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RESUME

Les genes codant pour les canaux sodiques dépendants du potentiel de membrane (Na,)
présents dans le systeme nerveux central sont la cible de nombreuses mutations conduisant a
divers phénotypes. L’objectif de mon travail de thése est de comprendre pourquoi des
mutations d’un méme geéne peuvent conduire a des pathologies distinctes afin d’envisager le
développement de nouvelles approches thérapeutiques. Le géne SCN1A codant pour la sous-
unité a du canal Na,1.1 exprimé principalement dans les interneurones GABAergiques, est la
cible de mutations responsables de syndromes épileptiques et de la migraine hémiplégique
familiale (MHF-3), une forme rare de migraine avec aura. Il a été montré que les mutations
responsables de 1’épilepsie induisent une perte de fonction du canal, ce qui conduit a une
hypoexcitabilité des neurones GABAergiques dont résulte une hyperexcitabilité du réseau
neuronal. L’analyse fonctionnelle de mutations responsables de la MHF-3 a montré qu’elles
induisent un gain de fonction du canal et une hyperexcitabilité des neurones GABAergiques
pouvant étre a l’origine d’une dépression corticale envahissante (DCE), un mécanisme
pathologique de la migraine. En particulier, I’étude de la mutation L1649Q a montré qu’elle
entraine un défaut d’expression des canaux Nayl.l a la membrane. Ce défaut d’expression
peut étre restauré soit par I’incubation de ces cellules a 30°C, ce qui facilite 1’adressage des
canaux a la membrane, soit par ’expression de la mutation dans des neurones en culture.
L’analyse des propriétés biophysiques des canaux mutés apres récupération partielle de la
densité de courant a mis en évidence que 1’effet global de la mutation L1649Q correspond a
un gain de fonction allant dans le sens d’une hyperexcitabilité des neurones GABAergiques
(Cestele et al.2013 PNAS). Afin d’identifier si d’autres mutations MHF-3 possédent le méme
mécanisme fonctionnel (perte/gain de fonction), la lere partie de ma thése a consisté en la
caractérisation fonctionnelle d’une nouvelle mutation responsable de la MHF-3, L1670W.
Cette mutation conduit a un défaut d’expression des canaux Na,1l.1 (perte de fonction)
cependant, apres récupération partielle de la densité de courant, la mutation induit un net gain
de fonction des canaux Na,1.1. Ces résultats ont permis de mettre en évidence que la mutation
L1670W, comme la mutation L1649Q, induit un défaut d’expression des canaux a la
membrane et un gain de fonction renforgant ainsi I’hypothese selon laquelle ce mécanisme
pourrait étre généralisé a d’autres mutations induisant la MHF-3. Le gene SCN2A code pour la
sous-unité a des canaux Na,1.2 exprimés principalement dans les neurones excitateurs. Les

mutations du gene SCN2A sont responsables de différentes pathologies telles que les



épilepsies bénignes, les encéphalopathies épileptiques néonatales et infantiles, la
schizophrénie et les troubles du spectre de 1’autisme (TSA) avec ou sans épilepsie associée. A
ce jour, les mécanismes détaillés responsables de ces différentes pathologies restent flous.
Dans le but d’¢lucider la relation génotype/phénotype, nous avons ¢étudié les effets
fonctionnels de 23 mutants SCN2A responsables de ces différentes pathologies avec des
expériences de patch-clamp dans des neurones néocorticaux de souris en culture et des lignées
cellulaires transfectés. Nos résultats montrent que toutes les mutations responsables de TSA
sans épilepsie induisent une perte presque totale de densité de courant tandis que pour les
autres pathologies les effets sont hétérogénes. Dans le but de reproduire les conditions
pathophysiologiques hétérozygotes, nous avons étudié la co-expression des canaux sauvages
avec chacun des 23 canaux mutés. Nos résultats ont mis en évidence une réduction de la
densité de courant des canaux sauvages uniquement en présence de canaux porteurs de
mutations responsables de TSA. Par conséquent, seules les mutations responsables du
phénotype autistique induisent un phénomene de dominance négative sur les canaux
sauvages. Afin de déterminer si ce mécanisme de dominance négative est dii a I’interaction de
2 sous-unités a, qui a été décrite récemment (Clatot et coll., 2018 Nat Commun), nous avons
utilisé différentes stratégies pour inhiber cette interaction dans les neurones néocorticaux co-
transfectés avec les canaux sauvages et les canaux mutés. Les résultats obtenus ont montré
que l'effet de dominance négative des mutants responsables de TSA n’est plus observé
lorsque I’interaction entre une sous-unité o d’un canal sauvage avec celle d’un canal muté est
inhibée. Par conséquent, nos résultats permettent de décrire pour la 1% fois que les mutations
des canaux Na’ responsables de TSA agissent par un mécanisme de dominance négative,

lequel est médié par I’interaction entre des canaux sauvages avec des canaux mutés.

Mots clés : Nav1.1, MHF-3, migraine, aura, Nav1.2, épilepsie, TSA, dominance négative



ABSTRACT

The genes encoding for the voltage-gated sodium channels (Na,) expressed in the central
nervous system are the target of numerous mutations leading to various phenotypes. The aim
of my work is to understand why mutations in the same gene can lead to distinct pathologies
in order to consider the development of new therapeutic approaches. The SCN1A gene
encoding for the a subunit of Na,1.1 channels, mainly expressed in GABAergic interneurons,
is the target of mutations responsible for epileptic syndromes and familial hemiplegic
migraine (MHF-3), a rare form of migraine with aura. The mutations responsible for epilepsy
have been shown to cause a loss of function, which leads to hypoexcitability of GABAergic
neurons and subsequently to the network hyperexcitability. At the opposite, the mutations
responsible for MHF-3 showed a gain of function and hyperexcitability of GABAergic
neurons which can lead to the cortical spreading depression (CSD), a pathological mechanism
of headache. In particular, the functional study of the L1649Q mutation showed that the
mutation leads to a defect in the Na,1.1 channels expression at the membrane. This defect in
expression can be restored either by incubating cells at 30 ° C, which facilitates the channels
trafficking, either by the expression of the mutation in neurons in culture. Analysis of the
biophysical properties of the mutated channels after partial recovery of the current density
demonstrated that the overall effect of the L1649Q mutation corresponds to a gain of function,
consistent with an hyperexcitability of GABAergic neurons (Cestele and al. 2013 PNAS). In
order to identify if other MHF-3 mutations share the same mechanism (loss / gain of
function), the first part of my thesis aimed to characterize a new mutation responsible for
MHF-3, L1670W. This mutation leads to a defect in the Na,1.1 channels expression at the
membrane but after partial recovery of the current density, the mutation induces a clear gain
of function of Na,1.1 channels. These results showed that the L1670W mutation, like the
L1649Q mutation, leads to a defect in the Na,1.1 channels expression at the membrane and a
gain in function, thus reinforcing the hypothesis that this mechanism could be generalized to
other mutations responsible for MHF-3. The SCN2A gene encodes for the a subunit of Na,1.2
channels mainly expressed in excitatory neurons. Mutations in the SCN2A gene are
responsible for different pathologies such as benign epilepsies, neonatal and infantile epileptic
encephalopathies, schizophrenia and Autism Spectrum Disorder (ASD) associated or not with
epilepsy. To date, the detailed mechanisms responsible for these different pathologies remain
unclear. In order to elucidate the genotype/phenotype relationship, we studied the functional
effects of 23 SCN2A mutants responsible for these different pathologies with patch-clamp
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experiments in primary culture of mice neocortical neurons and transfected cell lines. Our
results show that all the mutations responsible for ASD without epilepsy induce an important
decrease (almost complete) of the current density while for the other pathologies the effects
are heterogeneous. In order to reproduce the heterozygous physiopathological conditions, we
studied the co-expression of wild-type (WT) channels with each of the 23 mutated channels.
Our results showed a reduction in the WT channels current density only in the presence of
channels carrying mutations responsible for ASD. Consequently, only the mutations
responsible for the autistic phenotype induce a phenomenon of negative dominance on WT
channels. To determine whether this negative dominance mechanism is due to the interaction
of o subunits, which has been described recently (Clatot et al., 2018 Nat Commun), we used
different strategies to inhibit this interaction in neocortical neurons co-transfected with WT
and mutated channels. The results obtained showed that the negative dominance effect of the
mutants responsible for ASD is no longer observed when the interaction between the a
subunits is inhibited. Therefore, our results allow us to describe for the first time that
mutations in Na* channels responsible for ASD act by a negative dominance mechanism,

which is mediated by the interaction between WT and mutated channels.

Keywords :  Navl.1, FHM-3, migraine, aura, Navl.2, epilepsy, ASD,negative dominance
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Les canaux sodiques potentiel-dépendant Na,1.1 et Na,1.2 sont exprimés dans tout le cerveau.
Cela implique que les mutations situées sur les genes SCN1A et SCN2A responsables de la
migraine, 1’épilepsie ou encore 1I’autisme peuvent avoir un impact sur des structures cérébrales
différentes. Le cortex est une structure cérébrale qui semble étre impliquée dans toutes les

pathologies liées aux mutations des genes SCN1A et SCN2A.

