études montrent que les anticorps perturbent de maniére directe
ou indirecte des canaux ioniques neuronaux, et donc 1’activité neuronale. Ce groupe d’EAI est

donc médié par une auto-immunité humorale.

Figure 7. Comparaison de la réactivité cérébrale et neuronale des anticorps dirigés contre un
antigéne de surface ou un antigéne intracellulaire (Dalmau et al. 2017). (A) Coupe coronale
d'hippocampe de rat, marquée avec des auto-anticorps anti-NMDA-R (extracellulaires) de patients,
comparée a (B) un marquage par des auto-anticorps anti-Hu (intracellulaires), aprés perméabilisation
des cellules. (C-D) Grossissement des images A et B, respectivement. Les auto-anticorps anti-NMDA-
R montrent une réactivité intense avec le neuropile de I'nippocampe, sans marquage des corps cellulaires
des neurones, alors que les auto-anticorps anti-Hu ne réagissent qu’avec les corps cellulaires des
neurones. (E) Les auto-anticorps anti-NMDA-R réagissent avec les auto-antigenes dans les neurones
vivants non perméabilisés en culture. (F) Les auto-anticorps anti-Hu n'atteignent pas l'antigéne
intracellulaire dans les neurones vivants. Barres horizontales : A, B 500 um; C, D 20 um; E, F 10 pm.
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2.4.3  Antigenes intracellulaires

Les auto-anticorps dirigés contre des antigenes intracellulaires sont associés a des syndromes
paranéoplasiques. Les syndromes neurologiques paranéoplasiques sont des affections qui ne
sont pas causees par des métastases ou des effets locaux du cancer, mais qui sont associées a
une réponse immunitaire induite par le cancer, contre des protéines neuronales (Graus et
Dalmau 2019). La detection d'anticorps ciblant des antigenes intracellulaires indique dans plus
de 80% des cas la présence d'un cancer sous-jacent (Graus et Dalmau 2019). Ainsi, ces anticorps
sont d'excellents biomarqueurs des syndromes paranéoplasiques, a la différence des anticorps
ciblant des antigénes extracellulaires qui peuvent étre associés ou non a des cancers (Dalmau
et al. 2017).

Dans les études utilisant des cultures de neurones, les anticorps ne peuvent pas accéder
a leur cible intracellulaire sans perméabilisation cellulaire (Fig. 7F), ce qui va dans le sens d’une
absence de role pathogéne des anticorps. En plus des auto-anticorps, les patients développent
des réponses cellulaires T cytotoxiques importantes contre le systeme nerveux. Des études
d'autopsies de patients ont montré des infiltrats étendus de lymphocytes T cytotoxiques
entourant les neurones et provoquant une perte neuronale et une prolifération microgliale
(Bernal et al. 2002; Blumenthal et al. 2006; Bien et al. 2012). Les lymphocytes T partageraient
la méme spécificité antigénique que les auto-anticorps (Albert et al. 1998).

Ainsi, dans ces EAI, la pathogenése est médiée par des cellules T cytotoxiques. Les
auto-anticorps sont présents comme des biomarqueurs de la réponse auto-immune et ne jouent
pas de role pathogéne direct dans la génération ou I’aggravation de la maladie. Par conséquent,
les patients atteints de ces syndromes développent des Iésions irréversibles, et leurs réponses
aux immunothérapies sont le plus souvent limitées (Keime-Guibert et al. 2000).

2.4.4 EAI séronégatives

Dans certains cas, les patients présentent toutes les caractéristiques d’'une EAI, mais aucun auto-
anticorps n’est identifié (Graus et al. 2018; Schubert et al. 2019). Il s’agit des EAI
« seronégatives ». De telles EAI pourraient étre expliquées par la présence d’auto-anticorps qui
n’ont pour le moment jamais été identifiés. Des critéres ont été publiés en 2016 pour objectiver
leur diagnostic et aider a la mise en place d’une immunothérapie méme en 1’absence d’auto-

anticorps (Tableau 1) (Graus et al. 2016). Ces criteres sont également utiles pour mettre en



Chapitre 2. Les encéphalites auto-immunes | 27

place des immunothérapies en urgence, sans attendre le résultat de la recherche d’anticorps qui

peut étre longue et parfois faussement négative.

Progression rapide (moins de 3 mois) de déficits de la mémoire de travail (perte de

. mémoire a court terme), d’une altération de I'état mental ou de symptomes
Critére 1

psychiatriques

Exclusion des syndromes bien définis d'encéphalite auto-immune (par exemple :

Critére 2 encéphalite limbique typique, encéphalite du tronc cérébral de Bickerstaff,

encéphalomyélite aigué disséminée)

Absence d'auto-anticorps retrouvés dans le sérum et le LCR, et au moins deux des
critéres suivants :
e Anomalies IRM évocatrices d'une encéphalite auto-immune
e Pléiocytose, bandes oligoclonales spécifiques ou index 1gG élevé (ou les
deux), dans le LCR

Critere 3

o Biopsie cérébrale montrant des infiltrats inflammatoires et excluant d'autres

troubles, par exemple une tumeur

Critére 4 Exclusion raisonnable de causes alternatives

Tableau 1. Critéres pour une EAI probable séronégative. Tableau adapté de (Graus et al. 2016). Le
diagnostic peut étre posé quand les quatre critéres sont présents.

2.5 Physiopathologie des auto-anticorps

Nous avons vu que les anticorps dirigés contre des antigenes intracellulaires ne jouent pas de
role pathogene direct. Dans cette partie, nous nous intéresserons donc uniquement aux anticorps

dirigés contre des antigenes extracellulaires.

2.5.1 Acces des anticorps au SNC

Afin d'exercer leurs effets pathologiques sur leurs antigenes, les auto-anticorps doivent accéder
au SNC. L’entrée d'auto-anticorps peut se produire via la diffusion d'lgG, ou via le passage de
lymphocytes B, de la périphérie vers le SNC.

Dans les EAI associées a des anticorps dirigés contre des antigénes extracellulaires, les
concentrations médianes d’auto-anticorps dans le sérum sont 4 a 640 fois plus élevees que celles

du LCR (Fig. 8) (Sun et al. 2020). Par conséquent, la recherche d’auto-anticorps est souvent
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plus sensible dans le sérum, si bien que la recherche dans le LCR n’est plus systématiquement
effectuée pour certaines EAL C’est le cas des EAI associées aux anticorps anti-LGI1, anti-
MOG, ou anti-AQP4 (Priiss 2021). En revanche, dans I'encéphalite a anticorps anti-NMDA-R,
dans environ 15 % des cas, les anticorps ne sont pas détectables dans le sérum (Gresa-Arribas
et al. 2014).
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Figure 8. Valeurs de titration médianes d'anticorps dans le sérum et le LCR de différentes EAI
(Sun et al. 2020). Ces résultats montrent que les auto-anticorps sont systématiquement présents a des
niveaux plus élevés dans le sérum que dans le LCR, ce qui impliquerait qu’ils soient générés initialement
en périphérie.

Cette plus forte concentration d’auto-anticorps dans le sérum semble indiquer que leur
synthese a lieu initialement en périphérie. Leur présence dans le SNC pourrait alors découler
d’une diffusion des IgG a travers la BHE. Dans des conditions physiologiques, le passage des
anticorps est possible mais en quantités trés faibles, ne pouvant pas expliquer le taux élevé
d’anticorps retrouvés dans le LCR des patients (Diamond et al. 2009). Différents mécanismes
ont été proposes pour expliquer le passage des anticorps a travers la BHE, notamment la
diffusion via I’altération des jonctions serrées causée par des cytokines systémiques entre les

cellules endothéliales de la BHE, ou bien par I’intermédiaire de transporteurs (Platt et al. 2017).

Une synthése intrathécale d’anticorps a également été démontrée, notamment chez les
EAI & anticorps anti-NMDA-R. Chez les patients atteints d’EALI & anticorps anti-NMDA-R ou
anti-LGI1, des lymphocytes B et des plasmocytes ont été observés dans le SNC (Tlzin et al.

2009; Bien et al. 2012) et dans le LCR (Kreye et al. 2016; Kornau et al. 2020). L’étude des
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anticorps produits par ces cellules a permis de montrer qu’une partie de ces lymphocytes
produisait des anticorps dirigés contre les auto-antigénes de la maladie (NMDA-R et LGI1,

respectivement).

La contribution relative des deux mécanismes dans 1’accés des anticorps a leur cible, la
synthese intrathécale et la diffusion d’anticorps de la périphérie vers le SNC, n’est pour le
moment pas connue. Toutefois, les modeles de transfert passif d’auto-anticorps dirigés contre
le SNC ont nécessité une ouverture active artificielle de la BHE ou une injection directement
au sein du SNC (Planaguma et al. 2015; Petit-Pedrol et al. 2018; Duan et Verkman 2020). Cela
suggere que la diffusion seule des anticorps périphériques a travers la BHE n’est pas suffisante,
et cela va dans le sens d’une nécessité de synthese au sein du SNC. Il a aussi été suggéré qu’une
ouverture active de la BHE chez les patients, pouvait survenir, causée par exemple par une

infection ou par la prise de drogues, comme la cocaine.

2.5.2 Modes d’action des auto-anticorps

Les anticorps associés aux EAI sont principalement de la classe des IgG, et en particulier des
IgG1 et des 1gG4 (Fig. 9). La détection d’IgA ou d’IgM est plus rare et leur implication dans la
physiopathologie a été peu étudiée (Graus et al. 2016).

Les IgG1 sont la principale sous-classe d’IgG dans le sérum (60 % des 1gG totales)
(Vidarsson et al. 2014) et sont identifiées dans la plupart des EAI. Ces anticorps sont capables
de connecter (cross-link) leurs cibles antigéniques les unes aux autres, conduisant a leur
internalisation (Dalmau et al. 2008). Les IgG1 peuvent aussi se lier aux récepteurs Fcy, ce qui
induit une phagocytose ou une cytotoxicite, et elles activent le complément, créant une réaction

inflammatoire active (Vidarsson et al. 2014).

La proportion d'lgG4 dans le sérum est quant a elle, faible (environ 4 % des IgG totales)
(Vidarsson et al. 2014). Cette sous-classe prédomine dans les EAI associées aux anticorps anti-
LGI1, anti-CASPR2, anti-DPPX et anti-lgLON5 (Dalmau et al. 2017). Les 1gG4 ont une faible
affinité pour les récepteurs Fcy et n'activent pas le complément (Vidarsson et al. 2014). De plus,
elles échangent entre elles, de maniéere aléatoire, la moitié de leur molécule pour former des
IgG4 bispécifiques monovalentes, les rendant incapables de lier ensemble deux antigenes

identiques et de former des complexes induisant 1’internalisation de leur cible (van der Neut
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Kolfschoten et al. 2007). Ainsi, les 1gG4 ne sont pas des anticorps pro-inflammatoire, mais

médient plutdt des interactions protéine-protéine inhibitrices avec leurs cibles (Koneczny 2018)
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Figure 9. Différents modes d’action des IgG1 et des IgG4, les deux principaux isotypes d’anticorps
retrouveés dans les EAI. Figure adaptée de (Koneczny 2018). (A) Les IgG1 sont des anticorps bivalents,
qui ont deux sites de liaisons pour le méme antigéne. Elles peuvent lier plusieurs antigénes entre eux
(cross-linking), et induire leur internalisation. De plus, elles peuvent induire une réaction inflammatoire,
notamment en activant le complément. (B) Les 1gG4 échangent entre elles, de maniére aléatoire, des
moitiés de molécules, ce qui les rend bispécifiques. Elles ont deux sites de liaisons, pour des antigénes
différents. Elles ne peuvent donc pas lier deux antigenes identiques entre eux, ne permettant pas la
formation d’importants complexes antigénes-anticorps, et leur internalisation. De plus, elles n’activent
pas la voie du complément. L’action des IgG4 sur leurs antigenes serait liée a une interaction compétitive
inhibitrice.
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2.6 Origine de ’auto-immunité

2.6.1 Tumeurs

Les EAI, en fonction des antigenes ciblés, peuvent étre associées ou non a des tumeurs, avec
des fréquences et des types tumoraux dépendants de 1’auto-antigene. Les anticorps ciblant des
antigenes intracellulaires sont quasiment systématiquement, dans plus de 80% des cas, associés
a des tumeurs (Graus et Dalmau 2019). Pour les anticorps ciblant des antigenes extracellulaires,
cette association tumorale est plus variable. Par exemple, les EAI a anticorps anti-NMDA-R et
anti-GABADb-R montrent une association robuste et spécifique a des cancers (Hoftberger et al.
2013; Dalmau et al. 2019). En revanche, les EAI a anticorps anti-LGI1 et anti-CASPR2 ne sont
pas associées a des tumeurs spécifiques et la plupart des patients ne présentent aucune tumeur
(Irani et al. 2010; Lai et al. 2010; Gadoth et al. 2017).

Cette association entre auto-immunité et tumeurs est expliquée par I'expression
ectopique d'antigenes neuronaux dans les tumeurs malignes, conduisant a une réponse

immunitaire anti-tumorale en réaction croisée avec la protéine apparentée du SNC (Priiss 2021).

2.6.2 Infections

Plusieurs études montrent que des infections virales peuvent déclencher une auto-immunité
contre le systeme nerveux central. L’EAI a anticorps anti-NMDA-R est la premiere EAI a avoir
été associée a une infection (Pruss et al. 2012). Pres d’un tiers des patients atteints d’encéphalite
a herpés simplex développent par la suite une EAI a anticorps anti-NMDAR (Armangue et al.
2018). Cela a éte confirmé par un modele in vivo, ou 4 sur 6 souris infectées par le virus Herpes
Simplex 1 ont développé des anticorps sériques anti-NMDA-R, entre 3 et 8 semaines apres
I’infection (Linnoila et al. 2019). Des infections par des virus de ’herpés ont également été
associées a des encéphalites a anticorps anti-AMPA-R et anti-GABAD-R, ainsi qu’a des
anticorps anti-neuronaux non caracterisés (Linnoila et al. 2016). Une étude chez des patients
atteints de symptdmes neurologiques graves apres infection par le SARS-COV?2, et avec une
absence de virus dans le LCR, s’est intéressée a la présence d’auto-anticorps (Franke et al.
2021). Apreés application de sérum ou de LCR de patients sur des coupes de souris, les auteurs
ont mis en évidence, chez tous les patients (n = 11), un marquage anti-neuronal. Les antigénes

cibles étaient Yo, NMDA-R, ainsi que d’autres antigenes non identifies.
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Différents mecanismes ont été postulés concernant le déclenchement de maladies

neurologiques auto-immunes suite a une infection (Husari et Dubey 2019) :

- Le mimétisme moléculaire : la similarité structurelle et/ou de séquence d'acides aminés
entre I'agent pathogéne et l'auto-antigéne peuvent conduire a une réponse immunitaire
croisee.

- La propagation d'épitopes : les dommages cellulaires causés par une infection peuvent
entrainer la libération d'un auto-antigéne, déclenchant une réponse auto-immune.

- L’activation « spectateur » (bystander activation) : [linfection peut conduire a
I'activation de lymphocytes auto-réactifs, déclenchant une réponse immunitaire contre
des auto-antigénes. C’est ce mécanisme qui serait a 1’origine de l'association de
I'encéphalite a virus herpés simplex et de I’EAI a anticorps anti-NMDA-R (Armangue
et al. 2018).

2.6.3  Prédisposition génétique

De nombreuses maladies auto-immunes présentent des associations plus ou moins fortes avec
les haplotypes de I'antigéne leucocytaire humain (human leukocyte antigen, HLA), suggérant
I’importance que peut avoir la contribution génétique dans la génération de maladies auto-

immunes (Dendrou et al. 2018). Concernant les encéphalites auto-immunes :

- Environ 90% des patients avec des anticorps anti-LGI1 sont positifs pour HLA-DRB*07:01
(Kim et al. 2017; van Sonderen et al. 2017; Binks et al. 2018; Mueller et al. 2018)

- Les patients avec des anticorps anti-CASPR2 ont une nette surreprésentation de HLA-
DRB1*11:01 (Binks et al. 2018).

- Les anticorps anti-lgLON5 sont fortement corrélés avec HLA-DRB1*10:01 et HLA-
DQB1*05:01 (Gelpi et al. 2016; Gaig et al. 2017).

- Les anticorps anti-AQP4 sont associés a HLA-DRB1*03:01 (Estrada et al. 2018) et a HLA-
DRB1*16:02 (Yoshimura et al. 2013).

- Les anticorps anti-NMDA-R ont une faible association avec HLA-B*07:02 (Mueller et al.
2018) et avec HLA-DRB1*16:02 (Shu et al. 2019).

Bien que probablement aucun des alleles ne soit le seul facteur de susceptibilité impliqué

dans le déclenchement de I’auto-immunité, ces associations anticorps-HLA suggérent que les
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interactions restreintes entre lymphocytes T et B, médiées par le HLA, sont essentielles a la

génération d'auto-anticorps.

2.6.4 Inconnue

Chez la plupart des patients atteints d’EAI associées a des anticorps dirigés contres des
protéines extracellulaires, la cause déclenchant I’auto-immunité n’est pas connue. Notamment,
la recherche de tumeur ou d’infection virale récente est négative, et les facteurs génétiques
prédisposant connus ne sont pas retrouvés. Le jeune age et I'absence de facteurs de risque
tumoral chez certains patients, ainsi qu'un long suivi clinique pendant lequel les patients restent
sans tumeur, soutiennent I'existence d'autres déclencheurs immunologiques inconnus (Dalmau
et al. 2017).

2.7 Encéphalites auto-immunes et épilepsies

L’ épilepsie est 1’une des manifestations cliniques majeures dans beaucoup d’EAI (cf.
paragraphe 2.3). Le concept d’épilepsie auto-immune a été introduit pour la premiere fois en
2002, lors du congres international de Genéve sur 1’auto-immunité (Levite 2002). Depuis 2017,
I’ILAE a ajouté I’auto-immunité a la liste des étiologies contribuant a 1’épilepsie (cf. paragraphe
1.2.4) (Scheffer et al. 2017). La définition de cette étiologie est essentielle car elle permet
d’identifier un groupe de patients pour lesquels des thérapies différentes doivent étre utilisées

(des immunothérapies), par rapport aux épilepsies causées par d’autres étiologies.

Le terme d’épilepsie auto-immune peut poser probleme car il ne permet pas la
distinction importante entre épilepsie et crises d’épilepsie (cf. paragraphe 1.1). De plus, ce
terme accentue I’importance des crises qui surviennent dans ces maladies, au détriment des
autres symptdmes neurologiques importants. Le terme d’épilepsie peut donc étre jugé
inapproprié, voire potentiellement contre-productif, étant donné la stigmatisation sociale et les
restrictions associées aux crises d’épilepsie (Geis et al. 2019). Dans ce contexte, I'ILAE a
récemment publié un article pour clarifier la terminologie, notamment en différenciant les crises
symptomatiques aigués et 1’épilepsie associée a une auto-immunité (Tableau 2) (Steriade et al.
2020).
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2.7.1  Crises symptomatiques aigués secondaires a une EAI

En référence a la terminologie actuelle de I'lLAE, les crises survenant chez des patients atteints
d‘EAI associées a des anticorps ciblant des antigenes extracellulaires, sont plutét des crises
symptomatiques aigués que de I'épilepsie, bien que les crises prennent parfois des semaines,
voire des mois, pour se résoudre. En effet, dans ces EAI, le fait que les crises s’arrétent aprés
une immunothérapie et qu’il n’y ait plus besoin de traitement anti épileptique (cf. paragraphe
2.4.2) va contre le concept d’épilepsie qui est caractérisé par une prédisposition durable aux
crises non provoquées (Geis et al. 2019). Pour ces patients, I’ILAE suggere le terme de « crises
symptomatiques aigués secondaires & une encéphalite auto-immune » (Steriade et al. 2020).
Cette terminologie montre la nécessité de découvrir la cause sous-jacente et indique que les

crises sont la conséquence d'une maladie auto-immune.

Crises symptomatiques aigués secondaires a Epilepsies associées a une auto-immunité
une EAI
Maladie EAI associées a des anticorps ciblant des EAI associées a des anticorps ciblant des antigéenes
concernée antigenes extracellulaires intracellulaires

Encéphalite de Rasmussen

Epilepsie persistante aprés une EAl aigué

Physiopathologie | Ictogenése médiée par les anticorps Epileptogenése causée par des lésions
supposée structurelles post-encéphalitiques et/ou par
I'inflammation cérébrale médiée par les
lymphocytes T
Traitements Immunothérapie Traitements antiépileptiques (en général
. S ., inefficaces)
Traitement antiépileptique (en général non
efficace seul) Chirurgie de I'épilepsie (en général, réponse
incompléte)

Immunothérapie (en général, réponse faible)

Symptomes sur le | Les crises s’arrétent généralement avec la Epilepsie focale pharmacorésistante fréquente
long terme rémission de I'encéphalite. Potentiellement,

arrét du traitement antiépileptique Potentiellement, déficits cognitifs chroniques

Potentiellement, déficits cognitifs chroniques

Tableau 2. Crises symptomatiques aigués secondaires a une EAI versus épilepsies associées a une
auto-immunité. Tableau adapté de (Steriade et al. 2020).

2.7.2  Epilepsies associées & une auto-immunité

A TDinverse, certains patients atteints d’EAI auto-immune ont des crises qui deviennent
chroniques et résistantes aux traitements antiépileptiques et a I’immunothérapie. Il s’agit en

particulier des EAI associées a des anticorps ciblant des antigenes intracellulaires, mais aussi
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de certaines EAI associées a des anticorps dirigés contre des antigenes extracellulaires qui
peuvent présenter des lésions cérébrales irréversibles en cas de traitement tardif (cf. paragraphes
2.4.2 et 2.4.3). Dans ce contexte, la persistance de crises malgré I’immunothérapie suggere une

prédisposition durable, ce qui est en accord avec la définition de I’'ILAE de 1’épilepsie.

En revanche, le terme d’épilepsie auto-immune impliquerait que 1’étiologie serait
seulement auto-immune. Or, ce n’est pas toujours le cas. Par exemple, une cause structurelle
peut exister, comme une atrophie de I’hippocampe, séquellaire de la réaction auto-immune
(Carrefio et al. 2017). Pour cette raison, I’ILAE propose le terme d’ « épilepsie associée a une
auto-immunité » (« autoimmune-associated epilepsy »), pour souligner le fait que, en plus des
facteurs auto-immuns, des lésions structurelles suite a 1’encéphalite peuvent également
contribuer a la prédisposition chronique de ces patients a faire des crises (Steriade et al. 2020).
De plus, puisque I’immunothérapic n’est souvent pas efficace dans ces cas, et que des
traitements antiépileptiques classiques, voire une neurochirurgie, peuvent étre envisagés
(Carrefio et al. 2017), le terme d’épilepsie auto-immune pourrait étre trompeur quant a la
conduite a tenir (Steriade et al. 2020).

2.8 EAI associées aux anticorps anti-LGI1

L’EAI a anticorps anti-LGI1 est la deuxiéme cause d’EAI, aprés les EAI a anticorps anti-
NMDA-R. Elle représente environ 25 % (de 17,6 a 34,6 % selon les études) de toutes les EAI
(de Bruijn et al. 2019; Shen et al. 2020; Ilyas-Feldmann et al. 2021; Qiao et al. 2021b; Shan et
al. 2021), et est celle la plus fréquemment identifiée dans les unités d'épilepsie (Cousyn et al.
2021).

Les EAI associées a des anticorps anti-LGI1 ont été décrites pour la premiére fois en
2010 (Irani et al. 2010; Lai et al. 2010). Avant cela, elles étaient inclues dans un groupe de
syndromes impliquant le systéme nerveux central et périphérique, définis par la présence
d’anticorps dirigés contre des canaux potassiques dépendants du voltage (voltage-gated K*
channels, VGKC) (Vincent et al. 2004). 1l a ensuite été démontré que les anticorps anti-VGKC
ne ciblaient en fait pas les canaux potassiques, mais plutét LGI1, ou bien la protéine contactin-
associated protein-like 2 (CASPR2), qui sont deux protéines participant au complexe VGKC

(Irani et al. 2010; Lai et al. 2010). Le terme d’« encéphalite a anticorps anti-VGKC » a donc
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été redéfini en deux entités : I'encephalite a anticorps anti-LGI1 et I'encéphalite a anticorps anti-

CASPR2, et ces deux encéphalites présentent des symptémes et un pronostic distincts.

2.8.1 Caractéristiques démographiques

Les patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 ont un 4ge médian de 56-65 ans, et sont plus
souvent des hommes que des femmes, avec un ratio de 2:1 (Irani et al. 2011; Navarro et al.
2016; van Sonderen et al. 2016a; Gadoth et al. 2017; Binks et al. 2021; Li et al. 2021; Lin et al.
2021; Qiao et al. 2021a; Zhao et al. 2021). Les données de plusieurs cohortes suggérent qu'il
existe une prédisposition génétique a cette maladie, car il y a une forte association avec les
alleles de classe 1l de I'antigene leucocytaire humain (Human Leukocyte Antigen, HLA). En
particulier, I’alléle HLA-DRB1*07:01 a été retrouvé chez 88-91% des patients (Kim et al. 2017;
van Sonderen et al. 2017; Binks et al. 2018; Mufiiz-Castrillo et al. 2021). Les patients qui ne
portent pas cet allele seraient plus jeunes (age médian : 46 ans), plus fréquemment des femmes,
avec moins de symptdmes psychiatriques et présenteraient une atteinte moindre du lobe frontal
(Mufiz-Castrillo et al. 2021).

2.8.2  Phénotypes cliniques

Les EAI a anticorps anti-LGI1 touchent principalement deux régions cérébrales : le cortex
moteur et la face interne du lobe temporal (Fig. 10) (Navarro et al. 2016). L’atteinte du cortex
moteur se traduit par la survenue de crises toniques-dystoniques (tonic-dystonic seizures, TDS),
aussi appelées crises dystoniques faciobrachiales (faciobrachial dystonic seizures, FBDS). Ces
crises sont pathognomoniques de I’EAI a anticorps anti-LGI1. Lorsque le lobe temporal interne
est atteint, les patients développent une encéphalite limbique, qui peut associer des crises

temporales internes et des troubles cognitifs, prédominant sur la mémoire.
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Figure 10. Deux cibles principales de I’EAI a anticorps anti-LGI1 : le lobe temporal interne et le
cortex moteur. A gauche, atteinte du lobe temporal interne. L'hyper-signal hippocampique et I'ccdéme
sont illustrées sur I'lRM cérébrale (en haut a gauche, image FLAIR coronale). Un exemple de crise
focales du lobe temporal est présenté sur I'EEG (au milieu a gauche ; les fleches indiquent les électrodes
EEG impliquées dans la crise), ainsi que I'nypermétabolisme hippocampique sur la TEP au 18F-FDG
(en bas & gauche ; vue coronale, superposée a I''lRM cérébrale). A droite, atteinte du cortex moteur. Un
exemple typique de TDS, avec contraction tonique de I'hémiface et du bras droits, est illustré sur la
photographie en haut a droite. L'EEG concomitant montre une onde lente fronto-centrale (au milieu &
droite, fleches noires) avant la contraction musculaire controlatérale (fleche blanche, EMG du bras
droit). La TEP au 18F-FDG (en bas a droite) montre un hypermétabolisme localisé sur le cortex moteur
primaire. Les EEG sont représentés avec une référence moyenne, et les valeurs négatives sont orientées
vers le bas.



38 | INTRODUCTION

Les crises toniques-dystoniques

Durée

Localisation
(unilatérale)

Evénements moteurs brefs d’environ 1 s.

- Membre supérieur : systématiquement

- Hémiface : inconstant, « FBDS » si la face est atteinte

- Membre inférieur : possible association
- Tronc : implication moins fréquente
- Unilatérale au début de la maladie.

Latéralisation
- Plus tard, implication possible des deux c6tés, en général de maniére indépendante

- Des TDS "a bascule" peuvent également survenir : il s’agit de TDS affectant un c6té, puis I'autre
apres quelques secondes

- Composante tonique, qui ressemble a des spasmes épileptiques

Mouvements
anormaux associés | - Composante dystonique, observable sur les doigts et la main, parfois associée a des

automatismes brefs

- Chutes lorsque les TDS affectent les membres inférieurs

Conséquences
- Vocalisations si les TDS touchent la téte
¢ ) Rarement associées a une perte de conscience, mais des crises « classiques » des lobes frontaux
onscience
ou temporaux peuvent apparaitre dans les secondes suivant une TDS
Facteurs Parfois déclenchées par la surprise (par exemple une sonnerie de téléphone), un mouvement, ou

, des émotions fortes (positives ou négatives)
déclenchant

p L. Se produisent pendant I'éveil et le sommeil
Etats de vigilance

Augmentation progressive (en quelques semaines) de la fréquence : de 1 TDS par semaine a 1
TDS toutes les 2-3 min.

Evolution

Tableau 3. Principales caractéristiques des TDS dans les EAI a anticorps anti-LGI1. FBDS : crise
dystonique brachio-faciale; TDS : crise tonique-dystonique.

Les caractéristiques cliniques des TDS sont décrites dans le Tableau 3. Nous préférons le terme
crise tonique-dystonique (TDS) a celui de crise dystonique faciobrachiale (FBDS), car
l'implication de la face peut étre variable ou absente. Lors d’enregistrements vidéo-EEG, les
TDS sont précédées d'une onde lente spécifique et trés reproductible (Navarro et al. 2016;
Wennberg et al. 2018; Liu et al. 2020). Cette onde, qui peut facilement passer inapercue, dure
environ 500 ms et est visible au niveau d'électrodes fronto-centrales controlatérales a la TDS.
L'analyse EEG utilisant une référence moyenne et un enregistrement simultané de l'activité
EMG des muscles affectés peut aider a mieux identifier cette onde lente (Fig. 10, a droite). Sur
les enregistrements EMG, la composante tonique des TDS est caractérisee par une forme de «

losange » d'une durée d’environ 1 seconde.
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Plusieurs observations suggérent que les TDS sont générées dans le cortex, et plus

specifiquement par le cortex moteur :

Des enregistrements polymyographiques ont révélé deux profils EMG différents
associes aux TDS (Fig. 11A-D) (Navarro et al. 2016). Chez 2/5 patients, I’activité EMG
était continue, correspondant a un spasme purement tonique. Chez 3/5 patients,
I’activit¢ EMG était composée de bréves salves rythmiques de 10 a 20 Hz,
correspondant a un spasme tonique avec des myoclonies superposées. L'organisation
temporelle et spatiale des secousses (Fig. 11F) était compatible avec une conduction
pyramidale rapide le long de la voie corticospinale, comme pour les myoclonies
corticales. Ces caractéristiques sont en faveur d’une origine corticale de ces contractions
pendant la TDS.

Les patients présentaient également des myoclonies intercritiques. Le moyennage
rétrograde de I'EEG, baseé sur ces myoclonies intercritiques, a révélé un potentiel cortical
transitoire sur I'électrode Cz de I’EEG, précédant les secousses du muscle tibial
antérieur de 35 ms (Fig. 11E). Ces données suggérent une atteinte corticale chez ces
patients, responsables de contractions anormales (Navarro et al. 2016).

La forte association entre 1’onde lente et les activités EMG paroxystiques suggérent un
lien de causalité entre I'événement cortical et les symptdmes moteurs de la crise, ce qui
soutient I’hypothése d’une origine corticale des TDS (Navarro et al. 2016; Wennberg et
al. 2018; Liu et al. 2020).

Enfin, la tomographie par émission de positons (TEP) au 18F-fluoro-désoxy-glucose
(18F-FDG) a montré une forte augmentation du métabolisme dans le cortex moteur

primaire controlatéral (Fig. 10, en bas a droite) (Navarro et al. 2016).

Un hypermétabolisme striatal bilatéral est aussi détecté dans les EAI a anticorps anti-

LGI1. Alors que l'activation du cortex moteur pourrait générer la phase tonique des TDS,

I'implication du striatum pourrait provoquer la posture dystonique (Briiggemann 2021).
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Figure 11. Exemples d’activit¢ EMG pendant les TDS, dans ’EAI a anticorps anti-LGI1. Figure
adaptée de (Navarro et al. 2016). Deux types d’activités EMG peuvent étre associées aux TDS. (A, C,
E et F) Exemple du premier type d’activité EMG, retrouvé chez 3/5 patients. De breves bouffées 'EMG
d'une durée de 20 a 25 ms et d'une fréquence de 10 Hz reflétent un spasme tonique avec myoclonies
superposées. (B et D) Exemple du deuxiéme type d’activité EMG, retrouvé chez 2/5 patients. L'activité
EMG continue correspond a un spasme purement tonique. (E) L'origine corticale des secousses est
suggérée par un potentiel cortical transitoire sur I’électrode Cz de I’EEG, qui précéde le signal du muscle
tibial antérieur de 35 ms. Cette onde est mise en évidence par moyennage rétrograde (F) Organisation
temporo-spatiale du spasme tonique avec myoclonies superposées, avec une activité plus précoce des
membres supérieurs comparée aux membres inférieurs, ce qui est compatible avec une conduction
pyramidale rapide le long de la voie corticospinale comme pour la myoclonie corticale. ECR = extenseur
radial du carpe ; VL = vaste latéral ; TA = tibial antérieur ; Tpost = tibial postérieur ; FHB = court
fléchisseur de I'nallux
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L’encéphalite limbique

L'encéphalite limbique (Fig. 10, a gauche) est caractérisée par des crises du lobe temporal
interne et des troubles cognitifs d'apparition subaigué, généralement en moins de 3 mois. Les
patients atteints d'EAI a anticorps anti-LGI1 présentent initialement des crises focales du lobe
temporal interne sans perte de conscience, avec des symptdmes principalement végétatifs
(sensation épigastrique ascendante, sensation de chaud et de froid, piloérection), ainsi qu'une
peur ou une anxiété soudaine, qui peuvent étre diagnostiqués a tort comme des symptomes
psychiatriques. La durée des crises focales sans perte de contact chez les patients atteints
d'encéphalite limbique est généralement de quelques secondes et leur fréquence peut atteindre
30 a 40 par jour. Par la suite, des crises focales avec troubles de la conscience et automatismes,
des crises focales évoluant vers des crises bilatérales toniques-cloniques, ou un état de mal
épileptique, peuvent survenir. Les troubles cognitifs associés a I'encéphalite limbique affectent
principalement la mémoire verbale et visuo-spatiale épisodique, en raison de I’implication de
I’hippocampe. En cas d'atteinte bilatérale des structures temporales internes, les patients
présentent une confusion et une désorientation, avec un score moyen au Mini-Mental State
Examination (MMSE, « mini-examen d’état mental ») de 20 a 23,5 points (Navarro et al. 2016;
Celicanin et al. 2017; Hang et al. 2020; Qiao et al. 2021a).

Un hypometabolisme, généralement bilatéral, des lobes frontaux et temporaux est
typique chez les patients atteints de troubles cognitifs. Un cedéme hippocampique, quasiment
systématique en cas d’atteinte limbique, est tres marqué sur les IRM réalisées au début de I’EAL
Il s'agit d'hypersignaux T2 et FLAIR associés a une augmentation du volume (Fig. 10, a
gauche). De plus, la TEP au 18F-FDG met alors souvent en évidence un hypermétabolisme
hippocampique. Plus tardivement, et en I’absence de prise en charge suffisamment précoce,
une sclérose de I’hippocampe se développe, Visible par un hypersignal T2/FLAIR associé a une
atrophie et une perte des structures internes. Des symptoémes dysmneésiques (déja-vu, déja-vécu)
peuvent survenir chez des patients souffrant d'épilepsie causée par une sclérose hippocampique

séquellaire tardive, sans encéphalite dysimmune active.

Autres symptémes

Environ deux tiers des patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 présentent une
hyponatrémie (39-69 %) (Irani et al. 2010; Lai et al. 2010; Navarro et al. 2016; van Sonderen
et al. 2016a; Gadoth et al. 2017; Li et al. 2021; Lin et al. 2021; Qiao et al. 2021a). Elle résulte
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d'un syndrome de sécreétion inappropriée d’hormone antidiurétique, qui pourrait provenir d'une
atteinte hypothalamique. L'hyponatrémie a été associée de maniere significative a la présence
d’une atteinte temporale interne séveére, avec des troubles cognitifs majeurs (Navarro et al.
2016).

Le systeme nerveux périphérique peut également étre implique, bien que ce soit plus
rare. Une neuropathie périphérique et une hyperexcitabilité des nerfs périphériques ont été
rapportées chez 5 a 10% des patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 (Gadoth et al. 2017,
Ramanathan et al. 2021b). Les douleurs neuropathiques sont genéralement « dépendantes de la
longueur », c’est-a-dire que les terminaisons nerveuses les plus éloignées sont celles ou les
symptémes se développent en premier ou s'aggravent. Elles répondent favorablement a
I'immunothérapie (Ramanathan et al. 2021b), suggérant qu’il s’agit bien d’un symptome 1ié a

I’auto-immunité.

2.8.3 Histoire de la maladie

Les atteintes cérébrales des EAI a anticorps anti LGI1 commencent soit par le cortex moteur,
soit par les structures temporales internes. Quand la maladie s’aggrave, les deux régions sont
touchées (Fig. 12). Certains patients présentent d'abord des TDS unilatérales, qui peuvent par
la suite impliquer les deux cotés, en général de maniére indépendante. Des TDS "a bascule"
peuvent également survenir : il s’agit de TDS affectant un c6té, puis l'autre aprés de quelques
secondes. De méme, le lobe temporal interne peut étre affecté unilatéralement dans un premier
temps, avant que I'encéphalite n'affecte les structures corticales bilatérales, aboutissant a de

graves troubles cognitifs.

La maladie suit généralement une évolution temporelle monophasique, avec de rares
rechutes a long terme. Elles surviennent chez 25 a 41 % des patients, généralement au cours de
la premiere année apres la guérison (van Sonderen et al. 2016b; Chen et al. 2021b; Smith et al.
2021).

Les sequelles de I’encéphalite sont généralement liées a un diagnostic tardif associe a
une atteinte du lobe temporal. Par exemple, un cedéme hippocampique précoce peut évoluer
vers une sclérose hippocampique et induire une épilepsie séquellaire du lobe temporal interne.

Les crises d'épilepsie persistent chez environ 20 % des patients apres traitement et guérison de
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I'encéphalite. L'administration de corticoides précoce pendant la phase aigué de I’encéphalite

peut protéger contre cette évolution (Lin et al. 2021; Smith et al. 2021).

+ cognitive impairment
+ frontal or temporal + convulsive status

Isolated TDS Bilateral TDS lobe epilepsy epilepticus

Motor cortex

(W)

1 Time (months) 2

Bilateral TDS
Mesial temporal Cognitive impairment + convulsive status
lobe epileps +temporal lobe epilepsy +isolated TDS epilepticus

Hippocampus

Figure 12. Histoire naturelle des EAI a anticorps anti-LGI1 (Navarro et al. 2016). Les symptomes
cliniques varient selon les régions corticales concernées. Au début de la maladie, le cortex moteur, ou
le lobe temporal interne, sont affectés de maniere unilatérale. La ligne du haut montre une progression
typique des symptdmes lorsque le cortex moteur est atteint en premier. Lorsque I'hippocampe est la cible
initiale, la progression s’effectue comme indiqué sur la ligne du bas. Sans immunothérapie, les
symptdmes deviennent bilatéraux et se propagent pour impliquer I'autre cible corticale. Le temps est
schématique.

2.8.4 Reésultats biologiques

Les anticorps ciblant LGI1 sont principalement des 1gG4 (Arifio et al. 2016; Thompson et al.
2018; Bien et al. 2020). lls peuvent étre détectes a la fois dans le LCR et dans le sang, mais
peuvent parfois étre détectés uniquement dans le sang, notamment en cas de TDS isolées. Les
IgG4 ne sont pas des anticorps pro-inflammatoires ; ils médient plut6t des interactions protéine-
protéine inhibitrices avec leurs cibles (Koneczny 2018). Le LCR est normal chez environ deux
tiers des patients, alors qu’il est majoritairement anormal, avec une pléiocytose et une

augmentation de la protéinorachie, dans la plupart des autres EAI (Blinder et Lewerenz 2019).
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Afin d'exercer leurs effets pathogenes sur leurs antigenes, les auto-anticorps doivent accéder au
SNC. L'entrée d'auto-anticorps dans le SNC peut se produire via la diffusion d'lgG, ou via le
passage des cellules B, de la périphérie vers le SNC, a travers la barriere hémato-encéphalique.
Une synthése d’1gG par des lymphocytes B a été démontrée dans le SNC (Kornau et al. 2020).
Mais, la plupart du temps, la recherche en routine de synthése intrathécale d’IgG est négative.
Ce mécanisme pourrait coexister avec la diffusion périphérique des 1gG vers le SNC, suggérée
par des anticorps environ 100 fois plus concentrés dans le sérum que dans le LCR (Koneczny
2018). Le role de I'inflammation dans les EAI a anticorps anti-LGI1 reste a préciser. En effet,
il peut n'y avoir aucune inflammation directe, méme si I'on observe un cedéme hippocampique
(Fig. 10, a gauche) résultant probablement d'une inflammation due a des processus
excitotoxiques possiblement causés par les crises (Gonzalez-Burgos et al. 2009).