1. Le cortex

1.1  Anatomie morpho-fonctionnelle

Chez I'Homme, le cortex cérébral permet des fonctions élaborées telles que le langage, la
mémoire, la commande de mouvements volontaires ou encore la conscience.

Il existe 3 types de cortex qui se distinguent par leur structure et leur réle : I'archicortex, le
paléocortex et le néocortex. Le néocortex occupe la quasi-totalité de la surface des lobes des 2
hémisphéres. Les lobes s’organisent sous la forme d’aires corticales primaires, chacune
responsable d'un certain type d'activités. On distingue le lobe frontal, le lobe pariétal, le lobe
temporal et le lobe occipital. Le lobe frontal, situé a la partie antérieure de I'hémisphére
cérébral, est impliqué dans le comportement. Il contient I’aire motrice qui commande les
mouvements volontaires. Le lobe pariétal, situé en arriere du lobe frontal, joue un réle
important dans I’intégration des informations sensorielles issues de la vision, du toucher et de
I’audition et dans la perception de I’espace. Le cortex temporal, situ¢ en dessous du cortex
pariétal, est impliqué dans la mémoire, le langage, les émotions, 1’audition ou encore
I’olfaction. Le cortex occipital, qui se trouve en arriere de I'hémisphere, est impliqué dans la
vision et contient 1'aire visuelle qui recoit et traite les informations venant de I'ceil (Carpenter
et Sutin, 1983).

D’une manic¢re générale, I’hémispheére droit commande le c6té gauche du corps et
inversement.

Horizontalement, le néocortex se divise en 6 couches numérotées de | a VI de la surface vers
la profondeur (Figure 1) : la couche | ou couche moléculaire contenant principalement des
cellules gliales et des fibres nerveuses, la couche Il ou couche granulaire externe, la couche Il
ou couche pyramidale externe, la couche IV ou couche granulaire interne, la couche V ou
couche pyramidale interne qui contient essentiellement des neurones pyramidaux dont les
dendrites apicaux se projettent soit dans la couche moléculaire (couche 1) soit dans la couche
granulaire interne (couche IV) et dont les axones se projettent a distance (striatum, tronc
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cérébral, moelle épiniére..), et enfin la couche VI ou polymorphe contenant des neurones qui
se projettent sur la couche IV du cortex et qui recoit des afférences provenant du thalamus,

des régions somatosensorielles corticales et du claustrum (Thomson, 2010).

Golgi Nissl Weigert

Figure 1: Représentation schématique du néocortex. Colonne 1: la coloration de
Golgi permet de marquer I’ensemble du neurone ; Colonne 2 : la coloration de Nissl marque
les corps cellulaires ; Colonne 3: la coloration de Weigert marque les fibres nerveuses
my¢élinisées et montre 1’arrangement radial (en colonne) et horizontal (laminaire) des fibres
nerveuses dans chaque couche (Carpenter et Sutin, J Human Neuroanatomy 1983).

1.2 Les populations neuronales du cortex

Le cortex cérébral est constitué a 80% de cellules excitatrices et & 20% de cellules inhibitrices
qui sont nécessaires au maintien de 1’excitabilité neuronale (Petilla Interneuron Nomenclature
et coll., 2008).

Les cellules pyramidales ont pour neurotransmetteur le glutamate et représentent ainsi les
cellules excitatrices.

Les cellules inhibitrices quant a elles ont pour neurotransmetteur le GABA et on les
différencie par les protéines qu’elles expriment: les cellules en panier et en chandelier
exprimant la paravalbumine (PV+) et situées au niveau des couches II, 11, 1V, V et VI, les
cellules exprimant la somatostatine (SST+) situées majoritairement au niveau des couches I,
I1l, V et VI et les cellules exprimant la reeline (reeline+) et le vasoactif intestinal peptide
(VIP+) situées au niveau de la couche I a VI du cortex. Les interneurones PV+ et SST+

dérivent de I’éminence ganglionnaire médiale (MGE) et inhibent principalement les cellules
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pyramidales (Contreras, 2004;Yamagata et coll., 2017). Les interneurones reeline+ et VIP+

sont dérivés de 1’éminence ganglionnaire caudale (CGE) et inhibent principalement les

neurones inhibiteurs. Ils jouent donc un réle dans la désinhibition (Yamagata et coll, Biochem

Biophys Res Commun 2017).

Les cellules constituant le cortex peuvent étre différenciées par leur fonction ou le type

de

protéine qu’elles expriment mais pas seulement. En effet, on peut aussi classer les cellules du

cortex en fonction de leur patron de décharge de potentiel d’action (PA).

Ainsi, on distingue les neurones de type Regular Spiking (RS) avec une décharge réguliere
(Figure 2A), les neurones de type Intrisic Bursting (I1B) générant des décharges en bouffées
avec une frequence de 200Hz, les neurones de type Fast Rythmic Bursting (FRB) générant
des décharges en bouffées rythmiques rapides avec une fréquence de décharge comprises
entre 200 et 600Hz, les neurones de type Fast Spiking (FS) générant des décharges rapides
avec une fréquence moyenne de 338Hz chez I’Homme (Figure 2B) et les neurones de type
Low Threshold Spiking (LTS) générant des décharges a bas seuil (Contreras, 2004). Les
cellules excitatrices génerent principalement des décharges de type RS tandis que les
interneurones générent principalement des décharges de type FS (Connors and Gutnick,
1990) (Markram et coll., 2004) (Wang et coll., 2016). La forme du PA ainsi que la
fréquence de décharge dépendent du type de canaux ioniques sensibles au potentiel

L N i

— IIiI| W
20 mv "\
—J | .

200 ms

membranaire qui sont exprimés dans le neurone (Bean, 2007).

Figure 2. Patron de décharge des cellules corticales. Décharges de type Regular
Spiking (A) et Fast Spiking (B) enregistrées dans des neurones corticaux de souris
(Subkhankulova et coll., 2010)
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1.3 Les canaux ioniques potentiel-dépendants et le potentiel d’action (PA)

La notion de pores sélectifs aux ions dépendants du potentiel membranaire est abordée pour la
1% fois dans les années 40 a Iuniversité de Cambridge. A cette époque-13, Alan Hodgkin et
Andrew Huxley travaillent sur I’axone géant de Calmar afin d’étudier les courants ioniques en
fonction de la dépolarisation de la membrane plasmique. L’axone du Calmar fait Imm de
diametre environ ce qui leur permet d’insérer des électrodes nécessaires pour imposer le
voltage. Ainsi, ils montrent que les courants ioniques a I’origine du potentiel d’action (PA)
sont dus a 1/ I’activation de la conduction au sodium Na* 2/ I’activation de la conductance au
potassium K" et enfin 3/ I’inactivation de la conductance au sodium (Hodgkin and Huxley,
1945) (Hodgkin and Huxley, 1952). lls obtiennent le prix Nobel en 1963 pour I’ensemble de

leurs travaux.

Au repos, le potentiel membranaire du neurone est aux alentours de -70mV et la conductance
membranaire au sodium (gNa) est tres faible car la plupart des canaux au sodium sont fermés.
En réponse & une dépolarisation, les canaux sodiques potentiel-dépendants Na, s’activent et
les ions Na+ rentrent massivement dans la cellule en raison de leur gradient électrochimique
et augmente la dépolarisation. Cette 1*® étape correspond & la phase ascendante du PA
(Figure 3). Ensuite les canaux sodiques Na, s’inactivent et les canaux potassiques potentiels
dépendants K, s’ouvrent. Les ions K" quittent alors la cellule et permettent la repolarisation

de la membrane. Cette 2"%

étape correspond a la phase descendante du PA. Le potentiel de
membrane retrouve ainsi sa valeur initiale. Toutefois les canaux au potassium n'étant pas
inactivés au moment ou la cellule retourne a son potentiel de repos, les ions potassium
continuent a quitter la cellule et provoquent ainsi une légére hyperpolarisation, le temps que la
perméabilité au potassium retrouve sa valeur de repos. Cette hyperpolarisation est appelée
afterhyperpolarisation (AHP) et permet de controler la fréquence de décharge des neurones

(Hodgkin and Huxley, 1952) (Bean, 2007).
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Figure 3.Représentation schématique d’un potentiel d’action. Les canaux Na,
s’ouvrent et dépolarisent la membrane (phase ascendante du PA). Ensuite les canaux Na,
s’inactivent et les canaux potassiques K, s’ouvrent, ce qui a pour conséquence de repolariser
la membrane (phase descendante du PA). Les ions K* continuent a quitter la cellule et
provoquent I’hyperpolarisation (Grider et Glaubensklee, Physiology, Action Potential 2019)

In vivo, les neurotransmetteurs sont libérés par 1’élément pré-synaptique. En se liant sur leurs
récepteurs spécifiques postsynaptiques, ils induisent des potentiels post-synaptiques
excitateurs (PPSE) dans 1’élément postsynaptique (Figure 4). La sommation des PPSE permet
d’atteindre la valeur seuil du potentiel nécessaire a I’ouverture des canaux sodiques potentiel-
dépendants et donc a la génération des PA au niveau du segment initial de I’axone (Rasband,
2010). Le neurone recoit également des potentiels post-synaptiques inhibiteurs (PPSI). C’est
donc la sommation a la fois des PPSE et des PPSI qui doit atteindre la valeur seuil (environ -
40mV) permettant I’ouverture des canaux sodiques potentiel-dépendants, le neurone génére
des PA au niveau du SIA.

Output : spke Spike
nitiation propagaton
Input - EPSP . g

2 t TN
myelin JXP- Para- Node of Para- JXP-
node node Ranvier node node
Axon Initial
Segment

Figure 4. Représentation schématique d’un neurone. 1- les PPSE provenant du compartiment
somatodendritique dépolarise le neurone 2- les canaux sodiques potentiel-dépendants s’ouvrent, dépolarisent
fortement les cellules et générent des PA 3-les PA se propage le long de ’axone au niveau des nceuds de Ranvier
(conduction saltatoire) Modifié¢ d’aprés (Duflocq et coll., 2011).
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2. Les canaux sodiques potentiel-dépendants

2.1 Structure-Fonction

En 1984, Hartshorne et Catterall purifient le canal sodium a partir du cerveau du rat. Ils
identifient une sous-unité a de 260kDa et deux sous-unités B de 39kDa (B1) et 37kDa (B2)
(Hartshorne and Catterall, 1984).

Par la suite, Noda et coll clonent et séquencent la structure d’ADN codant pour le canal
sodique a partir de 1’anguille électrique Electrophorus electricus. La sous-unité o des canaux
sodiques est composée de 1820 acides amines, formant 4 domaines transmembranaires
homologues (DI a DIV). Chaque domaine est constitué de 6 segments transmembranaires
organisés en hélice alpha (S1 a S6), connectés les uns aux autres par des boucles intra- et
extracellulaires (Figure 5) (Noda et coll., 1984).

Les segments S1 a S3 sont hydrophobes et contiennent plusieurs résidus chargés. Les
segments S4 jouent le réle de senseur de potentiel et contiennent un résidu chargé
positivement (principalement arginine R) toutes les 3 positions. Les segments S5 et S6 ainsi
que la boucle extracellulaire réentrante P qui les relie constituent le pore du canal au centre
des 4 domaines. Les segments S5 et S6 sont hydrophobes et ne contiennent pas de résidus
chargés. Enfin la boucle intracellulaire reliant les segments S6 et S1 des domaines Il et 1V
joue le réle de « porte » d’inactivation du canal (Catterall, 2000).

Bien qu’elle soit associée & une ou deux protéines accessoires 3 jouant un role dans la

modulation, la sous-unité a est suffisante pour la fonction des canaux sodiques.

Le pore du canal ou filtre sélectif

L’existence d’un pore perméable aux ions sodium a été mise en évidence grace a des
expériences de voltage-clamp et de mutagenese dirigée ayant pour but d’étudier I’effet de
neurotoxines, telles que la tétrodotoxine (TTX) et la saxitotoxine (STX), sur la fonction des
canaux sodiques potentiel-dépendants. La premiére étude montre que le remplacement d’un
résidu d’acide glutamique, chargé négativement, en glutamine en position 387 (E387Q) de la
sous-unité o-11 du rat rend le canal insensible & la TTX et la STX et diminue sa conductance
(Noda et coll., 1989).
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Figure 5. Les structures primaires des sous-unités des canaux sodiques potentiel-dépendants

Les cylindres représentent les segments a-hélicoidaux transmembranaires reliés par les boucles intra- et extracellulaires. Les
segments S4 sont les senseurs de potentiel (en jaune) et les segments S5 et S6 forment le pore du canal (vert) avec la boucle
extracellulaire réentrante qui les relie. La boucle d’inactivation se situe au niveau de la boucle intracellulaire reliant DIII a
DIV (cercle bleu h). Les sites impliqués dans la formation du récepteur de la porte d'inactivation sont représentés par des
cercles bleus. Les motifs ¥ représentent les sites de N-glycosylation et les lettres P dans les cercles rouges représentent les
sites de phosphorylation par les protéines kinases PKA (cercles) et PKC (diamants) ; les cercles blancs représentent les
anneaux externe (EEDD) et interne (DEKA) des résidus formant le filtre de sélectivité ionique et le site de liaison de la
tétrodotoxine. Les domaines extracellulaires des sous-unités B1 et B2 sont représentés sous forme de plis de type
immunoglobuline. Les sites de liaison des toxines de scorpions o et B et un site d'interaction entre les sous-unités a et 1 sont
également indiqués (Catterall, 2000).

La seconde etude démontre que le remplacement d’un résidu d’acide aspartique, chargé
négativement, en asparagine en position 384 (D384N) élimine la quasi-totalité du courant
sodium sans affecter la dépendance au potentiel nécessaire pour activer le canal sodique. Par
conséquent, les auteurs concluent que ces résidus sont localisés au niveau du pore du canal
(Pusch et coll., 1991).

Par la suite, des résidus chargés negativement pour la plupart sont identifiés sur chacun des 4
domaines du canal sodique a une position analogue. Ils forment des anneaux internes et
externes, respectivement DEKA et EEDD, qui jouent le rdle de filtre sélectif aux ions sodium
(Terlau et coll., 1991). L’anneau interne est formé par les résidus D384, E942, K1422 et
A1714 et I’anneau externe, est formé par les résidus E387, E945, D1426 et D1717 (positions
des résidus au niveau de la sous-unité a-I1 du rat).

L’analyse de la structure détaillée du complexe formé par la sous-unité a-I1 humaine et la
sous-unité accessoire 1 grace a la cryo- microscopie électronique (Cryo-EM) montre que
I’anneau interne de la sous-unité a-humaine est formé par les résidus D406, E761, K1244 et
A1536, et ’anneau externe est formé par les résidus E409, E764, D1248 et D1539. Les
résidus E764 (DII) et D1248 (DIII) sont alignés au-dessus des résidus E761 (DII) et K1244
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(DIH) tandis que les résidus E409 (DI) et D1539 (IV) sont décalés d'environ 120°. Cette
disposition spatiale crée une asymétrie supplémentaire a l'entrée du pore. La surface
électronégative des boucles extracellulaires et de la partie externe du pore peut attirer les
cations et repousser les anions. Une fois que les cations sont attirés vers la partie externe du
pore, ils sont probablement conduits vers le site DEE en raison de I'attraction électrostatique.
Le site DEE est formé par les groupes carboxylates des résidus D406 (Dl), E761 (DIl) et
E764 (DII) qui se regroupent et constituent un site hautement électronégatif (Pan et coll.,
2018).

Les segments S4 : senseur de potentiel et activation des canaux Na,

Chacun des 4 domaines constituant le canal sodique possede un segment S4
transmembranaire hélicoidal contenant des résidus chargés positivement et neutralisés par des
résidus chargés négativement provenant des segments S2 et S3. Les charges positives du
segment S4 sont principalement des résidus arginine (R) et il y en a entre 4 et 7 par segment
(Figure 6). En réponse a une dépolarisation, les résidus chargés positivement situé sur les
segments S4 se déplacent a travers la membrane vers le milieu extracellulaire selon le modele
de la «sliding helix » (Catterall, 1986) ou « crew helix » (Guy and Seetharamulu, 1986).
L’implication des segments S4 dans le processus d’activation a été confirmée avec des
expériences de mutagénese dirigée et de patch-clamp sur des oocytes de Xénope. Le
remplacement d’un résidu arginine ou lysine par un résidu glutamine au niveau du S4 de DI
altére la dépendance au voltage de ’activation du canal (Stuhmer et coll., 1989). L’effet est
plus important lorsque deux mutations sont combinées sur un méme segment S4.

De plus, en se liant a la boucle extracellulaire reliant le S3 au S4 de DI, la toxine CsslV issue
du venin de scorpion Centruroides suffusus suffusus du Mexique entraine un déplacement de

la courbe d’activation vers des potentiels plus hyperpolarisés (Cestele et coll., 1998).

L’analyse structurelle du canal sodique bactérien NavAb Arcobacter butzleri a permis
d’identifier trois charges sur le segment S4, R1 a R3, exposées a la solution externe et
interagissant avec des chaines latérales d'acides amines chargées negativement et hydrophiles
situées au niveau des segments S1 a S3 (cluster négatif extracellulaire ou ENC). La quatriéme
charge R4 interagit avec les chaines latérales d'acides aminés chargées négativement dans le
cluster négatif intracellulaire (INC). Entre les 3°™ et 4™ charges du segment S4, le site de

constriction hydrophobe (HCS) hautement conservé bloque le passage de I'eau et des ions.
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Dans le contexte du modéle de la « sliding helix », le segment S4 est supposé se déplacer dans
le HCS en réponse aux changements de potentiel, transférer ses charges (R1 a R4) a travers le
champ électrique transmembranaire et échanger des partenaires de paires d'ions entre le

cluster négatif intracellulaire et le cluster négatif extracellulaire (Catterall and Zheng, 2015).

Pore module Voltage
sensor

Activated state

Figure 6. Structure cryo-EM du canal NavAb au repos. Le segment S4 est dessiné de maniére
intracellulaire, avec trois résidus chargés positivement passant a travers le champ électrique
transmembranaire. Ce mouvement forme un coude au niveau de la boucle reliant les segments S4 et S5 et
resserre le collier autour de la porte d'activation S6 empéchant son ouverture (Wisedchaisri et coll., 2019).