2.8.5 Traitements

Les TDS et les crises limbiques sont mal controlées par les antiépileptiques classiques (Irani et
al. 2013; Feyissa et al. 2018; Thompson et al. 2018; de Bruijn et al. 2019). Les traitements
immunomodulateurs et immunosuppresseurs agissant sur les lymphocytes B et les
immunoglobulines sont plus efficaces. Le traitement de premiére intention correspond souvent
a des doses élevées de corticostéroides, par exemple 1 g de methylprednisolone intraveineuse
pendant plusieurs jours, associées a des immunoglobulines polyclonales intraveineuses.
Récemment, une étude randomisee prospective a validé I’efficacité des immunoglobulines
polyclonales intraveineuses par rapport au placebo (Dubey et al. 2020). L’échange plasmatique
peut aussi étre reéalisé, en cas d’urgence. D'autres médicaments ont également été utilisés,
comme le rituximab ou le cyclophosphamide. Aucune étude prospective randomisée n’a été
conduite pour conclure a la supériorité d’un traitement par rapport a un autre et les modalités
d’utilisation des traitements (dosages, fréquences d’administration) reposent sur des avis

d’experts et non sur des recommandations officielles
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LGI1 : UNE PROTEINE IMPLIQUEE DANS LE
DEVELOPPEMENT CEREBRAL ET LE FONCTIONNEMENT
DES NEURONES

LGI1 fait partie de la famille des protéines LGI. Cette famille se compose de glycoprotéines
sécrétées, contenant un domaine repété riche en leucine (leucine-rich repeat, LRR) et un
domaine epitempin (EPTP), qui influencent plusieurs aspects du développement et de la
physiologie du systéme nerveux (Pakozdy et al. 2015). Une perte de fonction de LGI1 est
impliquée dans des épilepsies autosomiques dominantes du lobe temporal latéral (autosomal
dominant lateral temporal lobe epilepsy, ADLTE, cf. paragraphe 3.3.1), et dans des
encéphalites auto-immune, comme nous 1’avons vu précédemment (cf. paragraphe 2.8). LGI1
a été initialement décrite comme un possible suppresseur de tumeur, car elle a été localisée a
un point de rupture de translocation chromosomique, dans une lignée cellulaire de gliome
(Chernova et al. 1998). De plus, LGI1 est sous-exprimée dans les cellules de glioblastome
(Chernova et al. 1998; Krex et al. 2002; Besleaga et al. 2003) et réduit la prolifération et la
migration des cellules tumorales (Kunapuli et al. 2003, 2004; Gabellini et al. 2006). Cependant,
le lien entre LGI1 et cancer reste controversg, car LGI1 n’est que faiblement exprimée dans les
cellules gliales (Piepoli et al. 2006), et il n’y a pas d’association avec des tumeurs pour les
épilepsies génétiques causées par la mutation de LGI1 (Gu et al. 2005) ni pour les EAI associées
a des anticorps anti-LGI1 (Gadoth et al. 2017).
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3.1 Structure et expression de LGI1, et partenaires moléculaires

3.1.1 Structures du géne et de la protéine LGI1

Le gene humain LGI1, situé dans la région chromosomique 10924, mesure 39,6 kb et se
compose de huit exons et sept introns. Il code un transcrit de 2,2 kb. Le gene LGI1 de souris
partage 91 % de sa séquence nucléotidique avec son orthologue humain, ce qui entraine une
identité de séquence d'acides aminés de 97 % (Chernova et al. 1998; Somerville et al. 2000).
LGI1 est une protéine de 557 acides aminés, avec un poids moléculaire de 64 kDa (Chernova
et al. 1998). Elle se compose d’un domaine N-terminal LRR et un domaine C-terminal EPTP
(Fig. 13). LGI1 n'a pas de domaine transmembranaire, et le clivage du peptide signal a
I'extrémité N-terminale produit une protéine mature de 60kDa. LGI1 est une glycoprotéine
sécretée (Senechal et al. 2005; Fukata et al. 2006; Sirerol-Piquer et al. 2006; Chabrol et al. 2007;
de Bellescize et al. 2009). Avant sa secrétion, LGI1 est N-glycosylée sur les résidus N192,
N127 et N422 dans le réticulum endoplasmique (Sirerol-Piquer et al. 2006; Head et al. 2007).

Truncating mutation Frameshift Missense mutations  Secretion defective

Splice site Secretion competent

Nonsense | Not studied
(sP)
L
@ ------------------ C42R, C42G, P43R, C46R, C46F

LRR domain
¢.329delC, exon 2 microdeletion «===m==mmmmooomoo oo @l mm - mm e 182T, A110D

€:360-3CA (NN ) s===ammmeeam e

___________________ 1122K, 1122T, E123K, N126del, R136W
C.431+1G>A, ¢.432-2_436del (infron4) ==-===-=====-=---------

___________________ S145R, L154P

¢.598delT, c.611delC, E225X -=======-==--------- \‘ \/ C179R, C200R, L214P

c.758delC -------mmmm e ee e
€.839-2A>G (intron 7) +======== === mm—mmm e

F226C, L232P

C286R, 1298T
EPTP domain

€.1050-1051del = ====---mmcmmmmonod] L373S, T380A, E383A

R407C*, V432E

$473L*, R474Q*, G493R

.1636-1637delCA, ¢.1639-1640iNSA = =========—===—~_]

*Secretion competent mutations:
S473L,R474Q: loss-of-function

557 aa

R407C: not pathogenic

Figure 13. Organisation des domaines de LGI1 et localisation des mutations associées a I'"ADLTE.
Les mutations sont réparties le long de toute la séquence du géne, sans préférence de région. La liste des
mutations a été établie a partir de Boillot et Baulac, 2016 (Boillot et Baulac 2016) et Yamagata et Fukai,
2020 (Yamagata et Fukai 2020). SP : peptide signal (clivé dans la protéine mature) ; C: cluster de
cystéines.
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Le domaine LRR de LGI1 est composé de quatre motifs riches en leucine, chacun de 24
acides aminés, et posséde un cluster de cystéines de chaque coté. Il est codé par les exons 1 & 6
(Somerville et al. 2000; Gu et al. 2002; Yamagata et al. 2018). Le domaine EPTP est codé par
les exons 7 et 8. Il contient une hélice béta a sept pales, chaque pale étant composee de feuillets
B antiparalléles a quatre brins d'environ 45 acides aminés (Scheel 2002; Staub et al. 2002;
Leonardi et al. 2011; Yamagata et al. 2018). Les domaines LRR et EPTP sont connus pour
participer a des interactions protéine-protéine (Kobe et Kajava 2001; Staub et al. 2002).

3.1.2 Expression de LGI1

Dans les tissus humains et de souris, les transcrits LGI1 sont fortement exprimés dans le
cerveau, exprimés de maniere intermédiaire dans la moelle épiniére et faiblement exprimés dans
les nerfs périphériques. Ils ne sont pas détectés dans le cceur, le foie, les poumons, le placenta,
le rein ou le pancréas (Fig. 14A) (Chernova et al. 1998; Gu et al. 2002; Morante-Redolat 2002;
Furlan et al. 2006). Dans le cerveau de souris, I'expression de LGI1 est plus élevée dans les
neurones que dans les cellules gliales (Morante-Redolat 2002; Head et al. 2007; Xie et al. 2018).
LGI1 est exprimé a la fois par les neurones excitateurs, et par les neurones inhibiteurs. En effet,
une technigue de double hybridation in situ a montré que dans I'hippocampe de souris, 'ARNmM
LGI1 était coexprimé avec vGIuT1 (vesicular glutamate transporter 1), spécifique des neurones
excitateurs, et avec GAD67 (glutamate decarboxylase 67kD), un marqueur des cellules
inhibitrices (Ohkawa et al. 2013).

Chez les souris adultes, les niveaux d'ARNm LGI1 sont les plus élevés dans
I'nippocampe et le néocortex. Dans 1’hippocampe, LGI1 est fortement exprimée dans les
cellules pyramidales de la région CA3 et les cellules granulaires du gyrus denté, et plus
faiblement dans la région CA1 (Kalachikov et al. 2002; Senechal et al. 2005; Herranz-Pérez et
al. 2010; Smedfors et al. 2018). L'application de LCR et d'lgG de sérum de patients atteints
d’EAI a anticorps anti-LGI1 sur des coupes de cerveau de souris montre un fort marquage dans
le neuropile hippocampique (Fig. 14B) (Irani et al. 2010; Ohkawa et al. 2013; Dalmau 2016).
Dans des tranches d'hippocampe de souris LGI17, la réexpression virale de LG11 a permis une
expression a la fois dans les axones et dans les dendrites, de maniere spatialement restreinte,
suggérant une sécrétion paracrine (Lovero et al. 2015). A I’échelle cellulaire, LGI1 est enrichie
au niveau des synapses (Boillot et al. 2016; Fukata et al. 2021) et du segment initial de I'axone
des neurones hippocampiques (Seagar et al. 2017; Hivert et al. 2019) (Fig. 14C).
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Figure 14. Profile d’expression de la protéine LGI1. (A) La protéine LGI1 est exprimée quasiment
exclusivement dans le systéme nerveux central. (B) Coupes sagittales et coronales de rat, marquées avec
des anticorps anti-LGI1 issus de patients, montrant une expression ubiquitaire de la protéine LGI1, et
un fort marquage dans le neuropile de 1’hippocampe. (C) A I’échelle neuronale, LGI1 est enrichi au
niveau des synapses et du segment initial de I'axone. (D) La protéine LGI1 apparait d'abord a la fin du
développement embryonnaire (E15) et son expression augmente jusqu'a I'dge adulte. Les images sont
extraites de (Chabrol et al. 2010) (A, D), (Dalmau 2016) (B) et Servier Medical Art (C).

L'ARNm LGI1 est exprimé dans différentes régions néocorticales, avec une variabilité
entre les couches : les couches corticales V-V ont des niveaux d'expression plus élevés que les
couches I-1V. Chez les souris adultes, les transcrits LGI1 sont détectés dans I'amygdale, le
cortex piriforme, le cortex entorhinal et le cervelet. Dans le cervelet, les anticorps anti-LGI11 de
patients induisent un marquage au niveau des synapses des cellules en paniers et sur le soma
des cellules de Purkinje. Les transcrits LGI1 sont absents, ou faiblement exprimés, dans le bulbe
olfactif, le diencéphale et le tronc cérébral (Kalachikov et al. 2002; Fukata et al. 2006; Furlan
et al. 2006; Herranz-Pérez et al. 2010; Irani et al. 2010; Smedfors et al. 2018).

Il a été montré, a I’aide d’analyses Western Blot de lysats de cerveaux de souris, que
I’expression de LGI1 augmentait au cours du développement (Fig. 14D). La protéine LGI1
apparait d'abord a la fin du développement embryonnaire (E15) et son expression augmente
jusqu'a I'age adulte (Fukata et al. 2006; Ribeiro et al. 2008; Chabrol et al. 2010; Thomas et al.
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2010; Kusuzawa et al. 2012; Xie et al. 2018). Au cours de I'embryogenese, I'expression de LGI1
n'est pas limitée aux neurones différenciés mais est plutét diffuse (Silva et al. 2011; Kusuzawa
etal. 2012). L expression diffuse de LGI1 semble étre régulée de maniere spatiale et temporelle
(Silvaetal. 2011), ce qui soutient I'idée que LGI1 joue un réle important dans le développement

normal du cerveau (cf. paragraphe 3.2.1).

3.1.3 Partenaires moléculaires de LGI1

Un réseau de protéines associées a LGI1

Les partenaires protéiques de LGI1 ont été identifiés par purification d’affinité chez des souris
knock-in (K1) exprimant une protéine LGI1 marquée par un épitope. Les protéines partenaires
du complexe précipité, liées a LGI1, ont été identifiées par spectrométrie de masse et Western
Blot (Fukata et al. 2010). Les protéines les plus abondantes étaient ADAM22 (A Disintegrin
And Metalloproteinase 22) et ADAM23. D’autres protéines, moins abondantes, incluaient
ADAML11, des protéines post-synaptiques de la famille des MAGUK (Membrane-Associated
Guanylate Kinase Proteins : PSD95, PSD93 et SAP97), les canaux Kvl, des protéines
d'échafaudage pré-synaptiques (CASK et Lin7) et la protéine 14-3-3, un partenaire ' ADAM22
(Godde et al. 2006; Fukata et al. 2010). Plusieurs des protéines identifiées partagent certains
attributs fonctionnels avec LGI1. En effet, comme nous le décrirons, I’inactivation génétique
de LGI1 entraine chez I’animal des crises d'épilepsie généralisées dans les premiers jours apres
la naissance (Chabrol et al. 2010; Fukata et al. 2010; Yu et al. 2010). Des crises similaires ont
été observées chez des animaux aprés inactivation des genes ADAM11 (Kole et al. 2015),
ADAM22 (Sagane et al. 2005), ADAM23 (Owuor et al. 2009) et KCNA1 et KCNA2 (qui codent
pour des sous-unités du canal Kv1 (Smart et al. 1998; Brew et al. 2007)).

Les récepteurs membranaires de LGI1: ADAM11l, ADAMZ22, ADAM23 et le

récepteur Nogo 1.

e Les protéines ADAM

Plusieurs membres de la famille des protéines ADAM participent au complexe protéique
multimoléculaire associé a LGI1 (Fukata et al. 2010). Le domaine extracellulaire des protéines

ADAM contient un domaine métalloprotéinase, un domaine disintegrin, un domaine riche en
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cystéine et un domaine EGF (epidermal growth factor). Trois protéines ADAM (ADAM22,
ADAM23 et ADAM11) peuvent se lier a LGI1, et sont exprimées exclusivement dans le SNC
(Edwards et al. 2008). Le domaine métalloprotéinase de ces trois protéines et catalytiquement
inactif, en raison de 1’absence d'un motif de liaison au zinc causé par I'absence d'acides aminés
critiques a ce site (Sagane et al. 1999; Edwards et al. 2008; Liu et al. 2009).

Récemment, une immunoprécipitation basée sur la protéine ADAM22 marquée par un
épitope a révélé un complexe protéique tres similaire a celui purifié par LGI1 (Fukata et al.
2021). En effet, le complexe protéique obtenu comprenait des membres de la famille LGI (LGI1
a LGI4), des protéines ADAM (ADAM11, ADAM22 et ADAM23), des protéines MAGUKS
et des protéines d'échafaudage pré- et post-synaptiques, des canaux Kv1 pré-synaptiques et la
protéine 14-3-3 partenaire d'ADAM22. Ces fortes similitudes entre les complexes protéiques

purifiés avec LGI1 ou ADAM22 suggeérent gu'ils font partie de la méme voie.

PSD95, une protéine de la famille des MAGUKS, est un composant majeur du complexe
protéique multimoléculaire associé a LGI1 et a ADAM22. PSD95 sert d’ancrage post-
synaptique pour les protéines des synapses excitatrices, et participe a la synaptogenése et a la
plasticité synaptique (El-Husseini et al. 2000). Le complexe protéique retrouve par
immunoprécipitation basée sur PSD95 contient LGI1 et ADAMZ22, mais pas ADAML11 ni
ADAM23 (Fukata et al. 2006). Cette différence pourrait étre expliquée par le fait qu'une des
isoformes d’ADAM22 contienne un motif de liaison PDZ C-terminal intracellulaire qui
interagit avec le troisieme domaine PDZ de PSD95. Ce motif de liaison PDZ est absent
d'ADAM11 et 'ADAM23 (Owuor et al. 2009). La liaison a PSD95 suggére qu’ADAM?22 et
LGI1 sont localisés du c6té post-synaptique de la fente synaptique. De plus, le transport axonal
d’ADAM23 est en grande partie antérograde, tandis qu'ADAM22 est principalement transporté
dans un sens rétrograde, ce qui fournit un support supplémentaire pour une localisation post-
synaptique d'ADAM22 et suggere qu’ADAM?23 pourrait étre pré-synaptique (Hivert et al.
2019). Cependant, cette localisation pré- ou post-synaptique préférentielle n’a pour le moment
jamais été confirmée. De plus, ADAM22 est également enrichi dans le compartiment axonal,

pré-synaptique, au niveau du segment initial de I'axone (Hivert et al. 2019).

Les protéines ADAM ne sont pas seulement des récepteurs membranaires nécessaires
pour ancrer LGI1 a la membrane cellulaire. Elles agissent aussi comme des protéines
chaperonnes de LGI1, et participent a ses processus de maturation et de N-glycosylation (Hivert
et al. 2019). De plus, ADAM22 et ADAM23 colocalisent avec LGI1 dans les vésicules de
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transport axonal (Hivert et al. 2019), suggérant des interactions interdépendantes pour leur
transport et leur distribution subcellulaire. L'expression membranaire de LGI1 est fortement
diminuée chez les souris ADAM227 et ADAM23” (Yokoi et al. 2015), tout comme
I'expression d'’ADAM22 et d'/ADAM23 chez les animaux LGI17- (Fukata et al. 2010; Yokoi et
al. 2015), fournissant une preuve supplémentaire des interactions entre les protéines de la
famille ADAM et LGI1.

e Le récepteur Nogo 1 (NgR1)

NgR1, est codée par le géne RTN4R. Il s'agit d'une protéine de 473 acides aminés, qui contient
un peptide signal, huit domaines LRR, un domaine riche en cystéine du c6té C-terminal des
domaines LRR, une région unique et wun site dancrage membranaire de
glycosylphosphatidylinositol (Fournier et al. 2001). NgR1 se lie directement a LGI1 (Thomas
et al. 2010, 2018). Il co-immunoprécipite avec ADAM22 a partir de lysat de cerveau de rat,
suggérant I'existence d'interactions fonctionnelles (Thomas et al. 2010). Cependant, il n'est pas
retrouvé dans le complexe protéique multimoléculaire obtenu apres purification de LGI1, ni
dans ceux purifiés par ADAMZ22, Kv1, ou PSD95 (Fukata et al. 2006, 2010, 2021; Schulte et
al. 2006). L'absence de NgR1 dans ces complexes protéiques est difficile a expliquer. Il serait
possible que la liaison de NgR1 a LGI1 soit plus faible que celle aux récepteurs ADAM et aux

protéines associées.

Le complexe NgR1-ADAM22 facilite la liaison de LGI1 a ADAM22 (Thomas et al.
2010), mais LGI1 se lie aussi de maniére indépendante a NgR1 dans des cellules HEK293T
transfectées (Thomas et al. 2010). LGI1 agit comme un inhibiteur compétitif de NgR1, en
antagonisant les effets de I'inhibition de croissance médiée par les ligands Nogo66, MAG
(myelin-associated glycoprotein) et OMPG (oligodendrocyte myelin glycoprotein) (Thomas et
al. 2010).

Assemblages trans-synaptiques de LGI1

Les études d'immunoprécipitation suggérent que LGI1 interagit avec des protéines pré- et post-
synaptiques. En effet, LGI1 est co-immunoprécipitée avec des anticorps anti-Kv1.1 pré-
synaptiques (Schulte et al. 2006), et avec des anticorps anti-PSD95 post-synaptiques (Fukata et
al. 2006). De plus, des protéines pré- et post-synaptiques sont présentes dans le complexe
multimoléculaire purifié par LGI1 (Fukata et al. 2010). ADAM22 et ADAM23 co-
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immunoprécipitent dans des lysats de cerveaux de souris sauvage, mais pas dans ceux issus de
souris LGI17 (Fukata et al. 2010), ce qui suggére que la protéine LGI1 forme un pont trans-
synaptique entre les protéines ADAM23 et ADAM22 (Fukata et al. 2010).

Des techniques de super-résolution ont récemment fourni plus de détails sur les
interactions entre LGI1 et ADAM22, en utilisant un modéle animal Kl, exprimant ADAM22
marqué par un épitope (Yamagata et al. 2018). Des complexes ADAMZ22-LGI1 1:1 (dimeres),
2:2 (tétrameéres) et 3:3 (hexameéres) ont €té observés par cryo-microscopie électronique en
solution, et représentaient respectivement 65%, 30% et 5% du nombre total de complexes. La
cristallisation de I'nétéro-tétramere 2:2 ADAM22-LGI1-LGI1-ADAM22 (Fig. 15A) (Yamagata
et al. 2018) a montré que LGI1 se lie au domaine de type métalloprotéinase d'ADAM22 via son
domaine EPTP. Le domaine LGI1-EPTP seul est suffisant pour médier la liaison avec
ADAM22, par des interactions entre les acides aminés Trp398, Tyr408 et Tyr409 d' ADAM22
et une poche hydrophobe dans I'nélice béta du domaine EPTP de LGI1. Le complexe LGI1-
ADAMZ22 se dimérise par une liaison entre les domaines LRR de deux molécules LGI1, formant
ainsi des hétérotétraméres diméres de dimeres 2:2 (Yamagata et al. 2018).

Cette dimérisation est cohérente avec un réle trans-synaptique du complexe ADAM22-
LGI1 (Fig. 15B). La longueur de I'nétérotétramere 2:2 est estimée a 19 nm (Yamagata et al.
2018), ce qui est proche de la taille de la fente synaptique (Savtchenko et Rusakov 2007).
Différents complexes LGI1-ADAM pourraient étre possibles puisque LGI1 peut se lier de
maniere similaire a ADAM22, ADAM23 et ADAM11 (Leonardi et al. 2011; Yamagata et al.
2018). Cependant, il n’y a pas pour le moment de preuves experimentales montrant I'existence
du complexe trans-synaptique LGI1-ADAMZ22 in vivo, ou montrant 1’existence d’autres
hétérotétrameres composés de LGI1 et d’une ou plusieurs autres protéines ADAM. ADAM23
étant supposée localisée préférentiellement du cOté pre-synaptique, a I’inverse d’ADAM?22
supposée post-synaptique, un hétérotétramére ADAM23-LGI1-LGI1-ADAM22 pourrait
associer ces protéines de maniére trans-synaptique (Fig. 15B).

En plus du complexe trans-synaptique, LGI1 est également enrichie au niveau du
segment initial de I'axone, ou il colocalise avec ADAM22 et Kv1 (Seagar et al. 2017; Hivert et
al. 2019). Les complexes LGI1-ADAM de ce site pourraient impliquer des assemblages 1:1 ou
3:3 (Fig. 15 Cet D).
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Figure 15. Assemblages du complexe LGI1-ADAM22. Figure adaptée de (Yamagata et Fukai 2020).
(A) Structure cristallisée de I’hétérotétramére ADAM22-LGI1-LGI1-ADAM22. (B) Modele de la
liaison trans-synaptique, qui pourrait étre médiée par un hétérotétramere ADAM?23-LGI1-LGI1-
ADAM22. Les interactions indirectes avec Kv1 et avec les AMPA-R sont discutées dans la partie 3.2.2.
(C) Modélisation de 1’assemblage 3:3 de LGI1-ADAM22 (en haut), basée sur son observation par cryo-
microscopie électronique (en bas). (D) Modéle de la liaison du complexe LGI1-ADAM22 3:3 au
segment initial de I’axone.
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3.2 Fonctions de LGI1

3.2.1 Rolesde LGI1 au cours du développement

LGI1 est nécessaire pour un développement cérébral normal

A B Wild-type LGH--

Figure 16. Anomalies morphologiques cérébrales chez les souris LGI17. (A) Exemple d’anomalies
d’organisation corticale observée chez une souris LGI1” (KO). Le marquage NeuN du cortex
somatosensoriel montre une densité neuronale anormale et une désorganisation des couches corticales.
Barre horizontale : 100um. (B) Exemple de la dispersion des cellules granulaires du gyrus denté, avec
une coloration Nissl. Barre horizontale : 160um. (C) Exemple de foliation anormale du cervelet chez
une souris LGI1” le jour de sa naissance. La coupe est marquée au DAPI et a la laminine-1. Alors que
le déficit de foliation est évident chez la souris LGI17- (fleches blanches), le marquage a la laminine-1
est normal et continu le long de la surface cérébelleuse Barre horizontale : 200um. Les images sont
extraites de (Silva et al. 2015) (A), (Chabrol et al. 2010) (B), et (Xie et al. 2015) (C).

LGI1 est exprimée tardivement au cours du développement chez la souris, et son expression
augmente pour atteindre un pic au cours des deux premiéres semaines postnatales (Fig. 16A).
Le role de LGI1 dans le developpement cérébral a été suggéré a la suite d’études retrouvant des
anomalies structurelles chez des animaux pour lesquels I’expression de LGI1 a été supprimée.
Le cortex des souris LGI17 Agées de 7 & 20 jours montre une désorganisation diffuse des
couches neuronales corticales (Fig. 16A) (Silva et al. 2015). Un tel aspect, compatible avec une
dysplasie corticale, est egalement induit par l'inactivation conditionnelle de LGI1 dans les
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cellules exprimant la nestine, mais pas dans les cellules GFAP, les cellules CAMK2a ou les
cellules parvalbumine (Silva et al. 2019). Cela suggére que les malformations corticales
résulteraient d'une perte de la fonction LGI1 dans les précurseurs neuronaux, qui expriment la
nestine, au cours du développement. Chez une autre lignée de souris LGI17, aucune
malformation néocorticale n'a été observée, mais une perte neuronale a été déetectée dans les
régions CA1 et CA3 de I’hippocampe, et I'épaisseur de la couche de cellules granulaires était
augmentée, associée une dispersion neuronale (Fig. 16B) (Chabrol et al. 2010). Des atteintes
du cervelet ont également été décrites chez des souris LG117- gées de 2 & 4 jours, sous forme
de défauts de foliation cérébelleuse, ainsi que d'une réduction de I'épaisseur de la couche externe
de cellules granulaires (Fig. 16C) (Xie et al. 2015).

LGI1 favorise la croissance des neurites, la formation et la maturation des synapses
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Figure 17. La densité des épines dendritiques est altérée chez les souris LGI17 (Thomas et al. 2018).
(A) Exemples d'images d'épines dendritiques marquées au Dil, de neurones pyramidaux de la région
CAL1 de ’hippocampe de souris agées de 10 jours, LGI1*"* (a gauche) et LGI1” (a droite). Les fleches
indiquent les épines « champignon » (jaune), les épines trapues (bleu) et les épines fines (vert). (B) La
quantification de la densité d’épines par pum de dendrite ne montre pas de différence significative entre
les souris LGI1” et les contrdles. (C) La proportion d'épines « champignon » est significativement
inférieure dans les tranches de souris LGI17 par rapport aux controles.

LGI1 participe au contrdle du nombre de synapses et de leur activité. Chez les souris LGI17,
les neurones corticaux et hippocampiques ont moins de synapses, et la signalisation synaptique
est réduite (Fig. 17) (Silva et al. 2015; Thomas et al. 2018). A l'inverse, I'application de LGI1
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sur des neurones hippocampiques en culture pendant 6 jours augmente le nombre de synapses
(Thomas et al. 2018). De plus, LGI1 stimule la croissance dendritique et axonale des neurones
en culture (Owuor et al. 2009; Thomas et al. 2010).

Ces effets sur la formation et la maturation synaptique, et sur la croissance des neurites,
pourraient étre causes par I’interaction entre LGI1 et le récepteur Nogo 1 (NgR1, cf. paragraphe
3.1.3) (Thomas et al. 2018). La liaison des ligands agonistes dérivés de la myéline au récepteur
NgR1 entraine une activation de la signalisation RhoA. L’activation de cette GTPase permet de
limiter le nombre de synapses au cours du développement (Wills et al. 2012), et est cruciale
pour la morphogenese normale des neurones (Luo 2000). Les neurones hippocampiques des
souris NgR17" ont plus de synapses que les souris contréles (Thomas et al. 2018). Des travaux
sur des souris LG117- suggérent que LGI1 inhibe l'activation de RhoA via NgR1 (Thomas et al.
2018). Ainsi, I'équilibre NgR1-LGI1 régulerait I'activité de RhoA au cours du développement,

et affecterait ainsi la formation et la fonction synaptiques, et la croissance des neurites.

LGI1 pourrait également affecter la maturation neuronale par des interactions avec les
protéines de la famille ADAM. En effet, il a été montré que les interactions LGI1-ADAM22 et
LGI1-ADAM23 influencent le développement neuronal (Owuor et al. 2009). De plus, NgR1 et
ADAM22 interagissent directement (Thomas et al. 2010). Toutefois, nous ne savons pas si
LGI1 se lie de facon indépendante & ADAM et NgR1, ou si ADAM et NgR1 fonctionnent

comme co-récepteurs de LGI1, ces deux possibilités n’étant pas exclusives.

Ces résultats sont & nuancer, car deux équipes, utilisant des souches de souris LG117
distinctes de celles décrites dans le paragraphe ci-dessus, ont montré par microscopie
¢électronique une absence d’altération de la croissance dendritique et de la synaptogenése
(Yokoi et al. 2015; Boillot et al. 2016). Les raisons de ces divergences sont inconnues et des
travaux supplémentaires seraient nécessaires pour comprendre les différences entre les

différentes souches de souris LGI17".

LGI1 participe a la régulation de la myeélinisation neuronale

Des observations par microscopie électronique ont montré que la myélinisation était réduite
dans le SNC et le SNP de souris LG117", suggérant que LGI1 faciliterait la myélinisation (Silva
et al. 2010). De plus, des données récentes ont montré que LGI1 contréle la différenciation de

cellules précurseurs d'oligodendrocytes (Xie et al. 2018). Chez les animaux LGI17, I'expression
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de TSC1 (tuberous sclerosis complex 1) est réduite, ce qui augmente l'activité du complexe
mTOR1 (mechanistic target of rapamycin 1) dans les oligodendrocytes. Etant donné que
I'activité du complexe mTOR1 est connue pour diminuer la myélinisation du SNC (Lebrun-
Julien et al. 2014), une suractivation chez les souris LGI1™ pourrait étre responsable de la

réduction de la myélinisation (Xie et al. 2018).

3.2.2 Roles de LGI1 dans le contréle de canaux ioniques neuronaux

LGI1 régule le courant K* voltage-dépendant pré-synaptique via les canaux Kvl

Les canaux Kv1 sont une famille de canaux K*, qui sont exprimés sous forme de tétraméres
protéiques de 4 sous-unités alpha, chacune composée de 6 domaines transmembranaires. Huit
sous-unités alpha ont été décrites jusqu'a présent (Kv1.1 - Kv1.8). Elles peuvent s'assembler en
homotétrameres ou hétérotétrameres. Différentes combinaisons de sous-unités sont associees a
des différences dans la biophysique, la pharmacologie et la dynamique des courants K* ainsi
que dans les sites d'insertion membranaire et de la mobilité des canaux (Ovsepian et al. 2016).
Les sous-unités alpha peuvent étre associées a des sous-unités béta intracellulaires accessoires,
qui modifient les propriétés des courants de ces canaux (Dodson et Forsythe 2004). Les canaux
Kv1 sont exprimés de maniere ubiquitaire et présentent une grande diversité d'expression, de
topographie et d’association de sous-unités (Trimmer 2015; Ovsepian et al. 2016). A ’échelle
neuronale, les niveaux d'expression sont les plus élevés dans les axones et les terminaisons
synaptiques, mais les canaux sont aussi présents au niveau du soma et des dendrites. En
particulier, les canaux Kv1 sont enrichis dans les segments initiaux des axones, ou ils
colocalisent avec LGI1 (Fig. 15D) (Seagar et al. 2017; Hivert et al. 2019).

Les courants K" médiés par les canaux Kv1 s'activent a des potentiels membranaires
proches du seuil de décharge des potentiels d’action (Guan et al. 2006), ce qui empéche
I'nyperexcitabilité en limitant et en retardant la décharge neuronale (Guan et al. 2007; Cudmore
et al. 2010). Les canaux Kv1l contrdlent la forme, la synchronisation et la fréquence des
potentiels d'action, ainsi que la libération de neurotransmetteurs aux terminaisons axonales
(YYellen 2002; Cudmore et al. 2010; Ovsepian et al. 2013; Guan et al. 2018). Les sous-unités
Kv1.1 favorisent une activation rapide des courants Kv1 en réponse a une dépolarisation, qui

s’inactive lentement (Ovsepian et al. 2016). Son activité est bloquée par I'inhibiteur spécifique
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dendrotoxine-K (Wang et al. 1999; Harvey et Robertson 2004), retrouvée dans le venin du

mamba noir (dendroaspis polylepis), qui est aujourd’hui synthétisée artificiellement.

LGI1 affecte I'expression et les propriétés fonctionnelles de Kvl. La co-
immunoprécipitation avec des anticorps anti-LGI1 précipite les canaux Kv1, et réciproquement
la protéine LGI1 a été isolée par co-immunoprécipitation en utilisant des anticorps anti-Kv1.1
(Schulte et al. 2006; Fukata et al. 2010). Cependant, LGI1 ne se lie pas directement & Kv1, mais
les interactions sont médiées indirectement via des interactions entre des protéines de la famille
ADAM et MAGUK (Fukata et al. 2021). LGI1 n'interagit pas de la méme maniere avec les
différentes sous-unités de Kv1. Chez les souris LGI1”, I'expression de Kv1.1 et Kv1.2, était
réduite de plus de 50% (Seagar et al. 2017; Zhou et al. 2018). Ce n’était pas le cas des sous
unités Kv1.4 et Kv1.6, dont les niveaux d’expression n’étaient pas significativement différents

des souris contréles (Seagar et al. 2017; Zhou et al. 2018).

Les interactions fonctionnelles entre LGI1 et Kv1.1 ont été décrites pour la premiere
fois dans un systéeme d'expression hétérologue (Schulte et al. 2006). LGI1 potentialisait les
courants K* en bloquant I'inactivation rapide des canaux Kv1.1, médiée par la sous-unité béta
KvB1. De méme, LGI1, associée a ADAM22, potentialisait les courants K dans les cellules
HEK293 transfectées avec Kv1.1/Kv1.4 (Lancaster et al. 2019). De plus, dans les cellules
pyramidales de la région CA3 de I’hippocampe de souris LGI17, I'expression axonale et le
courant des canaux Kv1.1 étaient fortement diminués, ce qui augmentait I'excitabilité neuronale
(Fig. 18 A et B) (Seagar et al. 2017). La dendrotoxine-K (DTX), antagoniste spécifique de
Kv1.1, augmente I'excitabilité neuronale et la libération de transmetteurs dans les neurones de
souris sauvages, mais pas dans les neurones de souris LGI1™ (Fig. 18 C et D). De plus, la
quantité de courant inhibée par la DTX est plus faible chez les souris LGI117- que chez les souris
contréles (Fig. 18E) (Seagar et al. 2017). Ces résultats confirment que LGI1 interagit avec
Kv1.1, et que I’inhibition de Kv1.1 chez les souris LGI1™ est similaire & celle produite par la
DTX.
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Figure 18. L’inactivation de LGI1, et la toxine DTX, partagent une action commune sur Kv1.1.
Figure adaptée de (Seagar et al. 2017). (A, B) L’excitabilité intrinséque des neurones pyramidaux de la
région CA3 de I’hippocampe est augmentée. (A) Représentation du nombre de potentiels d’actions
évoqués, en fonction du courant injecté, pour un neurone représentatif des souris sauvages (WT) et
LGI17". (B) Courant seuil calculé pour chaque groupe de neurone, montrant une diminution significative
chez les neurones des souris LGI1”. (C, D) La DTX augmente 1’excitabilité neuronale des souris WT
(C), mais pas des souris LG117 (D). (E) Comparaison des courants potassiques évoqués a -30mV avec
et sans DTX, chez des souris WT et LGI17. La quantité de courant inhibée par la DTX est plus faible
chez les souris LGI17 que chez les souris controles.

LGI1 régule les récepteurs AMPA post-synaptiques

Les récepteurs AMPA (AMPA-R) sont des canaux ioniques actives par le glutamate, qui
participent a la transmission synaptique rapide et excitatrice dans le cerveau. Ce sont des
hétérotétrameres formés par divers assemblages des sous-unités GIuR1 a GluR4. La libération
de glutamate par le bouton pré-synaptique conduit a I’activation des AMPA-R, et se traduit par
un flux de cations, principalement du Na®, a travers un pore membranaire, déclenchant un
courant excitateur post-synaptique (excitatory post-synaptic current, EPSC) (Henley et al.
2021).
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Le complexe protéique multimoléculaire identifié par immunoprécipitation de LGI1 ne
contient pas d’AMPA-R, mais il contient PSD95 et SAP97 (Fukata et al. 2010), qui
interagissent tous deux avec les AMPA-R. PSD95 est une protéine d'échafaudage, qui stabilise
les AMPA-R au niveau de la membrane post-synaptique (EI-Husseini et al. 2000). 1l se lie, par
ses deux premiers domaines PDZ, a la protéine stargazine, qui a son tour se lie aux AMPA-R
(Schnell et al. 2002). SAP97 est une autre protéine d'ancrage de la famille des MAGUK, qui se
lie directement, par son second domaine PDZ, a un motif de liaison au PDZ, sur I'extrémité C-
terminale de la sous-unité GIuR1 (von Ossowski et al. 2006). Une isoforme d’ADAM22
possede également un motif de liaison au PDZ cytoplasmique C-terminal, qui se lie au troisieme
motif PDZ de PSD95 (Fig. 19A) (Fukata et al. 2006).

La surexpression de PSD95 augmente le nombre d'/AMPA-R exprimés au niveau des
sites post-synaptiques et augmente ainsi I'amplitude des événements synaptiques (EI-Husseini
et al. 2000; Schnell et al. 2002). Cet effet est aboli chez les souris LGI17 et chez les souris Kl
exprimant une version mutée d'’ADAM22 sans son site de liaison au PDZ de PSD95 (Lovero et
al. 2015; Fukata et al. 2021). Ces données suggerent que LGI1 et ADAM22 sont nécessaires
pour I'ancrage membranaire des AMPA-R médié par PSD95. La stabilisation post-synaptique
des AMPA-R est donc indirectement liée a LGI1, via les complexes ADAM22-PSD95-
stargazine, ou ADAM22-PSD95-SAP97 (Fig. 19A).

LGI1 participe a la régulation des courants synaptiques médiés par les AMPA-R.
L'application de la protéine LGI1 sur des tranches d'hippocampe de rat augmente 1’amplitude
des EPSC (Fukata et al. 2006). A l'inverse, les courants AMPA-R sont diminués dans les
tranches de souris LG117", et de souris exprimant une protéine ADAM22 mutée (Fukata et al.
2010, 2021; Lovero et al. 2015). De plus, les courants AMPA-R sont restaurés par des injections
de lentivirus exprimant LGI1 dans une culture de tranches d'hippocampe de souris LGI1™"
(Lovero et al. 2015). Ainsi, il semble que LGI1 augmente les événements post-synaptiques,
probablement en recrutant des AMPA-R sur les sites post-synaptiques. La diminution des
AMPA-R chez les souris LGI1™" n'est pas une conséquence des crises chez ces animaux,
I’altération des AMPA-R a été décrite chez des souris agées de 8 jours, avant I'apparition de

crises spontanées (cf. paragraphe 3.3.1 ci-dessous) (Lovero et al. 2015).

Il est a noter que les résultats ci-dessus ne sont actuellement pas consensuels dans la
littérature, notamment a cause de résultats contradictoires décrits chez deux autres souches de

souris LGI1". En effet, certaines études n'ont rapporté aucune différence dans I'expression des
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AMPA-R ou dans les propriétés des EPSC chez les souris LGI17 par rapport aux souris témoins
(Yu et al. 2010; Boillot et al. 2016). Cependant, différentes approches, incluant des souris
LGI1™", des souris ADAM22 K1 exprimant un ADAM22 non fonctionnel, ainsi que des modéles
de surexpression de PSD95 chez les souris LGI17- et ADAM22-KI, convergent sur le réle de
LGI1 dans la régulation des AMPA-R, et ces résultats sont en accord avec les données des

études d'interaction protéique décrites ci-dessus.

3.3 Maladies associées a LGI1
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Figure 19. Organisation synaptique de LGI1, et perturbations causées par des mutations et des
auto-anticorps. (A) Organisation de LGI1 dans un complexe trans-synaptique, avec ses partenaires
protéiques, et interactions fonctionnelles indirectes avec les canaux Kv1 pré-synaptiques et les AMPA-
R post-synaptiques. (B) Perturbations pathologiques de LGI1, soit par des mutations entrainant une perte
de fonction, soit par des auto-anticorps. Il a été montré que les altérations de LGI1 perturbent a la fois
I’expression et la fonction des canaux Kvl et des AMPA-R. Cela pourrait étre expliqué par (1)
I'internalisation des canaux Kvl et de leur complexe protéique (Ramberger et al. 2020), (2) une
diminution du courant Kv1, par une inactivation rapide médiée par Kv31 (Schulte et al. 2006; Lancaster
et al. 2019), (3) la suppression des canaux Kv1 et des AMPA -R de la synapse, ou une diminution de
leur expression (Seagar et al. 2017; Petit-Pedrol et al. 2018; Zhou et al. 2018; Ramberger et al. 2020).
La perte des courants Kv1 augmente la libération des neurotransmetteurs, ce qui augmente les niveaux
de glutamate synaptique (Boillot et al. 2016; Seagar et al. 2017). 1l s’agirait du mécanisme le plus
prometteur reliant la perturbation de LGI1 aux crises. Cette figure a été créée a 1’aide de la banque
d’images Servier Medical Art.
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3.3.1 Maladies genetiques associées a LGI1

Epilepsie du lobe temporal latéral autosomique dominante

En 1995, Ottman et ses collegues ont rapporté une épilepsie focale familiale a transmission
autosomique dominante liée au chromosome 10q (Ottman et al. 1995). Les caractéristiques
auditives prédominantes étaient évocatrices d'une apparition dans le lobe temporal latéral. Des
mutations de LGI1 ont été identifiees quelques années plus tard dans plusieurs familles atteintes
d'épilepsie autosomique dominante du lobe temporal latéral (autosomal dominant lateral
temporal lobe epilepsy, ADLTE) (Gu et al. 2002; Kalachikov et al. 2002; Morante-Redolat
2002). Bien que des mutations hétérozygotes du géne codant pour la protéine reeline aient
également été rapportées dans les familles ADLTE (Dazzo et al. 2015), les mutations de LGI1
restent prédominantes et sont identifiées dans environ la moitié des cas (Kalachikov et al. 2002;
Morante-Redolat 2002; Michelucci et al. 2003). La pénétrance est d’environ 70 % (Gu et al.
2002; Kalachikov et al. 2002; Morante-Redolat 2002; Michelucci et al. 2003, 2013; Bisulli et
al. 2014).