Plus récemment, la cryo- microscopie électronique (Cryo-EM) a permis d’étudier en détail la
structure et le mécanisme d’activation du canal Na,Ab (Figure 6).

A l'état de repos, le senseur au potentiel se constitue d’une fente aqueuse extracellulaire se
formant entre les hélices a des segments S1-S2 et S3-S4 (conformation en épingle a cheveux).
L'hélice a du segment S4 est principalement tournée vers l'intérieur le long de son axe
principal par rapport a la conformation activée, tandis que les hélices S1 et S2 conservent la
méme configuration dans les deux états (repos ou activé). En revanche, I’hélice a du segment
S3 s'incline l1égérement vers le segment S4 et la boucle reliant S3 et S4 est plus courte car la
partie C-terminale de la boucle a changé conformation pour devenir le segment N-terminal de
S4. Ce changement de conformation rétrécit la fente aqueuse extracellulaire et permet une
translocation vers l'intérieur des charges du segment S4. Le segment S4 s’étend donc dans le
cytoplasme et pour le relier au segment S5, la boucle intracellulaire remonte vers la
membrane en adoptant une conformation angulaire qui prend la forme d’un «coude». Ces

réarrangements resserrent le collier (boucles S4-S5 des 4 domaines) autour des segments S5 et
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S6 et empéche l'ouverture du pore. La conformation en forme de « coude » de la boucle
intracellulaire reliant S4 a S5 est a la fois essentielle pour stabiliser la conformation fermée du
pore et pour déclencher son ouverture. En réponse a une dépolarisation, le segment S4 se
déplace vers I’extérieur et tire le « coude » formé par la boucle extracellulaire vers I’intérieur
de la membrane (Figure 6). Ainsi, le collier formé autour des segments S5 et S6 se desserre et

le pore s’ouvre (Wisedchaisri et coll., 2019).

L’inactivation rapide

En réponse a une dépolarisation, le canal sodique s’active ce qui permet I’entrée d’ions
sodium dans la cellule et donc la génération de potentiels d’action. Quelques millisecondes
plus tard (1 & 2ms) le canal s’inactive, les ions sodium ne peuvent plus entrer a I’intérieur de
la cellule évitant ainsi la génération de décharges répétitives (Hodgkin and Huxley, 1952). En
1988, le groupe de WA Catterall montre, en utilisant des anticorps dirigés contre différents
peptides de la sous-unité o, que la boucle intracellulaire reliant le segment S6 de DIII au
segment S1 de DIV est directement impliquée dans le processus d’inactivation rapide
(Vassilev et coll., 1988). Ce résultat a été confirmé par la délétion de cette boucle
intracellulaire qui a pour conséquence de réduire de maniere drastique I’inactivation du canal
(Stuhmer et coll., 1989). Les années suivantes, de nombreuses études visant a étudier les
caractéristiques de I’inactivation rapide ont montré, grace a des expériences de mutagénese
dirigée et de patch clamp, que 3 acides aminés hydrophobes jouent un réle crucial dans ce
processus : un résidu isoleucine en position 1488, un résidu phénylalanine en position 1489 et
un résidu methionine en position 1490. lls constituent le motif IFM indispensable au maintien
de la « porte » d’inactivation en position fermée (West et coll., 1992) (Eaholtz et coll., 1994)
(Kellenberger et coll., 1997).

Le mécanisme d’inactivation rapide fonctionne selon une porte d’inactivation qui se fixe a un
récepteur formé par plusieurs régions du canal pour obstruer le pore (Figure 7). Des
expériences de mutagénése dirigée ont permis d’identifier plusieurs résidus impliqués dans ce
mécanisme. En 1997, Smith et Goldin montrent que la phénylalanine de la boucle
d’inactivation (IMF) interagit avec une alanine en position 1329 de la sous-unité a-Il du rat,
située au niveau de la boucle intracellulaire reliant les segments S4 et S5 de DIl (Smith and
Goldin, 1997). Il a été montré que pendant l'inactivation des canaux a 1’état fermé, le motif

IFM de la porte d'inactivation interagit avec un résidu phénylalanine en position 1651 et/ou
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avec un résidu leucine, en position 1660 de la sous-unité a-1l du rat, situés au niveau de la

boucle intracellulaire reliant les segments S4 et S5 de DIV.

L VLS VN
A < ! S4-S5u

: +—\S6
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Figure 7. Mécanisme d’inactivation du canal Na,1.4. Le motif IFM de la porte d’inactivation rapide s’insére
dans une cavité hydrophobe fermée par les segments S5 et S6 des domaines Il et IV. Une vue intracellulaire montre la
cavité hydrophobe et le pore, indiqué par un cercle vert. Le résidu phénylalanine en position 1311 s’insére profondément
dans la cavité tandis que les résidus isoleucine et méthionine en position 1310 et 1312 renforcent ’interaction en se liant
aux bords de la cavité (Pan et coll., 2018).

Le résidu phénylalanine en position 1764 ainsi que le résidu valine en position 1774 situés
dans le segment S6 du domaine IV jouent également un role important dans 1’inactivation
rapide du canal mais sans interagir directement avec le motif IMF comme c’est le cas pour les
résidus décrits A1329, F1651 et L1660 (McPhee et coll., 1995).

Le mécanisme se précise grace a la spectroscopie RMN (résonance magnétique nucléaire)
réalisée sur la «porte » d’inactivation isolée de la sous-unité a du rat et qui permet de
visualiser sa structure avec une haute résolution (Rohl et coll., 1999). Ces études montrent que
la boucle intracellulaire reliant le segment S6 de DIII au segment S1 de DIV est une structure
stable en hélice a qui contient des reésidus fonctionnellement impliqués dans I’inactivation.
Les régions autour de la structure servent de charniéeres pour la porte d'inactivation. Le résidu
phénylalanine en position 1489 est positionne de fagon a interagir directement avec le pore et
le résidu méthionine en position 1490 permettrait de positionner correctement la surface
d’interaction de la « porte » lui permettant de se lier au pore. Ces deux résidus jouent donc un
role crucial dans le blocage du pore, de maniére directe (Phe 1489) ou indirecte (Met
1490).Le résidu isoleucine en position 1488 semble jouer un réle en périphérie ou il pourrait
contribuer a I’environnement hydrophobique de la surface d’interaction. Enfin, un résidu

thréonine en position 1491 s’ajoute au motif IMF permettant ainsi d’avoir une structure plus
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précise du motif de verrouillage de la « porte » d’inactivation. Ces études ont été réalisées a
partir de la sous-unité o du rat.

En 2018, Pan et coll utilisent la cryo- microscopie électronique (Cryo-EM) pour étudier la
structure deétaillée du complexe formé par la sous-unité o-IV humaine et la sous-unité
accessoire 1 (Pan et coll., 2018).

Une cavité hydrophobique est formée par 1/la boucle intracellulaire reliant S4 a S5 de DIlII et
DIV 2/ les segments S6 de DIIl et DIV et 3/le segment S5 de DIV. En ce qui concerne le
motif IMF, le résidu phénylalanine en position 1311 s’insére en profondeur dans cette cavité
et les résidus isoleucine et méthionine, en position 1310 et 1312 respectivement, renforcent
I’interaction aux bords de la cavité hydrophobique (Figure 7). Le résidu phénylalanine joue
donc le rble principal dans cette « porte » d’inactivation confirmant ainsi les données
obtenues par le groupe de Catterall en 1992 qui montraient que la substitution du résidu
phénylalanine par un résidu glutamine suffit a supprimer complétement 1’inactivation
contrairement aux substitutions des résidus méthionine et isoleucine qui ont pour conséquence

ralentir I’inactivation et non de la supprimer (West et coll., 1992).

Le segment S4 du domaine IV joue un role important dans le processus d’inactivation rapide.
Par exemple, la substitution d’un résidu arginine par un résidu cystéine ou histidine en
position 1448 (S4 de DIV) de la sous-unité o humaine exprimée au niveau du muscle
squelettique (hNay1.4) ralentit le développement et accélére la récupération de 1’inactivation
rapide du canal suggérant ainsi un role crucial du S4 de DIV dans le couplage entre
I'activation et I'inactivation du canal sodique (Chahine et coll., 1994). En 2013, Capes et coll
montrent que le mouvement du senseur au potentiel de DIV détermine la vitesse du
développement et de la récupération de I’inactivation rapide. La substitution de 3 résidus
arginine en glutamine du segment S4 de DIV altére a la fois la cinétique et la dépendance au
voltage du développement ainsi que la cinétique de récupération de I’inactivation. En
revanche, la substitution des mémes résidus au niveau des domaines | a III n’altére que trés
peu la dépendance au potentiel de I’inactivation suggérant ainsi que 1’activation du segment
S4 seul est suffisante pour que I’inactivation rapide se produise. L’activation du segment S4
précede 1’ouverture du pore, ce qui signifie qu’elle représente le mécanisme d’inactivation du

canal a I’¢tat fermé (Capes et coll., 2013).
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L’inactivation lente

L'inactivation lente se développe pendant les trains de potentiels d'action qui durent des
centaines de millisecondes. Des études de mutagenese dirigée ont permis d’identifier
plusieurs régions de la sous-unité o impliquées dans ce mécanisme.

La substitution d’un résidu valine en isoleucine en position 754 (V7541) du canal Na,l1.4
humain ou en position 891 du canal Na,1.5 humain altere la dépendance au potentiel de
I’inactivation lente des canaux. Les résidus V754 et V891 sont localisés au niveau de la
boucle intracellulaire réentrante (pore) reliant les segments S5 a S6 de DIl suggérant ainsi un
role important de cette boucle dans le contrdle de I’inactivation lente (Vilin et coll., 2001).

La substitution d’un résidu thréonine en méthionine en position 698 du canal Na,1.4 du rat
conduit a un déplacement de la courbe d’inactivation lente vers des potentiels plus dépolarisés
(Cummins and Sigworth, 1996). Cette mutation correspond a la mutation humaine T704M
située sur le S5 de DIl et retrouvée chez un patient atteint de paralysie périodique
hyperkaliémique (HYPP). L’HYPP est une canalopathie caractérisée par des acces de
faiblesse ~ musculaire  associés & une  concentration  sanguine  augmentée
du potassium (hyperkaliémie). L’altération de I’inactivation lente pourrait accentuer la
dépolarisation des membranes musculaires et la paralysie (Hayward et coll., 1997). Ces
résultats indiquent que le segment S5 de DII joue un rdle important dans 1’inactivation lente.
Le segment S4 de DIl joue également un role dans I’inactivation lente. En effet, il a été
montré, a partir d’enregistrements ¢€lectrophysiologiques d’oocytes de Xénope, que la
mutation K859Q localisée au niveau du segment S4 de DIl ralentit le développement de
I’inactivation lente du canal Na,1.2 du rat(Fleig et coll., 1994).

En 2012, Payandeh et coll étudient la structure cristallographique du canal NavAb et montrent
que I’inactivation lente du canal entraine des réarrangements importants des hélices a des S6
tapissant les pores. Les 2 paires de segments S6 se sont déplacees. L une s’est déplacée au
centre du pore et I’autre vers l'extérieur. La partie intracellulaire du pore subit également des
réarrangements. Ils conduisent a une asymetrie structurelle globale placant le filtre de

sélectivité ionique a I'extrémité extracellulaire du pore (Payandeh et coll., 2012).

2.2 Les différents isoformes Navl.1-Nav1.9

Il existe 9 genes differents codant pour les 9 isoformes de la sous-unité o des canaux sodiques
dépendants du potentiel. Les génes SCN1A, SCN2A, SCN3A et SCN8A codent respectivement
pour les canaux Na,l.1, Na,1.2, Na,1.3 et Na,1.6 qui représentent les canaux sodiques
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exprimés au niveau du systéeme nerveux central. Le gene SCN4A code pour le canal Na,1.4
exprimé au niveau du muscle squelettique et le géne SCN5A code pour le canal cardiaque
Na,1.5.

Enfin, les genes SCN9A, SCN10A et SCN11A codent respectivement pour les canaux Na,l.7,
Na,1.8 et Na,1.9 exprimés au niveau du systéme nerveux périphérique et impliqués dans la
physiopathologie de la douleur (Goldin et coll., 2000).

Les canaux Na,l1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.6 et Na,1.7 sont sensibles a la TTX et ont
une cinétique d’inactivation rapide tandis que les canaux Na,1.5, Na,1.8 et Na,1.9 sont
résistants a la TTX et ont une cinétique d’inactivation lente (Goldin, 2001).

Les canaux Na,l1.1, Na,1.2, Na,1.3 et Na,1.7 ont une séquence d’acides aminés identiques a
environ 90% (Figure 8). Les génes codant pour ces 4 canaux sont situés au niveau du
chromosome 2 (locus 2g23-24), ce qui suggere une origine évolutionnaire commune. Ces
canaux ont une homologie de séquence de 84% avec les canaux Na,1.4, Na,1.6 et de 64%
avec les canaux Nay1.5, Na,1.8 et Na,1.9 (Catterall et coll., 2005).

| rNav1.1

|* rNav1.2

‘4 - rNay1.3
— rNav1.7
rNav1.4
rNav1.6
rNav1.5

rNav1.8
rNav1.9

Figure 8. Comparaison de I'identité des acides aminés pour les canaux sodiques
de rat Na,1.1 - Na,1.9. La comparaison a été effectuée avec Megalign dans le programme
DNAStar (en utilisant la méthode Clustal) pour les quatre domaines et la boucle cytoplasmique
reliant les domaines I11 et IV (Catterall et coll., 2005).
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2.3 Les sous-unités auxiliaires 3

Les canaux sodiques potentiel-dépendants sont associés a au moins deux sous-unités
accessoires . Ce sont des glycoprotéines de 30 a 40 kDa environ, constituées d’un seul
segment transmembranaire d’une extrémité N-terminale extracellulaire possédant un domaine
immunoglobuline-like et d’une extrémité C-terminale intracellulaire. Il existe 4 sous-unités 3
différentes, B1, B2, B3 et B4 codées respectivement par les génes SCN1B, SCN2B, SCN3B et
SCN4B (Isom, 2001) (Brackenbury and Isom, 2011). La sous-unit¢ B1 possede deux
isoformes, B1 et f1b. Les sous-unités B1 et B3 sont liées de maniere non covalente a la sous-
unité a tandis que les sous-unités B2 et B4 sont lies de maniere covalente par des ponts
disulfures.

Ces différentes sous-unités ont plusieurs réles: 1/ elles modulent les propriétés
électrophysiologiques et I’expression a la surface cellulaire des sous-unités o et 2/ elles jouent
le role de molécules d’adhésion en interagissant avec la matrice extracellulaire et le

cytosquelette.

Implication des sous-unités B dans la modulation des sous-unités o

La premiere étude mettant en évidence le r6le des sous-unités f dans la modulation des
propriétés biophysiques des canaux sodiques potentiel-dépendants a été réalisée a partir
d’oocytes de Xénope exprimant a la fois le canal Na,1.2 de rat et la sous-unité f1 (Isom et
coll., 1992). La présence de cette derniere conduit & 1/ une augmentation du pic de courant
sodium 2/ une accélération de I’inactivation, avec un courant inactivé a 90% au lieu de 50%
aprés 10ms et 3/ un déplacement de la courbe d’inactivation qui se met en place a des
potentiels plus hyperpolarisés. Le méme groupe montre ensuite que la sous-unité 1 augmente
aussi 1’expression des canaux Na,1.2 a la surface cellulaire des oocytes et que cet effet est
amplifié lorsque la sous-unité B2 est co-exprimée avec la B1 (Isom et coll., 1995). Les sous-
unités B3 et f4 jouent également un role dans la modulation des sous-unités a.

En effet, la présence de la sous-unité B4 dans des cellules tsA-201 transfectées avec soit le
canal Na,1.2 soit le canal Na,1.4 entraine un déplacement de la courbe d’activation des
canaux vers des potentiels plus hyperpolarisés (Yu et coll., 2003). De plus, il a é&té montré que
la co-expression des sous-unités B1 ou B3 avec le canal Na,1.7 dans des cellules HEK293,
conduit & la fois a une augmentation de la densité de courant des canaux Na,1.7 mais aussi a
une modification des propriétés biophysiques du canal. Les sous-unités B1 et B3 entrainent un

déplacement de la courbe d’inactivation du canal vers des potentiels plus dépolarisés. La
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sous-unité B3 induit également un déplacement de la courbe d’activation vers des potentiels
plus hyperpolarisés (Laedermann et coll., 2013).

L’utilisation modeles de souris délétées pour un des génes codant une sous-unité § a permis
de révéler la fonction des sous-unités P in vivo. L’étude de la souris SCN1B” dépourvue de la
sous-unité B1 et de son isoforme B1b est un modéle d’encéphalopathie épileptique infantile
appelée syndrome de Dravet (voir pathologies associées aux mutations du gene SCN1A). Il a
été montré que, chez ces souris SCN1B™, le niveau d’expression des canaux Na,1.1 diminue
et que celui des canaux Na,1.3 augmente (Chen et coll., 2004). De plus, des enregistrements
sur tranches de neurones d’hippocampe et du cortex révelent une hyperexcitabilité neuronale
accompagnée d’une activité épileptiforme (Patino et coll., 2009). L’ensemble de ces résultats
suggeére une altération des niveaux d’expression des canaux sodiques potentiel-dépendants
chez les souris dépourvues de la sous-unité 1 confirmant ainsi son réle dans la modulation de
ces canaux.

Des études sur des modeéles de souris SCN2B™ et SCN4B™ ont aussi montré que I’absence de
la sous-unité B2 ou B4 suffisait a altérer la fonction des canaux sodiques et donc le maintien
de I’excitabilité neuronale (Chen et coll., 2002) (Miyazaki et coll., 2014).