Les premiers symptémes de 'ADLTE surviennent a l'adolescence ou au début de I'age
adulte. Les crises focales sans perte de contact, anciennement appelées « auras », avec des
caractéristiques auditives, sont les manifestations les plus suggestives. Des symptoémes auditifs
critiques sont rapportés chez 62 % des patients et les crises seraient déclenchees par des sons
soudains, comme la sonnerie d'un téléphone, pour environ 20 % des patients (Michelucci et al.
2013). Les premiers symptbémes critiques comprennent des sons simples tels que des
bourdonnements, des sonneries, ou des hallucinations plus complexes telles que des voix ou de
la musique. Les patients peuvent, plus rarement, présenter d'autres types de crises focales sans
perte de conscience : hallucinations visuelles ou olfactives, troubles dysmnésiques (déja-vu) ou
vertiges. 20 % des patients décrivent une aphasie réceptive critique (Michelucci et al. 2013),
anciennement appelée aphasie de Wernicke. Des crises focales évoluant vers des crises
bilatérales toniques-cloniques touchent environ les deux tiers des patients (Michelucci et al.
2013). Les IRM cérébrales sont souvent normales, tandis que les enregistrements EEG peuvent

révéler une activité épileptique temporale.

L'ADLTE est genéralement bien contrdlée par les médicaments antiépileptiques.
Cependant, le traitement antiépileptique doit étre maintenu a vie car les rechutes sont fréquentes

lors de I'arrét des médicaments.
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Mutations de LGI1 : une physiopathologie par perte de fonction

Au moins 45 mutations différentes de LGI1 ont été identifiées chez les patients atteints
d’ADLTE. La liste de mutation a été publiée en 2016 et actualisée en 2020 (Boillot et Baulac
2016; Yamagata et Fukai 2020), et aucune nouvelle mutation de LGI1 n'a été rapportée depuis.
Sur les 45 mutations, il y a 30 faux-sens (67%), 7 décalages du cadre de lecture (16%), 4
impliquant des sites donneurs ou accepteurs d'épissage (9 %), 2 non-sens (4,5 %) et 2
microdelétions (4,5 %). Les mutations sont réparties de maniere homogéne dans toute la

séquence de LGI1, sans préférence pour une région spécifique (Fig. 13).

Trois lignées de souris LGI1” ont été générées pour modéliser les effets
physiopathologiques d'une perte de fonction génétique LGI1 (Chabrol et al. 2010; Fukata et al.
2010; Yuetal. 2010). Elles présentent toutes des phénotypes cliniques similaires, méme si nous
avons décrit dans les chapitres précédents des différences entre les souches concernant les
anomalies de développement cérébrales, et les anomalies des AMPA-R. Des crises d'épilepsie
généralisées spontanées apparaissent au cours de la deuxiéme semaine postnatale a une
fréquence d'environ une par heure. Il est & noter que les crises commencent sur I’EEG plus tot
dans I'hippocampe que dans le cortex (Chabrol et al. 2010). Le gain de poids est fortement
réduit & partir du moment oul les crises apparaissent, et les souris LGI17- meurent prématurément
au cours de la troisieme semaine postnatale (Chabrol et al. 2010; Fukata et al. 2010; Yu et al.
2010). Aucune crise d'épilepsie spontanée n'a été observée chez les souris hétérozygotes
LGI1*". Leur survie et leur fertilité sont normales (Chabrol et al. 2010; Fukata et al. 2010; Yu
et al. 2010). Cependant, & un mois, elles sont plus sensibles que les souris LGI1** & I'induction
de crises par injection de pentylénetétrazole (PTZ) (Fukata et al. 2010), et par stimulation
sonore (Chabrol et al. 2010).

La fonction de la plupart des mutations de LGI1 associées a I'ADLTE a été étudiée. Les
mutations de décalage du cadre de lecture, de site d'épissage, les non-sens et les délétions
induisent probablement une perte de fonction, car les séquences protéiques résultantes sont
fortement modifiées. La plupart des mutations faux-sens testées (21/24) entrainent des défauts
de sécrétion de LGI1, tandis que 3/24 n’empéchent pas sa sécrétion (Yamagata et Fukai 2020).
La perte de sécrétion peut résulter d’une conformation anormale de la protéine, qui aboutirait a
une dégradation prématurée par des mécanismes de controle qualite. Cette hypothése a été
testée pour la mutation E383A, avec un modele de souris transgénique LGI17- qui ré-exprime

la protéine mutée (Yokoi et al. 2015), ainsi que pour la mutation L385R, dans un modele de rat
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transgénique (Baulac et al. 2012). Dans les deux cas, les animaux ont présenté des crises
généralisées et sont décédes prématurément entre la deuxiéme et la quatrieme semaine de vie.
Les deux protéines mutées eétaient instables et dégradées prématurément. L'acide 4-
phénylbutyrique, un correcteur chimique qui agit pour stabiliser les protéines mal repliées, a
permis d’améliorer la sécrétion de la protéine LGI1-E383A, et a réduit la susceptibilité aux
crises chez les souris, confirmant les altérations conformationnelles de la protéine LG11-E383A
(Yokoi et al. 2015).
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Figure 20. Role pathogene des mutations faux-sens de LGI1 n’altérant pas sa sécrétion (Yamagata
et al. 2018). Représentation Kaplan-Meier de la survie des souris LGI17, exprimant les transgénes
indiqués sur la figures. L’expression de LGI1-R474Q induit un phénotype similaire aux souris LGI117
ne ré-exprimant pas de transgéne, et est donc supposée étre pathogéne. Ce n’est pas le cas de la protéine
LGI1-R407C, qui, lorsqu’elle est exprimée chez les souris LGI17, sauve le phénotype de la méme
maniére qu’une expression de LGI1 non mutée. La mutation sécrétion-compétente S473L induit
également un phénotype létal similaire aux souris LGI17, tout comme la mutation E383A qui empéche
la sécrétion de LGI1 (Yokoi et al. 2015).

Les trois mutations LGI1 qui n’empéchent pas la sécrétion de la protéine ont ¢galement
été étudiées fonctionnellement. La mutation S473L empéche la liaison de LGI1 a ADAM?22
mais pas a ADAM23 (Yokoi et al. 2015; Yamagata et al. 2018). La mutation R474Q n'a pas
modifié la liaison LGI1-ADAM22 ni LGI1-ADAM23, mais a supprime la dimerisation de LGI1
(Yamagata et al. 2018). La mutation R407C quant a elle n'a pas affecté la liaison LGI1-ADAM
ni la dimérisation LGI1-LGI1. Les crises létales n’apparaissent pas chez les souris LGI17" qui
surexpriment a nouveau la protéine LGI1 non mutée (Fukata et al. 2010). De la méme maniére

I'expression de LGI1-R407C chez les souris LGI17- permet de sauver le phénotype, mais ce
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n’est pas le cas pour les protéines LGI1-S473L et LGI1-R474Q (Fig. 20) (Yokoi et al. 2015;
Yamagata et al. 2018). Ces données suggerent que la mutation R407C n’est en fait pas
pathogéne. Les mutations S473L et R474Q quant & elles, sans impact majeur sur la
conformation empéchant la sécrétion de LGI1, induisent quand méme une perte de fonction, en
raison de leur présence sur des sites indispensables a la liaison a d’autres protéines. Si la
mutation R407C n'est pas pathogeéne, sa détection dans une famille ADLTE (Striano et al. 2011)
pourrait-elle étre un faux positif ? Une mutation d'un géne différent, tel que le géne codant pour

la protéine reeline (Dazzo et al. 2015), pourrait peut-étre étre impliquée dans cette famille.

En résumé, la plupart des mutations de LGI1 induisent une perte de fonction
indépendante du type de mutation et de sa localisation dans le gene, conduisant a une épilepsie
génétique. De méme, aucune corrélation génotype-phénotype n’a été vue chez les patients.
Aucune différence n'a été trouvée dans les symptdmes des patients selon les différents types de
mutations, ou les différentes régions mutées du gene, et aucune corrélation n'a été établie entre
les différentes mutations et leur pénétrance respective (Rosanoff et Ottman 2008; Nobile et al.
2009; Boillot et Baulac 2016). De plus, le phénotype comportemental des souris hétérozygotes
LGI1*" surexprimant LGI1-S473L ou LGI1-R474Q est similaire & celui des souris LGI1*,

indiquant I'absence d'effets dominants négatifs des protéines LGI1 mutées (Yokoi et al. 2015).

3.3.2 Maladies auto-immunes associées a LGI1

Rdle pathogéne direct des auto-anticorps anti-LGI1

Lorsqu'un anticorps est identifié dans une maladie auto-immune, il est important de déterminer
s'il joue un réle actif dans la physiopathologie ou s'il s'agit simplement d'un biomarqueur. Pour
les EAI & anticorps anti-LGI1, I'absence de réaction inflammatoire majeure dans le LCR, et le
sous-type 1gG4 de la majorité des auto-anticorps chez les patients (cf. paragraphe 2.8.4) sont
des arguments en faveur d’une réaction dysimmune humorale plutét que cellulaire. Les
réponses favorables a I’immunothérapie pour les patients suggerent également que ce sont les
anticorps qui médient I’EAI, et non les lymphocytes T cytotoxiques qui induiraient des lésions

tissulaires irréversibles.
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Les auto-anticorps anti-LGI1 agissent selon un mécanisme inhibiteur

Les effets des anticorps anti-LGI1 humains ont été étudies dans des modéles in vitro et in vivo.
Les anticorps anti-LGI1 sont polyclonaux et reconnaissent a la fois des épitopes des domaines
LRR et EPTP de LGI1 (Ohkawa et al. 2013; Kornau et al. 2020; Ramberger et al. 2020). Au
sein du méme patient, des sous-groupes d’anticorps ont montré des effets physiopathologiques
distincts, selon le domaine ciblé de LGI1 (Kornau et al. 2020; Ramberger et al. 2020). La liaison
au domaine EPTP altere les interactions entre LG11 et ADAM22/ADAM?23. Cette perturbation
est similaire a celle induite par la mutation S473L permettant la sécrétion de LGI1 (cf.
paragraphe 3.3.1). En revanche, la liaison des anticorps au domaine LRR induit I'internalisation
de LGIL et de ses récepteurs membranaires (Ramberger et al. 2020). Ce mécanisme est

inhabituel pour une maladie auto-immune médiée par des 19gG4 (cf. paragraphe 2.5.2).

Les injections d'anticorps dans I'hippocampe ou les ventricules cérébraux de souris
réduisent de maniere réversible I'expression de Kv1.1 et des AMPA-R aprés 7 ou 14 jours (Petit-
Pedrol et al. 2018; Ramberger et al. 2020), reproduisant ainsi certains effets qui ont été observés
chez les souris LGI17 (cf. paragraphe 3.3.1). Il est & noter que la diminution de Kv1.1 et
d’AMPA-R est progressive au cours de I’injection de 14 jours et n’atteint pas un plateau, ce qui
suggere qu’elle pourrait étre encore plus importante en cas de contact plus long avec les auto-
anticorps (Fig. 21). L'expression des AMPA-R est également diminuée aprés une incubation de
3 jours avec des anticorps anti-LGI1 dans le milieu de culture de neurones hippocampiques de
rat (Ohkawa et al. 2013). Les anticorps anti-LGI1 augmentent I'excitabilité neuronale, quel que
soit le domaine ciblé de LGI1, in vitro (Kornau et al. 2020) et in vivo (Petit-Pedrol et al. 2018;
Ramberger et al. 2020). La perfusion in vivo d'anticorps chez la souris réduit la potentialisation
synaptique de long terme (long term potentiation, LTP) (Petit-Pedrol et al. 2018; Ramberger et
al. 2020) et induit des déficits de mémoire réversibles (Petit-Pedrol et al. 2018). Dans les
modeles d’injection d’anticorps anti-LGI1 in vivo, les souris injectées ne présentaient pas de
crises, bien que I'expression de Kvl et des AMPA-R étaient diminuée et que l'excitabilité
neuronale était augmentee (Petit-Pedrol et al. 2018; Ramberger et al. 2020).

En résumé, les auto-anticorps LGI1 modifient la fonction neuronale et synaptique et
augmentent I'excitabilité neuronale. La perte de la fonction LGI1 est un point commun
physiopathologique entre EAl et ADLTE (Fig. 19B), et aboutit dans les deux cas a des crises,

méme si de nombreux symptdmes cliniques différent fortement.
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Figure 21. Les IgG purifiées de patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 diminuent de
maniére réversible les clusters de Kv1.1 et d’AMPA-R, sur la surface cellulaire totale, et a la synapse,
lors d’injections chroniques dans 1’hippocampe. Figure adaptée de (Petit-Pedrol et al. 2018).
Quantification de la densité totale (A) et synaptique (B) de Kvl.1, et des clusters de Bassoon (C).
Quantification de la densité totale (D) et synaptique (E) de la sous-unité GIuAl des AMPA-R, et des
clusters de PSD95 (F). Bassoon et PSD95 ont été utilisées pour identifier respectivement les
terminaisons pré- et post-synaptiques, et ont servi de controle pour vérifier le nombre comparable de
synapses entre les conditions. La diminution de Kvl.1 et d’AMPA-R est progressive au cours de
I’injection de 14 jours et ne semble pas atteindre de plateau, ce qui suggere qu’elle pourrait étre encore
plus importante en cas de contact plus long avec les auto-anticorps.






CHAPITRE 4

OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Mon travail de thése a porté sur le réle des auto-anticorps anti-LGI1 dans le déclenchement de
crises d’épilepsies, qui sont le principal symptome rencontré chez les patients atteints d’EAI a
anticorps anti-LGI1. Les crises toniques-dystoniques (TDS) étant pathognomoniques de ces
EAI, contrairement aux crises limbiques, nous avons émis 1I’hypothése qu’elles étaient médiées
par un mécanisme dépendant spécifiqguement de LGI1, distinct des autres EAL. Plusieurs études
ont montré un réle pathogéne direct des anticorps anti-LGI1, via une altération de 1’expression
et de la fonction des canaux Kv1 et des AMPA-R (Ohkawa et al. 2013; Petit-Pedrol et al. 2018;
Kornau et al. 2020; Ramberger et al. 2020). Toutefois, le lien entre ces perturbations et les crises
d’épilepsie n’a jamais été démontré. L’inhibition de Kv1 nous semble étre une piste privilégiée.
En effet, elle est connue in vitro pour augmenter 1’excitabilité neuronale et I’activité des
réseaux, ce qui n’est pas le cas d’une inhibition des AMPA-R, qui, de plus, ont été associés a

des résultats discordants dans les études chez la souris LGI17".

L’objectif de ma thése a été de déterminer si les auto-anticorps anti-LGl1étaient
responsables des crises d'épilepsie chez les patients, et par quels mécanismes

physiopathologiques sous-jacents. Pour cela, mon travail a été séparé en plusieurs objectifs :

1. Premiérement, j’ai étudié le réle des auto-anticorps anti-LGI1 dans la genese des crises,
via des injections aigués et chroniques in vivo chez le rongeur, de LCR ou d’IgG
purifiées de sérum de patients. Ces injections n’ont pas permis d’induire d’anomalies

épileptiques.
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2. Compte tenu de I’absence de crise induite par des injections d’anticorps, ce qui a été
confirmée depuis par 2 autres équipes de recherche (Petit-Pedrol et al. 2018; Ramberger
et al. 2020), je me suis tourné vers une autre stratégie pour inhiber les canaux Kv1 sans
recourir a des auto-anticorps. Via des injections in vivo de dendrotoxine-K (DTX), un
inhibiteur spécifique de Kv1.1, dans le cortex moteur primaire de rat adulte, j’ai cherché
a reproduire de maniére indirecte les perturbations observées in vitro par les auto-
anticorps anti-LGI1. Cette méthode a permis de reproduire chez le rat les TDS
pathognomoniques des EAI a anticorps anti-LGI1. La validation du modele est passee
par la comparaison des TDS induites chez le rat, a celles d’une cohorte de 12 patients

atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1.

3. En utilisant le nouveau modele de TDS induites par injection de DTX, j’ai pu explorer
les mécanismes neuronaux sous-tendant ces crises caractéristiques. Ma stratégie a
consisté a réaliser des enregistrements neuronaux extracellulaires et intracellulaires in

vivo chez le rat apres injection de DTX.

Les travaux sur les anticorps sont détaillés dans la partie 1 des résultats. La description
du nouveau modele animal, la comparaison avec la cohorte de patients, ainsi que la description
des activités neuronales par des enregistrements multi-échelle in vivo, ont fait 1’objet d’une
publication, qui est en cours de révision par le journal Brain au moment de la rédaction de ce

manuscrit. Ces travaux sont présentés dans la partie 2 des résultats.
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CHAPITRE 5

L’INJECTION D’ANTICORPS ANTI-LGI1 DANS LE CORTEX
M1 OU L’HIPPOCAMPE DE RONGEUR NE PERMET PAS LE
DECLENCHEMENT DE CRISES

5.1 Introduction

Au moment ou j’ai commencé ma thése en 2017, aucune étude sur I’injection d’anticorps anti-
LGI1 in vivo n’avait été publiée, mais le role pathogéne des anticorps anti-LGI1 avait été
démontreé in vitro (Ohkawa et al. 2013). Depuis, des modéles d’injection in vivo (Petit-Pedrol
et al. 2018; Ramberger et al. 2020) et d’incubation in vitro (Kornau et al. 2020), ont permis de
démontrer que les anticorps anti-LGI1 perturbent I’expression et le fonctionnement des canaux
Kvl et des AMPA-R, conduisant a une augmentation de I’excitabilité neuronale et une
altération de la transmission synaptique. Néanmoins, aucune de ces études n’a montré que les
auto-anticorps anti-LGI1 étaient responsables du déclenchement de crises d’épilepsies, et en
particulier, les injections d’anticorps in Vvivo, aprés 7 ou 14 jours, n’ont pas déclenché de crises

chez la souris (Petit-Pedrol et al. 2018; Ramberger et al. 2020).

Le premier objectif de mon travail de thése a été d’étudier le retentissement fonctionnel
de I’injection intracérébrale in vivo, chez le rat et la souris, d’anticorps anti-LGI1 issus de
patients présentant une encéphalite a anticorps anti-LGI1. Cette étude a été justifiée par la
grande homologie entre les protéines LGI1 du rat et de I’humain, qui ont 97% de leurs acides

aminés en commun (540 sur 557). Nous avons utilisé des anticorps provenant a la fois de LCR
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et de sérum de patients, que nous avons injectés dans I’hippocampe ou dans le cortex moteur
primaire, qui sont les deux cibles principales de la maladie (Navarro et al. 2016). Etant donné
que la cinétique d’action des auto-anticorps n’était pas connue, nous avons mis en place des
protocoles pour étudier son impact chronique ou aigu. Pour éviter des effets dépendant d’une

espece, nous avons travaillé a la fois chez le rat et la souris.

5.2 Matériels et méthodes

5.2.1  Animaux

Les expériences ont été reéalisées chez 59 rats Sprague Dawley, et 29 souris C57B6/6J, tous
agés de 8 a 16 semaines (Charles River Laboratories, France). Les expérimentations détaillées
ci-dessous ont respecté les directives de I’Union Européenne (directive 2010/63/UE) et ont été
approuvées par le ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche frangais, et le comité
d’éthique de I’Institut du Cerveau (APAFIS numéro 8302-2017113017466765). Le nombre

d’animaux utilisés pour chaque groupe d’expériences est détaillé dans les Tableaux 5 et 6.

5.2.2 Patients

Le LCR et le sérum de patients ont été obtenus dans le Département de Neurologie de I’hopital
de la Pitié-Salpétriere. Les principales caractéristiques de patients inclus sont présentées dans
le Tableau 4.

Pour le groupe de patients atteints d’EAI a anticors anti-LGI1 (patients LGI1, n = 3
patients), nous avons sélectionné des patients présentant des anticorps anti-LGI1 dans le sérum
et dans le LCR, et ayant été prélevés avant le début de I'immunothérapie. Les anticorps ont été

détectés sur des cellules HEK293 exprimant LGI1.

Pour le groupe contréle (patients contrdles, n = 3 patients), nous avons sélectionné un
patient hospitalis¢ pour des malaises répétés, qui n’étaient pas d’origine é€pileptique, et
probablement d’origine fonctionnelle, et dont la recherche d’auto-anticorps était négative. Les
deux autres patients sont deux patients qui ont été inclus dans le groupe LGI1, et qui ont été

prélevé 1 an apres D’arrét des symptomes, aprés une rémission compléte. Ces patients ne
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présentaient plus de symptdmes neurologiques, et la recherche d’anticorps dans le sérum et
dans le LCR était négative. Les trois patients controles sélectionnés ne présentaient pas de
maladie neurodégénérative, de tumeur cérébrale ou de pathologie inflammatoire aigue, et
avaient un LCR normal, c¢’est-a-dire une cellularité, une protéinorachie, et une glycorachie

normales.

Nous avons fait le choix de ne pas rassembler les échantillons des différents patients, et
de les utiliser de maniere indépendante. Il est intéressant d’étudier chaque patient
indépendamment, afin de ne pas passer a coté d’effet dépendant du patient, ou de ne pas sur-

interpréter un éventuel effet qui ne serait en fait causé que par un patient.

LGI1-1 LGI1-2 LGI1-3 Ctrl-1 Ctrl-2 Ctrl-3
Age 21 65 75 20 22 67
Sexe F M M M F M
. Acanti-LGI1 | Acanti-LGI1 | Acanti-LGI1 | Malaises répétés | Patient LGI1- | Patient LGI-

dC’ri::lr:sion positifs LCR positif LCR et | positif LCR et | d’origine non 1 apres 2 apres

et sérum sérum sérum épileptique rémission rémission
TDS (nb. par h) | oui (17) oui (23) oui (7) non non non
Crises
temporales oui non non non non non
internes
Hyponatrémie oui non non non non non
LCR
(cellularité, normal normal normal normal normal normal

protéinorachie,
glycorachie)

Tableau 4. Principales caractéristiques des patients inclus. Ac: anticorps; Ctrl : contrble ; F:
féminin; M : masculin; nb. : nombre.

5.2.3 Purification des 1gG de sérum de patients

Les IgG totales issus du sérum des 6 patients ont été purifiées avant d’étre utilisées. Les 1gG
ont éte isolées a l'aide de colonnes de protéine A (PURE1A-KIT, Sigma-Aldrich). Aprés
Iisolement des IgG, les échantillons ont été dialysés, normalisés a une concentration de 1 mg/ml
dans du PBS a l'aide de filtres d’ultrafiltration Amicon 30kD (UFC503096, Sigma-Aldrich),
filtrés et conservés a -80 °C jusqu'a utilisation. La présence d’anticorps anti-LGI1 a été verifiee
apres purification, par marquage sur des cellules HEK293 exprimant LGI1, révélee par des anti-
IgG humains fluorescents (FA1439-1003-1, Eurolmmun) (Fig. 22).
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Figure 22. Vérification de la présence d’IgG anti-LGI11 aprés purification des 1gG totales de serum
de patients. Immunomarquage, sur des cellules HEK293 exprimant LGI1 (Eurolmmun®), avec des IgG
purifiées d’un patient LGI1 (a gauche) et d’un patient contrdle (a droite).

5.2.4 Injections aigué et enregistrements in vivo multi-échelles chez le rat sédaté

Les rats ont été anesthésiés par inhalation d’isoflurane (Osalia) a 3.5 % pendant 4 minutes pour
I’induction, puis a 2% pour le maintien tout au long de la chirurgie. Des injections répétées de
sufentanil ont été réalisées (3 pg.kg™ toutes les 30 minutes, Piramal) du début a la fin de
I’expérience. Les animaux ont été intubés afin de réaliser une ventilation artificielle (air
ambiant, 80 cycles.min’, 2,6 ml.cycle™), et ont été placés sur un appareil stéréotaxique. Les
zones d’incision et de pression ont été régulierement infiltrées par de la lidocaine (2 %,
Centravet). Le LCR ou les 1gG purifiées de patients ont été injectées a 1’aide d’une seringue
Hamilton® 1701, avec une aiguille de 200 um de diamétre externe, a une vitesse de 0,1 pL/min.
Pour les expériences d’injection dans M1, un volume de 0,5 pL a été injecté, et pour les

expériences d’injection dans I’hippocampe, un volume de 2 L a été injecte.

Des enregistrements électrocorticographiques (ECoG) ont été réalisés a 1’aide de trois
électrodes d'argent de faible impédance (environ 60 kQ) placées sur la dure-mére au-dessus de
M1 droit, M1 gauche, et PtA (cortex pariétal associatif) gauche. Une électrode de référence a
été apposée sur le muscle temporal droit. Les signaux ECoG ont été amplifiés avec un
amplificateur AC différentiel (modéle 1700 ; A-M Systems), filtrés entre 0,1 Hz et 1 kHz et
digitalisés a 3 kHz (CED 1401 Micro3 ; logiciel Spike2 version 7.20, Cambridge Electronic
Design). Des enregistrements de potentiel de champ locaux (local field potentials, LFP) ont été
effectués a l'aide d'une électrode linéaire multicanaux de 16 électrodes séparées de 250 pum

(IrOx, 35 um de diametre, ATLAS Neuroengineering®) insérée dans le cortex moteur (M1) ou
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dans I’hippocampe, 200 um en avant du site d'injection. Les signaux LFP ont ét¢ amplifiés et
filtrés entre 0,1 Hz et 1kHz, a l'aide d'un amplificateur Digital Lynx (NeuraLynx®), et
digitalisés a 3,2 kHz.

Les coordonneées utilisées pour I’injection et le placement des électrodes ont été definies
selon les reperes stéréotaxiques antéro-postérieurs (AP), médio-latéraux (ML) et dorso-
ventraux (DV) suivants, exprimés en millimetres par rapport au bregma (Paxinos et Watson
1986).

Pour les expériences d’injection dans 1’hippocampe, nous avons utilisé les coordonnees

suivantes :

- Cortex M1 droit et gauche (ECoG) : AP +3; ML +/- 2.6

- Cortex PtA gauche (ECoG) : AP -3.6 ; ML 3.5

- Hippocampe gauche (électrode multicanaux intracérébrale) : AP -3.4; ML 2.5; DV
entre 0 et -3.75 (16 électrodes)

- Hippocampe gauche (site d’injection) : AP -3.6 ; ML 2.5 ; DV -3

Pour les expériences d’injection dans le cortex M1, nous avons utilisé les coordonnées

suivantes :

- Cortex M1 gauche (électrode multicanaux intracérébrale) : AP +3 ; ML 2.6 ; DV entre
0 et -3.75 (16 électrodes)

- Cortex M1 gauche (site d’injection) : AP +2.8 ; ML 2.6 ; DV -1

- Cortex M1 droit (ECoG) : AP +3; ML -2.6

- Cortex PtA gauche (ECoG) : AP -3.6 ; ML 3.5

Une fois la chirurgie terminée, 1’isoflurane a été progressivement arrété, et 1’animal a
été maintenu dans un état sédaté et analgésié par des injections répétées de sufentanil, associées
a des injections intramusculaires répétées de gallamine triethiodide (40 mg/2h, Sigma Aldrich)
afin de permettre des enregistrements stables et de longue durée. La sédation au sufentanil
n'altére pas l'activité spontanée et I'excitabilité des cellules corticales (Altwegg-Boussac et al.
2014) et n'interféere pas avec l'induction et 1’expression des crises focales et généralisées
(Langlois et al. 2010; Depaulis et al. 2016). La fréquence cardiaque et l'activité ECoG ont été
surveillées en permanence pour évaluer la profondeur de la sédation. La stabilité des parametres

physiologiques, c'est-a-dire la concentration de dioxyde de carbone en fin d'expiration (EtCO2),
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la saturation en oxygene (SpO2) et la température (37°C), a été vérifiée tout au long des
expériences (Altwegg-Boussac et al. 2017). A la fin des expériences, les animaux ont été
euthanasiés par ’injection d’une dose létale d’euthasol (0,6 ml.kg, TVM). Puis, le cerveau a
été récupéré afin de contrdler la position de la seringue d’injection et de I’électrode
d’enregistrement intracranienne, aprés fixation au paraformaldéhyde 4%, congélation a

I’isopentane, coupes de 20 um au cryostat et coloration au crésyl violet.

5.2.5 Injection chronique et enregistrements EEG-vidéo de longue durée chez

I’animal vigile

L’analgésie a consisté en I’injection sous-cutanée de buprénorphine 0,05 mg.kg™ (Centravet),
40 minutes avant I’anesthésie. Les rats et les souris ont ensuite été anesthésiés par inhalation
d’isoflurane a une concentration de 4% pendant 4 minutes pour I’induction, puis 2% pour le
maintien, puis ils ont été fixés sur un cadre stéréotaxique. La température des animaux a été
maintenue a 37°C a I’aide d’un tapis homéo-thermique pendant toute la durée de la chirurgie.
Les électrodes EEG ont été implantées durant le méme temps opératoire que la mise en place
d’une canule intracérébrale reliée a une minipompe osmotique. Les trois électrodes corticales
étaient constituées d’un fil d’acier inoxydable de 200 um de diamétre, isolé (A-M Systems®).
Pour les rats, une petite vis a été soudée au fil d’acier inoxydable (Fine Science Tools, 19010-
00). Les 2 électrodes hippocampiques étaient constituées de deux fils de ce méme acier
inoxydable isolé, torsadés pour obtenir une rigidité suffisante pour 1’insertion profonde dans
I’hippocampe. Les différentes electrodes ont été soudées a un connecteur femelle de 6 plots.
Apres mise a nu de la boite cranienne, les électrodes EEG et la canule permettant 1’injection
intraventriculaire ont été vissées ou implantées selon les repéres stéréotaxiques suivants, en

millimétres par rapport au Bregma (Paxinos et Watson 1986) :

- Hippocampe antérieur gauche (canule d’injection chronique) : AP -2 ; ML 1.5 ; DV -3
rat, et AP -1 ; ML -0.4 ; DV -2.3 souris

- Hippocampe postérieur gauche (électrode intracranienne) : AP -3.4 ; ML 2.5; DV rat
et AP-1.8; ML -1.8; DV -2.3 souris.

- Cortex M1 droit et gauche (EEG) : AP +3 ; ML +/- 2.6 rat, et AP 1.8 ; ML +/- 1.8 souris

- Cervelet (référence) : AP -10 ; ML O rat et AP -6.5 ; ML 0 souris
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L’ensemble a été fixé par de la colle chirurgicale (Surgibond®), puis a été immobilisé
dans du ciment dentaire sur la boite cranienne de 1’animal. Une minipompe osmotique Alzet®
Model 1002 a été placée en sous-cutané au niveau du flanc droit de I’animal et reli¢e, grace a
une tubulure plastique, a la canule d’injection implantée dans 1’hippocampe droit, pour

permettre une injection chronique continue de 14 jours & un débit de 0,25 pL.h™

Les animaux ont été places, pour enregistrement, dans une cage transparente
individuelle, non anestheésiés et libres de leurs mouvements, avec un acces libre et illimité a la
nourriture et a I’eau. Le connecteur femelle fixé sur le crane du rat a été branché a un connecteur
male relié par un cable souple a I’amplificateur EEG. Les EEG ont été amplifiés et digitalisés
(Brainbox EEG-1166, Natus) a une fréquence d’échantillonnage de 2048Hz, filtrés entre 0,1 et
300 Hz. La vidéo a été enregistrée simultanément avec une fréquence de 25 images par seconde.
Les animaux ont été enregistrés 24 ou 48 heures de suite, en continu, une fois par semaine entre
3 et 30 jours aprés la chirurgie. A la fin de la période d’enregistrement, les animaux ont été
euthanasiés par ’injection d’une dose létale d’euthasol (0,6 ml.kg, TVM). Puis, le cerveau a
été prélevé afin de vérifier la position des électrodes et de la canule d’injection a I’histologie :
fixation au paraformaldéhyde 4%, congélation a I’isopentane, coupes de 20 um au cryostat et

coloration au crésyl violet.

La diffusion des IgG dans I’hippocampe a €té vérifiée chez un groupe de 3 souris et de
3 rats, euthanasiés 7 jours apres la chirurgie. Les cerveaux ont été prélevés, conserveés, et coupés
selon la méme technique que celle détaillée dans le paragraphe précédent. Un marquage a été
fait avec des anticorps anti-lgG humaines couplés a la peroxidase, suivi d’une révélation

enzymatique.

5.2.6  Analyse des signaux électrophysiologiques

L’analyse a été faite de la méme maniére pour les enregistrements issus des expériences aigués
et chroniques, pour les animaux contréles et LGI1. Une lecture visuelle de I’ensemble des
tracés, sur des fenétres de 20 s, a été réalisée afin de rechercher des crises ou des décharges
épileptiformes, de survenue et de résolution brutale, se différenciant nettement du rythme de
fond, ainsi que des changements brusques et anormaux du rythme de fond. Les tracés de chaque

animal ont été lus de maniére indépendante.
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Pour les enregistrements chroniques sur animaux vigiles, des myoclonies, associées ou
non a des événements sur I’EEG, ont également été recherchées. Pour les injections aigués sur
rats sédatés, une période de 30 minutes a été enregistrée avant I’injection. Elle servait de base

normale, sur laquelle étaient compareés les enregistrements apres 1’injection.

5.3 Reésultats

5.3.1 Injections aigués de LCR et d’IgG purifiées de sérum

Pour étudier I’effet des anticorps anti-LGI1 sur I’activité cérébrale, nous avons procédé a des
injections aigués dans 1’hippocampe et le cortex M1 de rat sédaté, et nous avons enregistré
I’activité cérébrale avant et aprés 1’injection. Le dispositif expérimental est schématisé dans la

figure 23.

Electrode multi-
canaux

Figure 23. Schéma du dispositif expérimental d’injection aigué et d’enregistrement
électrophysiologique simultané sur le rat sédaté.

L’injection de fluororuby dans I’hippocampe (n = 2) et dans M1 (n = 2) a permis de

valider la localisation de I’injection dans les sites d’intérét (Fig. 24).
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Figure 24. Controle de la position de I’injecteur. (A) Injection intrahippocampique de 2 pL de
fluororuby, aux mémes coordonnées que 1’injection d’anticorps. (B) Injection dans le cortex M1 de
fluororuby, aux mémes coordonnées que I’injection d’anticorps. Le marquage bleu est un marquage des
noyaux des cellules au DAPI.

L’objectif était d’observer si ’injection d’auto-anticorps anti-LGI1 permettait de
déclencher des activités épileptiformes, visibles a I’ECoG ou bien sur les électrodes
intracraniennes placées 200 pm devant le site d’injection. La liste des expériences réalisée est

résumée dans le Tableau 5.

LCRLGI1 LCR contréle 1gG purifiées 1gG purifiées
LGI1 controles
Cortex M1 LGI1-1:n =3 Ctrl-d:n =2 LGI1-1:n =2 Ctrl-1:n =
LGI1-2:n =2 Ctrl-2:n =1 LGI1-2:n = Ctrl-2:n =
LGI1-3:n =3 Ctrl-3:n =2 LGI1-3:n = Ctrl-3:n =
Hippocampe | LGI1-1:n =2 Ctrl-1:n =2 LGIl-1:n = Ctrl-1:n =
LGI1-2:n =2 Ctrl-2:n =1 LGI1-2:n = Ctrl-2:n =

LGI1-3:n =2 Ctrl-3:n =2 LGI1-3:n =2 Ctrl-3:n =

Tableau 5. Liste des expériences réalisées dans chaque condition d’injection aigué de LCR ou
d’IgG totales purifiées.

L’activité des différentes structures cérébrales d’intérét a été enregistrée 30 minutes
avant I’injection, comme référence de I’activité cérébrale normale. La durée d’enregistrement
apres injection variait entre 5 et 11 heures, avec une moyenne de 7,2 heures. La recherche
d’activité épileptiformes ou de crise, par lecture visuelle sur des fenétres de 20 s, s’est révélée
négative pour la totalité des expériences, indépendamment du site d’injection dans M1 (Fig. 25)
ou dans I’hippocampe. Ces resultats étaient similaires pour les rats injecteés avec du LCR ou des

IgG purifiées de sérum, de patient LGI1 ou contrdle.
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Figure 25. Activités EEG et potentiels de champ locaux enregistrées lors d’une expérience
d’injection aigué d’IgG purifiées de patients LGI1 dans M1. Trois électrocorticogrammes (ECoG)
ont été placés sur le cortex moteur primaire gauche (M1 G, site d’injection) et droit (M1 D), et le cortex
pariétal associatif gauche (PtA G). Une électrode multi-canaux a été insérée dans le cortex M1 G, 200
pm en avant du site d’injection. Cette électrode enregistrait les potentiels de champs locaux (LFP) des
différentes couches corticales. Nous n’avons observé aucune activité épileptiforme ni de crise
d’épilepsie, apres injection de LCR et d’IgG purifiées, de patients LGI1 ou de patients controles.

5.3.2 Injections chroniques de LCR et d’IgG purifiées de sérum

Suite a I’absence d’événements épileptiformes causés par les injections aigués décrites ci-
dessus, nous nous sommes intéressés aux effets induits par les anticorps sur une période plus
longue. Pour cela, nous avons utilisé des pompes osmotiques permettant la libération en continu
pendant deux semaines de la solution contenant les anticorps (LCR ou PBS contenant les IgG

purifiées).

La détection d’IgG humaines par immunohistochimie, 7 jours apres le début de
I’injection d’IgG purifiées de sérum (n = 3 rats et n = 3 souris) a permis de valider la diffusion
des anticorps humains dans I’hippocampe (Fig. 26). Les 3 rats ont été injectés avec les anticorps

purifiés du serum des patients LGI1-1, LGI1-2 et Ctrl-1, de méme que les 3 souris.

Figure 26. Contrdle de la diffusion des IgG humaines aprés 7 jours d’infusion continue dans
I’hippocampe. Coupe de cerveau de souris injectée avec les anticorps du patient LGI1-1. La révélation
a été faite par incubation avec des anti-lgG humaines couplées a la peroxydase, suivie d’une coloration
DAB.
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La liste des expériences réalisées est résumée dans le Tableau 6. L’injection chronique
durait 14 jours, et nous avons continué le suivi EEG des animaux encore 14 jours aprés la fin
de I’injection. Les animaux ont été enregistrés 24 h a J3 aprés I’injection, puis 48 h une fois par
semaine a J7-8, J14-15, J21-22, J28-29, correspondant a un total d’environ 200 h

d’enregistrements par animal.

LCR LGI1 LCR contrdle IgG purifiées IgG purifiées

LGI1 controles

Souris LGI1l-1:n =2 Ctrl-1:n =2 LGI1-1:n =3 Ctrl-1:n =2

LGI1-2:n = Ctrl-2:n =2 LGI1-2:n =3 Ctrl-2:n =1

LGI1-3:n = Ctrl-3:n = LGI1-3:n =2 Ctrl-3:n =1
Rat LGI1-1:n = Ctrl-1:n =
LGI1-2:n = Ctrl-2:n =
LGI1-3:n = Ctrl-3:n =

Tableau 6. Liste des expériences réalisées dans chaque condition d’injection chronique dans
I’hippocampe, de LCR ou d’IgG totales purifiées, chez le rat et la souris. A noter que les rats n’ont
pas regu d’injections d’IgG purifiées.

Aucun animal n’est mort spontanément au cours de 1’injection de 2 semaines. Nous
n’avons pas observé de différence de comportement entre les différents groupes animaux lors
de leur manipulation : absence d’agressivité, d’apathie et d’hyperactivité motrice. Les tracés
EEG des animaux contrbles et LGI1 étaient caractérisés par des activités physiologiques
normales lors de 1’éveil (activité théta exploratoire) et du sommeil (activités lentes delta et
amples lors du sommeil lent ; activités théta généralisées lors du sommeil paradoxal). Nous
avons observé des secousses brusques et courtes du tronc de I’animal qualifiées comme des
myoclonies, survenant chez tous les animaux pendant les périodes de sommeil paradoxal. (Fig.
27).

2500V, Eveil Théta exploratoire Sommeil lent Sommeil paradoxal
1s
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Figure 27. Activités physiologiques enregistrées a ’EEG chez I’animal vigile. Nous n’avons observé
aucune activité épileptiforme ni de crise d’épilepsie, quel que soit le groupe de rats ou de souris.
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Sur toute la durée des enregistrements, aucune anomalie paroxystique épileptique, comme
des pointes, polypointes, ou pointes-ondes, n’a pu étre visualisée sur ’EEG des animaux, quel
que soit leur groupe, apres une lecture exhaustive de tous les tracés. De méme, nous n’avons

observé aucune crise d’épilepsie.

Dans I’ensemble, ces résultats ont montré que les injections chroniques, comme les
injections aigués, de LCR ou d’IgG totales purifiées, n’ont pas permis d’induire de différences

sur ’EEG entre les groupes LGI1 et les groupes contréles, chez le rat ou la souris.



CHAPITRE 6

L’INHIBITION DE KVv1.1 DANS LE CORTEX MOTEUR DE
RAT REPRODUIT LES CRISES TONIQUES-DYSTONIQUES DES
EAI A ANTICORPS ANTI-LGI1

6.1 Contexte scientifique

Depuis le début de ma these, deux équipes ont tenté de développer des modéles animaux d’EAI
a anticorps anti-LGI1 in vivo, notamment par le transfert passif dans le cerveau murin d'lgG
totales ou d'anticorps anti-LGI1 purifiés de patients. Malgré une diminution de I'expression de
Kvl.1, ces techniques n’ont pas permis 1’émergence de crises d'épilepsie (Petit-Pedrol et al.
2018; Kornau et al. 2020). Ajouté a cela, I’incapacité a induire des crises lors de nos injections
d’auto-anticorps anti-LGI1 in vivo nous a conduits & définir une stratégie alternative pour

modéliser l'inhibition de LGI1 sans recourir a I’utilisation d’auto-anticorps.

Les crises toniques-dystoniques (TDS) étant pathognomoniques des EAI a anticorps
anti-LGI1, contrairement aux crises limbiques, nous avons émis I’hypothése qu’elles étaient
médiées par un mécanisme dépendant spécifiqguement de LGI1, distinct des autres EAI. Nous
avons donc cherché a reproduire I’EAI a anticorps anti-LGI1, en cherchant non a bloquer
directement la protéine LGI1, mais plutot ses partenaires fonctionnels les plus importants. Les
canaux Kvl, en pre-synaptique, et les AMPA-R, en post-synaptique, sont les protéines dont un
dysfonctionnement nous semblait le plus a méme d’induire des perturbations neuronales a

I’origine des crises. Notre choix a porté sur les canaux Kv1 qui nous semblaient jouer un réle
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prépondérant dans la physiopathologie de cette EAI, contrairement aux AMPA-R, ou des
résultats discordants ont été retrouvés dans les études chez la souris LGI17 (cf. paragraphe
3.2.2). Les canaux Kv1 sont spécifiquement altérés chez les souris LG117- (Seagar et al. 2017;
Zhou et al. 2018), et apres une infusion passive d’IgG anti-LGI1 humaines (Petit-Pedrol et al.
2018; Ramberger et al. 2020).

Nous avons développé un nouveau modéle pharmacologique de rongeur in vivo pour
tester I'hypothese selon laquelle le blocage des canaux Kv1 via la sous-unité Kv1.1, dans le
cortex moteur primaire (M1), par perfusion locale de dendrotoxine-K (DTX), serait suffisant
pour reproduire les TDS caracteéristiques des EAI a anticorps anti-LGI1. Nous avons ciblé le
cortex M1, car c’est la région supposément initiatrice des TDS chez les patients (Navarro et al.
2016).

6.2 Démarche expérimentale

Nous avons comparé les crises induites chez le rat adulte par I’injection de DTX dans M1, avec
les TDS enregistrées dans une cohorte de patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1. Les
patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1, admis dans le service d'épilepsie de I'hopital de
la Pitié-Salpétriére (Paris, France) entre 2010 et 2019 avec au moins un épisode de TDS
enregistré sur I'EEG, ont été inclus rétrospectivement (n = 12 patients). Des enregistrements
EEG, EMG et vidéos ont été effectués sur un groupe d'animaux éveillés, se déplacant librement,
aprés une injection intracérébrale unilatérale de 200 ng de DTX, diluée dans 0.5uL de PBS,
dans la couche V de M1 (n = 9 rats).

Nous avons ensuite étudié les modifications d’activités du réseau neuronal dans M1, et
des propriétés intrinséques des neurones, pendant les crises et entre les crises. Pour cela, nous
avons utilisé des rats sédatés et curarisés, selon une procédure développée au laboratoire pour
explorer les mécanismes ictogéniques avec une résolution intracellulaire (Altwegg-Boussac et
al. 2014; Depaulis et al. 2016). Des enregistrements électrocorticographiques (ECoG) et
extracellulaires ou intracellulaires de neurones de la couche V du cortex M1 ont été réalisées,
apres une injection de PBS (groupe contréle, n = 5 rats) ou de DTX (groupe DTX, n = 20 rats)
dans M1.
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Enfin, nous avons testé ’efficacité de la rétigabine pour bloquer les crises, par des
injections intrapéritonéales des rétigabine (n = 5 rats) ou de diméthylsulfoxide (véhicule, n =5
rats), 3h apres le début des crises induites par la DTX. Des enregistrements vidéo et EEG ont

été réalisés pour quantifier la survenue de crises avant et apres le traitement.

L'analyse des EEG de patients et de rats, et des enregistrements extracellulaires, a été
réalisée avec une combinaison de Fieldtrip (Oostenveld et al. 2011) et de scripts personnalisés
dans MATLAB. La détection et le tri des potentiels d’actions extracellulaires, selon leur origine
neuronale supposée, a été réalisée a I’aide du logiciel SpyKING-CIRCUS (Yger et al. 2018).
Les signaux intracellulaires ont été analysés avec le logiciel Spike2 (Cambridge Electronic

Design). Les statistiques ont été faites avec MATLAB.

6.3 Principaux résultats

La comparaison des caractéristiques électrocliniques des TDS induites par la DTX, avec celles
enregistrées dans une cohorte de 12 patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1, a révélé de
fortes similitudes entre les crises chez I’humain et chez les rongeurs. Cela concernait
notamment la fréquence élevée des crises et leur régularité, ainsi que la sémiologie motrice
tonique-dystonique. De plus, les TDS de patients, et celles des rats, étaient précédées
systématiquement par une onde lente de grande amplitude sur I'EEG en regard du cortex M1.
Ainsi, I’inhibition de Kv1.1 dans le cortex moteur des rats a permis de reproduire les TDS
humaines. En raison de son association systématique avec les contractions toniques-
dystoniques, nous avons appelé 1’onde EEG qui précéde les contractions « onde tonique-

dystonique » (« tonic-dystonic wave », TDW).

En combinant des enregistrements extracellulaires et intracellulaires multi-sites de
neurones pyramidaux du cortex M1, apres injection de DTX, chez des rats sédatés, nous avons
démontré que la TDW était associée a une dépolarisation neuronale supraliminaire et a une
décharge de potentiels d’actions, massives et synchronisées. Les neurones corticaux qui initient
la TDW étaient plus actifs et hyperexcitables, et, pendant les périodes intercritiques, leur
activité augmentait progressivement. En se basant sur 1’observation d’une séquence de
changements dans I'excitabilité neuronale et I'activité synaptique induites par 1’inhibition de

Kv1.1, nous avons decrit un scénario predictif de la génération neuronale des crises.
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Nous avons ensuite montré que les TDS induites par la DTX chez les rats pouvaient étre
bloquées par la rétigabine, un médicament antiépileptique potentialisant les canaux K*

dépendant du voltage.

Ces resultats mettent en évidence le réle central de la perturbation de Kvl.1 dans
I'émergence des TDS et suggerent que la potentialisation de courant K* neuronal pourrait étre
une stratégie efficace pour améliorer le traitement des crises dans la prise en charge précoce de
I’EAI a anticorps anti-LGI1. Ce nouveau modéle animal in vivo pourrait également servir a des
recherches futures pour mieux caractériser les mécanismes de l'ictogénese dans cette
encéphalite auto-immune fréquente. Ce travail a fait I’objet d’un article, en cours de révision

par le journal Brain au moment de I’écriture de ce manuscrit.
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Kv1.1 inhibition in rat motor cortex recapitulates tonic-

dystonic seizures in anti-LGI1 encephalitis

Paul Baudin?', Stephen Whitmarsh?, Louis Cousyn??, Delphine Roussel!, Sarah
Lecas?, Katia Lehongre?, Stéphane Charpier?, Séverine Mahon'T, Vincent

Navarro'-231

TThese authors contributed equally to this work.

Abstract

Autoimmune encephalitis associated with auto-antibodies directed against the leucine-
rich, glioma inactivated 1 (LGI1) protein is responsible for pathognomonic tonic-
dystonic seizures. Although several neuronal dysfunctions have been previously
associated with anti-LGI1 antibodies, their relation to seizures remains inconclusive.
We developed a new in vivo experimental model to test the hypothesis that a focal
inhibition of Kv1.1 channels in the primary motor cortex (M1) by dentrotoxin-K (DTX)
could recapitulate human tonic-dystonic seizures. Comparing electro-clinical features
of DTX-induced tonic-dystonic seizures, with those recorded from a cohort of 12 anti-
LGI1 autoimmune encephalitis patients, revealed striking similarities between human
and rodent seizures. This included similar frequency of seizures recurrence and motor
semiology, as well as a systematic precession by a large-amplitude slow wave on the
EEG in M1. By combining multi-site extracellular and intracellular recordings of M1
pyramidal neurons in sedated DTX rats, we demonstrated that blocking Kvl1.1
channels induced a sequence of changes in neuronal excitability and synaptic activity,
which led to the triggering of a massive suprathreshold membrane depolarization
subtending the paroxysmal EEG activity. A pharmacological investigation showed that
the DTX-induced tonic-dystonic seizures in rodents could be stopped by retigabine, a
voltage-dependent K* channel opener. Overall, these results highlight the central role
of Kv1.1 disruption in the emergence of tonic-dystonic seizures and suggest that
neuronal K* current potentiation could be an efficient strategy to improve the initial
treatment of seizures in anti-LGI1 autoimmune encephalitis. This new in vivo animal
model could also serve future investigations for further delineation of the ictogenesis

mechanisms in this frequent autoimmune encephalitis.
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Introduction

Autoimmune encephalitis is a group of recently described autoimmune syndromes that
are responsible for an increasing number of unexplained pharmacoresistant
epilepsies.’"® The second most frequent autoimmune encephalitis, caused by the
production of antibodies directed against the leucine-rich, glioma inactivated 1 (LGI1)
protein, is associated with limbic encephalitis and tonic-dystonic motor seizures (TDS),
also known as faciobrachial dystonic seizures (FBDS). The evolution of the disease,
generally within months, is characterized by a progressive bilateral involvement of
limbic and motor brain structures* and a gradual increase in seizures frequency,
possibly leading to life-threatening status epilepticus. An absence or delay in diagnosis
and treatment can thus have devastating consequences and lead to irreversible
lesions, such as hippocampal atrophy.>® While limbic encephalitis is a common
syndrome in different autoimmune encephalitis, TDS are pathognomonic of anti-LGI1
autoimmune encephalitis.*® TDS consist in a brief tonic contraction of the upper limb,
which ends in a dystonic posture, sometimes associated with ipsilateral hemi-face and
lower limb contraction. We recently demonstrated that TDS originate from the motor
cortex* and that the muscular contraction is preceded by a striking focal contralateral
fronto-central slow wave on the EEG.4'%'l Although patients respond well to
immunotherapy, TDS usually persist for several weeks after starting treatment and
cannot be controlled with current anti-epileptic drugs (AEDs).12-15

LGI1 is a 60 kDa-secreted glycoprotein, ubiquitously expressed in the central
nervous system. It takes part in a trans-synaptic complex, including Kvl.1 voltage-
dependent potassium channels and glutamatergic AMPA receptors (AMPAR).16-18
LGI1 is also enriched at the axon initial segment, where it co-localizes with Kv1.1
channels as well.1*29 Anti-LGI1 antibodies have been shown to prevent fixation of LGI1
to its pre- and postsynaptic partners or to induce the internalization of the LGI1-
associated protein complex,?! resulting in alterations of the expression and functioning
of Kvl.1 channels and AMPAR.?-24 However, the pathophysiological mechanisms
linking these dysfunctions to the emergence of TDS remain unclear. Several groups
have attempted to develop in vivo animal models of anti-LGI1 encephalitis, especially
through the passive transfer into the murine brain of total immunoglobulins or purified
anti-LGI1 antibodies from patients. However, despite a decrease in Kvl.1 expression,

none of these previous studies reported the occurrence of epileptic seizures.?123
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Here, we developed a new in vivo pharmacological rodent model to test the
hypothesis that blocking Kv1.1 channels in the primary motor cortex (M1), through local
infusion of dendrotoxin-K (DTX), would be sufficient to produce the characteristic TDS.

Remarkably, the rodent model could reliably generate seizures whose
properties, including frequency of occurrence, motor semiology and robust association
with a large-amplitude slow EEG wave in M1, were greatly similar to the TDS recorded
in a cohort of 12 patients with anti-LGI1 autoimmune encephalitis. By performing multi-
site extracellular and intracellular recordings in our model, we also demonstrated that
the paroxysmal EEG activity was subtended in deep-layer M1 pyramidal neurons by a
massive membrane depolarization and synchronous high-frequency action potentials
(APs) discharge. Analysis of synaptic activity and firing dynamics during interictal
periods indicated a progressive increase in the level of activity within the cortical
network, responsible for the emergence of motor seizures. Finally, we showed that the
DTX-induced seizures could be suppressed by antiepileptic drug potentiating K*

channels.

Materials and methods

Study design

The overall goal of the study was to test the hypothesis that a blockade of Kv1.1
channels is responsible for the development of the pathognomonic TDS associated
with anti-LGI1 encephalitis. This was tested by comparing the seizures induced in adult
rats by the infusion in M1 of a specific Kv1.1 blocker (dendrotoxin-K, DTX),?® with TDS
recorded in a cohort of patient with anti-LGI1 encephalitis.

Animal care and manipulation were carried out in accordance with the European
Committee Council Directive (2010/63/EU) and approved by the French Ministry for
Research and the local Ethical Committee (APAFIS no. 8302-2017113017466765).
EEG and EMG recordings were first conducted on a set of freely-moving animals
unilaterally injected with DTX. ECoG and extracellular or intracellular recordings of M1
neurons were then performed in sedated animals, experiencing a vehicle injection in
M1 (control group) or receiving a single dose of DTX (DTX group). The number of
neurons and animals used in each experimental group are indicated in the text and

figure legends. Variability between animals was similar for each group, and all data
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points were thus included as raw data and used for statistical analysis. We did not
perform a priori power analysis. The quantification of digitized data was performed
identically in each group of animals using objective measurements.

Anti-LGI1 encephalitis patients, admitted in the Epilepsy Unit of the Pitié-
Salpétriere Hospital (Paris, France) between 2010 and 2019 with at least one episode
of TDS recorded on the EEG, were retrospectively included (n = 12). The main clinical
and biological data, therapeutics, and outcomes of patients are provided in table S1.
Investigations were conducted in accordance with the French legislation and
authorized by CNIL committee (No. 2211991). All patients were informed about the
use of their anonymized data, and provided verbal consent.

Human studies

EEG was recorded with 21 scalp electrodes positioned according to the 10-20 system.
Total duration of EEG recordings ranged from 0.5 to 10 hours per patient. EMG from
muscles of the upper limb was simultaneously recorded in 9 out of 12 patients, the
position of the electrodes being adapted to the location of the most visible contraction.
Patient behavior was simultaneously recorded with video. Data from several recording
systems (Medatec®, Belgium; Micromed®, Italy, Nicolet® USA) were reviewed in an
average reference montage. EEG and EMG signals were acquired at 256 Hz or 512

Hz, and high-pass filtered at 0.1 Hz.

Multi-scale electrophysiological recordings in the rodent model
Experiments were performed on male Sprague Dawley rats, aged of 2—4 months and
weighting 200-450 g (n = 45).

For experiments in freely-moving animals, rats (n =19) were anesthetized with
2-4% isoflurane (Osalia) and placed in a stereotaxic frame. DTX (200 ng, 0.5 ul;
Alomone Labs) was loaded into a 10 ul Hamilton syringe injector and slowly (0.1 pl.min-
1) injected perpendicularly to the brain surface at 1 mm depth into the left M1 (AP, +2
mm; ML, 2.6 mm).?6 EEG activity was monitored through two stainless-steel screws
(0.86 mm diameter) implanted into the right and left M1 and a reference electrode
placed over the cerebellum. Intramuscular bipolar stainless-steel EMG electrodes were
placed in the front paw extensors. After DTX injection, rats were placed in freely moving
conditions and connected to a computer-assisted video-EEG system (Deltamed LTM,

Natus®). EEG and EMG signals were acquired at 4096 Hz and high-pass filtered at 0.1
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Hz. In a subset of animals, after a baseline recording period of 3 h, rats were treated
with intraperitoneal injection of 2 mlkg? of retigabine (5 mg.kg? diluted in
dimethylsulfoxyde (DMSO) 50%; Alomone Labs; n = 5) or DMSO 50% (2 ml.kgt; n =
5). At the end of experiments, animals were euthanized by an overdose of euthasol
(0.6 ml.kg*; TVM) and brains were cut into coronal sections for histological processing.
Brain sections were then stained with cresyl violet to localize electrode tips.

In sedated animals (n = 5 control and 20 DTX rats), the monitoring of ECoG in
M1 was combined with LFP and MUA recordings, or with intracellular recordings of
subjacent pyramidal neurons. Rats were initially anesthetized with 2-4% isoflurane
and underwent tracheotomy for artificial ventilation (room air, 80 breaths.min’, 2.6
ml.cycle') under neuromuscular blockade (gallamine triethiodide, 40 mg/2h i.m.;
Sigma-Aldrich®). They were placed in a stereotaxic frame and a small craniotomy was
made above M1 to allow DTX injection and multiscale recordings. Isoflurane
anesthesia was discontinued after the surgical procedures. Analgesia and sedation
were then maintained by local infiltration of lidocaine 2% (Centravet) to incision and
pressure points and repeated injection of sufentanil (3 pg.kg? every 30 min, i.p.;
Piramal). Sedation with sufentanil does not alter the spontaneous activity and
excitability of cortical cells?” and does not interfere with the induction-expression of
focal and generalized seizures.?®2° Heart rate and ECoG activity were continuously
monitored to assess the depth of sedation. The stability of physiological parameters,
i.e. end-tidal carbon dioxide concentration (EtCO2), oxygen saturation (SpO2) and core
temperature (37°C), was ensured throughout the experiments.3® DTX injection (40 ng,
0.5ul) in sedated animals was performed as described above for freely-moving animals
and control rats were similarly injected with 0.5 pl of phosphate-buffered saline (PBS,
VWR chemicals). More information on recording techniques and labeling of neurons
are available in the Supplementary Materials. Methods on signals analysis are
described in the Supplementary Materials.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with MATLAB. Differences between groups were
assessed using the Wilcoxon signed-rank test, the Mann-Whitney rank-sum test or
one-way ANOVA when appropriate. Correlations were evaluated by means of
Pearson’s rho values and their level of significance. The sequential rejective

Benjamini-Hochberg test procedure was used to correct for multiple comparisons.!
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Results are represented as mean + SD and P < 0.05 was considered a significant

effect.

Data availability

The data that support the findings of this study are available from the corresponding

author, upon reasonable request.

Results

Inhibition of Kv1.1 channels in the rodent motor cortex recapitulates
the human TDS

We first sought to determine whether an acute inhibition of Kv1.1 channels in the rodent
M1, through focal injection of DTX, was able to reproduce the human TDS and the
coincident large-amplitude slow EEG wave. Validation of the pharmacological model
was based on a comparative assessment of the consequences of Kv1.1 blockade with
the TDS-related electroclinical correlates recorded by simultaneous EEG, EMG and
video monitoring in a cohort of 12 anti-LGI1 encephalitis patients (Supplementary
Table 1). Patients exhibited the previously described postural changes,®#1011
consisting of a brief (~1 s) distal tonic contraction of the upper limb, ending in a dystonic
posture of the fingers, which was sometimes associated with a contraction of the
ipsilateral hemi-face (Fig. 1A, right) (Supplementary Movie 1). The number of TDS per
patient was highly variable (30.4 £ 35 seizures, range: 3-114, n = 12 patients), and
their frequency ranged from 5 to 31 seizures per hour (Fig. 1A, right). As previously
reported,*1%11 clinical TDS was systematically preceded by a slow EEG wave, which
was exclusively detected from the fronto-central electrodes (Fig. 1A, left and
Supplementary Fig. 1). Due to its systematic association with the tonic-dystonic
contraction, we called this EEG wave a ‘tonic-dystonic wave’ (TDW). This abnormal
EEG waveform, arising from apparently normal background cortical activity, was
unilateral and contralateral to the tonic-dystonic contraction. TDWs were temporally
correlated with a robust increase in EMG activity recorded from the muscles of the
upper limb (Fig. 1A and C, left records). Within each patient, TDWSs recurred with some
temporal regularity, as indicated by the CV2 values of inter-TDW intervals (0.7 £ 0.3,
range: 0.2-1.3, n = 365 TDWs from 12 patients) (Fig. 1A, right). Cortical TDWSs, the
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burst of EMG activity and TDS were robustly associated in each patient, suggesting a

causal link between the cortical event and the motor symptoms of the seizure.

We attempted to reproduce these clinical and EEG features in freely-moving
rodents by blocking the activity of Kv1.1 channels in M1 via a focal injection of DTX in
the layer 5, which contains the soma of corticospinal neurons. Monitoring EEG activity
from ipsilateral and contralateral M1 and EMG signals from the front paw extensors
(Fig. 1B and C) after DTX injection revealed electroclinical symptoms strikingly similar
to those recorded in patients. In all tested rats, large-amplitude slow negative EEG
waves emerged from a normal background EEG pattern with a frequency ranging from
13.6 to 45.8 per hour (27.9 + 8.6 h'1, n = 1832 waves from 9 DTX rats) (Fig. 1B, right).
Similarly as in anti-LGI1 autoimmune encephalitis patients, the slow EEG waves in
rodents recurred regularly (Inter-wave intervals CV2 = 0.3 + 0.07; range: 0.2-0.4, n =
9 rats) (Fig. 1B, right) and were systematically accompanied by a burst of EMG activity
(Fig. 1B and C, right). Seizures in rodents were highly stereotyped, characterized by a
tonic-dystonic contraction of the anterior paw extensors contralateral to the DTX
injection site, and an upward-lateral displacement of the head (Fig. 1B, right)
(Supplementary Movie 2). Tonic-dystonic episodes were systematically preceded by
the slow EEG wave, which can therefore be similarly named TDW by analogy with the

human pathology.

Although patients and DTX rats both showed analogous association between
TDWs and the increase in EMG activity (Fig.1C, left), differences were observed as
well. The duration at half-amplitude of the human TDW (half-width duration = 512 +
124 ms, n = 243 TDWs from 12 patients) was significantly longer as compared to the
TDW in rodents (half-width duration = 320 + 79 ms, n = 1 354 TDWs from 9 DTX rats;
P = 0.001) (Fig. 1C and D, top). This was accompanied by an increased duration of
the tonic contraction in patients (Patients, 1.2 + 0.7 s, n =9 versus DTX rats, 0.4 + 0.1
s,n=5; P=0.001) (Fig. 1C and D) and an augmented delay between the onset of the
TDW and the beginning of the change in EMG activity (Patients, 432 £ 210 ms, n =9
versus DTX rats, 54.0 £ 12.6 ms, n =5; P = 0.001) (Fig. 1C).

In DTX rats, TDWs were systematically followed by a transient epoch (0.8-1.5
s) of attenuated EEG activity, preceding a longer period (16.3 £ 8.7 s) of ictal activity
(Fig. 1B, left). Ictal activity consisted in negative oscillations at 8—16 Hz, followed by
rhythmic (3-8 Hz) spike and poly-spike discharges (Fig. 1B and Supplementary Fig.
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2). This ictal pattern could be detected, albeit strongly attenuated, in M1 contralateral
to the DTX injection site (Fig. 1B), suggesting partial trans-callosal propagation to the
homotypic cortex. This sustained ictal activity always caused rhythmic muscular
contractions and tonic-clonic seizures in DTX rats (Fig. 1B, left and Supplementary
Movie 3).

Profiles of cortical neurons firing during the DTX-induced TDW

We next investigated changes in cortical neurons activity during TDWSs. We recorded
electrocorticographic (ECoG) activity in M1, together with multi-site extracellular
recordings (n =5 rats) (Fig. 2A, left) or intracellular recordings from layer 5 pyramidal

neurons (n = 10 rats) (Fig. 3A).

Local field potentials (LFP) and multiunit activities (MUA) were collected at
different depths in M1 from sedated DTX rats and spike sorting was used to extract
putative single units (SUs) (Fig. 2A and Supplementary Fig. 2A). Shape and half-width
of TDWs in sedated animals did not significantly differ from those measured in freely-
moving rats (Awake, 320 £ 79 ms, n = 1354 TDWs from 9 rats versus Sedated, 291 +
111 ms, n = 637 TDWs from 7 rats; P = 0.8) (Fig. 2A middle, inset). The firing rate of
the majority of SUs (62/65) was modulated by the occurrence of TDWs. Three distinct
firing profiles could be identified. The largest group of neurons (46/65) displayed a
strong transient increase in firing rate during the TDWSs, from 2.8 £ 4.6 Hz in baseline
(n = 4232 TDWs from 46 SUs) to 8.1 + 7.2 Hz (P < 0.001) during the TDW period
(‘transient increase’ group) (Fig. 2B, left). A maximal firing frequency of 48.1 + 42 Hz
was reached at the peak of the TDW, indicating a tight synchronization of discharge
among this group of neurons (Fig. 2B and C, left). This pronounced enhancement in
firing activity, which lasted on average 0.65 £+ 0.6 s (from 0.02 to 1.7 s, n = 46 SUSs),
rapidly collapsed after the TDW. The firing activity following TDWs was either similar
(n =21/46 SUs) or statistically lowered (n = 25 SUs; P < 0.05) as compared to baseline
(Fig. 2B and C, left).

A second group of neurons (n = 10/65) was characterized by a marked and
prolonged TDW-related increase in firing, which persisted for at least 2 seconds after
the end the ECoG wave (‘prolonged increase’ group) (Fig. 2B, middle). The increase
in firing started at the onset of the TDW and reached a maximal value of 35.1 + 18.2

Hz (n = 10 SUs) at the peak negativity of the TDW, suggesting again a synchronized
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discharge among cortical neurons (Fig. 2B and 2C, middle). The average firing of this
group of SUs during the TDW (12.9 + 8.8 Hz, n = 1960 TDWSs) remained above
baseline until the appearance of the ECoG ictal oscillations (P < 0.001), despite a slow
decrease after TDW termination (Fig. 2B and 2C, middle).

A third group of neurons (n = 9/65) consisted of SUs whose firing rate was either
reduced (n = 6) during the TDW or not significantly modified (n = 3) (‘no
change/decrease’ group) (Fig. 2B and 2C, right). These cells were thus not involved in
the global increase in neuronal activity accompanying the occurrence of TDWSs. The
firing frequency of the ‘decreased’ neurons changed from 1.7 £ 1.8 Hz, (n = 800 TDWs
from 6 SUSs) in baseline to 0.31 + 0.35 Hz during the ECoG wave (P < 0.05),
corresponding to a decrease of 78 + 19% (49-97%) (Fig. 2B and 2C, right).

Intracellular correlates of the TDW

To further explore the cellular mechanisms subtending the TDW, we combined ECoG
monitoring with intracellular recordings of M1 neurons near the DTX injection site (n =
12 neurons from 10 rats) (Fig. 3A). Cells were located in the M1 layer 5 and displayed
the characteristic current-evoked firing profiles of pyramidal neurons, including regular
spiking (n = 9) and intrinsic bursting (n = 3) patterns (Fig. 5B). Laminar location and
cellular typology of neurons were further confirmed by subsequent histological
reconstruction of neurobiotin-loaded cells (n = 6) (Fig. 3A). Before TDW, spontaneous
activity of pyramidal neurons was characterized by a small-amplitude and fluctuating
background synaptic drive leading to a mean Vi of -71.9 £ 4 mV (from -77.5 to -64.7
mV, n = 12 neurons), causing a firing rate of 1.5 + 3.7 Hz (n = 10 out 12 neurons) (Fig.
3B, top).

Consistent with the three categories of SUs identified with extracellular
recordings, the majority of intracellularly recorded neurons (n = 7 out 12) displayed a
transient increase in their firing at the occurrence of the TDW (Fig. 3B, left). This was
associated with an abrupt positive shift of the membrane voltage, which reached a
mean value of -48.8 £ 7.5 mV (from -60.7 to -38.3 mV, n = 7 neurons) at the peak of
the TDW (Fig. 3B, left middle). This large membrane depolarization (13.4 to 34.3 mV),
triggered by the temporal summation of depolarizing synaptic events (arrows in Fig.
3C, central), elicited a brief (0.04-0.8 s) period of high-frequency APs discharge (83
50 Hz, n = 7 neurons), in time with the corresponding TDW (Fig. 3B left, top and 3C).
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The membrane depolarization further increased in magnitude after termination of the
TDW, resulting in the silencing of cortical neurons likely due to a ‘depolarization block’
process known to prevent APs triggering.3? Another group of neurons did not fire in
relation with the TDW (‘silent group’, n = 4 neurons) (Fig. 3B right, top). Their
intracellular behavior was variable, and included large and sustained depolarization
shifts (n = 1), lasting depolarizations of smaller amplitude (n = 2) and subthreshold
membrane oscillations (n = 1) (Fig. 3B right, middle). Finally, in one neuron, the TDW
was associated with a sustained suprathreshold depolarization that persisted for at
least 2 s after the end of the ECoG wave (‘prolonged increase’ group) (Fig. 3B, middle
top). The three distinct TDW-related intracellular behaviors were reproducible over
successive paroxysms and were not associated with differences in layer location,
general cell morphology and intrinsic electrical membrane properties (Supplementary
Table 2).

To assess collective changes in the activity of M1 neurons during the TDW, the
microelectrode was slowly removed at the end of intracellular recordings to capture the
LFP associated with TDWs (n = 7 rats). We found that the initial deflection of the ECoG
wave coincided with a large negative DC shift (-7.8 £ 1.9 mV, n = 7) in each group of
neurons (Fig. 3B, bottom paired records). This suggested that the large Vm
depolarization, which was observed in most of M1 neurons, was caused by a massive
transmembrane current responsible for both the voltage negativity within M1 and the
corresponding TDW in the ECoG. This hypothesis was confirmed by the measurement
of the membrane conductance change during the TDW and attendant DC shift (Fig.
3C, left grey traces). Negative current pulses of short duration were repeatedly applied
(-0.6 nA, 20 ms, every 100 ms) through the intracellular pipette before and during the
TDW (Fig. 3C, left). The current-induced membrane potential drops were considerably
reduced during the TDW-associated cell depolarization (baseline, 8.0 + 3.1 mV versus
TDW, 1.3 + 1.0 mV, n = 7 neurons; P = 0.016), leading to a quasi-cancelling of

membrane resistance in three neurons (membrane resistance < 5 M(J) (Fig. 3C, right).

Cortical neurons initiating the TDW are more active and

hyperexcitable
To get insights into the cellular and network mechanisms responsible for the

emergence of TDW and TDS in our rat model, we compared the ongoing activity,
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integrative properties and excitability of M1 neurons between control rats, receiving a
single vehicle injection in M1 (n = 11 neurons from 5 rats), and DTX rats (n = 22

neurons from 15 rats).

During baseline period, control and DTX cortical neurons showed fast and
irregular synaptic fluctuations (Fig. 4A), leading to unimodal Vm distributions (Fig. 4A,
right). Although the average membrane polarization was similar in both groups (P =
0.6), the magnitude of Vn fluctuations (SD Vm) was significantly attenuated in DTX
neurons (P = 0.007) (Fig. 4A and B). The spontaneous firing rate was increased in the
DTX group (P = 0.04) and the AP discharge became more regular (P = 0.01) (Fig. 4A
and B). This increased spontaneous firing was accompanied by a lowering of the
voltage AP threshold (P = 0.005) (Fig. 4B).

We then compared the membrane resistance (Rm) and the membrane time
constant (Tm), which respectively control the efficiency of synaptic currents to displace
Vm and the capacity of a neuron to summate synaptic potentials in time. Voltage-
current (V-1) relations were linear, indicating a lack of membrane rectification in the
hyperpolarizing direction in the two groups (Fig. 5A). However, the slope of the V-I
relation was steeper in the DTX group, resulting in larger Rm values (~ + 45%) as
compared to control condition (P = 0.02) (Fig. 5A). As expected, this was associated
with an increase in Tm in DTX neurons (P = 0.04) (Fig. 5A).

The high-frequency firing in the majority of M1 neurons during the TDW could
result, at least in part, from an exacerbated intrinsic excitability in DTX condition. We
thus compared the frequency-current (F-I) relations of cortical pyramidal neurons, i.e.
their output firing in response to excitatory inputs of increasing intensity, between
control (n = 8) and DTX (n = 9) neurons. Series of depolarizing current pulses were
applied to both groups of neurons to compute the threshold current for AP generation
and the slope of the F-I curves (neuronal gain) (Fig. 5B). The current threshold was
consistently reduced by ~48% in DTX pyramidal cells (P = 0.04), while the slope of F-
| curves remained unaffected (P = 0.9) (Fig. 5B). This indicates an amplification of M1
neurons responsiveness to weak synaptic inputs and a stability of their neuronal gain
after DTX injection. The coordinated firing of most M1 neurons during TDW could result
from an increase in the temporal reliability of cells discharging in response to
suprathreshold excitation. We thus compared the latency and temporal precision of the

first AP induced by suprathreshold depolarizing current steps in DTX and control
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neurons (Fig. 5C). Accordingly, we observed that the latency of evoked APs and the
SD of the first AP latency were indeed substantially reduced in DTX neurons (P = 0.004
and P = 0.02 respectively) (Fig. 5C).

Progressive changes in cortical neurons activity during inter-ictal

periods

The ictogenic mechanisms underlying the high recurrence of TDS at the paroxysm of
anti LGI1-encephalitis remain unknown. To investigate this question, we attempted to
determine whether the DTX-induced TDW was preceded by time-dependent changes

in neuronal and synaptic activities within M1.

We first searched for possible modifications in the firing rate of DTX M1 neurons
between successive TDWSs in extracellular recordings (Fig. 6A). The majority of
neurons (n = 34/65 SUs; 52%) showed a progressive increase in their discharge
frequency, which culminated at the approach of the TDW (Fig. 6A and B). Indeed, their
mean firing rate, which was 1.1 + 2.1 Hz after termination of a seizure reached 2.3 +
2.9 Hz just before the next TDW (mean increase of ~103%; average rate of increase
of 0.3 + 0.5 Hz.min!; P < 0.001) (Fig. 6B right, red curves). In a second neuronal
population (n = 22 SUs; 34%), the initial interictal firing frequency (2.5 + 5.1 Hz, n =22
SUs) was not significantly modified over the interictal periods (P = 0.15) (Fig. 6B right,
black curves). Finally, 9 SUs exhibited a substantial decrease in their firing rate over
the inter-seizure period, from 3.6 £ 3.2 Hzto 1.0 £ 1.0 Hz (n = 9 SUs; P < 0.001) (Fig.
6B right, blue curves).

The increase in extracellular firing observed in most neurons during inter-ictal
epochs could originate from various non-exclusive processes, including a progressive
membrane depolarization, an increased amplitude of Vm fluctuations, a change in
background synaptic patterns or a lowering of the voltage AP threshold. To test for
these different mechanisms, we further analyzed the dynamics of intracellular activities
during the inter-TDS period (Fig. 6 C and D). In a majority of neurons (~67 %), we
observed a slow membrane depolarization (from -73.6 + 4.6 to -71.8 £+ 4.1 mV, rate of
Vm change = 0.74 + 0.48 mV.min!, n = 8/12 neurons) accompanied by a significant
increase in the amplitude of Vn fluctuations over time (n = 5/12 neurons) (Fig 6D, left
and middle, red lines). The four remaining cells exhibited a slight decrease or a lack of

change in their Vi, and SD Vn, values over the course of the interictal period (Fig 6D,
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left and middle, blue and black lines). A time-dependent analysis of the frequency
content of background synaptic activity also revealed a robust increase in the power of
frequencies above 20 Hz, preceding the TDW (Fig. 6C, bottom and 6D, right). Finally,
comparing measurements of voltage AP threshold just after (-59.8 £ 3.1 mV, n = 10
neurons) or immediately before (-59.2 + 2.7 mV, n = 10 neurons) seizure occurrence
indicated an absence of significant change over the interictal period (P = 0.11,

Wilcoxon signed-rank test).

DTX-induced TDWs are suppressed by antiepileptic drug

potentiating K* channels

Our results indicate that alteration of voltage-dependent Kv1.1 channels in M1 reliably
reproduces the EEG features and motor symptoms associated with TDS in humans.
Based on these findings, we next tested in our freely-moving rodent model whether the
potentiation of K* currents by retigabine, a first-in-class voltage-dependent K* channel
opener33 known to be effective on focal epilepsy,3* could compensate for the effects of

Kv1.1 disruption.

Video-EEG recordings were obtained from 5 rats injected with DTX in M1 and
treated with retigabine after 3h of baseline monitoring, and from two groups of control
rats, including untreated DTX rats (n = 9) and DTX rats treated with DMSO (n = 5) (Fig.
7A). In the retigabine-treated rats, the frequency of TDW-seizure complexes before
treatment was 20.1 + 6.8 per hour (between 9 and 25/hour, n =5 rats). During the first
hour following systemic injection of retigabine, we observed a considerable reduction
of seizures, with a residual rate of occurrence of 1 or 2 per hour in 2 rats, or a total
extinction in 3 rats (Fig. 7B). The number of TDW-seizure complexes then slowly
recovered but remained significantly lower compared to before treatment, up to 10 h
after retigabine injection (5.8 £ 12 h'', n = 5 rats; P = 0.03) (Fig. 7B). The frequency of
seizures recurrence remained stable over time for the untreated rats (n = 9) and the
rats treated with DMSO (n = 5) (P = 0.82 and P = 0.30, respectively, ANOVA) (Fig.
7B).
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Discussion

Different strategies have been attempted to establish a causal link between seizures
and LGI1 disruption in anti-LGI1 autoimmune encephalitis, such as the development
of in vivo mouse models of the disease by infusing anti-LGI1 antibodies into the
hippocampus and cerebral ventricles for seven to fourteen days. While this
experimental procedure decreased the expression of Kv1.1 channels and AMPAR and
increased excitability of hippocampal neurons,?123 it did not permit the emergence of
seizures. As autoimmune encephalitis evolves for several weeks or months before
reaching a severe phenotype, it is likely that the 10-15% decrease in channels
expression obtained after two weeks of infusion was not sufficient to trigger seizures.??
Conversely, in the LGI1 KO mice that exhibited frequent generalized seizures, the
density of Kv1.1 was diminished by more than 50% compared to control mice.*® Thus,
the antibody-infusion method, which is crucial to demonstrate the pathogenicity of
autoantibodies, does not appear well suited to reproduce the patients’ phenotype. Our
experimental strategy was thus to focus on the pathophysiological mechanisms
downstream to LGI1, by directly targeting Kv1.1 channels that are expressed in both
somatodendritic and axonal cell compartments,3 and whose function is impaired by

anti-LGI1 antibodies.?1:2324

We demonstrated that the injection of DTX in the motor cortex of adult rodents
faithfully recapitulates human TDS. Similar to anti-LGl autoimmune encephalitis
patients, seizures in rodents were frequent and regular, preceded by a stereotyped
EEG wave, which was associated with a characteristic tonic-dystonic contraction of the
upper limbs. By performing extracellular and intracellular recordings of M1 neurons in
this new rodent model of TDS, we also described cellular and network mechanisms

responsible for the triggering and recurrence of TDS.

Kvl.1 channels conduct a critical K* current that activates at membrane
potentials close to the AP voltage threshold3¢ and prevents hyperexcitability by limiting
and delaying the neuronal discharge.3"38 Accordingly, we found that the intrinsic
excitability of M1 pyramidal neurons poisoned with DTX was consistently increased.
This was expressed as an increase in membrane resistance and a reduction in both
current and voltage thresholds for AP triggering, resulting in a facilitation of their
spontaneous and evoked discharge. Similar effects of DTX on neuronal excitability,
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attributed to a direct inhibitory action on Kv1.1 channels,3-4° have been previously
reported in pyramidal neurons®’-324% and in neocortical GABAergic interneurons.4042
Interestingly, we also showed that the hyperexcitability of pyramidal neurons after DTX
injection was accompanied by a shorter latency and a lower variability of their current-
evoked AP discharge, as well as an increased regularity of their spontaneous firing, as
previously observed.?”3° Overall, these DTX-induced modifications of membrane
properties in individual neurons at the injection site are likely to be responsible for
dynamic modifications within the M1 network that will favor paroxysmal synchronized

activities.

We therefore propose the following diachronic scenario to explain the cyclic
recurrence of seizures. We observed in most DTX pyramidal cells an enhanced
membrane polarization immediately after seizures, despite a lack of change in the
average interictal Vi values compared to control neurons. This relative neuronal
hyperpolarization after seizure termination likely results from the activation of Ca?*-
dependent K* conductance, caused by intense firing and consecutive increase in
intracellular Ca?* concentration during the preceding seizure activity (Fig. 8, period 1),
as previously proposed for post-ictal depression in other types of neocortical
seizures.*®* Neurons then progressively recover a more depolarized membrane
potential, instigating a progressive increase in firing rate amplified by the facilitating
effect of Kv1.1 channels blockade on intrinsic and synaptically-induced firing (Fig. 8,
period 2).%5 This increase in firing rate among M1 neurons could result in an
amplification of the background synaptic drive through local synaptic interactions that
may participate in the progressive membrane depolarization?” and facilitate the
coupling between excitatory postsynaptic potentials and Aps.3>38 It may thus explain
the increased frequency of ongoing synaptic events in M1 neurons observed just
before seizures, and the triggering — through a temporal summation facilitated by an
increased membrane time constant — of a paroxysmal depolarization in a majority of
neurons (Fig. 8, periods 3 and 4). The abnormally large positive shift in membrane
potential underlying the TDW closely resembles the monolithic epileptic event called
“paroxysmal depolarization shift”,** which is due to the synergistic effects of voltage-
gated and synaptic conductances (Gm).*® In line with this scenario, we found that the
TDW-associated depolarizations were associated with a collapse of membrane

resistance values in pyramidal neurons. The synchronization of TDW-related



Article | 105

paroxysmal depolarizations within the motor cortex, attested by the large-amplitude
negative DC shift simultaneously recorded in the extracellular space, likely elicited a
robust and coordinated discharge among M1 cortical neurons, including those of the

pyramidal tract initiating the tonic muscular contractions.