Les sous-unités B jouent aussi un réle important dans la régulation de 1’excitabilité cardiaque.
Par exemple dans les cardiomyocytes isolés a partir du cceur des souris SCN1B™, le niveau
d’expression des canaux Na,1l.5 est augmenté et les courants sodiques transitoires et
persistants sont 1.6 fois plus importants que ceux enregistrés dans les cardiomyocytes de
souris contréles. De plus, la repolarisation des PA générés par ces cardiomyocytes dépourvus
de B1 est plus lente, ce qui conduit a un intervalle QT plus long. Sur un ¢lectrocardiogramme,
I’intervalle QT représente la durée entre le début de I’onde QRS et la fin de 'onde T qui
correspondent respectivement a la dépolarisation et a la repolarisation des ventricules.
L’allongement de cet intervalle est caractéristique du syndrome du QT long qui est une
maladie cardiaque associée des arythmies ventriculaires pouvant conduire dans certains cas a

une syncope ou une mort subite (Lopez-Santiago et coll., 2007).

Des molécules d’adhésion cellulaire...

Les sous-unités B se composent d’un unique segment transmembranaire avec un motif
immunoglobuline-like en N-terminale ce qui les rend structurellement et fonctionnellement
homologues aux molécules d’adhésion cellulaire, CAMs, de la famille des immunoglobulines.

Ainsi les sous-unités B1 et B2 interagissent avec les ténascines R et C, des protéines de la
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matrice extracellulaire sécrétées par les oligodendrocytes, et I’ankyrine G qui est une protéine
cytoplasmique permettant 1’ancrage de protéines membranaires (Srinivasan et coll., 1998)
(Malhotra et coll., 2002). Ce role des sous-unités B peut étre important pour la localisation
dense des canaux sodiques, au niveau du SIA et des nceuds de Ranvier, indispensable pour

initier et propager les PA dans le neurone.

2.4 Trafic cellulaire des canaux sodiques potentiel-dépendants

Adressage a la surface

La traduction de ’ARNm codant les canaux ioniques commence dans le ribosome ou le
peptide naissant expose des séquences d’acides aminés spécifiques qui lui permettent d’étre
adressé au réticulum endoplasmique (RE) ou la protéine est synthétisée. Le RE représente le
point de controle des protéines mal repliées. Ces derniéres sont soit dégradées par le
protéasome soit retenues dans le RE en attendant d’étre correctement repliées grace a
I’intervention de chaperonnes moléculaires. Apres leur passage dans le RE, les canaux sont
delivrés au Golgi via des vésicules spécifiques ou ils poursuivent leur maturation avant 1’étape

finale qui est I’adressage a la surface cellulaire (Figure 9) (Terragni et coll., 2018).

Les modifications post-traductionnelles telles que les phosphorylations et les N-glycosylations
jouent un rdle important dans cette derni¢re étape de maturation et d’adressage des canaux a
la surface de la cellule. Par exemple, des études sur les canaux sodiques ont montré que la
phosphorylation par les protéines kinases A et C (PKA et PKC) augmente le trafic a la surface
cellulaire des canaux Navl.2 mais diminue celui des canaux Navl.5 (Onwuli and Beltran-
Alvarez, 2016). On peut également citer I’exemple des canaux potassiques Kv1.4 qui sont
adressés a la surface cellulaire en fonction de leur degré de glycosylation (Watanabe et coll.,

2015).
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Figure 9. Voies de maturation des canaux ioniques. Les canaux ioniques naissants sont ciblés vers le RE (1) ol se
déroule le premier controle qualité. Les canaux mal repliés peuvent étre dégradés par le protéasome (2) ou retenus dans le RE
en attendant d’étre correctement repliés grace aux chaperonnes moléculaire (3). Les canaux correctement repliés sont
exportés vers le complexe de Golgi pour leur maturation finale (4), puis ils sont acheminés vers la membrane plasmique par
des vésicules de transport (5). Le niveau d’expression de surface des canaux ioniques est régulé par leur internalisation dans
les endosomes précoces (6) et un recyclage rapide (7) ou lent, impliquant un compartiment de recyclage endosomal (8). Les
canaux peuvent aussi étre dégradés par les lysosomes (9) (Terragni et coll., 2018).

Adressage au SIA

Dans les neurones de mammiferes, I’initiation du PA est assurée par I’accumulation dense et
précise des canaux Na, au SIA. Le groupe de Bénédicte Dargent a mené de nombreuses
¢tudes visant a éclaircir I’ensemble des mécanismes d’adressage de ces canaux au SIA.

La sous-couche de la membrane plasmique est composée d'un complexe d'échafaudage
ankyrine — spectrine qui définit l'identité et les fonctions du SIA (Figure 10). La famille des
ankyrines est composée de trois geénes codant pour lI'ankyrine R (ankR), d'abord identifié¢e
dans les érythrocytes), I'ankyrine B (ankB, localisée dans le cerveau), et I’ankyrine G (ankG).
Il existe des isoformes courts de I’ankG qui sont ubiquitaires et deux isoformes longs de 270
et 480 kDa qui sont trouvés uniquement dans les neurones, au niveau du SIA et des nceuds de

Ranvier (Leterrier and Dargent, 2014).
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Figure 10. Le segment initial de I’axone . A/ SIA d’un neurone hippocampique en culture. L’ankyrine G (rouge) et la
BIV-spectrine (vert) marque le SIA. MAP2 (bleu) marque le compartiment somatodendritique. Echelle 20um. B/ Les
composants de SIA. La protéine échafaudage principale du SIA est I'ankG (orange), lié a la spectrine 1V (verte) qui a son tour
se lie aux filaments d'actine (gris foncé). AnkG se lie aux canaux sodiques Na, et potassiques K,7.2 / 7.3 (bleu foncé), ainsi
qu’aux protéines d'adhésion NF-186 et NrCAM (bleu). Les protéines EB1 / 3 (orange clair) relient I'ankG aux microtubules
(Leterrier and Dargent, 2014).

Les canaux sodiques Na, sont recrutés au SIA suite a 'apparition de I’ankyrine G (AnkG).

Les canaux Na, possedent un domaine de liaison a I’ankyrine G présent au niveau de la
boucle cytoplasmique intracellulaire reliant les domaines DII et DIII (Garrido et coll., 2003).
Cette boucle contient également une séquence d'internalisation de membrane qui élimine les
canaux sodiques des compartiments autres que le SIA, renforgant ainsi la localisation
spécifique des canaux au niveau des zones contenant I’ankyrine G (Fache et coll., 2004). Le
site de liaison de I’AnkG localisé au niveau de la boucle DII-DIII des canaux Na, permet
aussi la liaison a I’ankyrine B qui est présente sur toute la longueur de 1'axone et qui n’est
donc pas spécifique du SIA. La localisation des canaux au SIA spécifiquement fait donc
intervenir la protéine kinase CK2 spécifique du SIA et qui phosphoryle des résidus
spécifiques situés au niveau de la boucle DII-DIII des canaux Nav. Le blocage de I'activité de
CK2 perturbe la localisation du canal Na, au SIA, suggérant ainsi que la phosphorylation joue
un role important pour I’interaction des canaux Na, avec I’AnkG (Brechet et coll., 2008).
Dans les neurones d’hippocampe immatures de rat (4 jours in vitro), les canaux ioniques sont
immobilisés par 1’ankyrine G au SIA suggérant ainsi un role prépondérant de la protéine
ankyrine G dans I'immobilisation des canaux trés tot au cours du développement. Cette
immobilisation est régulée par la protéine kinase CK2 et pourrait permettre d'ajuster le niveau

d'excitabilité¢ du neurone (Brachet et coll., 2010).
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2.5 Ladimérisation des canaux sodiques potentiel-dépendants

Interaction a-o

Récemment, il a été montré que les canaux sodiques potentiel-dépendants peuvent
s’assembler et former des diméres (Clatot et coll., 2017). En effet, en utilisant la technique du
SiMPull, la dimérisation de 2 sous unités o des canaux sodiques a pu étre mise in vitro
(Figure 11). La technique du SiMPull pour Single Molecule Pull-down combine les principes
de I’analyse pull-down classique avec la microscopie a fluorescence pour une molécule
unique. A partir de lysat cellulaire, elle permet de visualiser des complexes de protéines
cellulaires individuelles et peut ainsi révéler combien de protéines et quels types sont présents
dans le complexe (Jain et coll., 2011).