The decreased firing observed in a minority of M1 neurons during the TDW
could result from a collateral inhibition originating from local interneurons, activated by
the pyramidal neurons subtending the paroxysmal depolarization. This process, known
to control the spatial extent of excitation among M1 neurons,*® could account for the
relatively focused motor response to the TDW. Relying on the strong similarity of TDW
and TDS between anti-LGI1 encephalitis patients and the rodent model, we can

envisage similar ictogenic processes in humans.

There are potential limitations to our study. Our rodent model, which
recapitulates human TDS via a specific blockade of Kv1.1 channels, does not directly
mimic the autoimmune process and the full spectrum of disturbances mediated by the
anti-LGI1 antibodies. In particular, a dysfunction in AMPAR, as observed in LGI1 KO
mice and in mice treated with human anti-LGI1 antibodies,?34*° and its possible
consecutive modulation of the excitation/inhibition balance, could also participate to
the initiation of seizure activity. Future studies, combining dysfunctions of both Kv1.1
channels and AMPAR, will be needed to appreciate the specific contribution of LGI1’s

synaptic partners.

We have shown that the AED retigabine was effective in blocking DTX-induced
seizures, possibly by compensating some of the neuronal changes triggered by Kv1.1
deficiency. Although the prescription of retigabine is now suspended because of its
adverse effects,® our results highlight a new possible therapeutic approach that could,
in association with immunotherapy, be used to treat seizures at the early stage of the
anti-LGI1 disease, as well as in infantile epileptic spasms which share common
findings with anti-LGI1 TDS.>!
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Figure 1 Electroclinical features of tonic-dystonic seizures in anti-LGI1
encephalitis patients and DTX rats. (A) Typical EEG (black traces) and EMG (right
arm; brown traces) records during tonic-dystonic seizures affecting the right (R TDS)
or left (L TDS) limbs in anti-LGI1 encephalitis patients. TDS consisted in a tonic
contraction of the upper limb and the hemi-face (arrows in the picture at right), followed

by a dystonic posture of the fingers. The left- or right-sided tonic-dystonic contraction
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was consistently preceded by a contralateral large amplitude negative slow wave
(tonic-dystonic wave, TDW) on a few adjacent fronto-central EEG electrodes (arrows).
Dashed lines mark the beginning of tonic-dystonic contraction. The summary plot
(right) illustrates the periodicity and regularity of occurrence (CV2) of TDWs (n = 12
patients). (B) EEG records from the left (L) and right (R) motor cortices (M1) (black
traces) in a freely-moving rat, and corresponding EMG activity of the front paw
extensors (EMG R, brown trace), following the injection of DTX in the left M1. The
rodent TDW in M1L was correlated in time with the right-sided tonic-dystonic
contraction (dashed line), and shortly (0.8-1.5 s) followed by a tonic-clonic seizure
associated with paroxysmal oscillations on the EEG. The temporally-aligned time-
frequency map illustrates the evolution of the EEG frequency content. The picture at
right illustrates a tonic-dystonic contraction of the right upper limb and ipsilateral hemi-
face in a DTX rat. Population data of TDW'’s periodicity and regularity are shown on
the bottom right (n = 9 rats). (C-D) Comparison of TDW and tonic-dystonic contraction
between patients and DTX rats. (C) Left, Superimposition of single TDWs collected
from Patient #4 and from Rat #3 (black traces) and corresponding envelope of rectified
EMG activities (brown traces). The peak of TDWs was taken as the time reference for
alignment of the records. The red traces correspond to averages. Right,
Superimposition of the average TDWs computed for all patient (n = 12) and DTX rats
(n = 9), and corresponding envelopes of EMG activity. EEG and EMG traces have
been normalized in amplitude and aligned according to the peak of TDWs. (D)
Population data comparing the half-duration amplitude (half-width) of TDWs and
muscular contraction duration between patients (n = 12) and rats (n = 9). **P < 0.01,
***P < (0.001 (two-tailed Mann-Whitney rank-sum test).
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Figure 2 Extracellular firing profiles of M1 neurons during the TDW. (A) Schematic
drawing of recordings arrangement and isolation of single-unit (SU) activities. Local
field potentials (LFP) were recorded at different depths of a M1 cortical column using
a 16-channel silicon probe, in conjunction with an ECoG in a sufentanil-sedated DTX
rat (left). LFP recordings were high-pass filtered at 300 Hz to extract multi-unit activity
(MUA, black records) and the firing profile of SUs (colored traces) associated with the
TDW in the ECoG (middle). Note in the inset the great similarity between the TDWs
recorded in awake (A) and sedated (S) animals (amplitude is normalized). The average
(= SD) spike waveform profiles and distribution of inter-spike-intervals (ISI) of the three
SUs extracted from MUA records are shown at right. (B) Raster plots of spike activity
(top) and corresponding peri-stimulus time histogram (bin = 10 ms; bottom) from three
representative SUs (same cells as in A) sorted according to their firing change in

association with the surface TDW: 1) a ‘Transient increase’ (left), 2) a ‘Prolonged
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increase’ (middle) or, 3) a lack of change or even a decrease (‘No change/decrease’,
right). Grey dashed lines mark TDW peaks. Significance was assessed with a cluster-
based permutation test comparing firing activity during the TDW with baseline firing
(grey shaded area). The horizontal red and blue bars respectively indicate significant
positive and negative clusters. **P < 0.001. (C) Superimposed average (n = 53-219
TDWs) spike densities computed for all SUs in each group (‘transient increase’, n =

46; ‘prolonged increase’, n = 10; ‘no change/decrease’, n = 9).
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Figure 3 Intracellular correlates of the TDW in pyramidal M1 neurons. (A)
Reconstruction of a layer 5 M1 pyramidal neuron intracellularly recorded (Intra) in
conjunction with the ECoG activity from a DTX. (B) Top, Short epochs of intracellular
activity from three M1 neurons showing a transient increase, a prolonged increase or
a decrease in their firing rate in association with the TDW. Vn, value are indicated on
the left of the traces. Middle, Superimposed (by matching Vm values before TDW)
subthreshold cell activity (after removal of APs and low-pass filtering at 70 Hz) from
the cortical neurons of the three groups showing TDW-associated membrane
depolarizations. Bottom, ECoG TDW and corresponding DC potential extracellularly
recorded at the end of the intracellular recordings illustrated in the top panel. Time
calibration applies for all traces. (C) ECoG activity (top traces) simultaneously recorded
with DC potential (lower trace) or intracellular activity of a M1 neuron (middle trace)
during the repeated injection of current pulses (-0.6 nA, 20 ms, every 100 ms) in

baseline and during the TDW. Expansion of three voltage deflections (measured at the
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time indicated by the black dots) during baseline (1) and TDW (2) periods are shown
superimposed on the right. The expanded frame (3) shows that the onset of the TDW-
associated depolarization (in absence of current pulses) is sculpted by the temporal
summation of depolarizing synaptic potentials (oblique arrows). The summary graph
illustrates the decrease in current-induced Vm changes during the TDW as compared

to baseline (n = 7 neurons). **P < 0.01 (two-tailed Wilcoxon signed-rank test).
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Figure 4 Spontaneous activity of M1 neurons is increased in DTX rats. (A)
Simultaneous recordings of M1 ECoG and intracellular activity from a subjacent
pyramidal cell in control (left) and DTX (middle) condition. Inset, DC superimposition
of spontaneous synaptic activities (2.5 s duration) recorded in the control (blue) and
DTX (orange) neuron. Right, distribution of Vi, values from the two illustrated neurons.
(B) Summary plots comparing mean Vm, SD Vm, spontaneous firing frequency, and
CV2 of spike intervals in control (blue circles) and DTX (orange circles) condition.
Right, DC superimposition of average (n > 10) spontaneous APs recorded in a DTX
and a control neuron. Spikes are truncated for commodity. Population analysis
revealed a significant decrease in the voltage firing threshold in DTX neurons as
compared to control (n = 11 control and n = 22 DTX neurons). *P < 0.05, **P < 0.01,
n.s., not significant (two-tailed Mann-Whitney rank-sum test with Benjamini-Hochberg’s

post hoc correction).
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Figure 5 DTX M1 pyramidal neurons are more excitable. (A) Left, Average (n = 16—
28 trials) voltage responses of M1 pyramidal neurons (top traces), recorded from a rat
intracortically-injected with PBS (Control) or DTX, to negative current pulses of
increasing intensity (bottom traces) and corresponding V-l plots. The black dots
indicate the timing of AVm measurements. Here and in the following panels, the pre-
pulse Vm is indicated on the left of the traces. Blue and orange traces correspond to
control and DTX condition, respectively. Dashed lines in V-l plots correspond to the
best linear regression (r?> > 0.99 for both condition). Right, Summary plot comparing
mean (x SD) values of Rm and tm in both conditions (n = 10 neurons). (B) Firing
responses of a M1 pyramidal neuron (top traces) to depolarizing currents steps of
increasing intensity (bottom traces) in control and DTX condition, and corresponding
F-1 curves. Each symbol corresponds to the mean (x SD) firing rate calculated from
20-25 successive trials. Dashed lines correspond to the best linear regression (> >
0.95) in the two conditions. Pooled current threshold and gain values from neurons in
control (n = 8) and DTX condition (n = 9) are compared on the right. (C) Left, Fourteen
overlaid firing responses (the first 100 ms are illustrated) of a M1 neuron in control and
DTX rats. The corresponding raster plots of the first evoked AP are illustrated on the
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right of the traces. Right, Mean values of first AP latency and jitter in control (n = 7)
and DTX condition (n = 8). *P < 0.05, **P < 0.01, n.s., not significant (two-tailed Mann-

Whitney rank-sum test with Benjamini-Hochberg’s post hoc correction).
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Figure 6 Progressive neuronal changes over the interictal periods. (A) Examples
of MU (black trace) and SU (orange trace) activities in between seizures (grey shaded
areas). (B) Left, Evolution of the mean (x SD) firing rate of the SU illustrated in (A)
along inter-seizure periods (n = 219), after normalization of the duration of interictal

episodes. ISI distribution and average spike waveform profile are shown in inset. Right,
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Mean firing rate (normalized with a z-score) for all sorted SUs (n = 65, n = 53-219
inter-seizure periods per SU). The majority of cells showed a progressive increase in
their spike frequency in between seizures (red lines, n = 34/65; P < 0.05, Pearson
correlation), with the remaining neurons either exhibiting a decrease (blue lines, n =9
P < 0.05) or an absence of significant change (black lines, n = 22, P > 0.05) in their
firing rate. (C) Top, Intracellular activity of a M1 pyramidal neuron during the inter-
seizure period (top traces) and expanded view of short periods of subthreshold
synaptic activity (lower traces). A time-frequency map of subthreshold neuronal activity
is shown below the records. The frequency power is normalized by the baseline power.
(D) Top left, mean Vi computed over a sliding-time window of 30 seconds (each line
corresponds to a single neuron). Pearson’s correlation revealed a significant
depolarization (n = 8), a lack of change (n = 2) or a hyperpolarization (n = 2) of Vi
during inter-seizure periods. The evolution in time of mean Vm (z SD) computed over
all neurons is shown at right. Bottom left, Similar measurements and statistics applied
to the SD Vm. Right, Interictal evolution of the mean (x SD) relative power change
computed for four different frequency bands. Note the increased power for frequencies
above 20 Hz. *P < 0.01, **P < 0.001, n.s., not significant (Pearson’s correlation with

Benjamini-Hochberg’s post hoc correction).
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Figure 7 DTX-induced seizures are blocked by retigabine. (A) Experimental design
for testing the effects of retigabine on DTX-induced seizures. Rats were implanted with
M1L and M1R electrodes for long-term EEG monitoring of seizure activity following
intracerebral injection of DTX in M1. After 3 hours of monitoring, rats were treated with
acute injection of retigabine (5 mg.kg?, n =5 rats) or DMSO 50% (2 ml.kg, n = 5 rats)
to assess the effect of these compounds on seizure recurrence. A DTX group did not
receive any acute treatment (no treatment, n = 9). (B) Number of seizures per hour
recorded in the three experimental groups. *P < 0.05, **P < 0.01 (two-tailed Mann-

Whitney rank-sum test with Benjamini-Hochberg’s post hoc correction).
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Supplementary Material

Supplementary Material and Methods

Multi-scale electrophysiological recordings in sedated DTX rats

ECoG activity was recorded with of a low impedance (~60 kQ) silver electrode placed
on the dura above M1, and a reference electrode apposed on a contralateral temporal
muscle. ECoG signals were amplified with a differential AC amplifier (Model 1700; A-
M Systems), filtered between 0.1 Hz and 1 kHz, and digitized at 3 kHz (CED 1401
Micro3; Spike2 software version 7.20, Cambridge Electronic Design) for off-line
analysis.

Recordings of LFP and MUA were performed using a 16-channel (250-um
electrode separation distance) silicon-based probe (35 pum site IrOx, ATLAS
Neuroengineering®) inserted into the M1, 200 um anterior to the injection site. LFP
signals were amplified and filtered between 0.1 Hz and 6 kHz, using a DigitalLynx
(NeuraLynx®) amplifier, and digitized at 32 kHz for post hoc analysis.

Intracellular recordings were performed with glass micropipettes filled with 2 M
potassium acetate (50-90 MQ) format the vicinity of the DTX injection site. Recordings
were obtained from cortical neurons (n = 33 from 19 rats) located in the M1 layer 5 at
depths ranging from 950 to 2200 ym below the cortical surface.’? Current-clamp
recordings were amplified with an Axoclamp 900A amplifier (Molecular Devices)
operating in bridge mode, bandpass filtered between DC and 30 kHz, and digitized at
30 kHz. Recorded cortical neurons were identified on-line as pyramidal cells on the
basis of their distinctive intrinsic firing patterns in response to direct stimulations,® and
off-line by their morphological features (Fig. 3A). Extracellular DC potentials were
obtained immediately after the loss of intracellular recordings with the same
microelectrodes (Fig. 3B). Intracellularly recorded neurons were filled with neurobiotin
(1% added to the pipette solution; Vector Laboratories) through repeated injection of
depolarizing current pulses (0.5-1 nA; 100-200 ms) applied at 1-2 Hz during the last
10-15 min of the recording sessions.*

At the end of experiments, rats were euthanized with euthasol and transcardially
perfused with 4% paraformaldehyde in PBS. Brains were removed and cut in coronal

sections for histological processing. For LFP experiments, brain sections were stained
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with cresyl violet to localize injector and silicon probe tracks. The morphology of
neurobiotin-filled neurons was revealed as previously described.* All recovered
neurons were located in layer 5 of M1L and possessed the typical morphological

features of deep-layer pyramidal neurons.>

Signal analysis

Analysis was performed with a combination of Fieldtrip (release 20200919)° and
custom-developed scripts in MATLAB (The Mathworks Inc., version R2019b). Custom
analysis scripts can be found at https://github.com/Paul-Baudin/EpiCode/tree/master/
projects/dtx. Intracellular signals were analyzed with Spike2 software (Cambridge
Electronic Design, version 9.08b).

EEG and EMG signals. EEG signals were first low-pass filtered at 70 Hz and EMG

records were high-pass filtered at 10 Hz. The regularity of TDW occurrence was
calculated with the CV2 method®: here CV2 = (2|Ati+1 — Ati]) / (Ati+1+Ati), and Ati = ti — ti-
1 is the inter-TDW-interval. TDW half-width was the duration of TDW at half-amplitude.
Analysis of rodent data was restricted to the first 10 hours following DTX injection.
Artefacted trials were discarded for the morphological analysis. The start and end of
the tonic-dystonic muscular contraction was defined as the first (and last) event
crossing a threshold set at 3 times the SD of the baseline rectified EMG signal.

LFP and MUA records. For spike detection, the raw wide-band signal was filtered (>
300 Hz) and negative deflections > 6 median absolute deviations of the filtered trace
were considered as spikes. A combination of density-based clustering and template
matching algorithms were used to automatically cluster the detected spikes.” Clusters
were evaluated as to whether they reflected putative single-unit (SU) or multi-unit (MU)
activities, based on the ISI distribution, the percentage of refractory period violation
(RPV =Sl < 2 ms) and the spike waveform profile. Analysis was restricted to putative
SUs located in layer 5. Spike activity of selected units was time-aligned to the peak of
each TDW and trials were averaged to construct peri-stimulus time histograms
(PSTHs) and spike density plots. Units were classified according to their firing rate
change in a time period starting 200 ms before and ending 2 s after the TDW peak.
Non-parametric cluster-based permutation tests® were used to determine significant
changes relative to the baseline, taken as the -2 to -1 s period preceding the TDW
peak. SUs showing a significant increase in firing rate during more than 95% of the

defined period were classified as ‘prolonged increase’. SUs with a significant increased
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firing rate during less than 80% of the TDW were classified as ‘transient increase’.
None of the recorded units exhibited an enhanced discharge for more than 80%, and
less than 95%, of the TDW period. SUs with no significant increase (or decrease) in
firing were classified as ‘no change/decrease’. During interictal periods, action potential
(AP) frequency was computed every second and inter-seizure duration was normalized
to allow averaging of the different epochs. Pearson correlations between firing rate and
time were performed to assess significant changes over interictal periods.

Intracellular _records. Average membrane potential (Vm) of cortical neurons was
calculated as the mean of the distribution of spontaneous subthreshold neuronal
activity and the magnitude of Vn fluctuations was quantified as the SD of the
distribution (SD Vm). Vm and SD Vn values, mean spontaneous firing rate and firing
regularity (estimated with the CV2 method) were extracted from recordings of at least
1 min. Voltage threshold of APs was defined as the Vm at which the dVw/dt first
exceeded 10 mV.ms™2.°

Voltage—current (V-I) relationships were constructed from the mean Vi drops
(AVm) evoked by hyperpolarizing current pulses of varying intensity (-0.2 to -1 nA; 100
ms duration; every 0.5 s; n > 10 trials per intensity). AVm was measured at the peak of
the hyperpolarizing voltage deflection, immediately after the end of the membrane
capacitance charge, to avoid interference with a possible hyperpolarization-activated
depolarizing sag potential.’® Once the linearity of the V-I relations was attested, Rm
was calculated as the slope of the corresponding linear fit (Fig. 5A, dashed lines).* To
assess dynamical changes of the integrative properties of cortical neurons during
TDWs, we applied brief repeated hyperpolarizing (-0.6 nA, 20 ms duration, every 100
ms) current pulses and measured the corresponding mean AVm (Fig. 3C). The
membrane time constant (1m) was derived from an exponential decay fit applied to the
initial phase of the mean hyperpolarization evoked by current pulses of -0.2—-0.4 nA.
Neuronal transfer function, which describes the cell output firing frequency as a
function of injected depolarizing current pulses of increasing intensity (F—I relationship,
0.1-2 nA, 200 ms pulses at 1 Hz; n > 10 trials per intensity), was quantified in DTX and
control conditions. Linear regression of F—I curves yielded the threshold current for AP
generation (lin; x-intercept) and the neuronal gain (y; slope).6%! Latency and temporal
precision of the first evoked AP was measured on current pulses inducing a similar

firing frequency (20—40Hz) in control and DTX neurons (Fig. 5C).
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Dynamic changes of Vm, SD Vm and frequency content of subthreshold
intracellular activity during the inter-seizure epochs were assessed over successive
periods of 30 seconds and expressed as function of baseline values (defined as the
first 30 seconds of the interictal period). Time was normalized to permit averaging
across neuronal population. Time-frequency maps were constructed using a multitaper
decomposition analysis with a sliding time window of 1 second,® after removing of APs
which were replaced by a piecewise cubic hermite polynomial interpolation. Pearson

correlations were performed to assess significant changes over interictal periods.
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Supplementary Figures
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Supplementary Figure 1. Unilateral fronto-central topography of TDW in anti-
LGI1 encephalitis patients. EEG signals were recorded with 21 scalp electrodes
placed according to the 10-20 system. Signals were averaged from 100 ms before to
100 ms after the TDW peak and normalized. 9 out of 12 patients presented both right

and left TDW.
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Supplementary Figure 2. Multi-scale neuronal correlates of seizure activity in
DTX rats. (A) Coupled recordings in a sufentanil-sedated DTX rat of ECoG (top trace)
and LFP activities at various depths within M1 (lower traces) using a 16-channel silicon
probe. A typical seizure is depicted, consisting in a TDW shortly followed by fast
oscillations and spikes-polyspikes activity whose internal frequency progressively
decreased with time. The extraction of MUA by filtering (300—6000Hz) of LFP
waveforms revealed rhythmic discharges of M1 neurons in phase with the spikes-
polyspikes activity. (B) Coupled recordings of ECoG (top trace) and intracellular activity
of a M1 pyramidal neuron (bottom trace) during a typical seizure in a sufentanil-sedated
DTX rat. Note the membrane depolarization associated with TDW and the rhythmic AP

discharge during the core of the tonic-clonic seizure.



Supplementary Tables

Demographic characteristics

Age at onset, mean + SD, min.-max., years 62.6 + 168, 21-81
Female, Nb. (%) 4(33.3)
Epileptic seizures
Tonic-dystonic seizures, Nb. (%) 12 (100)
Unilateral, Nb. (%) 3 (25)
Bilateral, Nb. (%) 9 (75)
Mesial temporal lobe seizures, Nb. (%) 5(41.7)
Focal to bilateral tonic-clonic seizures, Nb. (%) 3 (25)
Other symptoms
Psychiatric symptoms, Nb. (%) 6 (50)
Cognitive impairment, Nb. (%) 7 (58.3)
Vigilance impairment, Nb. (%) 1 (8.3)
Dysautonomia, Nb. (%) 0
Laboratory investigations
Hyponatremia related to SIADH, Nb. (%) 5(41.7)
CSF pleocytosis (= 5 WBC/mm?3), Nb. (%) 2 (16.7)
Elevated CSF protein (> 0.45g/L), Nb. (%) 6 (50)
Intrathecal IgG synthesis, Nb. (%) 1 (8.3)
Pasitive anti-LGI| antibodies 12 (100)
In serum only, Nb. (%) 5(41.7)
In CSF only, Nb. (%) 3(25)
In both, Nb. (%) 4(33.3)
Brain MRI
T2w-FLAIR hyperintensities, Nb. (%) 6 (50)
Mesial temporal lobe, Nb. (%) 6 (50)
Unilateral, Nb. (%) 3 (41.7)
Bilateral, Nb. (35) 1 (8.3)
Other locations, Nb. (%) 0
Antiepileptic drugs
Maximum number of antiepileptic drugs, mean + SD, min.-max. 1.8+120-5
Immunomeodulatory and immunosuppressive drugs
Intravenous immunoglobulin, Nb. (%) 10 (83.3)
Corticosteroids, Nb. (%) 10 (83.3)
Second-line therapy (rituximab or cyclophosphamide), Nb. (%) 0
Preventive maintenance treatment (mycophenolate mofetil or azathioprine),
Nb. (%) 2 (l6.7)
Evolution
Complete remission, Nb. (%) 12 (100)
Relapse, Nb. (%) 1 (8.3)
Hospitalization in ICU, Nb. (%) 2(16.7)
Death, Nb. (%) 0
Hippocampal sclerosis, Nb. (%) 3 (25)
Paraneoplastic syndrome
Associated neoplasia, Nb. (%) 0
Thymic hyperplasia, Nb. (%) 0
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Supplementary Table 1. Main clinical and biological data, therapeutics and
outcome of anti-LGI1 encephalitis patients. CSF: cerebrospinal fluid, SIADH:

syndrome of inappropriate antidiuretic hormone secretion, ICU: intensive care unit.
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Transientincrease (n=7) Prolonged increase (n=1) Silent (n=4)

Recording depth (pm) 1426 + 291 1593 1678 + 441
Firing pattern (RS/IB) 6RS, I 1B RS 2RS,21B

Resting Vim (mV) 727 + 4.1 -71.6 -70.6 + 4.8
Input resistance (MQ) 194 + 5.3 Not measured 198 £ 5.5

Mean firing rate (Hz) 22+49 0.54 0.88 + 0.80
AP threshold (mV) -60.9 + 2.0 -62.1 571 £26
Current threshold (nA) 031 £0.12 Not measured 037 £0.13
F-I slope (Hz.nA-") 65.1 +20.8 Not measured 79.6 £ 13.5

Supplementary Table 2. Recording depth and electrical membrane properties of

the different groups of intracellularly recorded neurons. Values are mean + SD.

RS, regular spiking; IB, intrinsic bursting; F-1, frequency-current. No significant

difference was found between the different groups and parameters (P = 0.3, two-tailed

Mann Whitney rank-sum test).
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Supplementary Movies

Supplementary Movie 1. Examples of TDS in patients.

Supplementary Movie 2. Examples of TDS induced in a rat after focal injection
of DTX into M1.

Supplementary Movie 3. The TDS is followed by a tonic-clonic seizure in DTX

rats.
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CHAPITRE 7

TRANSFERT PASSIF IN VIVO D’ AUTO-ANTICORPS HUMAINS

Plusieurs études ont montré un réle pathogéne direct des anticorps anti-LGI1, via une altération
de I’expression et de la fonction des canaux Kv1 et des AMPA-R (Ohkawa et al. 2013; Petit-
Pedrol et al. 2018; Kornau et al. 2020; Ramberger et al. 2020). Toutefois, le lien entre ces
perturbations et les crises d’épilepsie n’a jamais ét¢ démontré. Mon objectif a été de déterminer

si les auto-anticorps anti-LGI1 étaient responsables des crises d’épilepsie chez les patients.

Pour cela, j’ai étudié I’effet de I’injection d’auto-anticorps dirigés contre la protéine
LGI1 sur I’activité cérébrale de rat ou de souris in vivo, en utilisant deux protocoles: I’un aigu
et I’autre chronique. Pour le protocole d’injection aigué, j’ai ciblé I’hippocampe et le cortex
moteur primaire (M1), qui sont les deux principales régions ciblées dans I’EAI a anticorps anti-
LGI1 (Navarro et al. 2016). Ces expériences ont montré que I’injection de LCR ou d’IgG
purifiées a partir de serum de patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 dans I’hippocampe
ou dans M1, chez 26 rats, n’a pas induit d’anomalies épileptiques. Des résultats similaires ont
été observés lors du protocole d’injection chronique dans 1’hippocampe. Malgré une bonne
diffusion des 1gG humaines de patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1, aucune anomalie
épileptique n’a pu étre observée, chez 14 souris et chez 6 rats, lors d’une injection chronique de

14 jours et d’un suivi des animaux pendant un mois a I’EEG-vidéo.

Je discute dans les paragraphes suivants de I’implication que peuvent avoir nos résultats
sur la compréhension de la maladie, en nuancant avec les limites de notre approche

méthodologique.
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7.1 Un modele animal avec phénotype atténue par rapport aux
patients

Depuis le début de ma thése, deux équipes ont réalisé des injections d’anticorps anti-LGI1 in
vivo, et ont enregistré leurs conséquences 7 jours aprés une injection hippocampique
(Ramberger et al. 2020), ou aprés 14 jours d’infusion chronique dans les ventricules cérébraux
(Petit-Pedrol et al. 2018). Bien que ces procédures expérimentales aient diminué I'expression
de Kv1.1 et des AMPA-R, et aient augmenté I'excitabilité des neurones de I'nippocampe, elles
n‘ont pas permis I'émergence de crises, qui sont pourtant le principal symptéme des patients
atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1. Chez les souris LGI17" qui présentent des crises
géneralisées fréquentes, la densité des Kv1.1 est diminuée de plus de 50 % par rapport aux
souris controles (Seagar et al. 2017). Comme les symptdmes des EAI a anticorps anti-LGI1
évoluent pendant plusieurs semaines a plusieurs mois avant d'atteindre un phenotype sévere, il
est probable que la diminution de 10 a 15 % de I'expression de Kv1.1 apres deux semaines

d’infusion n'ait pas été suffisante pour déclencher des crises (Fig. 21) (Petit-Pedrol et al. 2018).

Des modifications comportementales ont été observées aprés 14 jours d'injection
chronique (Planaguma et al. 2015; Taraschenko et al. 2019), ou 6 jours apres une injection aigué
(Wiardemann et al. 2016) danticorps de patients atteints d’EAI a anti-NMDA-R dans
I’hippocampe de souris in vivo. Comme pour les injections chroniques d’anticorps anti-LGI1,
les injections d’anticorps anti-NMDA-R entrainaient un phénotype atténué par rapport aux
patients. Les patients atteints d’EAI a anticorps anti-NMDA-R présentent généralement une
progression rapide des manifestations neuro-psychiatriques pouvant conduire au coma en
quelques jours ou semaines (Dalmau et al. 2017). Les souris, aprés injection d’anticorps anti-
NMDA-R de patients présentaient des troubles de mémoire significatifs. Cependant, les tests
d’anxiété et de locomotion n’ont pas montré de différence (Planaguma et al. 2015), et aucune
souris n’est morte spontanément (Planaguma et al. 2015; Wirdemann et al. 2016; Taraschenko
et al. 2019). De plus, elles ne présentaient pas de crise (Planaguma et al. 2015; Wirdemann et

al. 2016), ou bien des crises non convulsives (Taraschenko et al. 2019).

Ainsi, la methode de transfert passif d'anticorps, cruciale pour démontrer la
pathogénicité des auto-anticorps, ne semble pas adaptée pour reproduire le phénotype
épileptique des patients. Dans ce contexte, nos résultats, rapportant I’absence de déclenchement
de crises lors d’injections d’anticorps anti-LGI1 de maniére aigué ou chronique, paraissent

cohérents avec la littérature récente.
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Il est possible que suite a nos injections, des anomalies locales d’activités neuronales
aient été induites, mais qui n’étaient pas suffisantes pour induire des crises. Lors des
expériences d’injection aigué, I’¢lectrode multi-canaux que j’ai utilisée enregistrait, en plus de
I’activité LFP, des potentiels d’action extracellulaires. L’analyse de ces signaux est prévue, afin
de tester I’hypothése d’une modification locale d’activité. En particulier, il serait intéressant de
comparer 1’activité de chaque neurone enregistré avant et apres 1’injection des anticorps,
notamment leur fréquence de décharge et leur régularité. De plus, nous chercherons des

modifications dans la synchronie du réseau enregistré par les différentes électrodes.

7.2 Meéthodes d’injection et diffusion des IgG

Une incubation d’anticorps anti-LGI1 de patients sur des cultures organotypiques
d’hippocampe pendant 3 jours permet de diminuer de plus de 50% la quantité de la sous-unité
GIluAl des AMPA-R exprimés a la synapse (Ohkawa et al. 2013). En comparaison, aprés 14
jours d’injection in vivo, GluA1 n’est diminuée que de 10% par rapport aux contrdles (Petit-
Pedrol et al. 2018). Cela pourrait s’expliquer par la diffusion lente des anticorps dans le cerveau,
qui réduit fortement I’accés des auto-anticorps a leurs cibles antigéniques, a la différence de
cultures de neurones isolés ou de tranches de cerveau ou les anticorps contenus dans la solution

dans laquelle baigne le tissu peuvent accéder directement a une large surface neuronale.

Des techniques d’imagerie en temps réel ont permis de mesurer les propriétés de
diffusion d’1gG non spécifiques marqueées par fluorescence, aprés injection dans 1’agarose ou
dans le cortex de rats adultes in vivo (Wolak et al. 2015). Les auteurs ont montré que la diffusion
des IgG est environ 10 fois plus importante dans I’agarose que dans le cerveau. lls ont calculé
que les anticorps diffusent dans le cerveau avec une constante de diffusion de 6.108 cm?/s, soit
1 mm? en 41 heures. Cette diffusion lente pourrait s’expliquer par des propriétés du
microenvironnement cérébral, mais également par des facteurs spécifiques des IgG, tels que
leur taille et leur forme, ou leur charge électrique. De plus, la liaison non spécifique des 1gG
avec des composants du cerveau, notamment via leur fraction Fc, pourrait ralentir ou stopper la
diffusion (Wolak et al. 2015). Une liaison spécifique, en particulier dans le cas des auto-

anticorps, pourrait également ralentir la diffusion.
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Par conséquent, I’approche par injection aigué suivie d’un enregistrement de 5 a 10h ne
semble pas suffisante pour étudier 1’effet des auto-anticorps sur les activités neuronales, (1) car
cette durée ne semble pas permettre aux anticorps d’atteindre une quantité suffisamment
importante d’auto-antigenes, (2) et car 1’effet d’une injection chronique d’anticorps anti-LGI1
n’affecte la quantité de Kvl.1 de maniére significative qu’aprés plusieurs jours d’injection

chronique (Fig. 21) (Petit-Pedrol et al. 2018).

Les effets relativement faibles de I’injection chronique de 14 jours sur la diminution de
Kvl.1 et des AMPA-R pourraient dépendre d’une injection trop courte. En effet, plus I’injection
était courte et plus la diminution était faible (Fig. 21) (Petit-Pedrol et al. 2018). La diminution
a 14 jours, correspondant & la durée maximale d’injection dans cette étude, ne serait donc pas
maximale, et pourrait étre augmentée par des injections plus longues. Cependant, une infusion
plus longue pose le probleme de la stabilité des anticorps, laissés a presque 37°C dans une
pompe sous cutanée, et dont la demi-vie est d’environ 15 a 30 jours (Mankarious et al. 1988).
L’utilisation d’une pompe rechargeable pourrait permettre de renouveler la solution d’anticorps
et d’éviter que les anticorps ne restent trop longtemps a température ambiante (Tan et al. 2011).
Une alternative pourrait étre I’immunisation des animaux contre la protéine LGI1, afin qu’ils
produisent eux-mémes des auto-anticorps. Une ouverture active de la BHE serait nécessaire
pour permettre aux anticorps d’accéder au SNC, comme ce qui a été fait dans des modeles
d’encéphalomyélite allergique expérimentale (Reboldi et al. 2009) ou de chorée de Sydenham
(Platt et al. 2017). Une immunisation contre les NMDA-R a été rapportée chez des souris
génétiquement modifiées présentant des altérations de la BHE (Pan et al. 2019). Cependant,
cette étude ne permet pas de répondre aux questions que nous soulevons ici, car les auteurs
n’ont pas étudié I’expression neuronale des NMDA-R, ni recherché la présence de crises, et les

tests comportementaux n’ont pas été faits de maniere comparative au cours du temps.
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PHYSIOPATHOLOGIE DES TDS

L’incapacité a induire des crises lors de nos injections d’auto-anticorps anti-LGI1 in vivo, ainsi
que les avancées importantes de la littérature sur les fonctions des auto-anticorps presentés dans
la partie précédente, nous ont conduits a trouver une stratégie alternative pour modéliser
l'inhibition de LGI1 sans recourir a I’utilisation d’auto-anticorps. Notre stratégie expérimentale
a consisté a cibler des mécanismes physiopathologiques en aval de LGI1, en inhibant
directement les canaux Kv1, qui sont exprimés a la fois dans les compartiments cellulaires
somatodendritiques et axonaux (Ovsepian et al. 2016), et dont la fonction est altérée par les
anticorps anti-LGI1 (Petit-Pedrol et al. 2018; Kornau et al. 2020; Ramberger et al. 2020). Nous
avons discute ci-dessus que les anticorps n’induisent probablement pas une inhibition suffisante
de Kvl pour déclencher des crises. De plus, chez les souris LGI1", des anomalies du
développement cérébral viennent s’ajouter a 1’altération des Kv1, ce qui nous éloigne de la
physiopathologie des EALI, ou, avant de développer une auto-immunité, les patients présentent
un cerveau sain. Pour produire une inhibition aigué de Kv1, dans un cerveau sain, et de maniere
plus accentuée que par les anticorps anti-LGI1, nous avons injecté de la dendrotoxine-K, un
inhibiteur spécifique de Kv1.1 (Wang et al. 1999; Harvey et Robertson 2004). Nous avons ciblé
le cortex M1, car ¢’est la région supposément initiatrice des TDS chez les patients (Navarro et
al. 2016).
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8.1 Un nouveau modéele in vivo de TDS

Nous avons montré que l'injection de DTX dans le cortex moteur de rats adultes reproduit
fidélement les TDS observées chez les patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1. Pour cela,
nous avons réalise, pour la premiere fois, une description électrophysiologique détaillée des
TDS, en caractérisant la contraction tonique-dystonique et I’onde lente qui la précédait, dans
une cohorte de 12 patients. Cela a permis de mesurer de maniére systématique la morphologie
de la contraction musculaire, de I’onde lente, ainsi que leur corrélation temporelle, sur un total
de 365 TDS. Nous avons montré un profil EEG et EMG typique des TDS, fortement
reproductible entre les patients. L’onde lente précéde systématiquement la contraction tonique-
dystonique, nous 1’avons donc appelée «onde tonique-dystonique» (« Tonic-dystonic wave »,
TDW). Les TDW et les activités EMG paroxystiques sont fortement associées chez chaque
patient, ce qui suggere un lien de causalité entre I'événement cortical et les symptdmes moteurs

de la crise.

La comparaison des caracteéristiques électrocliniques des crises induites par laDTX chez
les rongeurs avec celles enregistrées dans la cohorte de patients a révélé de fortes similitudes.
La sémiologie tonique-dystonique, typique des TDS, était retrouvée chez le rat, et ces
contractions étaient précédées de maniére systématique par une onde lente corticale de grande
amplitude. Ainsi, cette onde EEG stéréotypée précédant la contraction tonique-dystonique a

aussi pu étre déenommée TDW, par analogie avec la pathologie humaine.

Une autre caractéristique des TDS concerne leur fréquence de survenue et leur
régularité. Les TDS des patients surviennent, a un stade avancé de la maladie, plusieurs dizaines
de fois par heures, correspondant a plusieurs centaines de crises par jour. De plus, ces crises se
produisent de maniére réguliere, homogéne sur I’ensemble des enregistrements de chaque
patient, et non pas par cluster comme cela peut étre observé dans d’autres maladies. Dans notre
cohorte, la fréquence moyenne était de 13 TDS par heure, avec un maximum de 30 TDS par
heure. Chez les rats, nous observé en moyenne 27 crises par heure, avant la décroissance
spontanée de fréquence au bout d’une dizaine d’heures, probablement lorsque la DTX n’exerce
plus d’effet. Les crises chez I’animal survenaient, comme les crises humaines, de maniére

réguliére.

Toutefois, a la différence des patients, les TDS du modéle animal se poursuivent

systématiquement par une crise tonico-clonique. Un tel phénoméne existe aussi chez les
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patients, bien que concernant une minorité de crises. En effet, des crises focales temporales ou
frontale, ou des crises généralisées tonico-cloniques, survenant juste apres une TDS, ont déja
été rapportées dans la littérature chez les patients (Irani et al. 2011; Navarro et al. 2016;
Wennberg et al. 2018; Liu et al. 2020). Cependant, elles n’étaient présentes que chez 6 a 50%
des patients, et au sein de ces patients elles ne comptaient que pour peu de crises. Dans notre
cohorte de 12 patients, nous avons enregistré des crises focales temporales ou frontales juste
apres une TDS, uniquement chez deux patients, a une seule reprise (Fig. 28). Néanmoins a
I’interrogatoire de ces patients, des événements Similaires étaient rapportés plusieurs fois par
semaine. Cette évaluation est approximative et ne permet pas de conclure sur la fréquence de
ces événements. Les enregistrements EEG-vidéo de 1 a 4 h, comme bénéficient les patients
ayant une EAI, ne sont pas suffisamment longs pour identifier ces crises de maniere
systématique chez les patients. Nous ne pouvons pas conclure formellement sur un lien de
causalité entre les TDS chez les patients, et les crises qui les suivent occasionnellement. Il
pourrait s’agir de deux crises indépendantes survenant par hasard 1’une aprés 1’autre. Toutefois,
un lien de causalité n’est pas a exclure : la crise motrice pourrait se propager au-dela de la région
initiant la TDW, et favoriser des crises frontales classiques prolongées (environ 10-30 s). La
survenue d’une crise temporale, faisant suite a une TDS, est plus compliquée a comprendre,
compte tenu de I’apparente distance séparant la région centrale, siége de la TDS, et le lobe
temporal. Il pourrait s’agir d’une propagation classique par le bais du cortex, ou d’un

mécanisme plus complexe impliquant les ganglions de la base.

La présence de crises toniques-cloniques chez le rongeur pourrait provenir d’une
inhibition de Kv1.1 qui serait éventuellement plus importante avec la DTX que chez les patients
atteints d’EAI a anti-LGI1. La mise en place progressive de I’EAI a anti-LGI1, sur plusieurs
semaines voire plusieurs mois, pourrait aussi aboutir a des mécanismes compensateurs
empéchant la survenue de crise apres la TDS, ce qui ne serait pas le cas lors de I’injection aigué
de DTX. De plus, cette différence d’expression des crises entre les patients et notre modele
animal pourrait s’expliquer par des différences dans les réseaux du cortex M1 entre ces deux
especes. Ces hypotheses sont pour le moment spéculatives, et une étude sur ces questions serait

trés utile pour approfondir les connaissances physiopathologiques sur les TDS.
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Figure 28. Crise tonique-dystonique suivie d'une crise focale fronto-temporale. (A-B) Tracés EEG
d'un patient montrant une TDS, suivie d'une crise focale. L’ensemble commence par une TDW (fléches
sur les électrodes frontales gauches en A). La TDW est suivie des artefacts de contraction musculaires
visibles sur I’EEG, correspondant & une contraction tonique-dystonique. Puis une activité rythmique
émerge, organisée dans les lobes fronto-temporaux, majoritairement sur I'némisphere gauche. Pendant
cette crise, le patient a perdu connaissance. (C) Exemple d’une TDS chez le méme patient, montrant la
TDW (fléches sur les électrodes frontales gauches), suivi des artefacts sur I’EEG causés par la
contraction musculaire tonique-dystonique. L’EEG est représenté avec une référence moyenne, avec
les valeurs négatives vers le bas.

8.2 Role de I’inhibition de Kv1.1 dans la genéese des TDS

Dans notre étude, nous avons inhibé spécifiquement la sous-unité Kv1.1 avec la dendrotoxine-
K (DTX), dont la spécificité a été démontrée par différentes études de coimmunoprécipitation
(Wang et al. 1999; Harvey et Robertson 2004). Nous avons ainsi montré que, au sein des canaux

Kvl, le fait de cibler la sous-unité Kv1.1 était suffisant pour induire des crises.

Les canaux Kvl médient un courant K™ qui s'active a des potentiels membranaires
proches du seuil de déclenchement des potentiels d’action (Guan et al. 2006) et qui diminue
I’excitabilité en limitant et en retardant la décharge neuronale (Guan et al. 2007; Cudmore et

al. 2010). Dans nos travaux, nous avons constaté que I'excitabilité intrinséque des neurones
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pyramidaux du cortex M1, était augmentée apres injection de DTX. Cela s’est traduit par une
augmentation de la résistance membranaire et une réduction des seuils de courant et de voltage
pour le déclenchement des potentiels d’action, entrainant une facilitation de leur décharge
spontanée et évoquée. Des effets similaires de la DTX sur I'excitabilité neuronale, attribués a
une action inhibitrice directe sur les canaux Kvl via la sous-unité Kv1.1 (Guan et al. 2007;
Higgs et Spain 2011; Li et al. 2012), ont déja eté rapportés in vitro dans les neurones
pyramidaux (Bekkers et Delaney 2001; Guan et al. 2007; Cudmore et al. 2010; Higgs et Spain
2011) et dans les interneurones GABAergiques néocorticaux (Goldberg et al. 2008; Li et al.
2012). L'hyperexcitabilité des neurones pyramidaux aprées l'injection de DTX s‘accompagnait
d'une latence plus courte et d'une variabilité plus faible de leur décharge de potentiels d’action
induite par des courants dépolarisants, ainsi que d'une augmentation de la régularité de leur
décharge spontanée, comme cela a déja été observé in vitro (Cudmore et al. 2010; Higgs et
Spain 2011). Ces modifications de proprietés membranaires induites par la DTX dans les
neurones du site d'injection sont susceptibles d'étre responsables de modifications dynamiques

au sein du réseau M1, qui favorisent I’émergence d’activités synchronisées paroxystiques.

Les canaux Kv1 sont des homo- ou des hétéro-tétrameres, issus de 1’assemblage de
quatre sous-unités. 1l existe huit sous-unités (Kv1.1-Kv1.8). Les combinaisons d’assemblage
entre les différentes sous-unités influencent I’expression de Kvl1, et les propriétés du courant
potassique qu’il génére. Les différents assemblages sont régulés, et certaines associations sont
plus fréquentes que d’autres. Notamment, aucun homo-tétramere de Kv1.1 n’a été retrouvé dans
le SNC (Ovsepian et al. 2016), et, ’expression de Kv1.1 dans le cerveau est quasiment identique
a celle de Kv1.2 et Kv1.4 (Ovsepian et al. 2016). Ainsi, les conséquences de I’inhibition de
Kv1.1 ne sont en fait probablement pas attribuables a Kv1.1 seul, mais impliqueraient des
perturbations des hétéro-tétrameéres Kv1 auxquels il contribue, associé a d’autres sous-unités.
Ainsi, I’effet observé dans notre étude pourrait ne pas étre spécifique du blocage de Kvl.1, et
étre similaire apres un blocage d’autres sous-unités des canaux Kv1l. Cette hypothése pourrait
étre étudiée in vivo par des injections d’inhibiteurs spécifiques d’autres sous-unités, tels que
’agitoxine, une toxine spécifique des sous-unités Kv1.3 (Garcia et al. 1994), afin de voir si
cette toxine permet elle aussi de déclencher des TDS quand elle est injectée dans le cortex M1

de cerveau mature de rat.
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8.3 Fréguence élevée et réegularité des TDS

Une des caractéristiques des TDS chez les patients est leur survenue tres fréquente, et leur
régularité. Ces particularités ont été retrouvées dans le modele de TDS induites par la DTX.
Dans les formes les plus avancées d’EAI a anticorps anti-LGI1, on compte plusieurs dizaines
de TDS par heure, ce qui était le cas aussi des rats apres injection de DTX. En effectuant des
enregistrements extracellulaires et intracellulaires des neurones M1 dans ce nouveau modeéle de
TDS, nous avons décrit des mécanismes cellulaires et de réseau, qui pourraient étre
responsables de la récurrence typique des TDS. Nous proposons le scénario suivant pour
expliquer la récurrence cyclique des crises (Fig. 29) :

1. Nous avons observé dans la plupart des cellules pyramidales une hyperpolarisation du
potentiel de membrane (Vm) immédiatement apres les crises, malgré l'absence de
changement dans les valeurs moyennes de Vr intercritiques par rapport aux neurones
controles. Cette hyperpolarisation neuronale apres la fin de la crise résulte probablement de
l'activation de la conductance K* dépendante du Ca?*, provoquée par une décharge
neuronale intense et une augmentation consécutive de la concentration intracellulaire de
Ca?" au cours de la crise (Fig. 29, période 1). Ce mécanisme a été proposé précédemment
dans les périodes de dépression post-crise, dans d'autres types de crises d’épilepsie
(Timofeev et al. 2004).

2. Les neurones se dépolarisent ensuite de maniére progressive, pendant toute la période
intercritique, provoquant une augmentation progressive de leur fréquence de décharge,
amplifiée par l'effet facilitateur du blocage de Kvl.1 sur I’activité spontanée (Fig. 29,
période 2) (Ovsepian et al. 2016).

3. Cette augmentation du taux de décharge des neurones du cortex M1 pourrait entrainer une
amplification de D’activité synaptique de fond, qui peut participer a la dépolarisation
progressive de la membrane (Altwegg-Boussac et al. 2014) et faciliter le couplage entre les
potentiels post-synaptiques excitateurs et les potentiels d’action (Guan et al. 2007; Ovsepian
et al. 2016). Cela pourrait expliquer la fréquence accrue des événements synaptiques dans
M1 observés juste avant les crises, et le déclenchement, via une sommation temporelle
facilitéee par une constante de temps membranaire (tm) augmentée, d'une dépolarisation
paroxystique dans une majorité de neurones (Fig. 29, période 3).

4. La dépolarisation massive anormale sous-jacente aux TDW ressemble a I'événement

épileptique appelé « paroxismal depolarization shift » (Prince 1968), qui est di aux effets
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synergiques de conductances (Gm) synaptiques et voltage-dépendantes (Hotka et Kubista
2019). Conformément a ce scénario, nous avons montré que les dépolarisations survenant
pendant les TDW étaient associees & un effondrement des valeurs de résistance
membranaire (Rm) dans les neurones pyramidaux. La synchronisation des dépolarisations
paroxystiques liées aux TDW dans le cortex moteur, attestée par le « DC shift » de grande
amplitude enregistré simultanément dans le milieu extracellulaire, est probablement
responsable d’une décharge robuste et coordonnée parmi les neurones du cortex M1, y
compris ceux du tractus pyramidal initiant les contractions musculaires toniques (Fig. 29,

période 4).

Notre nouveau modele animal fournit ainsi un argument supplémentaire en faveur d’une

origine épileptique corticale des TDS.
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Figure 29. Scénario neuronal qui pourrait expliquer la récurrence cyclique des crises apreés la
perturbation de Kvl.1, via une injection de DTX in vivo, ou via la diffusion d’anticorps anti-LGI1,
dans un cerveau mature. Des explications sur chaque étape de ce scénario sont détaillées dans le
paragraphe 8.3. Ac : anticorps; Gm : conductance membranaire; Ry : résistance membranaire; TDW :
tonic-dystonic wave; T, : constante de temps membranaire; Vi, = potentiel membranaire.
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LIMITES DE LA MODELISATION PAR LA DTX DES EAI A
ANTICORPS ANTI-LGI1

Notre modéle de rongeur, qui reproduit les TDS humaines via un blocage spécifique de Kv1.1,
ne reproduit pas le processus auto-immun ni le spectre complet des perturbations médiées par

les anticorps anti-LGI1.

11 s’agit d’un mode¢le aigu, utile pour explorer les processus ictogéniques conduisant aux
TDS, et éventuellement pour tester des molécules qui bloquent ces phénoménes. Il n’explore
néanmoins pas de modifications induites sur le long terme, comme par exemple les séquelles
irréversibles observés chez les patients traités tardivement, qui pourraient étre causes par une
excitotoxicité induite par les crises (Gonzalez-Burgos et al. 2009). En effet, environ 10 h apres
I’injection focale de DTX, les crises des rats commencent a diminuer spontanément, et aucune

crise n’a été observée 30 h apres I’injection de DTX.

De plus, un dysfonctionnement des AMPA-R, observé chez les souris LGI17 et chez
les souris traitées avec des anticorps anti-LGI1 humains (Fukata et al. 2010; Petit-Pedrol et al.
2018) pourrait également participer a l'initiation des crises en modulant la balance
excitation/inhibition, ce qui ne peut pas étre étudié par notre modéle. Il est difficile de
comprendre comment une efficacité réduite de I'excitation synaptique, causée par une altération
des AMPA-R, pourrait favoriser I'émergence de crises. La méme question se pose pour les
patients atteints d’EAI a anticorps anti-AMPA-R, dont environ un tiers présentent des crises
(Zhang et al. 2021). Cela pourrait étre causé par une diminution spécifique de l'activité des
AMPA-R au niveau des interneurones inhibiteurs, ce qui a été suggéré par 1’expression de
LGI1, ADAM22 et ADAM23 dans les interneurones de 1I’hippocampe de souris (Ohkawa et al.
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2013). En effet, cela entrainerait une désinhibition du réseau. Cependant, l'inactivation
conditionnelle de LGI1 ciblée dans les cellules glutamatergiques, ou dans les interneurones
exprimant la parvalbumine (Boillot et al. 2014), n’est pas en faveur de cette hypothése. En effet,
I'inactivation conditionnelle de LGI1 dans les cellules glutamatergiques suffit a déclencher des
crises, ce qui n’est pas le cas de la suppression de LGI1 limitée aux cellules exprimant la
parvalbumine. Ainsi, les crises associées a une inhibition de LGI1 semblent plus dépendre d'une
efficacité accrue des cellules excitatrices, plutét que d'une réduction désinhibitrice de 1’activité
des interneurones. Une alternative serait que I’expression réduite des AMPA-R pourrait étre
impliquée dans les symptomes non épileptiques des patients. De futures études, combinant des
blocages de Kv1 et des AMPA-R, seraient nécessaires pour apprécier la contribution spécifique
des partenaires synaptiques de LGI1 dans la physiopathologie de I’EAI a anticorps anti-LGI1.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’absence d’induction de crise d’épilepsie par les différentes méthodes d’injections d’anticorps
in vivo que nous avons réalisées, ainsi que dans les modeles publiés récemment sur les EAI a
anticorps anti-LGI1 et sur d’autres EAI (cf. paragraphe 7.1), suggére que ’approche par
diffusion passive d’anticorps humains in vivo chez le rongeur n’est pas une méthode adaptée
pour modéliser les symptdmes épileptiques de cette maladie. Pour nous affranchir de ces
limites, nous avons développé un modéle animal en ciblant directement les canaux Kvl, via
leur sous-unité Kv1.1, en aval de LGI1. Nous avons montré que I’inhibition de Kv1.1 suffit a
déclencher des crises chez le rongeur, et que ces crises reproduisent fidélement les TDS
observées chez les patients souffrant d’une EAI a anticorps anti-LGI1. Des enregistrements
électrophysiologiques multi-échelles in vivo nous ont permis de mettre en évidence un scénario
prédictif de la genese des TDS a une échelle neuronale. Toutefois plusieurs questions restent

en suspens.

Les patients atteints d’EAI a anticorps anti-LGI1 présentent des symptdmes
relativement stéréotypés, qui affectent particulierement certaines structures telles que le cortex
moteur et ’hippocampe, ainsi que le striatum. Cette répartition entre les structures cérébrales
semble contre-intuitive dans la mesure ou LGI1, ainsi que les canaux Kvl et AMPA-R, sont
exprimés de maniére ubiquitaire dans le cerveau. Plusieurs hypotheses pourraient participer a

I’explication de ce phénomene :
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- Les conséquences sur Kvl d’une inhibition ubiquitaire de LGI1 pourraient étre
différentes selon les régions cérébrales. Cette hypothese pourrait étre testée par des
injections de DTX dans différentes régions du cerveau, afin d’observer si des crises
similaires ou différentes a celles que nous avons décrites dans M1 surviennent, voire si
aucune crise ne se déclenche.

- Une autre hypothése pourrait étre un assemblage différent des canaux Kvl et du
complexe protéique associé, selon les régions. Si d’autres partenaires moléculaires,
exprimés de maniere non homogeéne dans le cerveau, peuvent compenser 1’inhibition de
LGI1, cela pourrait expliquer les différences entre les régions. Il serait ainsi intéressant
de réaliser des précipitations du complexe protéique associé a Kvl, dans differentes
régions cérébrales, et en particulier dans le cortex M1 et 1’hippocampe.

- L’hypothése d’une réponse auto-immune hétérogene dans I’ensemble du cerveau, avec
par exemple une concentration d’anticorps ou de cellules B différente selon les régions
cerébrales, parait peu probable. Une réponse homogene lors d’injections de DTX dans
différentes structures cérébrales pourrait aller dans le sens de cette hypothése, si ces
injections déclenchent des crises d’aspect électrique similaire, mais avec des symptoémes

différents dus a la différence fonctionnelle des régions injectées.

Il serait intéressant d’examiner dans quelle mesure la spécificité de 1’inhibition des
canaux Kvl est requise pour déclencher des TDS. Etant donné que les TDS sont
pathognomoniques des EAI a anti-LGI1, on s’attend a ce que le phénomeéne qui les déclenche
soit spécifique de LGI1, et que I’inhibition d’autres canaux potassiques ne permette pas de
reproduire les TDS. Cette hypothése pourrait étre testée par exemple avec des injections
d’AmmTx3, une toxine qui inhibe spécifiquement les canaux Kv4 (Maffie et al. 2013), des
canaux potassiques qui médient un courant de type A (Birnbaum et al. 2004). Ces questions sur
la spécificité du courant impliqué dans ces crises sont importantes pour la compréhension

physiopathologique, mais aussi dans le but de développer a terme des traitements spécifiques.

Nous avons montré que la rétigabine, un agoniste des courants potassique dépendants
du voltage (Varghese et al. 2021) connu comme étant efficace sur les épilepsies focales
(Gunthorpe et al. 2012), était efficace pour bloquer les crises induites par la DTX. Cet effet
pourrait provenir d’une compensation de certains des changements neuronaux déclenches par
le déficit en Kv1.1. Ces résultats suggerent une nouvelle approche thérapeutique possible qui

pourrait, en association avec I'immunothérapie, étre utilisée pour traiter les crises au stade
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précoce de I’EAI a anticorps anti-LGI1. En effet, ’immunothérapie, qui a prouvé son efficacité,
ne bloque les crises qu’aprés plusieurs semaines, voire plusieurs mois (de Bruijn et al. 2019).
Pendant ce temps, les patients continuent a présenter des crises, handicapantes, et pouvant étre
responsables de séquelles irréversibles. Ainsi, le traitement précoce des crises chez les patients
est un enjeu majeur dans cette EAI. La prescription de rétigabine est actuellement suspendue
en raison d’effets secondaires importants (Clark et al. 2015). Néanmoins, il s’agit d’effets
secondaires a long terme, qui surviennent apres plusieurs années (Clark et al. 2015). Dans le
cas des EAI a anticorps anti-LGI1, le traitement devrait se limiter a quelques mois, le temps
gue I’'immunothérapie, agisse. Du fait des effets secondaires importants de la rétigabine et de
son retrait du marché, notre étude n’est pas suffisante pour suggérer 1’utilisation de la rétigabine
dans les EAI a anti-LGI1, mais elle montre que le modéle animal pourrait étre utilisé dans des

études futures pour rechercher et développer de nouveaux traitements.
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Abstract:

Leucine-rich, glioma inactivated 1 (LGI1) is a secreted glycoprotein, mainly expressed
in the brain, and involved in central nervous system development and physiology.
Mutations of LGI1 have been linked to autosomal dominant lateral temporal lobe
epilepsy (ADLTE). Recently auto-antibodies against LGI1 have been described as the
basis for an autoimmune encephalitis, associated with specific motor and limbic
epileptic seizures. It is the second most common cause of autoimmune encephalitis.
This review presents details on the molecular structure, expression and physiological
functions of LGI1, and examines how their disruption underlies human pathologies.
Knock-down of LGI1 in rodents reveals that this protein is necessary for normal brain
development. In mature brains, LGI1 is associated with Kvl channels and AMPA
receptors, via domain-specific interaction with membrane anchoring proteins and
contributes to regulation of the expression and function of these channels. Loss of
function, due to mutations or autoantibodies, of this key protein in the control of
neuronal activity is a common feature in the genesis of epileptic seizures in ADLTE
and anti-LGI1 autoimmune encephalitis.

Keywords: LGI1; Kvl; AMPA receptors; genetic epilepsy; autoimmune encephalitis

1. Introduction

The epilepsies affect more than 1% of the world population and have diverse causes
and prognoses. While mutations of genes encoding ion channels are the most frequent
cause of inherited epilepsies, other mechanisms may be involved. For instance
leucine-rich, glioma inactivated 1 protein (LGI1) is a secreted synaptic protein and
mutations of LGI1 are associated with autosomal dominant lateral temporal lobe
epilepsy (ADLTE) [1-3]. In addition, auto-antibodies against LGI1 are linked to an
autoimmune encephalitis (AE). It is becoming clear that such auto-immune disorders
are responsible for many unexplained drug-resistant epilepsies [4-6]. AE with anti-
LGI1 antibodies is the second most frequent type of AE, and is characterized by limbic
encephalitis associated with pathognomonic tonic-dystonic seizures (TDS) [7-10].
LGI1 is a member of the LGI protein family. This family consists of secreted
glycoproteins with a leucine-rich repeat (LRR) domain and an epitempin (EPTP)

domain, which influence several aspects of nervous system development and
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physiology [11]. LGI1 was initially described as a putative tumor suppressor, since it
was found at a chromosomal translocation breakpoint in a glioma cell line [12]. LGI1
was also underexpressed in glioblastoma cells [12-14] and reduced tumor cell
proliferation and migration [15—-17]. However, the link to cancer remains controversial.
LGI1 is expressed at low levels in glial cells [18], and tumors are not associated with
either ADLTE [19] or with the AE linked to LGI1 auto-antibodies [20].

This review first examines the molecular structure, expression and physiological
functions of LGI1. We then discuss how disruption of LGI1 functions, due to either
genetic mutations or auto-antibodies, contributes to genetic or autoimmune epileptic

syndromes.

2. Structure, expression of LGI1 and molecular partners

2.1. LGI1 structure and domain organization

The human LGI1 gene, located in the chromosomal region 10924, is 39.6 kb long and
consists of eight exons and seven introns. It encodes a 2.2 kb transcript. The mouse
LGI1 gene shares 91% of its nucleotide sequence with its human orthologue, resulting
in 97% amino acid sequence identity [12, 21]. LGI1 is a protein of 557 amino acids with
a molecular weight of 64kDa [12]. It includes an N-terminal leucine-rich repeat (LRR)
domain and a C-terminal epitempin repeat (EPTP) domain, also called epilepsy-
associated repeat (EAR) domain (Fig. 1). LGI1 has no transmembrane domain, and
cleavage of the signal peptide at the N-terminal extremity produces a mature protein
of 60kDa. LGI1 is a secreted glycoprotein [1-3, 22, 23]. Before secretion, LGI1 is N-
glycosylated on the N192, N127 and N422 residues in the endoplasmic reticulum [3,
24].

The LRR domain is composed of four leucine-rich patterns, each of 24 amino
acids, and has a cysteine cluster on each side. It is coded by exons 1 to 6 [21, 25, 26].
The EPTP domain is coded by the exons 7 and 8. It contains a seven-bladed beta-
propeller, with each blade composed of four-stranded antiparallel 3-sheets of around
45 amino acids [26-29]. LRR and EPTP domains are both thought to mediate

interactions with other proteins [28, 30].
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2.2. LGI1 expression profile

Various commercial antibodies directed against LGI1 have been shown to cross-react
with other members of the LGI protein family [1, 24, 31, 32]. This lack of specificity
might seem to preclude analysis of LGI1 protein distribution by immunohistochemistry.
However, anti-LGI1 antibodies purified from auto-immune encephalitis patients are
known to be specific [33, 34].

In mouse and human tissue, LGI1 transcripts are expressed at high levels in the
brain, at moderate levels in spinal cord and peripheral nerves, and are not detected in
heart, liver, lungs, placenta, or pancreas [12, 25, 35, 36]. In mouse brain, LGI1
expression is higher in neurons, than in glial cells [24, 35, 37]. LGI1 is expressed by
both excitatory and inhibitory neurons. Ohkawa et al. [33] used dual hybridization in
situ to show that in mouse hippocampus, LGI1 mRNA was coexpressed with vGIuT1,
the vesicular glutamate transporter 1, specific to excitatory neurons, and also with
GADG67, glutamate decarboxylase 67kD, an inhibitory cell marker.

In adult mice, LGI1 mRNA levels are most high in the hippocampus, other limbic
structures and neocortex. Hippocampal mRNA signals are most strongly associated
with CA3 pyramidal cells and granule cells of the dentate gyrus, with lower expression
in the CA1 subfield [1, 38—40]. The application of serum and cerebrospinal fluid (CSF)
lgG from anti-LGI1 AE patients to mouse brain sections, revealed strong LGI1 labeling
in hippocampal neuropil [7, 33]. In slices from LGI1” mice hippocampus, viral re-
expression of LGI1 showed expression in both axons and dendrites [41]. A spatially
restricted expression suggested LGI1 is secreted in paracrine fashion. LGI1 has been
shown to be enriched at synapses [42, 43] and the axon initial segment of hippocampal
neurons [44, 45].

LGI1 mRNA is expressed in diverse neocortical areas, with some variability
between layers: cortical layers V-VI have higher expression levels than layers I-IV. In
adult mice, LGI1 transcripts are detected in the amygdala, piriform cortex, entorhinal
cortex and cerebellum. In the cerebellum, anti-LGI1 antibodies from AE patients induce
labeling at basket cell synapses and on the soma of Purkinje cells. LGI1 transcripts
are absent or expressed at low levels in the olfactory bulb, diencephalon and brainstem
[2, 7, 36, 38—40].

A developmental time profile of LGI1 expression has been resolved using

Western blot analysis of mouse brain lysates. It shows LGI1 protein first appears during
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late embryonic development (E15) and increases until adulthood [2, 37, 46—49]. During
embryogenesis, LGI1 expression is not restricted to differentiated neurons but is rather
diffuse [31, 49]. This diffuse expression seems to be regulated in a spatial and temporal
manner [31]. LGI1 is associated with certain immature migrating neurons [31]. This
orchestrated time profile sustains the idea that LGI1 plays a significant role in normal

brain development (cf. paragraph 3.1).

2.3. LGI1 molecular partners

2.3.1. LGI1 protein network

Protein partners of LGI1 have been identified by affinity purification in knock-in (KI)
mice expressing an epitope-tagged LGI1 protein. Partner proteins from the precipitated
complex linked to LGI1 were identified by mass spectrometry and Western Blot [50].
The most abundant proteins identified in this way were ADAM22 (A Disintegrin And
Metalloproteinase 22) and ADAM23. Less abundant proteins included ADAM11,
postsynaptic membrane-associated guanylate kinase proteins (MAGUKs: PSD95,
PSD93 and SAP97), Kv1 channels, presynaptic scaffolding proteins (CASK and Lin7),
and the 14-3-3 protein, a known partner of ADAM22 [50, 51]. Some of the identified
proteins share some functional attributes with LGI1. As we will describe, genetic
disruptions of LGI1 produce animals which exhibit generalized epileptic seizures during
early postnatal life [47, 50, 52]. Similar seizures were seen in animals in which
ADAM11 [53], ADAM22 [54], ADAM23 [55] and KCNA1 and KCNAZ2 - which code for

Kv1 channel subunits - [56, 57] genes are inactivated.

2.3.2. Membrane receptors for LGI1: ADAM11l, ADAM22,
ADAM23 and Nogo receptor 1

ADAM proteins

Members of the ADAM protein family are components of multi-molecular protein
complexes which include LGI1 [50]. The extracellular domain of ADAM proteins
contains a metalloproteinase-like domain, a disintegrin domain, a cysteine-rich domain
and an epidermal growth factor (EGF)-like domain. Three ADAM proteins (ADAM22,
ADAM23 and ADAM11) bind to LGI1 and are exclusively expressed in the CNS [58].
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They all lack a zinc-binding motif resulting in a catalytically inactive metalloproteinase
domain due to the absence of critical amino acids at this site [58—60].

Further insight into the nature of the multi-molecular protein complex was
obtained by immunoprecipitation based on tagged ADAM22 rather than LGI1 [43].
Affinity purification showed that partner proteins included LGI family members (LGI1 to
LGI4), ADAM proteins (ADAM11, ADAM22 and ADAM23), pre and postsynaptic
MAGUKSs and scaffold proteins, presynaptic Kvl channels, and the 14-3-3 protein
partner of ADAM22. Close similarities of protein complexes based on tagged LGI1 or
ADAM22 suggest they form part of the same pathway.

PSD95, a protein of the MAGUK family, is another component of the multi-
molecular protein complex. PSD95 acts as a postsynaptic anchor for proteins at
excitatory synapses. It contributes to synaptogenesis and synaptic plasticity among
other processes [61]. Immunoprecipitation based on PSD95 recovers LGI1 and
ADAM22, but not ADAM11 and ADAM23 [2]. The basis for this difference is that an
alternatively spliced version of ADAM22 contains an intracellular C-terminal PDZ
binding motif which interacts with the third PDZ domain of PSD95 but is absent from
ADAM11 and ADAM23 [55]. Binding to PSD95, suggests ADAM22 and LGI1 are
localized at the postsynaptic side of the synaptic cleft. Time-lapse imaging of mCherry
tagged ADAM22 and ADAM23 in cell culture, provides further support for a
postsynaptic location of ADAM22 and suggests that ADAM23 may be located
presynaptically. Axonal transport of ADAM23 was largely anterograde, while ADAM22
was predominantly transported in a retrograde sense [45]. However, this assumed
localization may not be completely resolved. ADAM22 is also enriched presynaptically
in the axonal compartment at the axon initial segment [45]. Further studies may bring
clarification.

ADAM proteins act as chaperone-like proteins for LGI1 as well their role in
anchoring LGI1 to the cell membrane. They participate in LGI1 maturation and N-
glycosylation processes [45]. Furthermore, ADAM22 and ADAM23 colocalize with
LGI1 in axonal transport vesicles [45], suggesting possible interdependent interactions
for their transport and subcellular distribution. Membrane expression of LGI1 is strongly
decreased in ADAM227 and ADAM23” mice [62], as is ADAM22 and ADAM23
expression in LGI1” animals [50, 62], providing further evidence for interactions

between ADAM family proteins and LGI1.
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Nogo Receptor 1 (NgR1)

The Nogo receptor 1, NgR1, is coded by the RTN4R gene. It is a 473 amino acid
protein, which contains a signal peptide, eight LRR domains, an LRR C-terminal
flanking domain cysteine rich, a unique region and a glycosylphosphatidylinositol
membrane anchorage site [63]. NgR1 interacts directly with LGI1 [48, 64]. It co-
immunoprecipitates with ADAM22 from rat brain lysate suggesting functional
interactions exist [48]. However, it is not present in the multi-molecular protein complex
recovered by LGI1 purification, nor in those purified by immunoprecipitation based on
tagged ADAM22, Kv1, or PSD95 [2, 43, 50, 65]. The absence of NgR1 in these protein
complexes is hard to explain. Possibly NgR1 binding to LGI1 is weaker than that to the
ADAM receptors and associated proteins.

The NgR1-ADAM22 complex facilitates binding of LGI1 to ADAM22 [48].
However, LGI1 also binds NgR1 independently in HEK293T cells [48]. In this way LGI1
acts as a competitive inhibitor of NgR1, antagonizing the effects of growth inhibition
mediated by the ligands Nogo66, myelin-associated glycoprotein (MAG) and
oligodendrocyte myelin glycoprotein (OMPG) [48].

2.3.3. Trans-synaptic assemblies of LGI1

Immunoprecipitation studies suggest that LGI1 interacts with both pre and postsynaptic
molecules. It is co-immunoprecipitated with presynaptic anti-Kv1.1 antibodies [65], and
with postsynaptic anti-PSD95 antibodies [2]. In addition, both pre and postsynaptic
proteins are present in the LGI1-purified multi-molecular complex [50]. Moreover,
ADAM22 and ADAM23 co-immunoprecipitated from wild-type mice brain lysates but
not those derived from LGI17 mice [50]. Based on this evidence, the LGI1 protein has
been suggested to form a trans-synaptic bridge between the ADAM23 and ADAM22
proteins [50].

Superresolution imaging has recently provided more details on interactions
between LGI1 and ADAM22 using an epitope-tagged ADAM22 KI animal [26]. Cryo-
electron microscopy demonstrated 1.1, 2:2 and 3:3 ADAM22-LGI1 complexes in
solution, in a ratio of approximately 6:3:1. Crystallization of the 2:2 ADAM22-LGI1-
LGI1-ADAM22 hetero-tetramer [26] showed that LGI1 binds to the metalloproteinase-
like domain of ADAM22 via its EPTP domain. This LGI1-EPTP domain alone is
sufficient to mediate ADAM22 binding. This binding is mediated by interactions
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between the amino acids Trp398, Tyr408 and Tyr409 of ADAM22 and a hydrophobic
pocket in the EPTP beta propeller of LGI1. The LGI1-ADAM22 complex dimerizes
through binding between LRR domains of pairs of LGI1 molecules, thus forming 2:2
dimer-of-dimer heterotetramers [26] (Fig. 2A).

This dimerization is consistent with a trans-synaptic role for 2:2 ADAM22-LGI1
assemblies. The length of the 2:2 heterotetramer is estimated at 19 nm [26], which is
close to the size of the synaptic cleft [66]. Different LGI1-ADAM complexes could be
possible since LGI1 may similarly bind to ADAM22, ADAM23 and ADAML11 [26, 29].
Experimental evidences for the existence of this trans-synaptic complex in vivo, and of
the association with different ADAM proteins, remain to be conclusively demonstrated.

In addition to the trans-synaptic complex, LGI1 is also enriched at the axon initial
segment, where it colocalizes with ADAM22 and Kv1 channels [44, 45]. Complexes at

this site may involve 1:1 or 3:3 ADAM-LGI1 assemblies.

3. Physiological functions of LGI1

3.1. Role of LGI1 during development

3.1.1. LGI1 is required for a normal brain development

LGI1 is expressed during late development in the mouse and expression increases to
reach a peak during the first two postnatal weeks (cf. paragraph 2.2). A role for LGI1
in brain development was inferred from structural abnormalities in animals from which
LGI1 is genetically deleted. The cortex of early postnatal LGI17- mice (P7-P20) shows
a diffuse dysplasia together with an abnormal neuronal layer organization [67]. Cortical
dysplasia is also induced by conditional inactivation of LGI1 in nestin immunopositive
cells, but not in GFAP cells, CAMK2a cells or parvalbumin cells [68]. This data
suggests that cortical malformations may result from a loss of LGI1 function in neuronal
precursor cells during development. In a different LGI17- mouse, cortical malformations
were not observed but neuronal loss occurred in the CA1 and CA3 areas, and the
thickness of the granule cell layer was enhanced with neuronal dispersion [47]. Defects
in cerebellar foliation have been detected in P2-P4 LGI1” animals together with a

reduction in thickness of the external granule cell layer [69].
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3.1.2. LGI1 enhances neurite growth and synapse formation
and maturation

LGI1 controls synapse numbers and activity. In LGI17- mice, cortical and hippocampal
neurons receive fewer synapses and synaptic signaling is reduced [64, 67].
Conversely, application of LGI1 to cultured hippocampal neurons over 6 days
increased synapse numbers [64]. LGI1 stimulates dendritic growth of neurons in
culture, and enhances axonal growth by suppressing myelin-induced growth cone
collapse [48, 55].

Interactions between LGI1 and the Nogo receptor 1, NgR1, (cf. paragraph 2.3.2)
are suggested to mediate these effects on axonal and dendritic growth and also on the
formation and maturation of synapses [64]. When occupied by its myelin-derived
agonist ligands, NgR1 activates RhoA signaling. This small GTPase acts to limit
synapse numbers in development [70], and is crucial for normal neuronal
morphogenesis [71]. Hippocampal neurons of NgR1” mice receive more synapses
than control mice [64]. Work on LGI17- mice suggests that LGI1 inhibits RhoA activation
via NgR1 [64]. Thus, the NgR1-LGI1 balance would regulate RhoA activity during
development, and in this way affect synaptic number and function.

LGI1 may also affect neuronal maturation through its interactions with proteins
of the ADAM family. Indeed, LGI1-ADAM22 and LGI1-ADAM23 interactions have been
shown to influence neuronal development [55]. Furthermore, NgR1 and ADAM22
interact directly, although it is not clear whether ADAM proteins and NgR1 participate
in independent LGI1-associated pathways, or function as co-receptors for LGI1. Both
arrangements may coexist.

Distinct LGI1” mouse strains have provided opposite evidence on LGI1
influences on neuronal process growth and synaptogenesis [42, 62]. Electron
microscopy provided no evidence for that dendritic growth or synaptogenesis were
altered in different LGI17- mice. The reasons for these inconsistencies are unknown,
and further work is needed to understand differences between animals with LGI1
deletions.

3.1.3. LGI1 regulates neuronal myelination

Electron microscopy examination of LGI1” mice has suggested LGI1 facilitates
myelination in the central and peripheral nervous system [72]. Recent data has shown

that LGI1 controls the differentiation of oligodendrocyte precursor cells [37]. In LGI17
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animals the expression of TSC1 (tuberous sclerosis complex 1) was reduced,
upregulating activity of the mTORC1 complex in oligodendrocytes. Since mTORC
activity is known to affect CNS myelination [73], over-activation in LGI1”- mice should

tend to reduce myelination [37].

3.2. Roles of LGI1 in the control of neuronal ion channels

3.2.1. LGI1 regulates presynaptic voltage-dependant K*
current through Kv1l channels

Kv1 channels are a family of K* channels, which are expressed as protein tetramers of
4 alpha subunits, each with 6 transmembrane domains. Eight alpha subunits have
been described so far (Kvl.1 - Kv1.8). They can assemble into homotetramers or
heterotetramers. Different combinations control the biophysics, pharmacology and
dynamics of K* currents and also sites of membrane insertion and channel mobility
[74]. Alpha subunits may be associated with accessory intracellular beta subunits
which modify channel properties and currents [75]. Kvl channels are expressed
ubiquitously and exhibit great diversity in expression, topography, and associated
subunits [74, 76]. Expression levels are high in axons and terminal boutons as well as
somata and dendrites. Kvl channels are enriched and colocalize with LGI1 in axon
initial segments [44, 45].

K* currents mediated by Kvl channels activate at membrane potentials near
neuronal firing threshold [77] thus operating to prevent hyperexcitability by limiting and
delaying neuronal firing [78, 79]. Kv1l channels control action potential shape, timing
and frequency and transmitter release from axonal terminals [79-82]. Kv1.1 subunits
tend to promote fast activating, slowly inactivating outward K* currents in response to
depolarization [74], which are blocked by the specific inhibitor dendrotoxin-K [83, 84].

Interactions between Kv1 and LGI1 suggest that LGI1 affects Kvl expression
and functional properties. Co-immunoprecipitation studies with anti-LGI1 antibodies
precipitate  Kvl channels, and reciprocally LGI1 protein was isolated in co-
immunoprecipitation work based on anti-Kv1.1 antibodies [50, 65]. However LGI1 does
not bind directly to Kv1, but interactions are mediated indirectly via proteins of the
ADAM family and PSD95-like MAGUKSs [43]. LGI1 does not interact in the same way
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with all different Kva1 subunits. In LGI17- mice, Kv1.1 and Kv1.2 expression, but not that
of Kv1.4 and Kv1.6, was considerably reduced [44, 85].

Functional interactions between LGI1 and Kv1.1 were first described by Schulte
et al. in a heterologous expression system [65]. LGI1 potentiated K* currents by
blocking fast-inactivation of Kv1l.1 channels, which is mediated by the beta subunit
KvB1. Similarly, LGI1, associated with ADAM22, potentiates K* currents in HEK293
cells transfected with Kv1.1/Kv1.4 [86]. Furthermore in LGI17- mice, axonal expression
of Kvl.1 channels in CA3 pyramidal cells is strongly decreased, as well as Kvl.1
currents, which increases neuronal excitability [44]. Dendrotoxin-K, the specific Kv1.1
antagonist, increases neuronal excitability and transmitter release in wild-type
neurons, but not in neurons lacking LGI1 [44], confirming that LGI1 acts on Kvl1.1

channels.

3.2.2. LGI1 regulates postsynaptic AMPA-R channels

Glutamate-activated ionotropic AMPA receptors (AMPA-R) underlie fast, excitatory
synaptic transmission in the mammalian brain. They are heterotetramers formed by
diverse assemblies of AMPA-receptor subunits GIuR1 to GluR4. When activated by
synaptically released glutamate, ion flux through a membrane pore opened in the
receptor mediates a postsynaptic excitatory current [87].

While the multi-molecular protein complex derived by immunoprecipitation of
tagged LGI1 did not contain AMPA-R, it did contain PSD95 and SAP97 [50], which
both interact with AMPA-Rs. PSD95 is a scaffolding protein, which stabilizes AMPA-R
at the postsynaptic membrane [61]. It binds, through its two first PDZ domains, to
stargazin protein which in turn binds to AMPA-R subunits [88]. SAP97 is another
anchoring protein of the MAGUK family. It binds directly through its second PDZ
domain, to a PDZ ligand motif on the C-terminus of the GIUR1 subunit [89]. An
alternatively spliced version of ADAM22 also possesses a C-terminal cytoplasmic PDZ
ligand motif which binds to the third PDZ motif of PSD95 [2].

PSD95 overexpression increases the number of AMPA-R expressed at
postsynaptic sites and so increases the amplitude of synaptic events [61, 88]. This
effect was abolished in LGI17- mice and in KI mice expressing a mutated version of
ADAM22 without its PDZ binding site to PSD95 [41, 43]. These data suggest that both
LGI1 and ADAM22 are needed for PSD95 membrane anchoring of AMPA-R.
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Postsynaptic stabilization of AMPA-R is thus indirectly linked to LGI1, via complexes
of either ADAM22-PSD95-stargazin or ADAM22-PSD95-SAP97.

LGI1 may also regulate AMPA-R mediated synaptic currents. Application of
LGI1 protein to acute slices of rat hippocampus enhanced EPSC amplitudes [2].
Inversely, AMPA-R currents decreased in slices from LGI1”- mice or from animals
expressing mutated ADAM22 [41, 43, 50]. Moreover, AMPA-R currents were restored
by LGI1-expressing lentivirus injections in hippocampal slice culture from LGI17- mice
[41]. Thus LGI1 directly enhances postsynaptic events presumably by recruiting
AMPA-Rs to postsynaptic sites. AMPA-R decrease in LGI1 mice was not a
consequence of seizures in these animals, as the study of Lovero et al. [41] reported
AMPA-R alteration in P8 mice, before the emergence of spontaneous seizures (cf.
paragraph 4.1.2).

Some of these findings have been disputed in work with other strains of LGI1
mice. Other studies reported no differences in AMPA-R expression or in EPSC
properties compared to control mice [42, 52]. The reasons for those discrepancies
remain unclear. However, a number of different approaches, including LGI17 mice,
ADAM22 KI mice expressing a non-functional ADAM22, as well as PSD95
overexpression in LGI17- and ADAM22-mutated mice, tend to conclude that LGI1 acts
on molecules that stabilize AMPA-Rs at post-synaptic sites and so enhances the
number of receptors expressed. These findings are congruent with data from protein

interaction studies.

4. Human pathologies related to LGI1 disruption

4.1. Genetic disruption of LGI1

4.1.1. Autosomal dominant lateral temporal lobe epilepsy
(ADLTE)

In 1995, Ottman et al. reported a familial focal epilepsy with autosomal dominant
inheritance linked to chromosome 10q [90]. Predominant auditory features were
suggestive of a lateral temporal lobe onset. LGI1 mutations were identified a few years
later in several families with autosomal dominant lateral temporal lobe epilepsy [25,

35, 38]. Although heterozygous mutations in reelin, RELN, have also been reported in
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ADLTE families [91], LGI1 mutations remain predominant and are identified in about
one-half of cases [35, 38, 92]. A reduced penetrance around 70% is described [25, 35,
38, 92-94].