Dans cette méme étude, les auteurs montrent que cette dimérisation a-a se fait par
I’intermédiaire de la protéine 14.3.3 (Figure 12). Les protéines 14.3.3 sont des protéines
d’environ 30kDa conserveées chez tous les eucaryotes. Elles sont exprimées de facon
ubiquitaire et sont localisées au niveau du noyau, du cytoplasme, de ’appareil de Golgi et de
la membrane. En se liant a diverses protéines, elles peuvent moduler leur activité, leur
capacité d’interaction avec d’autres protéines ainsi que leur distribution. Cette liaison se fait
sur des résidus phosphorylés sérine ou thréonine (Xiao et coll., 1995) (Mackintosh, 2004). La
protéine 14.3.3 permet non seulement de relier les canaux entre eux a deux endroits différents

sur leur chaine polypeptidique, mais aussi de permettre une interaction directe des canaux

entre eux.
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Figure 11. Etapes de photoblanchiment de la GFP observées par des expériences SiMPull pour le canal
sodigue GFP-Na,1.5, le canal chlorure CIC-3-GFP connu pour former des dimeres et le canal potassium
K,4.3-GFP connu pour former des tétraméres. Le nombre de molécules analysées (n) pour chaque canal est indiqué
au-dessus de chaque graphique. Les canaux sodium et chlorure présentent tous deux une distribution de deux étapes de
photoblanchiment comme on pourrait s'y attendre pour une protéine dimére alors qu'une distribution de quatre étapes de
photoblanchiment a été observée pour le canal potassique tétramérique (Clatot et coll., 2017).
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L’étude de Clatot et coll. a mis en évidence que I’interaction des sous-unités o des canaux
sodiques peut étre inhibée de différentes facons. Tout d’abord, il est possible d’agir
directement sur la protéine 14.3.3 en la bloquant avec la difopéine. L’ interaction entre 2 sous-
unités o peut également étre inhibée en insérant une mutation au niveau du site récepteur de la
protéine 14.3.3 sur les canaux, ce qui va empécher sa fixation. Cette mutation consiste a
remplacer un résidu sérine en alanine en position 460 (position pour le canal Na,1.5), au

niveau de la boucle cytoplasmique reliant les domaines DI et DIl (Figure 12).
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Figure 12. Représentation schématique de la région d'interaction entre les sous-unités
o du canal cardiaque Na,1.5. La protéine 14.3.3 se lie a deux endroits différents de la
chaine polypeptidique des canaux Nay1.5 et elle leur permet d’interagir physiquement entre
les résidus 493 et 517 au niveau de la boucle intracellulaire reliant les domaines DI et DII.
(Clatot et coll., 2017).

Pour identifier la séquence des canaux leur permettant d’interagir physiquement, le groupe
d’Isabelle Deschenes s’est appuyé sur une étude précédente visant a étudier un modele
transgénique de porc contenant la mutation tronquée E555X située sur le canal Na,1.5 et
rapportée chez un patient atteint du syndrome de Brugada (Brs), une pathologie du rythme
cardiague pouvant entrainer la mort (Park et coll.,, 2015). Les enregistrements
électrophysiologiques des cardiomyocytes du porc montrent que la mutation E555X induit un
effet de dominance négative sur les canaux endogénes, suggérant ainsi que I’interaction entre
les canaux se fait avant le 555°™ acide aminé. Grace a des enregistrements

électrophysiologiques, le groupe d’Isabelle Deschenes a donc étudié 1’effet de plusieurs
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protéines tronquées sur le canal sauvage Na,1.5. Ainsi ils montrent que 3 protéines tronquées
450X,470X et 493X n’exercent aucun effet sur le courant sodium généré par le canal WT
Na,1.5 exprimé dans des cellules HEK. En revanche, les protéines tronquées 517X et 555X
réduisent le courant de maniére significative. En parallele, les auteurs réalisent des
expériences de co-immunoprécipitation et montrent que les protéines tronquées 493X, 517X
et 555X interagissent avec le canal WT Na,1.5. Contrairement aux protéines 517X et 555X,
I’interaction de la protéine 493X avec le canal WT est trés faible expliquant ainsi 1’absence de
dominance négative. L’ensemble de ces résultats suggerent que le site d’interaction principal
entre deux sous-unités o réside entre les acides aminés 493 et 517 (position pour le canal

cardiague Na,1.5).

Les auteurs enregistrent ensuite les courants unitaires générés par des cellules HEK exprimant
les canaux Nay1l.1 ou Na,1.2 ou Na,.1.5 en présence ou non de la difopéine (Figure 13). Ils
relévent le nombre d’ouverture des canaux a un niveau 1 (O1), correspondant & un courant
d’environ 2pA, et a un niveau 2 (0O2) correspondant a un courant d’environ 4pA c’est-a-dire
le double. La majorité des évenements enregistrés pour les 3 sous-unités o différentes ont un
niveau d’ouverture O2 avec une amplitude de 4pA. A I’inverse, en présence de difopéine, la
majorité des courants enregistrés ont un niveau d’ouverture O1 avec une amplitude d’environ
2pA. Ces résultats suggeérent que les dimeres formeés par les sous-unités o ont une ouverture et

une fermeture simultanées.
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Figure 13. Couplage des canaux Na,l.1 et Na,1.2 médié par la protéine 14.3.3. A/ Traces représentatives
d’enregistrements des courants unitaires a -40mV pour les canaux Na,1.1 et Na,1.2 exprimés dans des cellules HEK 293 avec
ou sans difopéine. Les amplitudes globales pour les ouvertures simples et doubles sont représentées en moyenne +SEM dans
les barres grises. Les lignes pointillées correspondent respectivement aux ouvertures a un niveau simple (O1) et double (02).
B/ Nombres d’ouvertures au niveau 1 (dimere simple ou non couplé) ou niveau 2 (dimére couplé) en fonction du temps dans
les différentes conditions (Clatot et coll., 2017).
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Interaction a-a et dominance négative

Bien que le réle physiologique de la dimérisation des sous-unités o soit encore inconnu a ce
jour, on sait qu’elle peut étre problématique dans certaines conditions. En effet, certaines
mutations situées sur les genes codant pour des canaux ioniques peuvent conduire a la
formation de canaux avec 1/ des défauts de repliement ou de trafic cellulaire conduisant a leur
rétention dans le réticulum endoplasmique (RE) puis leur dégradation par le protéasome ou 2/
des propriétés biophysiques modifiées conduisant a une perte ou a un gain de fonction du
canal a la surface cellulaire (Terragni et coll., 2018). Dans le cas des mutations hétérozygotes,
les cellules contiennent 50% de canaux WT et 50% de canaux mutés ce qui signifie qu’un
canal muté peut interagir avec un canal WT. Dans le cas ou la mutation conduit a la rétention
du canal au niveau du RE, I’interaction avec le canal WT va entrainer tout le dimere (canal
muté + canal WT) a la dégradation par le protéasome. Par conséquent, le nombre de canaux
WT a la surface cellulaire sera réduit. On dit que le mutant exerce un effet de dominance
négative. Dans le cas ou la mutation entraine une modification des propriétés biophysiques du
canal mutant exprimé a la surface cellulaire, I’interaction va conduire a la modification des
propriétés biophysiques du canal WT. Ce dernier aura les mémes propriétés que le canal muté
(perte ou gain de fonction) et la aussi, on dit que le mutant exerce un effet de dominance

négative sur le canal WT.

Jusqu’a aujourd’hui, la majorité des études sur la dominance négative concerne les canaux
calciques et potassiques. En 2006, Jeng et coll montrent que deux mutations situées sur les
canaux Cay2.1 et responsables d’ataxie épisodique de type 2 conduisent a des défauts de
repliement du canal calcique. La co-expression des canaux Ca,2.1 porteurs d’une de ces
mutations avec les canaux Ca,2.1 WT conduit a la réduction du nombre de canaux WT
exprimés a la surface cellulaire (Jeng et coll., 2006). Deux ans plus tard, Mezghrani et coll
montrent que cette réduction est due a I’interaction des canaux WT et mutés dans le RE. Les
canaux mutés mal repliés interagissent avec les canaux WT avant d’étre dégradés par le
protéasome et par conséquent, des canaux WT sont detruits aussi. Ce mécanisme est appelé
dominance négative (Mezghrani et coll., 2008). Les canaux potassiques K,1.1 mutés et
impliqués dans I’ataxie épisodique de type 1 exercent aussi ce type de dominance négative sur
les canaux K,1.1 WT (Chen et coll., 2016). De plus, lorsqu’ils sont adressés a la surface
cellulaire, les canaux K,1.1 mutés modifient les propriétés biophysiques des canaux WT. Il

s’agit d’une autre forme de dominance négative.
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En ce qui concerne les sous-unités o des canaux sodiques potentiel-dépendants, des mutations
situées sur le canal Nay1.5 responsables d’arythmies cardiaques ont montré les 2 types de

dominance négative (Clatot et coll., 2018) (Sottas and Abriel, 2016).

2.6 L’isoforme néonatal

I1 existe deux variants conservés issus de 1’épissage alternatif des exons SN et SA des canaux
sodiques potentiel-dépendants, appelés isoforme néonatal et isoforme adulte. La différence se
fait au niveau de la boucle extracellulaire reliant le segment S3 au segment S4 de DI ou un
acide aminé neutre ou chargé positivement dans 1’isoforme néonatal est remplacé par un
résidu d’acide aspartique chargé négativement dans 1’isoforme adulte (Noda et coll., 1986).
La proportion de I’isoforme néonatal diminue pendant le développement au profit de
I’isoforme adulte. Bien que ce dernier soit le plus étudié, quelques équipes se sont tout de
méme intéressées a la fonction de I’isoforme néonatal dans des conditions physiologiques ou
pathologiques.

Des études in vivo dans un modele de souris exprimant I’isoforme adulte seulement du canal
Nay1.2 suggerent que le role physiologique de I’isoforme néonatal est de réduire 1’excitabilité
neuronale a un stade précoce du développement et que cet effet a un impact sur le long terme
(Gazina et coll., 2015).

En 2010, I’équipe du Dr Holger Lerche étudie, via des enregistrements électrophysiologiques
dans des cellules HEK, deux mutations identifiées chez des patients atteints d’épilepsie
néonatale et infantile bénigne. Chaque mutation est insérée soit dans 1’isoforme adulte soit
dans I’isoforme néonatal (D209N) de la sous-unité o-11 humaine des canaux sodiques. Une
des mutations conduit a une augmentation du courant sodium persistant dans ’isoforme
néonatal. Cet effet disparait lorsque la mutation est insérée dans 1’isoforme adulte ce qui
pourrait expliquer d’une part I’hyperexcitabilité neuronale et les crises chez le patient tot au
cours du développement et d’autre part la rémission a un stade plus tardif (Liao et coll., 2010).