The first symptoms of ADLTE occur during adolescence or early adulthood.
Focal aware seizures - formerly known as ‘auras’ - with auditory features are the most
suggestive manifestations. Ictal auditory symptoms are reported in 62% of patients and
seizures are reportedly triggered by sudden sounds, such as a phone ringing for about
20% of them [93]. Initial ictal symptoms include simple sounds such as buzzing, ringing
and humming, or more complex hallucinations such as voices or music. Positive or
negative auditory illusions include altered sound volumes or frequencies. Patients may
experience other less common types of focal aware seizures: visual or olfactory
hallucinations, dysmnesic features (déja-vu), or vertigo. 20% of patients describe ictal
aphasia [93] as a receptive aphasia, formerly called Wernicke’s aphasia. Focal to
bilateral tonic-clonic seizures affect about two thirds of patients [93]. Brain MRI scans
are frequently normal, while EEG records may reveal temporal epileptiform activity.
ADLTE is generally well controlled by antiepileptic drugs. However drug treatment

must be maintained for life since relapses are frequent when drugs are withdrawn.

4.1.2. LGI1 mutations: a loss-of-function pathophysiology

At least 45 distinct mutations of LGI1 have been identified in ADLTE patients. Lists of
mutations were published in 2016 and 2020 [95, 96], and no new mutations of LGI1
have been reported since 2020. Of the 45 mutations, there are 30 missense (67%), 7
frameshift (16%), 4 in splicing donor or acceptor sites (9%), 2 nonsense (4.5%) and 2
microdeletions (4.5%). The mutations are homogeneously distributed throughout the
LGI1 sequence, with no specific domain preference (Fig. 1).

Three lines of LGI17- mice have been generated to model pathophysiological
effects of a genetic loss of LGI1 function [47, 50, 52]. They exhibit similar behavioral
phenotypes. Spontaneous generalized epileptic seizures appeared during the second
postnatal week at a frequency of approximately one per hour. Ictal EEG events
originated earlier in the hippocampus than in the cortex [47]. Weight gain in these
young animals was strongly reduced when seizures emerged and LGI1” mice died
prematurely during the third postnatal week [47, 50, 52]. No spontaneous epileptic

seizures have been observed in LGI1*" mice. Their survival was normal, as was their
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fertility [47, 50, 52]. However, at one month, they were more sensitive than LGI1**
mice to the induction of seizures by the convulsant pentylenetetrazole (PTZ) [50] and
by sound stimulation [47]. Thus, LGI1 loss of functions leads to an epileptic phenotype,
in a gene-dose dependent manner.

The function of LGI1 mutations associated with ADLTE has been assessed.
Frameshift, splice-site, nonsense and deletion mutations seem likely to induce loss of
function since protein sequences are strongly altered. Most missense mutations tested
(21/24) show defects in secretion while 3/24 are secretion competent [96]. The loss of
secretion may result from abnormal protein conformations which would lead to
premature degradation by quality control machinery. This hypothesis was tested for
the E383A mutation, with a transgenic LGI17- model made to express the mutated
protein [62], and also for the L385R mutation, in a transgenic rat model [97]. Both
animal models exhibited generalized seizures and died prematurely between the
second and fourth week of life. Both mutated proteins were unstable and prematurely
degraded. The chemical corrector, 4-phenylbutyric acid, which acts to stabilize
misfolded proteins, improved secretion of the mutated LGI1 and reduced seizure
susceptibility in LGI1-E383A mice, confirming conformational alterations of the LGI1-
E383A protein [62].

The three secretion-competent LGI1 mutations were also functionally assessed.
The S473L mutation impairs LGI1 binding to ADAM22 but not to ADAM23 [26, 62]. The
R474Q mutation did not alter LGI1-ADAM22 or LGI1-ADAM23 binding, but did
suppress LGI1 dimerization [26]. The third secretion-competent LGI1 mutation,
R407C, did not affect LGI1-ADAM binding, or LGI1-LGI1 binding. Lethal epilepsy was
not detected in LGI17 mice crossed with transgenic mice to overexpress wild-type
LGI1 [50]. Expression of LGI1-R407C in LGI1” mice rescued the phenotype, as
observed with re-expression of wild-type LGI1. Such a rescue did not occur with the
S473L and R474Q mutations [26, 62]. These data suggest that the R407C mutation is
non-pathogenic. In contrast, for the pathogenic but secretion-competent mutations
S473L and R474Q, function is lost but with no major effects on protein conformation.
If the R407C mutation is not pathogenic, could its detection in one ADLTE family [98]
be a false-positive? Possibly mutation of a different gene, such as reelin [91], might be
involved in this family.

In summary, most LGI1 mutations induce a loss of function which is independent

of the type of mutation and its localization in the gene, leading to the epileptic disease.
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Genotype-phenotype correlations are therefore absent. No differences were found
between truncating and missense mutations, or between the mutations from different
sites along the gene. No correlation has been established between different mutations
and their respective penetrance [95, 99, 100]. In addition, the behavioral phenotype of
LGI1*- mice overexpressing LGI1-S473L or LGI1-R474Q was similar to that of LGI1*-
mice, indicating the absence of dominant-negative effects [62].

4.2. Autoimmune disruption of LGI1

4.2.1. Autoimmune encephalitis associated with antibodies
directed against LGI1

An AE with antibodies targeting the LGI1 protein was reported in 2010 [7, 9]. Before
this report, a group of AE syndromes involving central and peripheral nervous systems
had been identified and related to antibodies directed against the voltage-gated
potassium channel complex, or VGKC [101]. Anti-VGKC antibodies were later shown
to target either LGI1 or contactin-associated protein-like2 (CASPR2), which are two
protein members of the VGKC complex [7, 9]. The term ‘anti-VGKC encephalitis’ has
now been redefined as two distinct subgroups - anti-LGI1 encephalitis and anti-
CASPR2 encephalitis - with distinct symptoms and prognosis.

Anti-LGI1 encephalitis is the second most common subtype of AE - related to
anti-neuropil antibodies - after anti-NMDA (N-methyl-d-aspartate) receptor
encephalitis. It represents about 25% (range, 17.6-34.6%) of all AE subtypes [102—-
106], and is the most frequently observed subtype in epilepsy units.

Demographic characteristics

Patients with anti-LGI1 encephalitis have a median age of 56-65 — which could explain
an association with Alzheimer’s disease — and are more often males than females in a
ratio of 2:1 [8, 10, 20, 107-112]. Data from several cohorts suggests a genetic
predisposition exists with a strong association to Human Leukocyte Antigen (HLA)
class Il alleles. HLA-DRB1*07:01 was found in 88-91% of patients [113—-116]. Non
carriers of this allele were younger (median age: 46), more frequently female, with

fewer psychiatric symptoms and less frontal lobe dysfunction [116].
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Clinical phenotypes

Two brain regions — motor cortex and the mesial temporal lobe - are mainly affected
by anti-LGI1 encephalitis and clinical phenotypes differ accordingly (Fig. 3) [10]. When
motor cortex is involved, tonic-dystonic seizures (TDS) are generated. They have also
been termed faciobrachial dystonic seizures (FBDS) and are pathognomonic of anti-
LGI1 encephalitis. When the mesial temporal lobe is involved, clinical symptoms are
indicative of a limbic encephalitis.

Clinical characteristics of TDS are described in Table 1 and supported by a
video recording in the Online Resource 1. The term tonic-dystonic seizure (TDS) is
preferred to faciobrachial dystonic seizure (FBDS) since face involvement may be
variable or absent. TDS events in video-EEG recordings are preceded by a specific
and highly reproducible slow wave [10, 117, 118]. This wave, which can be easily
missed, lasts around 500 ms and arises from fronto-central electrodes contralateral to
the TDS. EEG analysis using average montage and co-recording of EMG activity of
the corresponding muscles can help better identify this slow wave (Fig. 3, right). In
EMG records, the tonic component of the TDS is characterized by a ‘rhombus’-like
shape of duration 1-2 sec. Polymyographic records revealed two different EMG profiles
associated with TDS [10]. In 2/5 patients, EMG activity was continuous, corresponding
to a purely tonic spasm. In 3/5 patients, EMG activity consisted of short rhythmic bursts
corresponding to a tonic spasm with superimposed short duration (20-40 ms)
myoclonus. The temporal and spatial organization of the jerks was compatible with
rapid pyramidal conduction along the corticospinal pathway, as for cortical myoclonus.
Taken together, these features support a cortical origin for TDS. Finally, 18F-fluoro-
deoxy-glucose (18F-FDG) positron emission tomography (PET) showed a strong
increase of metabolism in contralateral primary motor cortex (Fig. 3, right) [10]. These
observations suggest TDS originates in motor cortex. A strong bilateral striatal
hypermetabolism is detected in AE linked to anti-LGI1. While the motor cortex
activation may generate the tonic phase of TDS, the striatum involvement might cause
the dystonic posture [119].

Limbic encephalitis (Fig. 3, left) is characterized by mesial temporal lobe
seizures and cognitive disorders of subacute onset (typically less than 3 months).
Patients with anti-LGI1 AE initially experience focal mesial temporal lobe seizures
(MTLS) with no loss of consciousness, mainly including vegetative symptoms

(ascending epigastric feeling, hot and cold feeling, pilo-erection), as well as sudden
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fear or anxiety, which may be misdiagnosed as psychiatric symptoms. Dysmnesic
symptoms (déja-vu, déja-vécu) can also occur, but rather in patients suffering from
epilepsy in relation to a hippocampal sclerosis as late sequelae, without any active
dysimmune encephalitis. The duration of seizures in patients with limbic encephalitis
is typically a few seconds, and their frequency may reach 30-40 per day. Thereafter,
focal seizures with impaired awareness and automatisms, and focal to bilateral tonic-
clonic seizures and status epilepticus may occur. Cognitive disorders associated with
limbic encephalitis center on memory impairment, largely involving episodic verbal and
visuospatial memories, due to hippocampal involvement. Confusion and disorientation
are encountered in case of bilateral involvement of mesial structures. Mean Mini-
Mental State Examination (MMSE) score is 20-23.5 points, indicating a mild cognitive
impairment [10, 111, 120, 121]. Hippocampal edema is evident on MRI scans made
early in an AE. It consists of T2 and FLAIR hypersignals associated with an increased
volume (Fig. 3, left). In later stages, signs of hippocampal sclerosis start to
predominate, including T2/FLAIR hypersignal associated with atrophy and loss of
internal structures. 18F-FDG PET highlights hippocampal hypermetabolism in active
limbic encephalitis. Frontal and temporal lobe hypometabolism is typical in patients
with cognitive impairment.

Hyponatremia is reported in about two thirds of AE patients (39-69%) [7, 9, 10,
20, 107, 109-111]. They result from a syndrome of inappropriate antidiuretic hormone
secretion (SIADH), which may originate from a hypothalamic involvement. Accordingly,
a link between hyponatremia and mesial temporal involvement with major cognitive
disorders was reported [8, 10]. Peripheral nervous system may also be involved.
Peripheral neuropathy and peripheral nerve hyperexcitability have been reported in
approximately 5-10 % of patients with anti-LGI1 encephalitis [20, 122]. Neuropathic
pain usually displays a length-dependent pattern and responds to immunotherapy
[122].

History of the disease

Anti-LGI1 encephalitis originates either in motor cortex or mesial temporal structures.
Later, both regions are affected (Fig. 4). Some patients first experience unilateral TDS,
which later becomes bilateral. Similarly, the mesial temporal lobe may first be affected
unilaterally before the encephalitis affects bilateral cortical structures and severe

cognitive impairment ensues. As knowledge on the syndrome improves, the delay
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between symptom onset and diagnosis has decreased, from about 12 months a
decade ago to 1-3 months at present. The disease usually follows a monophasic time
course, with rare long-term relapses. Relapses appear to occur in 25-41% of patients,
usually in the first year after recovery [123-125]. Sequels of an initial encephalitis
usually stem from a delayed diagnosis, associated with a temporal lobe involvement.
For instance an early hippocampal edema can evolve into hippocampal sclerosis and
induce MTLE. Epileptic seizures persist in about 20% of patients after treatment and
recovery from the encephalitis. Administration of corticosteroids may protect against
this evolution [110, 125]. In older patients, interaction with Alzheimer's disease
processes can aggravate cognitive dysfunction. CSF biomarkers should be explored

to understand such interactions.

Biological findings

Antibodies against LGI1 are mainly 1gG4 subtypes [126—128]. They can be identified
in both CSF and blood. Antibodies can sometimes be detected only in blood, notably
in isolated TDS. IgG4 are not pro-inflammatory antibodies, but rather mediate inhibitory
protein-protein interactions with their targets [129]. Unlike other AE syndromes, CSF
may be normal, and in contrast to anti-NMDAR AE, lymphocytic meningitis is not
observed. In order to exert their pathological effects on their antigens, autoantibodies
have to access the CNS. Entry of autoantibodies into the CNS can occur via diffusion
of IgG, or via the passage of B cells, from the periphery to the CNS, across the blood
brain barrier. B cell IgG synthesis has been demonstrated in the CNS [34]. It is not
known if this mechanism coexists with peripheral IgG diffusion to CNS, which is
suggested by the approximately 100 times more concentrated antibodies in the serum
compared to the CSF [130]. The role of inflammation in anti-LGI1 AE remains to be
clarified. Possibly ‘encephalopathy’ could be a better description since there may be
no direct inflammation, even if hippocampal edema is observed probably resulting from

inflammation due to excitotoxic processes [131] (Fig. 3, left).

Treatments

TDS and MTLE are poorly controlled by standard antiepileptic drugs [102, 127, 132,
133]. Immunomodulatory and immunosuppressive treatments acting on B lymphocytes
and immunoglobulins are more efficient. High doses of corticosteroids with intravenous

polyclonal immunoglobulins are often used as a first-line therapy; rituximab has also
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been used. Plasma exchange has been used in emergencies. Other drugs have also
been used, such as cyclophosphamide. However, there is no class 1 evidence for the

use of specific drugs.

4.2.2. Anti-LGI1 antibodies inhibit LGI1

When an antibody has been linked to an autoimmune disease, it is crucial to determine
whether it plays an active role in the pathophysiology or whether it is just an effective
biomarker. For anti-LGI1 AE, the absence of major inflammatory reactions in the CSF,
and 1gG4 subtype of most autoantibodies in patients (cf. paragraph 4.2.1) tend to favor
a humoral rather than a cellular dysimmune reaction. The reversal of symptoms by
immunotherapy also suggests that antibodies mediate AE, and not cytotoxic T
lymphocytes which would induce irreversible tissue lesions.

The effects of human anti-LGI1 antibodies have been studied on neurons, in
vitro and in vivo. Anti-LGI1 antibodies are polyclonal and recognize epitopes of both
the LRR and EPTP domains of LGI1 [33, 34, 130] which have recently been shown to
initiate distinct pathophysiological effects [34, 130]. Binding to the EPTP domain
impairs interactions between LGI1 and ADAM22 and also ADAM23. This disruption is
similar to that induced by the secretion-competent mutation S473L (cf. paragraph
4.1.2). In contrast antibody binding to the LRR domain induces internalization of LGI1
and its membrane receptors.

Antibody injections into mouse hippocampus or cerebral ventricles, reduce
expression of Kvl and AMPA-R channels after 7-14 days [130, 134], reproducing
effects observed in LGI1”- mice (cf. paragraph 4.1.2). AMPA-R expression was also
decreased after adding anti-LGI1 antibodies to rat hippocampal neurons in culture
medium [33]. Anti-LGI1 antibodies consistently increase neuronal excitability,
regardless of the domain targeted, in vitro [34] and in vivo [130, 134]. In vivo infusion
of antibodies in mice, reduces synaptic long-term potentiation [130, 134], and induces
reversible memory deficits [134].

Surprisingly seizures do not emerge, even if intracerebral anti-LGI1 antibody
injection in vivo decreases expression of Kvl and AMPA-R channels and increases
neuronal excitability [130, 134]. AE evolves over weeks or months, so perhaps a two
week exposure to antibodies, which decreased channel expression by ~15%, did not

suffice to trigger seizures [134]. For comparison, Kvl.1 expression was reduced by
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~50% from control in LGI1 KO mice that exhibited frequent generalized seizures [44,
85]. Thus, antibody infusion, critical to demonstrate pathogenicity, may not be the
optimal method to explore human epileptic phenotypes.

In summary, LGI1 autoantibodies change neuronal and synaptic function so as
to increase neuronal excitability. This loss of LGI1 function in AE is a
pathophysiological common point with changes induced by LGI1 mutations in ADLTE
patients (Fig. 2B). Seizures represent a common pathological point for AE and ADLTE,

even if many clinical symptoms differ sharply.

5. Conclusion

This review has explored consequences of the loss of function of LGI1, a feature
common to ADLTE, a genetic syndrome and AE, an autoimmune disease. Reduced
Kv1 currents due to loss of LGI1 function led to an increased neuronal excitability and
activity, in both genetic and autoimmune animal models, which seem likely to
contribute to epileptic disorders linked to LGI1.

LGI1 also controls AMPA-R expression. Precise details on mechanisms have
added support to this previously controversial hypothesis. However it remains unclear
how a reduced efficacy of fast synaptic excitation could favor the emergence of
seizures in the genetic syndrome ADLTE or in the immune related AE. The same
guestion remains to be answered for anti-AMPA-R AE patients, who may also exhibit
seizures in estimated 28% of patients [135]. One proposed mechanism involves a
specific decrease of AMPA-R activity in inhibitory interneurons [33]. However
conditional inactivation of LGI1 in either glutamatergic cells or in parvalbumin
containing interneurons [32] did not support this hypothesis. Conditional inactivation in
glutamatergic cells sufficed to trigger seizures, but deletion of LGI1 limited to
parvalbumin cells did not induce seizures. Thus seizures in LGI”- mice may depend on
an increased efficacy of excitatory cells rather than a disinhibitory reduction in
interneuron efficacy. A reduced AMPA-R expression could also be involved in some
non-epileptic symptoms of ADLTE and anti-LGI1 AE patients.

Evidence that LGI1 mutations induce an aberrant brain organization, with
abnormal neuronal and synaptic morphologies, suggests that subtle developmental
abnormalities may also contribute to seizures resulting from LGI1 mutations in ADLTE.

More severe epileptic phenotypes result when LGI1 is deleted during embryogenesis
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than when deletions are made during adult life [32]. Developmental effects might partly
explain different clinical profiles of ADLTE patients and anti-LGI1 AE patients, for whom
LGI1 is inhibited in a fully mature brain.

LGI1 has emerged as a major molecular influence on the regulation of brain
development, neuronal excitability and synaptic transmission and plasticity.
Comprehension of this physiology is crucial to understand normal brain function as
well as the pathophysiological syndromes reviewed here. Better understanding of the
physiology, pharmacology and biochemistry will open new therapeutic approaches,
such as targeting LGI1 molecular partners, or designing anti-epileptic drugs to target

the altered cellular and synaptic currents.
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€.329delC, exon 2 microdelelion r===m e mmmmmm e e 182T, A110D
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*Secretion competent mutations:
S473L,R474Q: loss-of-function
R407C: not pathogenic

Fig. 1 Domain organization of LGI1 and localization of mutations linked to
ADLTE. Mutations are distributed along the whole gene sequence, without domain-
preference. The list of mutations was compiled from Boillot and Baulac, 2016 [95] and
Yamagata and Fukai, 2020 [96]. SP: signal peptide (cleaved in mature protein); C:

cysteine cluster.
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Presynaptic terminal

autoantibodies

Postsynaptic terminal

Fig. 2 Synaptic organization of LGI1 and disruption by mutations and
autoantibodies. (A) Organization of LGI1 in a trans-synaptic complex with protein
partners, and indirect functional interactions with presynaptic Kvl channels and
postsynaptic AMPA-Rs. (B) Pathogenic disruptions of LGI1, either by loss-of-function
mutation or by autoantibodies. LGI1 alterations were shown to disrupt both Kvl
channels and AMPA-R expression and function. This could result from (1)
internalization of Kv1 channels with their protein complex [130], (2) a decrease in Kv1l
current, through fast-inactivation mediated by KvB1 [65, 86], (3) removal of Kvl
channels and AMPA-R from the synapse, or decreased expression [44, 85, 130, 134].
The loss of Kv1 currents enhances neurotransmitter release and so increases synaptic
glutamate levels. This may be the most promising candidate mechanism linking LGI1

disruption to seizures. We used Servier Medical Art to create the figure.
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Fig. 3 Two main targets of anti-LGI1 encephalitis: mesial temporal lobe and
motor cortex. Left, Mesial temporal lobe involvement. Hippocampal hyper-intensity
and edema can be found on the brain MRI (top left, coronal FLAIR image), as well as
focal temporal lobe seizures on EEG (middle left; arrows indicate the EEG channels
involved in the seizure), and hippocampal hypermetabolism on F18-FDG-PET (bottom
left; coronal view, superimposed on brain MRI). A striking bilateral striatal
hypermetabolism is often detected in anti-LGI1 encephalitis. Right, Motor cortex
involvement. Tonic-dystonic seizures (TDS) occur as in the top right (tonic contraction
of the right hemiface and arm). Concomitant scalp EEG shows a fronto-central slow
wave (middle right, black arrows) before the contralateral muscle contraction (white
arrow, right arm EMG). F18-FDG-PET (bottom right) shows a hypermetabolism located
on the primary motor cortex. F18-FDG-PET figures are reproduced with permission

from Navarro et al., 2016 [10].
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Fig. 4 Natural clinical history of anti-LGI1 encephalitis. At disease onset unilateral
motor cortex (unilateral TDS, top left) or mesial temporal lobe (isolated mesial temporal
lobe seizure, bottom left) may be equally affected structures. The further evolution is
characterized by bilateral involvement, leading to either bilateral TDS, or cognitive
disorders and MTLS. Finally, both structures, motor cortex and mesial temporal lobe,
may be involved. The figure is reproduced with permission from Navarro et al., 2016

[10].
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Duration Brief motor events around 1 sec

Location Unilateral hemiface and upper limb (i.e., FBDS), or unilateral

upper and lower limbs, and less frequently the trunk
Lateralization - One side at disease onset.
- Later, possibly both sides, usually independently.

- ‘A bascule’ TDS can also occur and consist in seizures

affecting on one side then the other one after a few seconds
Type of movement - Tonic component, which mimics epileptic spasms
disorders - Dystonic component, which can be seen in the fingers and

the hand, sometimes associated with brief automatisms
Consequences - Falls or ‘drop attacks’ when affecting lower limbs

- Vocalization when affecting the head

Consciousness Rarely associated with a loss of consciousness, but ‘classical
seizures from frontal or temporal lobes can emerge after

disease progression

Triggers Sometimes triggered by surprise (ring, etc.), movement or

strong (positive or negative) emotions
State of vigilance Occurring during both awakening and sleep stages

Evolution Progressive increase in frequency: from 1 TDS per week to 1

TDS every 2-3 min.

Table 1 Main characteristic of TDS in anti-LGI1 AE.

Online Resource 1 Video recordings of TDS in a patient with anti-LGI1 AE.
The patient presented both right and left TDS, as well as some ‘a bascule’ TDS

affecting one side then the other one after a few seconds.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The understanding of the excitotoxic processes associated with a severe status epilepticus (SE) is of major
24-hydroxycholesterol importance.

Cholesterol

Changes of brain cholesterol homeostasis is an emerging candidate for excitotoxicity. We conducted an overall
analysis of the cholesterol homeostasis both (i) in fluids and tissues from patients with SE: blood (n = 63, n = 87
controls), CSF (n = 32, n = 60 controls), and post-mortem brain tissues (n = 8, n = 8 controls) and (ii) in a mouse
model of SE induced by an intrahippocampal injection of kainic acid.

24-hydroxycholesterol levels were decreased in kainic acid mouse hippocampus and in human plasma and
post-mortem brain tissues of patients with SE when compared with controls. The decrease of 24-hydroxycholes-
terol levels was followed by increased cholesterol levels and by an increase of the cholesterol synthesis. Des-

Status epilepticus
Excitotoxicity

mosterol levels were higher in human CSF and in mice and human hippocampus after SE. Lanosterol and
dihydrolanosterol levels were higher in plasma from SE patients.

Our results suggest that a CYP46A1 inhibition could occur after SE and is followed by a brain cholesterol
accumulation. The excess of cholesterol is known to be excitotoxic for neuronal cells and may participate to
neurological sequelae observed after SE. This study highlights a new pathophysiological pathway involved in SE
excitotoxicity.

Lowenstein, 2011). The excessive and sustained activation of neurons
can induce excitotoxic processes. As a result, patients may present brain
atrophy on MRI, especially in hippocampal structures, with subsequent
severe neurologic sequelae, such as cognitive disorders (memory
impairment) and a further development of epilepsy (Rossetti et al.,
2006).

1. Introduction

Status epilepticus (SE) is a life-threatening prolonged epileptic
seizure (Trinka et al., 2015). In 25% of cases, SE is refractory (RSE) to
antiepileptic drugs (AED) and requires anesthetics (Rossetti and
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Abbreviations
24-OHc  24-hydroxycholesterol
25-OHc  25-hydroxycholesterol

ABC ATP-binding cassette
AED antiepileptic drug

ApoAl  apolipoprotein Al
ApoE apolipoprotein E
ARDS acute respiratory distress syndrome
BBB blood-brain barrier
CI confidence intervals
CONT controls

EC esterified cholesterol
EPI epileptic patients

f female

FC free cholesterol
FCONT functional controls
HDL-c  HDL-cholesterol

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A

ICU intensive care unit

KA kainic acid

LDL Low-density lipoprotein

Lp-PLA2 lipoprotein-associated phospholipase A2
LXR Liver X receptor

m male

NORSE new-onset refractory status epilepticus

non-refractory status epilepticus
PBS phosphate-buffered solution

PSRSE  prolonged super-refractory status epilepticus
RSE refractory status epilepticus

sD standard deviation

SE status epilepticus

SEM standard error of the mean

TC total cholesterol

TG triglycerides

UPLC-MS/MS ultra-performance liquid chromatography-tandem
mass spectrometer

The understanding of the pathophysiological mechanisms underly-
ing the excitotoxic processes is crucial to better manage the SE by
identifying new neuroprotective therapeutics and prevent neurological
sequelae that may impact the patient’s life quality. We focused on an
emerging pathway, the brain cholesterol homeostasis (de Freitas et al.,
2010). Brain cholesterol plays a major role in brain development, syn-
aptogenesis and neuronal activity by inhibition or potentiation of
voltage-dependent and ligand-gated ion channels activity (Bjorkhem
and Meaney, 2004; Dietschy and Turley, 2004; Korinek et al., 2015;
Levitan et al., 2014). Brain cholesterol is synthetized de novo, mostly by
astrocytes through the Bloch pathway and to a lesser extent in neurons
through the Kandutsch-Russel pathway (Mitsche et al., 2015; Zhang and
Liu, 2015). Then, cholesterol is transported by apolipoprotein E (ApoE)
to neurons. Cholesterol can’t freely cross the intact blood-brain barrier
(BBB) (Dietschy and Turley, 2004). Cholesterol is metabolized into 24-
hydroxycholesterol (24-OHc) by the neuron-specific cholesterol-24 hy-
droxylase enzyme, encoded by the CYP46A1 gene (Bjorkhem et al.,
1998; Ramirez et al., 2008). In contrast to cholesterol, 24-OHc can be
exported across the BBB and regulates the synthesis and the transport of
cholesterol by a negative feedback (Leoni and Caccia, 2013).

Disturbances in brain cholesterol homeostasis were reported in
neurodegenerative disorders where excitotoxicity plays a major role
(Boussicault et al., 2016; Djelti et al., 2015; Martins et al., 2009).
Especially, brain cholesterol accumulation, secondary to CYP46Al
downregulation, was found excitotoxic and responsible of neuronal
death (Boussicault et al., 2016; Djelti et al., 2015; Martins et al., 2009).
We also reported that blocking CYP46A1 expression in mouse hippo-
campus resulted in cholesterol accumulation, secondary epileptic ab-
normalities and progressive neuronal loss (Chali et al., 2015). These
cellular and electrographic changes were similar to those observed: (i) in
patients who presented with a RSE after the control of the SE and (ii) in
animal models of SE two weeks after the induction of SE by kainic acid
(KA). It suggests that disturbances in brain cholesterol homeostasis may
occur during SE and participate to the excitotoxic processes. Especially,
we wondered if a CYP46Al inhibition may occur during SE, and be
followed by a decrease of 24-OHc levels and accumulation of
cholesterol.

Preliminary data on changes of sterol levels in rodents treated by KA
are conflicting (Chali et al., 2019; Heverin et al., 2012; Kim et al., 2010;
Ong et al., 2010). This may be explained by the large variabilities in
methodological processes: different time point assessments and different
anatomical sources. The relation between brain and peripheral com-
partments were rarely studied. To date, the brain cholesterol

homeostasis has never been explored in SE patients.

For the first time we aim to characterize the changes in sterol levels
both in SE patients and in KA mouse model of SE. To study the kinetic
changes, we evaluated sterol levels at different time points after SE
onset. In addition, to assess the relationship between the brain and the
peripheral compartments, we performed analysis in blood, CSF and
brain tissues.

Firstly, we investigated if a CYP46A1 inhibition occurs after SE and if
it is followed by a decrease of 24-OHc levels.

Secondly, as 24-OHc regulates cholesterol synthesis, we studied the
impact of decreased 24-OHc levels on brain and peripheral cholesterol
synthesis.

Thirdly, we studied several ways of exchange between the brain and
the peripheral compartments, such as blood-brain barrier permeability,
and lipid transport.

2. Materials and methods

2.1. Human fluid study

2.1.1. Study design, settings and participants

‘We prospectively enrolled both men and women patients from
intensive care unit (ICU) and neurology units of Pitié-Salpétriere Hos-
pital, from February 2013 to May 2019. The protocol was approved by
our local (2012, CPP Paris-VI) and by the INSERM ethic committees
(Cl16-16, 20152482). Patients or relatives were informed and no one has
opposed. The study design and report are in accordance with the
STROBE statement (Cuschieri, 2019).

‘We included patients aged of 16 years or over and admitted to ICU
with an ongoing SE. SE was diagnosed according to the International
League Against Epilepsy (Trinka and Kalviainen, 2017). Patients with
post-anoxic SE or with an associated neurodegenerative disease were
excluded. SE patients were divided into three groups: non-refractory
status epilepticus (NRSE), refractory status epilepticus (RSE) and pro-
longed super refractory status epilepticus (PSRSE) (Hirsch et al., 2018).
RSE is defined as a failure of at least two appropriately selected and
dosed parenteral medications including a benzodiazepine, with no
specific seizure duration required (Hirsch et al., 2018). PSRSE is defined
as a RSE that persists for at least 7 days, including ongoing need for
anesthetics (Hirsch et al., 2018).

We included control patients (CONT), who were hospitalized in
neurology units of Pitié-Salpétriere Hospital, aged of 16 years or over.
They were divided into two groups: (i) functional controls (FCONT) if
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Fig. 1. Flow chart of the study population.

they had functional neurological disorder, based on normality of clinical
examination and lumbar puncture, and (ii) epileptic controls (EPI)
including patients with epilepsy but no SE. Patients with a neurode-
generative disease were also excluded.

2.1.2. Variables

The primary objective was to characterize the cholesterol homeo-
stasis disturbances related to SE with regards to blood, CSF and brain
tissues. Venous blood and CSF samples were drawn to measure lipid
parameters, hydroxycholesterols, FC and cholesterol synthesis pre-
cursors levels with protocols described below. Analyses were performed
on blood from 63 SE patients and 87 CONT. Lumbar punctures were only
done for diagnostic purpose and concerned 32 SE patients and 60 CONT
(Fig. 1).

2.1.3. Study size

This is the first human study conducted to evaluate brain cholesterol
homeostasis disturbances induced by SE. Nevertheless, on the basis of
animal literature, we estimated that SE patients were four times more
likely to present disturbances in lipid homeostasis (OR = 4) and those
disturbances could be observed in 10% of control patients. Therefore, a
total sample size of 136 participants was required for the study (alpha =
5%, beta = 20%). An interim analysis showed a higher rate of the
endpoint than expected (OR = 4.5), which reduced the required sample
size to 112 participants.

2.2. Human tissues extract

Post-mortem human frozen samples and paraffin tissues of hippo-
campus, lateral temporal cortex and frontal cortex were obtained from
eight controls with no history of acute neurological or psychiatric dis-
orders (delay post death = 33 h), and eight patients with SE diagnosed
clinically or based on EEG (delay post death = 48 h). The Table 1 gives
patient’s gender and age, delay of examination post death, cause of
death and which frozen and/or paraffin tissues were available for each
patient.

2.3. Mouse model of epilepsy

All experimental studies were performed in accordance with the
European Committee Council Directive (2010/63/UE) and approved by
the local ethics committee (A75-13-19; 8302-2017). Experiments were
performed on C57BL/6 J male mice, aged of 2 months of age and
weighing 20-25 g (n = 99).

2.3.1. Kainate injection and intracranial surgery

Mice were anesthetized with 2-4% isoflurane performed with anal-
gesia (Buprecare) and placed in a stereotaxic frame. Kainic acid (KA, 50
nL; 20 mM in PBS) or phosphate-buffered-solution (PBS, 50 nL) for
control mice, were injected into the right hippocampus (anterior-pos-
terior, —1.8 mm; medio-lateral, —1.8 mm; dorso-ventral, —1.8 mm, with
respect to the bregma). This site corresponds to distal dendritic regions
of CA1 pyramidal cells (Le Duigou et al., 2008). After injection, 7 mice (2
PBS, 5 KA) were directly implanted with two bipolar stainless-steel
electrodes inserted respectively into the right and left hippocampus. A
reference electrode was placed on the cerebellum of each mouse. All
coordinates were derived and adjusted from Paxinos and Watson mice
brain atlas (Paxinos et al., 1985).

2.3.2. Video-EEG recordings

Implanted mice were freely moving and connected to an ADC
amplifier, part of a video-EEG acquisition system (Deltamed, Natus).
EEG signals were acquired at 4096 Hz and band pass filtered (0.5-70
Hz). Continuous video-EEG recordings were performed during 72 h after
surgery, then at 6-7 days and at 14-15 days after surgery. Signal ana-
lyses were achieved using Deltamed software.

2.3.3. Mice brain tissues preparation

Animals were euthanized, at 1, 3, 7 or 15 days after KA-injection or
PBS-injection, by an intraperitoneal injection of pentobarbital. For
biochemical analyses, ipsi- and contralateral hippocampus (n = 26 KA-
injected mice and n = 26 PBS-injected mice; 6 mice per group at 3 and 7
days and 7 mice per group at 1 and 15 days) were dissected. For
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Table 1
Clinical data from post-mortem patients.

Patient: Group Delay of brain examination ~ Frozen tissues  Paraffin SE etiology Cause of death Prior history of SE duration,

gender, age, post death, hours tissues epilepsy (Yes/No) days

1. m, 60 Control 18 Frontal Ctx Frontal Ctx - Hemorrhagic shock No -
Temporal Ctx ~ Temporal Ctx

Hippocampus

2. f, 66 Control 54 Frontal Ctx Frontal Ctx - Multiorgan failure No -

Temporal Ctx ~ Temporal Ctx
Hippocampus

3.1, 66 Control 36 Frontal Cix Frontal Ctx - Pulmonary emboli No -
Temporal Ctx ~ Temporal Gtx
Hippocampus Hippocampus

4. m, 66 Control 26 Frontal Ctx - - Septic shock No -
Temporal Ctx

5. m, 55 Control 48 Frontal Ctx - - ARDS No -
Temporal Ctx

6. f, 29 Control 32 Frontal Ctx - - Septic Shock No -
Temporal Ctx
Hippocampus

7. m, 85 Control  Not precised Frontal Ctx - - Exacerbation of diabetes =~ No -
Temporal Ctx
Hippocampus

8.1, 46 Control 17 Frontal Ctx - - Multiorgan failure Yes -
Temporal Ctx

1. m, 31 SE 22 Frontal Ckx Frontal Ctx NORSE ‘Withdrawal of life No 106

Temporal Ctx  Temporal Ctx
Hippocampus Hippocampus
2.£27 SE 22 Frontal Ctx Frontal Ctx
Temporal Ctx  Hippocampus
Hippocampus
- Frontal Cix
Temporal Ctx
Hippocampus
4. f, 56 SE 46 - Frontal Cix
Temporal Ctx
Hippocampus
5.1, 39 SE 67 - Frontal Ctx
Temporal Ctx
Hippocampus
6. f, 41 SE 70 - Frontal Cix
Temporal Ctx
Hippocampus
7.m, 29 SE Not precised - Ammon's
horn
8.f,70 SE 36 - Frontal Cix
Hippocampus

sustaining therapy

NORSE Multiorgan failure No 9
NORSE Not available No 55
AED Multiorgan failure Yes 44
withdrawal

NORSE NORSE / Septic Shock No 34
NORSE Not available No 14
Alcohol Septic Shock Yes 13
induced

Unknown Pulmonary emboli Yes 17

Abbreviations: AED = antiepileptic drug; ARDS = Acute Respiratory Distress Syndrome; f = female; m = male; NORSE = New-Onset Refractory Status Epilepticus; SE

= status epilepticus.

immunohistochemistry studies, mice (n = 20 KA-injected mice and n =
20 PBS-injected mice; 5 mice per group, per time) were perfused
intracardially with 4% paraformaldehyde.

2.4. Histology and immunohistochemistry

Mouse and human post-mortem brain slices were washed in PBS, and
exposed to citrate buffer and Triton. Primary antibodies were applied
overnight at 4 °C (NeuN, 1:500, MAB377 Merck-Millipore; CYP46A1,
1:500, ab82814 abcam). Secondary antibodies were applied for 1-h at
room temperature (Alexa fluor-555-donkey-anti-mouse, 1:500 for
NeuN; Alexa fluor-488-donkey-anti-rabbit, 1:500 for CYP46A1). Images
were acquired with Zen software (Zeiss) and fluorescence intensities
were quantified using ImageJ software (NIH).

2.5. Biochemical analyses for hydroxycholesterols and cholesterol
precursors

Human and mouse tissues were put in an HEPES buffer and ho-
mogenized. Homogenates were centrifuged and supernatants were
collected. Sterol concentrations were normalized by total protein con-
centration, evaluated by the bicinchoninic acid assay (Sigma-Aldrich).

An ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spec-
trometer (UPLC-MS/MS) with isotopic dilution method was used to
measure hydroxycholesterols (24-hydroxycholesterol and 25-hydroxy-
cholesterol) in plasma, CSF and homogenate brain tissues (Marelli
et al., 2018). A similar protocol was applied for sterols (cholesterol,
lanosteroel, dihydrolanosterol and desmosterol) measurements, with an
incubation at room temperature during 45-min.

We measured sitosterol levels, by UPLC-MS/MS, to assess BBB
permeability. Sitosterol is a plant sterol only provided via food uptake
which was proposed to reflect BBB integrity (Heverin et al., 2004; Saeed
et al., 2015).

2.6. Lipid parameters

Venous blood samples were collected and centrifuged to obtain
serum. Total cholesterol (TC), triglycerides (TG), HDL-cholesterol (HDL-
c) were analyzed by enzymatic methods and apolipoprotein A1 (ApoAl)
and apolipoprotein B100 (ApoB) by immunoturbidimetric method on
Cobas analyzer (Roche). Free cholesterol (FC) was analyzed by colori-
metric method on Konelab 30i analyzer (Thermo Fisher Scientifics).
Esterified cholesterol (EC) was calculated by difference (EC = TC-FC).
Apolipoprotein E (ApoE) was measured by immunonephelemetric
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Table 2
Biological and demographic characteristics of the study cohort.
SE NRSE RSE PSRSE ‘CONT patients FCONT EPI
Blood, N (%) 63 17 (27%) 26 (41%) 20 (32%) 87 43 (49%) 44 (51%)
Age, years [CI 95%] 50.3 [45.6-54.9] 59.1 [51.6-66.7] 50.2 [42.7-57.7] 42.8 [34.0-51.6] 46.3 53.7 39.0
[42.2-50.3] [47.5-60.0] [34.7-43.2]
Sex (m/f %) 63 71 73 45 41 47 36
ASAT/ALAT, AU [CI 95%] 1.59 [1.24-1.94] 2.40 [1.23-3.56] 1.49 [0.99-1.98] 1.14 [0.96-1.32] 1.26 1.17 1.40
[1.11-1.41] [0.99-1.34] [1.13-1.67]
Creatinine, pmol/L [CI 95%] 72.3 [56.6-87.9] 101.4 65.2 [56.0-74.3] 55.6 [42.8-68.4] 71.2 71.5 70.8
[46.9-155.7] [66.9-75.5] [66.0-77.0] [63.4-78.1]
24-OHc, pg/L [CI 95%] 37.2 [32.5-41.9] 28.4 [23.6-33.2] 40.6 [32.7-48.5] 40.2 [30.3-50.2] 44.2 42.4 46.0
[41.1-47.3] [37.9-46.9] [41.7-50.3]
25-OHc, pg/L [CI 95%] 23.8 [16.1-31.5] 14.6 [11.0-18.2] 24.9 [17.3-32.5] 30.2 [7.58-52.9] 18.8 17.7 20.1
[15.5-22.2] [12.5-22.8] [15.6-24.5]
TC, g/L [CI 95%] 1.59 [1.48-1.71] 1.42 [1.19-1.65] 1.76 [1.58-1.94] 1.53 [1.34-1.72] 1.94 1.88 2.00
[1.85-2.03] [1.74-2.02] [1.88-2.12]
FC, g/L [CI 95%] 0.60 [0.54-0.66] 0.50 [0.38-0.63] 0.56 [0.51-0.62] 0.72 [0.57-0.86] 0.57 0.55 0.59
[0.54-0.59] [0.52-0.58] [0.55-0.62]
EC, g/L [CI 95%] 1.01 [0.91-1.11] 0.92 [0.75-1.08] 1.22 [1.08-1.36]  0.82 [0.62-1.02] 1.37 1.29 1.45
[1.30-1.44] [1.19-1.38] [1.35-1.55]
EC/TC, AU [CI 95%] 0.62 [0.58-0.65] 0.64 [0.60-0.69] 0.68 [0.65-0.70] 0.52 [0.42-0.61] 0.70 0.70 0.71
[0.70-0.71] [0.69-0.71] [0.70-0.72]
HDL-c, g/L [C] 95%] 0.37 [0.32-0.42] 0.45 [0.33-0.58] 0.42 [0.35-0.49] 0.23 [0.16-0.29] 0.54 0.53 0.56
[0.51-0.58] [0.48-0.58] [0.50-0.61]
TG, g/L [CI 95%)] 1.78 [1.39-2.17] 1.25 [0.84-1.65] 1.45 [0.97-1.92] 2.67 [1.72-3.62] 1.26 1.31 1.21
[1.09-1.44] [1.10-1.52] [0.93-1.50]
ApoAl, g/1. [CI 95%] 1.05 [0.96-1.15] 1.16 [0.92-1.41] 1.16 [1.05-1.26]  0.81 [0.66-0.96] 1.42 1.39 1.46
[1.36-1.48] [1.30-1.47] [1.37-1.54]
ApoB, g/L [CI 95%] 0.92 [0.83-1.00] 0.66 [0.53-0.79] 1.00 [0.86-1.13] 1.03 [0.89-1.17] 0.94 0.90 0.99
[0.89-1.00] [0.83-0.97] [0.90-1.07]
Lanosterol, pg/L [CI 95%)] 42.5 [30.3-54.7] 24.7 [17.7-31.7] 38.5 [25.0-52.1] 61.7 [29.5-94.0] 30.0 27.7 315
[19.9-39.6] [14.9-40.5] [15.7-47.3]
Dihydrolanosterol, pg/L [CI 19.0 [13.1-25.0] 12.0 13.7 [7.72-19.7] 29.5 [17.1-41.8] 9.99 9.49 10.4
95%] [-1.15-25.1] [8.19-11.8] [6.81-12.2] [7.90-13.0]
Desmosterol, pg/L [CI 95%)] 362.6 373.4 358.5 363.2 425.9 461.4 387.1
[301.8-423.4] [132.5-614.3] [294.4-422.5] [218.2-508.1] [358.3-493.4] [350.8-572.0] [309.2-465.0]
Sitosterol, pg/L [CI 95%] 2309.4 896.2 1018.7 5580.8 540.2 524.0 558.1
[1154.6-3464.2] [—37.4-1829.9] [564.2-1473.1] [2018.7-9142.8] [448.9-631.5] [379.0-669.0] [444.7-617.6]
ApoE, mg/dL [CI 95%)] 5.67 [5.00-6.34] 5.00 [3.44-6.55] 4.92 [4.46-5.37] 7.31 [5.82-8.80] 4.37 4.22 4.51
[4.06-4.68] [3.73-4.70] [4.11-4.91]
CSF, N (%) 32 4 (12%) 13 (41%) 15 (47%) 60 43 (72%) 17 (28%)
Age, years [CI 95%] 52.5 [45.8-59.2] 57.0 [40.9-73.1] 58.2 [47.5-68.8] 46,4 [35.4-57.4] 51.0 53.7 43.9
[45.9-56.0] [47.5-60.0] [35.5-52.4]
Sex (M/F %) 56 100 69 33 45 47 41
24-OHc, pg/L [CI 95%] 1.74 [1.55-1.94] 1.60 [1.04-2.17] 1.72 [1.38-2.05] 1.80 [1.47-2.13] 1.60 1.61 1.57
[1.49-1.70] [1.46-1.75] [1.45-1.69]
Cholesterol, mg/L [CI 95%] 2.36 [1.71-3.01] 3.83 1.94 [1.35-2.53] 2.44 [1.22-3.66] 1.65 1.42 2.19
[—0.82-8.48] [1.22-2.07] [1.01-1.84] [1.06-3.32]
Desmosterol, pg/L [CI 95%] 2.38 [2.05-2.70] 2.27 [2.19-2.34] 2.41 [1.95-2.87] 2.37 [1.77-2.97] 1.82 1.79 1.89
[1.66-1.98] [1.60-1.98] [1.56-2.21]
Lanosterol, pg/L [CI 95%] 4.19 [0.29-8.09] << 1.2 4.69 [0.09-9.30] 251 2.69 2.06
[1.64-3.38] [1.59-3.80] [0.32-3.79]
Dihydrolanesterol, pg/L [CL 0.36 [0.09-0.62] << 0.31 [0-0.63] 0.39 [-0.18-0.96] 0.36 0.35 0.41
95%] [0.30-0.43] [0.26-0.43] [0.28-0.53]
Sitosterol, pg/L [CI 95%] 3.53 [1.00-6.06] 3.30 1.21 [0.48-1.95] 5.20 [0.28-10.12] 0.74 0.69 0.89
[-8.14-14.7] [0.52-0.97] [0.47-0.90] [0.20-1.58]
Sitosterol diffusion CSF/ 0.0073 0.0063 0.0042 0.011 0.0040 0.0044 0.0028
(blood + CSF), AU [CI [-0.0016-0.016] [—0.062-0.074] [0-0.0086] [-0.013-0.034] [0-0.0073] [0-0.0092] [0-0.0062]
95%)]
ApoE, mg/dL [CI 95%)] 0.34 [0.29-0.40] 0.35 [0.04-0.65] 0.32 [0.24-0.39] 0.36 [0.26-0.46] 0.38 0.40 0.33
[0.34-0.42] [0.35-0.45] [0.28-0.39]

Data are represented as percentages or mean [CI 95%].
method on BNII analyzer (Siemens).

2.7. ApoE phenotyping

ApoE isoforms were identified with the Hydragel 18 ApoE Iso-
focusing (Sebia). A ready-to-use agarose gel containing ampholytes was
used to perform a semi-automatic electrophoresis, followed by a specific
immunofixation, on Hydrasys2 scan instrument(Bittar et al., 2020).
Isoforms bands were compared to specific controls.

2.8. Western-blot analyses

Human post-mortem frozen tissues were homogenized in a Tris
buffer, completed with a protease inhibitor and a benzonase nuclease
and incubated at 37 °C for 30-min. Sodium dodecyl sulfate was added to
2%. Protein extracts were centrifuged and supernatants protein con-
centration was evaluated using the bicinchoninic acid assay. Proteins
were separated on NuPAGE™ Bis-Tris Gel (Thermo Fisher Scientific)
and electrophoretically transferred to nitrocellulose membranes (PRO-
TAN™, Whatman Gmbh). Primary antibody against CYP46A1 (1:1000)
was applied over 3-h and secondary antibody (1:5000) over 1-h at room
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Fig. 2. Time course of epileptic activities and neuronal death after kainate injection.

(A) KA injection is followed by three periods: SE for 3 days, a latent period, and emergence of spontaneous seizures at 15 days. Mice were euthanized 1, 3, 7 or 15
days after injection. (B) Extract of an EEG of ipsilateral (right) and contralateral (left) hippocampus, from a KA mouse, at 1 day after the injection showing continuous
polyspikes starting in the ipsilateral and spreading in the contralateral hippocampus (top), at 7 days showing interictal epileptiform discharges (middle) and at 15
days showing a spontaneous seizure followed by prolonged postictal depression with flattening of the EEG (down). Time frequency analysis of each EEG pattern is
presented below the EEG extract. (C) NeuN (magenta) neuronal staining of the hippocampus shows a progressive reduction of neuronal density in CA1 region of KA
injected mice at 7 days (D7) and 15 days (D15) in comparison with PBS injected mice and KA injected mice at 1 day (D1). Scale bar = 200 pm. (D) Kinetics of
disappearance of NeuN+ cells in CA1 region from the 1st day to the 15th day after intrahippocampal injection. Data are represented with the ratio of KA to PBS mice
(mean + SEM density; 5 animals; statistical analyses: Mann-Whitney test). The * indicates significant decrease (P = 0.027) of the fluorescence intensity between D1
and D15.
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Fig. 3. Status epilepticus induces a decrease of 24-OHc levels both in humans and mice

(A-C) 24-OHc levels were measured respectively in the homogenates of subiculum from CONT (n = 3) and SE patients (n = 2) post-mortem tissues (A), lateral
temporal cortex from CONT (n = 8) and SE patients (n = 2) post-mortem tissues (B) and frontal cortex from CONT (n = 8) and SE patients (n = 2) post-mortem tissues
(C). Data were normalized by the concentration of the CYP46A1 in the extracts. (D) 24-OHc levels in the plasma of CONT and SE patients. Values of the different
subgroups (FCONT, EPI, NRSE patients, RSE patients and PSRSE patients) are presented. We performed pairwise comparisons after a one-way ANOVA test. (E) 25-
OHc levels in the plasma of CONT and SE patients. Values of the different subgroups (FCONT, EPI, NRSE patients, RSE patients and PSRSE patients) are presented. We
performed pairwise comparisons after a one-way ANOVA test. (F) 24-OHc plasma levels were correlated with the time between SE onset and blood sampling (days).
The degree of correlation was evaluated with the Spearman test (rho 0.25; P = 0.047). (G) 24-OHec levels were measured in both ipsilateral hippocampus (black bars)
and contralateral hippocampus (grey bars) from mice at the four time points after KA injection (n = 6-7 per time, per group). Data were normalized to those of PBS
mice at each time. (H) Human paraffin post-mortem slices were stained with the monoclonal antibody against the CYP46A1 (blue). Strong expression was detected in
the subiculum region, in which CYP46A1 staining was polarized and visible in the cell bodies and dendrites of pyramidal neurons, from both CONT and SE post-
mortem tissues (top). Co-labelling of CYP46A1 and NeuN (magenta) immunostaining in hippocampus subiculum region shows a strong co-localization (down).
No variation of intensity was found between CONT (n = 3) and SE post-mortem patients (n = 7). Scale bar = 50 pm. (I) Examples of frozen post-mortem subiculum,
lateral temporal cortex and frontal cortex from CONT and SE patients which were processed for western blotting with antibodies directed against CYP46A1 and
GAPDH (top). Quantification of CYP46A1 levels normalized to GAPDH from CONT (n = 3 and 8 respectively for subiculum and cortex) and SE patients (n = 2)
extracts (down).

All data are represented as mean + SEM; statistical analyses: Student t-test and Mann-Whitney test when appropriate. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 for NRSE

patients or RSE patients versus CONT or KA-mice versus PBS-mice. #P < 0.05 when compared with RSE patients.

temperature. Signals were detected using ECL™ Prime Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare). Signal intensities were analyzed, on
a blinded fashion, with MultiGauge 3.0 software. CYP46A1 concentra-
tions were found by densitometry analysis.

2.9. Statistical analysis

Analyses were performed with R Software (R.3.5.0).

We first performed one-way ANOVA tests to evaluate subgroups
impact. Then, pairwise comparisons were performed using Student,
Mann-Whitney, or Chi? tests when appropriate. The sequential rejective
Benjamini-Hochberg test procedure was used to correct for multiple
comparisons. Shapiro-Wilk test was performed to assess normality of
data distribution. Correlations were evaluated calculating respective
Spearman’s rho values and their level of significance. Results were
considered significant when P < 0.05.

3. Results
3.1. Study participants

The number of patients for each subgroup and each biological
compartment are summarized in Fig.1. Main demographic and biolog-
ical characteristics are summarized in Table 2. NRSE patients were
included more quickly after SE onset than those with RSE (P = 0.028).

3.2. Time course of epileptic activities and neuronal death in mice after
KA injection

3.2.1. Electrophysiological features

Following KA injection, EEG recordings showed SE, defined by
intermittent seizures without recovery of normal background between
successive seizures, which began after 30-min and lasted for 3 days
(Fig. 2A-B). At 6-7 days post-injection, we observed an interictal ac-
tivity including spike-and-wave discharges in both hippocampi. After 2
weeks, we observed spontaneous clonic seizures followed by prolonged
postictal depression with EEG flattening (Fig. 2A-B).

3.2.2. Histological analyses
A severe progressive neuronal loss was seen in CAl region (Fig. 2C),
starting at the 3rd day and almost total at the 15th day (Fig. 2D).

3.3. SE induces a decrease of 24-OHc levels both in humans and mice

3.3.1. 24-OHc levels in human post-mortem brain tissues
24-OHc levels were measured in subiculum, lateral temporal cortex
and frontal cortex from frozen extracts of post-mortem patients (SE

patients n = 2, CONT n = 3), and normalized by CYP46A1l concentra-
tion. In subiculum, we found a higher 24-OHc/CYP46A1 ratio for one
patient when compared with CONT (Fig. 3A). This patient died after
106 days of a New Onset Refractory Status Epilepticus (NORSE, new
onset refractory status epilepticus without a clear acute or active
structural, toxic or metabolic cause in a patient without active epilepsy
or other preexisting relevant neurological disorder (Hirsch et al., 2018))
and presented with hippocampal atrophy at brain examination. In
contrast, there was a decrease of the ratio for the second patient who
died only 9 days after SE onset and also suffering from a NORSE
(Fig. 3A). In temporal cortex and frontal cortex, we found decreased
ratio for both patients (Fig. 3B-C).

3.3.2. 24-OHc levels in human plasma and CSF

We measured 24-OHc levels in CSF and plasma of CONT and SE
patients (Table 2). No significant change in CSF 24-OHc levels were
found in SE patients, as compared to CONT. However, plasma 24-OHc
levels were significantly lower in SE patients when compared with
CONT (P = 0.00064), FCONT (P = 0.018) and EPI (P = 0.00087). No
difference was found between FCONT and EPI (P = 0.25), suggesting
that reduced 24-OHc levels are not related to sporadic seizures (Fig. 3D).
Among SE patients, only NRSE patients had significantly reduced 24-
OHc levels when compared with CONT (P < 0.001). NRSE patients
showed also lower 24-OHc levels than RSE patients (P = 0.043)
(Fig. 3D). In contrast to 24-OHc, we found increased 25-hydroxycholes-
terol (25-OHc) plasma levels for SE patients when compared with
FCONT (P = 0.043). RSE patients showed also higher 25-OHc levels than
CONT patients (P = 0.035) (Fig. 3E). We studied the relationship be-
tween plasma 24-OHc levels and the time between SE onset and blood
sampling: patients who were enrolled quickly after SE onset had
significantly lower 24-OHc levels, than those enrolled later (tho = 0.25;
P = 0.047) (Fig. 3F).

3.3.3. 24-OHc levels in the hippecampus of KA-induced SE mice

We then measured 24-OHc levels both in ipsilateral and contralateral
hippocampi from KA mice. Levels were normalized by the total protein
concentration, and expressed as the ratio of 24-OHc levels for KA mice
and for PBS mice (Fig. 3G). We observed a significant decrease of the
ratio the first day after injection in the ipsilateral hippocampus (P =
0.047). At the third day, ratios were decreased in ipsilateral (P =
0.0015) and contralateral hippocampi (P = 0.047). There was no dif-
ference between KA and PBS mice during the latent period (D7) and at
the time of spontaneous seizures (D15). Decreased 24-OHc levels in KA
mice preceded the decrease in NeuN+ cells (Fig. 2D), indicating that the
reduced 24-OHc production by the CYP46A1 is not merely related to the
neuronal death.
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Fig. 4. Status epilepticus induces an abnormal increase in brain cholesterol synthesis.
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(A) Schematic representation of the two enzymatic pathways for the conversion of squalene to cholesterol: Bloch and Kandutsch-Russel pathways, respectively shown
on the left and on the right side. Sterols in bold were measured by UPLC-MS/MS. (B, C and D) Cholesterol and desmosterol levels were measured respectively in
subiculum homogenates from CONT (n = 3) and SE patients (n = 2) post-mortem tissues (B), in homogenates of lateral temporal cortex from CONT (n = 8) and SE
patients (n = 2) post-mortem tissues (C) and in homogenates of frontal cortex from CONT (n = 8) and SE patients (n = 2) post-mortem tissues (D). Data were
normalized by the total protein concentration in the extracts. (E-G) Sterols were measured in the CSF of CONT patients and SE patients. (H) Desmosterol levels were
measured in both ipsilateral hippocampus (black bars) and contralateral hippocampus (grey bars) from KA injected mice at the four time points (n = 6-7 per time, per

group). Data were normalized to those of PBS mice at each corresponding time points. (I) Cholesterol levels were measured in both ipsilateral hippocampus (black
bars) and contralateral hippocampus (grey bars) from mice at the four time points after KA injection (n = 6-7 per time, per group). Data were normalized to those of
PBS mice at each corresponding time points.
All data are represented as mean + SEM; statistical analyses: Mann-Whitney test. *P < 0.05; **P < 0.01 for SE patients versus CONT or KA-mice versus PBS-mice.
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Fig. 5. Status epilepticus induces modifications in peripheral cholesterol homeostasis.

Total cholesterol (A) and esterified cholesterol (B) were measured in the serum of FCONT, EPI, NRSE patients, RSE patients and PSRSE patients. (C) Free cholesterol
levels were correlated with the time between SE onset and blood sampling (days). The degree of correlation was evaluated with the Spearman test (rho 0.44; P =
0.00030). (D-E) HDL-cholesterol levels were measured by enzymatic method (D) and levels were correlated with the triglyceride’s concentration, in patients showing
a hypertriglyceridemia (TG > 2.5 g/L). No correlation was observed using the Spearman test (rho —0.116; P = 0.70) (E). (F-H) Lanosterol, dihydrolanosterol and
desmosterol levels were measured in the plasma of FCONT, EPI, NRSE patients, RSE patients and PSRSE patients.

Data are represented as mean + SEM; statistical analyses: Student t-test and Mann-Whitney test when appropriate. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 when
compared with FCONT or CONT. 2P < 0.05; 24P < 0.01; £84P < 0.001 when compared with EPL #P < 0.05; ##P < 0.01; ###P < 0.001 when compared with

RSE patients.

3.3.4. CYP46A1 expression levels in human post-mortem brain tissues

As we found decreased 24-OHc levels, we studied the expression of
the CYP46A1. In CONT post-mortem tissues (n = 3), we found CYP46A1
expression in all cell bodies of subiculum pyramidal cells (Fig. 3H). In
post-mortem tissues from SE patients (n = 7), we did not identify
changes in the intensity or the localization of CYP46A1 fluorescence
(Fig. 3H).

Then, we analyzed CYP46A1 protein expression levels in humans’
frozen post-mortem subiculum (CONT n = 3, SE patients n = 2), lateral
temporal cortex (CONT n = 8, SE patients n = 2) and frontal cortex
(CONT n = 8, SE patients n = 2). Immunoblots of CYP46A1 showed no
significant modifications in CYP46A1 levels in subiculum, lateral tem-
poral cortex and frontal cortex of SE patients when compared with
CONT (Fig. 3D.

3.4. SE induces an abnormal increase in brain cholesterol synthesis

As our previous results suggest a functional blockage of the
CYP46A1, we then studied the substrate of this enzyme: the cholesterol
and its precursors. Cholesterol synthesis from acetyl-CoA requires a
lengthy biosynthesis and two parallel pathways: the Bloch pathway—
which involves desmosterol synthesis—and the Kandutsch-Russel
pathway—which involves dihydrolanosterol synthesis (Fig. 4A).

3.4.1. Sterol levels in human post-mortem brain tissues

We first measured sterol levels in the homogenates of subiculum,
lateral temporal cortex and frontal cortex extracts. We found increased
cholesterol and desmosterol levels in the subiculum of SE patients when
compared with CONT (Fig. 4B). Levels were higher for the patient who
had a lower 24-OHc/CYP46A1 ratio (Fig. 3A). In the temporal cortex,
we found no modification in cholesterol levels for SE patients when
compared with CONT (Fig. 4C). Nevertheless, as observed in the sub-
iculum, we found increased desmosterol levels in SE patients (Fig. 4C).
Similar results were obtained in the frontal cortex (Fig. 4D). No modi-
fication was found for lanosterol and dihydrolanosterol levels (data not
shown).

3.4.2. Sterol levels in human CSF

Sterol levels were then measured in CSF from CONT and SE patients
(Fig. 4E~G). CSF cholesterol levels were increased in SE patients when
compared with CONT (P = 0.036) (Iig. 4E). To identify the synthesis
pathway, we measured desmosterol and dihydrolanosterol levels. No
modification of dihydrolanosterol levels was found (Fig. 4F), while a
significant increase of desmosterol levels was observed for SE patients
when compared with CONT (P = 0.0027) (Fig. 4G).

3.4.3. Sterol levels in mice KA model hippocampus

Next, sterol levels were measured in ipsilateral and contralateral
hippocampi from KA and PBS mice (Fig. 4H-I). We observed a pro-
gressive increase in KA/PBS desmosterol ratios with a peak at 3 days
(1.68, P = 0.015) for the contralateral hippocampus and at 7 days (1.45,
P = 0.025) for the ipsilateral. We also observed a progressive increase in
KA/PBS cholesterol ratio with a peak at 7 days (P = 0.15) (Fig. 41I). No
modification was found for lanosterol and dihydrolanosterol levels (data
not shown).

Altogether these data indicate that SE induces an abnormal increase

of brain cholesterol synthesis through the Bloch pathway.

3.5. SE induces disturbances in peripheral cholesterol homeostasis

3.5.1. Total cholesterol, free cholesterol and esterified cholesterol

SE patients had significantly lower total cholesterol (TC) levels when
compared with CONT patients (P < 0.001). No difference was found
between levels of FCONT and EPI (Fig. 5A). TC levels were lower for
NRSE patients and PSRSE patients. Nevertheless, TC decrease hides
different trends from the two subtypes of cholesterol: the free or unes-
terified cholesterol (FC), which is metabolically active, and the esterified
cholesterol (EC), an inactive form stored in the liver. SE patients had
lower EC levels when compared with CONT patients (P < 0.001).
Notably, EC levels were lower for NRSE patients and PSRSE patients
when compared to FCONT and EPI (Fig.5B). The cholesterol esterifica-
tion ratio, obtained as EC/TC, was also lower for SE patients (P < 0.001).
In contrast, FC levels tend to rise in SE patients, especially for PSRSE
patients (P = 0.055). We also observed a correlation between serum FC
levels and the time between SE onset and blood sampling (rho = 0.44; P
< 0.001) (Fig. 5C).

3.5.2. Lipoproteins and apolipoproteins

We then studied changes in the lipid complexes. SE patients showed
a decrease of HDL-c levels which was even stronger if SE was sustained
(P = 0.020 for RSE patients versus FCONT; P < 0.001 for PSRSE patients
versus FCONT and RSE patients) (Fig. 5D). Contrary to HDL-c, triglyc-
eride levels increased in SE patients (P = 0.0016 for PSRSE patients
versus CONT and P = 0.019 for PSRSE patients versus RSE patients). No
correlation was observed between HDL-c and triglyceride levels (up to
2.5 g/L) in SE patients, indicating that lower HDL-c levels were not
merely related to high triglyceride levels (Fig. S5E). ApoAl levels were
decreased in SE patients when compared with CONT (P < 0.001). No
significant change was observed for ApoB levels.

3.5.3. Sterol levels in human plasma

The increase of FC levels could be linked to an increase of lanosterol
(P = 0.04) (Fig. 5F), and dihydrolanosterol (P = 0.0076) (Fig. 5G) levels
in PSRSE patients when compared with CONT. In contrast to the brain
findings, no modification in desmosterol levels was found in plasma of
SE patients (Fig. 5SH).

Altogether these data indicate that SE induces an abnormal increase
of peripheral cholesterol synthesis through the Kandutsch-Russel
pathway and disturbs cholesterol and lipoproteins homeostasis.

3.6. Blood - brain handover in SE

In order to understand relationship between the brain and the pe-
ripheral compartments, we further studied several ways of communi-
cation between them.

3.6.1. Blood-brain barrier permeability

To study BBB integrity, we measured sitosterol levels in humans and
mice. SE patients showed increased CSF sitosterol levels when compared
with CONT patients (P = 0.0019) (Fig. 6A), and an increased percentage
of diffusion through the BBB (ie. [Sitosterol]csg/[Sitosterol]csg+plasma)
(P < 0.001). Moreover, hippocampus sitosterol levels were doubled, one
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Fig. 6. Blood — brain handover in status epilepticus
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(A) CSF sitosterol levels were measured in SE patients and CONT. (B) Sitosterol levels were measured in both ipsilateral hippocampus (black bars) and contralateral
hippocampus (grey bars) from KA injected mice at the two first time points (n = 6-7 per time, per group). Data were normalized to those of PBS mice at each
corresponding time points. (C) CSF ApoE levels were measured in CONT and SE patients. (D) Serum ApoE levels were measured in FCONT, EPI, NRSE patients, RSE
patients and PSRSE patients. (E) ApoE phenotype: examples of isoforms of ApoE for eight patients, by isoelectric focusing gel, followed by immunoprecipitation on
Hydragel 18 ApoE isofocusing. Results are indicated below the gel. (F) ApoE phenotype frequencies were determined for all FCONT, EPI and SE patients.

Data are represented as mean =+ SEM; statistical analyses: Mann-Whitney test. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 when compared with CONT or FCONT. AAAD

0.001 when compared with EPL. #P < 0.05 when compared with RSE patients.

day after injection, in KA mice when compared with control animals (P
= 0.029) (Fig. 6B).

3.6.2. Lipid transport and ApoE

As ApoE is involved in the lipid transport from liver to peripheral
compartments and from astrocytes to neurons, we measured its serum
and CSF levels in patients. CSF ApoE levels tend to decrease in SE pa-
tients when compared with CONT (P = 0.15) (Fig. 6C). SE patients
showed significantly higher serum ApoE levels when compared with
CONT (P = 0.0016). We observed increased serum ApoE levels with SE
duration (Fig. 6D). In addition, we observed a trend to an increase of
hippocampal ApoE+ cells 7 days after KA injection (data not shown).
Altogether these data suggest an increase of ApoE brain levels.

We further phenotyped ApoE in SE patients and CONT patients
(Fig. 6E). The E3/E3 phenotype was the most common both in SE pa-
tients (63%) and CONT (73%) (Fig. 6F). We did not observe any dif-
ference between phenotype frequencies in both groups.

4. Discussion and conclusions

The availability of metabolites measurable in brain, blood or CSF
may facilitate the understanding of cellular changes that occur during SE
and the implementation of further prospective therapeutic studies. Even
if several fluid biomarkers were proposed in SE, none have yet been
validated for clinical use (Hanin et al., 2020).

Disturbances in brain cholesterol homeostasis were reported in
several neurological disorders such as Alzheimer’s disease (Djelti et al.,
2015; Martins et al., 2009) or Huntington’s disease (Boussicault et al.,
2016) and suggested in SE animal models (Chali et al., 2019; Heverin
et al., 2012; Kim et al., 2010; Ong et al., 2010). Nevertheless, findings
were conflicting and brain cholesterol homeostasis has never been
explored in SE patients. We therefore aimed to evaluate more accurately
brain cholesterol homeostasis disturbances induced by SE in both pa-
tients and animal model.

4.1. CYP46A1 expression is maintained but 24-OHc levels decrease
during SE

We did not observe a decrease of CYP46A1 expression in the brain of
patients with SE (Fig. 3H-I). Nevertheless, in lines with previous studies
conducted on neurodegenerative diseases, we observed two-step
changes of 24-OHc levels—an initial decrease (Leoni et al., 2008; Sol-
omon et al., 2009), followed by an increase (Liitjohann et al., 2000).

Indeed, the 24-OHc/CYP46A1 ratio was lower than that of controls
in subiculum for the patient who died early (9 days) after SE onset
(Fig. 3A). We observed decreased 24-OHc levels in mouse hippocampi, 1
and 3 days after KA injection (Fig. 3G), as well as in plasma from patients
who were enrolled shortly after SE onset (Fig. 3D-F). SE may induce a
CYP46A1 functional inhibition, possibly related to (i) a dysfunction of
the CYP46A1 intracellular transfer between endoplasmic reticulum and
membranes (Sodero et al., 2012), (ii) an increased requirement for brain
cholesterol after injury or (iii) a protective mechanism against 24-OHc
neurotoxicity (Noguchi et al., 2015, 2014; Paul et al., 2013; Yama-
naka et al, 2011). Decreased 24-OHc production could induce an
increased production of 25-OHc, via an alternative way of hydroxyl-
ation. Increased levels of 25-OHc are involved in inflammation path-
ways (Pokharel et al., 2019) and may participate to SE excitotoxicity. No

difference of 24-OHc levels was found in CSF. Measurement of 24-OHc
in CSF was previously shown to give less accurate findings: the CSF
compartment may accumulate compounds and reflect an averaged
production and release, and repeated measures are difficult to obtain
(Leoni and Caccia, 2011).

The secondary increase in 24-OHc levels was reported to result from
neuronal loss and a wide release of molecules from the brain into the
blood (Leoni and Caccia, 2011; Liitjohann et al., 2000). We showed an
increase of the subiculum 24-OHc/CYP46A1 ratio for the patient who
presented with hippocampal atrophy at brain examination, highlighting
a focal neuronal death (Fig. 2A). No increase was shown in both cortex
(Fig. 3B-C), possibly explained by the lack of cortical atrophy. We also
reported increased 24-OHc levels for SE patients who were enrolled later
after SE onset (Fig. 3D-F). These patients presented with SE for several
days; therefore, we may hypothesize that neuronal death had already
begun.

This two-stage evolution of 24-OHc emphasizes the need of a precise
timing of blood sampling, referred to SE onset to correctly interpret this
variable (Iig. 7). We can identify three periods: (1) first hours/days after
SE onset, 24-OHc levels decrease; (2) several days after, 24-OHc levels
normalize; (3) in patients and/or animals with sustained SE, suffering
from secondary neuronal death, 24-OHc is finally released from the
brain into the blood.

4.2. 24-OHc decreased levels are followed by an abnormal increase of
cholesterol synthesis

The cholesterol synthesis and the 24-OHc production are closely
related (Fig. 7). Accordingly, we showed that decreased 24-OHc levels
were associated with increased cholesterol levels.

Furthermore, we showed that increased cholesterol levels did not
merely result from the blockage of the CYP46A1 enzymatic activity, but
also resulted from an increase of the cholesterol synthesis. Desmosterol
and cholesterol levels were higher in the subiculum of the patient who
had the lowest 24-OHc/CYP46A1 ratio (Fig. 4B). Increased cholesterol
synthesis could reflect the lack of a negative feedback mechanism trig-
gered by 24-OHc on the cholesterol synthesis enzymes (Boussicault
et al., 2016; Chali et al., 2019; Leoni and Caccia, 2013). The activation of
cholesterol enzymes by transcription-traduction occurred after several
days, which could explain why only PSRSE patients presented with
higher FC levels (Fig. 5C, period 2 Fig. 7C). A too early blood sampling
does not measure the increase in the cholesterol synthesis (period 1
Fig. 7C).

Two alternative pathways for cholesterol synthesis exist downstream
of lanosterol: the Bloch and the Kandutsch-Russel pathway (Mitsche
et al., 2015). Interestingly, we observed an increase of the cholesterol
synthesis through two different pathways according to the compart-
ment: (i) in brain, an increase of desmosterol levels both in human and
mouse brains and in human CSF, through the Bloch pathway (Fig. 4);
and (ii) in the peripheral compartment, an increase of lanosterol and
dihydrolanosterol levels in human plasma, through the Kandutsch-
Russel pathway (Fig. 5F=G). Adult neurons essentially rely on astro-
cytes for cholesterol synthesis, which could explain the increase in the
brain Bloch pathway activity. Altogether these data suggest that SE in-
duces an abnormal increase of cholesterol synthesis in brain and in pe-
ripheral compartment.
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Fig. 7. Cholesterol homeostasis is modified in status epilepticus.

(A) Schema of cholesterol homeostasis regulation by the CYP46A1 in normal situation. 24-OHc controls the synthesis of cholesterol both in the brain and in the liver.
Lipids synthetized in the liver are transported thanks to ApoE and ApoB to the peripheral compartments to be stored and used for biosynthesis. Free cholesterol must
be esterified by LCAT enzyme to go back to the liver. (B) Cholesterol homeostasis is dysregulated in SE. Due to CYP46A1 inhibition, an increase of cholesterol
synthesis occurs in the brain via the Bloch pathway stimulation and in the peripheral compartment via the Kandutsch-Russel pathway stimulation. The increase of
serum apolipoprotein E (ApoE) could allow the transport of lipids from the liver into the brain via an altered blood-brain barrier. (C) Proposed time-evolution of free
cholesterol (FC) and 24-OHc levels after SE. We distinguish three periods: (1) during the first hours/days after SE onset, we found a decrease of 24-OHc levels,
probably related to the transitory CYP46A1 inhibition, and normal FC levels; (2) several days after SE onset, we showed increased FC levels due to the lack of
negative feedback mechanism triggered by 24-OHc on the cholesterol synthesis enzymes and normalization of 24-OHec levels; (3) in case of sustained SE, patients or
a‘nimals suffered from neuronal death which induces an increase of 24-OHc release.

4.3. Disturbances in peripheral cholesterol homeostasis and lipid transport

When low-density lipoprotein (LDL) particles are overloaded in the
blood stream, lipids synthetized in the liver are transported thanks to
ApoE/ApoB to the peripheral compartments. In contrast, high-density
lipoprotein (HDL) particles transport cholesterol back to the liver after
esterification by LCAT enzyme (Zhang and Liu, 2015). Brain transcripts
for esterification enzymes increased persistently after SE onset in mice
(Chali et al., 2019). However, we observed a decrease of serum EC and
cholesterol esterification ratio in patients, which may result in a default
to eliminate FC stored in peripheral compartments (Fig. 5B).

After an injury, increased mobilization of cholesterol may be
required for repair, growth and maintenance of myelin and neurons
membranes (Wang et al., 2010). We observed increased sitosterol levels
both in mouse hippocampi and human CSF. These data suggest that BBB
is altered after SE and so, a cholesterol blood-brain handover could
happen. We showed that PSRSE patients presented with the highest
serum ApoE and ApoB levels, the lowest EC levels and the highest
sitosterol CSF levels. We can speculate that the non-esterified cholesterol
could be transported by apolipoproteins to the brain through an altered
BBB (Fig. 7).

Altogether, these data may suggest that cholesterol may be actively
concentrated after SE. This may first be beneficial for the restoration of
lipid membranes. On the other hand, in case of sustained SE, the excess
of cholesterol may be excitotoxic for neuronal cells, as shown by the
complete blockage of the CYP46A1 (Chali et al., 2015). The cholesterol
accumulation could result in an increase of membrane viscosity and a
decrease of neurotransmitter receptors mobility out of synapses, thereby
increasing excitotoxicity and focal neuronal death. It may explain the
neurologic sequels observed in SE patients and promote the use of
cholesterol-lowering drugs that have previously shown their capability
to reduce the association of NMDA receptor to lipid rafts in neuronal
cultures, thereby decreasing the neurotoxicity (Ponce et al., 2008).
Excitotoxicity could also be related to a direct regulation of numerous
voltage-dependent and ligand-gated ion channels by cholesterol (Kor-
inek et al., 2015; Paul et al., 2013).

In summary, our findings reveal disturbances in cholesterol ho-
meostasis, similar in humans and in mouse model of SE, both in brain
and in peripheral compartments (summarized in Fig. 7A-B). The accu-
mulation of cholesterol was previously shown to be responsible for
neuronal death in animal models and in vitro. In this study, we demon-
strated that SE induces an increase of the cholesterol synthesis both in
humans and mice. Nevertheless, the prognosis significance of the in-
crease of cholesterol synthesis remain to be explored in SE patients. If we
demonstrate that disturbances of cholesterol homeostasis are associated
with higher morbidity, the deleterious increase of brain cholesterol
synthesis could be targeted by statins. Simvastatin has the highest BBB
permeability (Sierra et al., 2011; Xie et al., 2011). Some studies con-
ducted in rodents suggested a neuroprotective effect of simvastatin
(Ponce et al., 2008; Xie et al., 2011; Zacco et al., 2003). Nonetheless,
mechanisms underlying the neuroprotective effect of simvastatin are
unknown (Omar et al., 2017; Quintana-Pajaro et al., 2018), and other
studies did not report any effect (Funck et al., 2011; Trivedi et al., 2018).

Our study paves the way for research on statins as therapeutic
intervention, in order to prevent the excitotoxicity and possibly

subsequent neurological sequels of SE patients.

There are some limitations for this study: it was conducted in a single
center, with various SE etiologies and treatments. Lumbar puncture was
not performed for all patients and CSF was obtained more commonly for
the patients with the most severe disease. Due to the smaller number of
patients, we were not able to perform pairwise comparisons for CSF, and
statistical analysis for the post-mortem samples. The interpretation of
human post-mortem findings is limited by the small number of patients.

Nonetheless, the strengths of our study were the translational
approach showing similar results for humans and KA mice, and the
detailed analysis of lipid homeostasis by complementary methods. In
addition, it was seemingly the first study demonstrating disturbances of
cholesterol homeostasis in SE patients.
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RESUME

L’épilepsie est une maladie fréquente, qui touche plus de 50 millions de personnes dans le
monde, et dont les causes et les pronostics sont trés variés. Certaines épilepsies sont causées
par des encéphalites auto-immunes (EAI), qui exposent a des séquelles neurologiques graves
en I’absence de I’instauration précoce d’une immunothérapie. En 2010, la protéine Leucine-
riche, glioma inactivated 1 (LGI1) a été identifiée comme la cible d’auto-anticorps dans un
sous-groupe d’EAI, dont les principaux symptomes sont des crises d’épilepsie. Les EAI
associees aux anticorps anti-LGI1 s’expriment par des crises motrices toniques dystoniques
(TDS), pathognomoniques et atypiques, et des crises limbiques communes aux autres
encéphalites. Les mécanismes a 1’origine des crises sont mal connus. Plusieurs études ont
montré un réle pathogene direct des anticorps anti-LGI1, par une altération de 1’expression et
de la fonction des canaux Kvl et des récepteurs AMPA. Toutefois, le lien entre ces
perturbations et les crises d’épilepsie n’a jamais été établi.

L’objectif de ma thése a été de déterminer si les auto-anticorps anti-LGI1 étaient
responsables des crises d'épilepsie chez les patients, et par quels mécanismes physio-
pathologiques sous-jacents. Pour cela, mon travail s’est décliné en 3 axes.

1/ J’ai d’abord étudié le role des auto-anticorps anti-LGI1 dans la genése des crises, via
des injections in vivo chez le rongeur. J’ai purifié les anticorps a partir de sérum de patients
LGI1 et de patients contrdles. Puis j’ai réalisé des injections aigués ou chroniques, de LCR de
patients ou d’IgG sériques purifiées, chez la souris et le rat. Les enregistrements
électrophysiologiques, par des électrodes EEG de surface ou des électrodes intracraniennes
dans le site d’injection, n’ont pas permis de mettre en évidence d’activité épileptique.

2/ Compte tenu de 1’absence de crises induites par le transfert passif in vivo d’anticorps,
ce qui a été confirmé depuis par deux autres équipes de recherche, je me suis tourné vers une
autre stratégie, pour inhiber les canaux Kv1 sans utiliser d’auto-anticorps. Via des injections in
vivo de dendrotoxine-K (DTX), un inhibiteur spécifique de Kvl1.1, dans le cortex moteur
primaire de rats adultes, j’ai cherché a reproduire de maniére indirecte les perturbations
observées jusqu’alors in vitro induites par les anticorps anti-LGI11. Cette approche a permis de
reproduire chez le rat les TDS pathognomoniques de ’EAI a anticorps anti-LGI1. J’ai pu
retrouver des caractéristiques cliniques et EEG communes, en comparant les données de ce
modele animal a celles d’une cohorte de 12 patients ayant eu des TDS enregistrées lors de
cessions EEG-EMG-vidéo. J’ai pu également montrer que les TDS des rats pouvaient étre
bloquées par la rétigabine, un médicament antiépileptique potentialisant les canaux K*
dépendant du voltage.

3/ Le nouveau mode¢le de TDS induites par DTX m’a permis d’explorer les mécanismes
neuronaux sous-tendant les TDS. Ma stratégie a consisté a réaliser des enregistrements
neuronaux extracellulaires et intracellulaires in vivo chez le rat sédaté, apres injection de DTX.
Cela m’a permis de décrire les activités neuronales associées aux TDS, et de mettre en évidence
un scénario neuronal qui pourrait expliquer la fréquence élevée de ces crises et leur survenue
réguliére.

Mon travail de these a montré le réle central de la perturbation de Kv1.1 dans
I'émergence des TDS et suggere que la potentialisation de courants K* neuronaux pourrait étre
une stratégie efficace comme traitement des crises dans la prise en charge précoce de I’EAI a
anticorps anti-LGI1. Le nouveau modéle animal in vivo pourrait aider au développement de
futures recherches pour mieux caractériser les mécanismes de l'ictogénese dans cette EAI
fréquente.