En revanche la 2"

mutation étudiée conduit a un gain de fonction du canal Na,l.2
légerement plus important dans I’isoforme adulte suggérant que d’autres mécanismes
interviennent dans la rémission des crises chez ces patients.

Certaines mutations situées sur les canaux Nay,1.7 exprimés dans les neurones des ganglions
spinaux de la racine dorsale (DRG) sont retrouvées chez des patients atteints

d’érythromélalgie, un syndrome caractérisé par des crises de douleur et des sensations de
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brdlures au niveau des extrémités (pieds, jambes, mains). L’étude d’une de ces mutations dans
I’isoforme adulte des canaux Na,1.7 montre qu’elle conduit a un gain de fonction des canaux
Na,1.7 ayant pour conséquence une hyperexcitabilité des neurones de DRG (diminution du
seuil de déclenchement des PA, fréquence de décharge plus importante). En revanche, les
neurones exprimant la méme mutation mais insérée dans 1’isoforme néonatal ne sont pas
hyperexcitables et partagent les mémes propriétés que les neurones WT (Choi et coll., 2010).
Ces résultats sont donc en accord avec ceux obtenus plus tard in vivo suggérant que le role
physiologique de 1’isoforme néonatal est de réduire I’excitabilité neuronale trés tot au cours
du développement (Gazina et coll., 2015). 11 est donc important d’étudier 1’isoforme néonatal
afin de mieux comprendre les mécanismes associés aux pathologies apparaissant a un stade

précoce du développement.

3. Les canaux sodiques potentiel-dépendants Na,1.1

Le canal Na,1.1 est codé par le gene SCNIA4 situé sur le chromosome 2.

3.1 Distribution neuronale et spatio-temporelle

Distribution neuronale des canaux Na,1.1

Les canaux Nayl.1 sont localisés au niveau des interneurones de I"hippocampe, du cortex, de
la substance noire, du gyrus denté, des cellules cérébelleuses de Purkinje et des motoneurones
de la moelle épiniere (Westenbroek et coll.,, 1989) (Gong et coll., 1999). Ils sont
majoritairement exprimés au niveau des interneurones GABAergiques. Plus précisément ils
sont exprimés au niveau des neurones inhibiteurs positifs a la paravalbumine (PV+) et a la
somatostatine (SST+) dérivés de I’éminence ganglionnaire médiale (Ogiwara et coll., 2007) et
qui ont pour role principal de réduire I’excitabilité neuronale en agissant comme un « frein »
sur les neurones excitateurs. Les canaux sodiques Nayl.1 sont aussi localisés au niveau de
quelques sous-populations de neurones excitateurs tels que les neurones pyramidaux de la
couche V du néocortex ou encore les neurones de la voie perforante du cortex entorhinal

(Ogiwara et coll., 2013).

Distribution spatio-temporelle des canaux Na,1.1

Les canaux Na,l.1 sont localisés au niveau du soma et de 1’axone des interneurones

GABAergiques (Westenbroek et coll., 1989) (Ogiwara et coll,, 2007) et commencent a
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apparaitre 1 a 10 jours apres la naissance (P1-P10) chez la souris jusqu’a atteindre leur niveau

2" et la 3°™ semaine post-natale (P14-P21). Des marquages

d’expression maximal entre la
immunohistochimiques montrent qu’a partir de P14-P16, les canaux Na,l.l sont
majoritairement exprimés au niveau du SIA des interneurones PV+ du néocortex (Figure 14)

et de I’hippocampe en développement (Ogiwara et coll., 2007).

Nav1.1 [IV-spectrin arvalbumin

Figure 14. Localisation des canaux Na,1.1 au SIA des interneurones PV+ dans le néocortex en
développement de souris a P14-P16. Les canaux Navl.1 (en rouge) co-localisent avec la BIV-spectrine qui marque
le SIA (vert) dans les neurones PV+ (bleu) Echelle 50pm (Ogiwara et coll., 2007).

L’expression des canaux Nayl.1 semble étre étroitement liée a celle des canaux Na,l1.3. En
effet, chez le rat les canaux Na,1.3 sont exprimés au niveau du corps cellulaire des neurones
chez le feetus et & la naissance mais ils disparaissent dans la quasi-totalité entre la 19 et la 2"
semaine post-natale, période qui correspond a 1’apparition des canaux Na,l.1 (Figure 15)

(Beckh et coll., 1989).

TOTAL BRAIN

-»
L

U“ L T ?
E0 E10 P1PI0 P30 P60 P30
Age (days)

Figure 15. Niveau d’ARNm des canaux Na,l1.1, Na,1.2 et Na,1.3 dans le cerveau du
rat, au cours du développement. Les niveaux d’ARNm des canaux Na,1.3 sont détectables au
stade embryonnaire et atteignent leur niveau maximal a la naissance (P1) et diminue jusqu’a
disparaitre a P20. En parall¢le, les niveaux d’ARNm des canaux Na,1.1 augmentent entre P1 et P20 et
persistent au cours du temps. Les niveaux d’ARNm des canaux Na,1.2 sont détectables au stade
embryonnaire et atteigne leur niveau maximal a P1 et ne diminuent pas au cours du développement
(Beckh et coll., 1989).
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Le lien entre les 2 isoformes a ¢été confirmé dans des modeles de souris hétérozygote
SCNI1A™ ou homozygote SCNIA” ou la réduction partielle ou totale des canaux Na,l.1
conduit a une augmentation du niveau d’expression des canaux Na,1.3 dans les interneurones
GABAergiques de I’hippocampe (Figure 16). Cette augmentation est observée a partir de
marquages réalisés a P14, ce qui signifie que les canaux Na,1.3 peuvent jouer un réle plus

tard dans le développement et compenser un déficit des canaux Na,1.1.
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Figure 16. Régulation positive des canaux Na,1.3 dans les interneurones

GABAergiques des souris hétérozygotes et homozygotes pour le géne SCNI1A.
Graphique illustrant le pourcentage d’interneurones (GAD+) dans les neurones d’hippocampe de
souris & P14 marqués avec un anticorps anti-Navl.l ou anti Nav1.3 chez les souris SCN1A*"*,
SCN1A*" ou SCN1A 7 (Yu et coll., 2006).

3.2 Role des canaux Na,1.1

Le role des canaux Na,l.1 a été¢ mis en évidence grace a un modele de souris délétée pour le
géne SCNIA. Les souris hétérozygotes SCN14™" font des crises spontanées entre la 3%M et la
45™ semaine post-natale (P21-P27). Le taux de mortalité chez ces souris augmente avec le
début d’apparition des crises spontanées. Les souris homozygotes SCN14™ font des crises dés
le 9°™ jour de vie (P9) et ne sont pas viables au-dela de la 2°™ semaine post-natale (P15).

En 2006, Yu et coll montrent pour la premiere fois que les neurones GABAergiques des
souris SCNIA™" et SCN14™" ont une fréquence de décharge fortement réduite par rapport aux
neurones des souris controles. Cette réduction de I’inhibition conduit a une hyperexcitabilité
neuronale et a la génération d’un modele d’encéphalopathie épileptique sévere de I’enfant (Yu

et coll., 2006). La délétion des canaux Na,l.1 dans les interneurones PV" spécifiquement

suffit a induire le phénotype d’épilepsie grave tandis que la délétion des canaux Na,l.1 dans
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les neurones excitateurs n’a aucun impact sur le comportement des souris confirmant ainsi un
réle principal des canaux Navl.l dans I’excitabilité des interneurones et la composante

inhibitrice du réseau neuronal (Ogiwara et coll., 2013).

3.3 Pathologies associées aux mutations du gene SCN1A

Le géne SCN1A est « LE » géne de I’épilepsie. Les mutations situées sur ce géne sont a

I’origine de différentes formes d’épilepsie plus ou moins séveres.

L’épilepsie généralisée avec convulsions fébriles plus (EGCF+)

Les convulsions fébriles touchent 3 a 5% des enfants. Elles apparaissent entre 1 et 5ans et on
parle de crises fébriles plus lorsqu’elles persistent apres 1’age de 6ans (Hamati-Haddad and
Abou-Khalil, 1998).

En 1997, Scheffer et Berkovic analysent le phénotype épileptique de plusieurs membres ce
qui leur permet d’identifier 6 phénotypes différents: 1/les convulsions fébriles, 2/ les
convulsions fébriles plus, 3/ les absences avec convulsions fébriles plus, 4/ les crises
myocloniques avec convulsions fébriles plus, 5/ les crises atoniques avec convulsions fébriles
plus et 6/1’épilepsie myoclonique-astatique (MAE) qui est une forme plus sévére, associée a
une déficience intellectuelle (Scheffer and Berkovic, 1997) (Escayg et coll., 2000). IlIs
regroupent I’ensemble de ces phénotypes et définissent un nouveau syndrome épileptique
sous le terme de « Epilepsie Généralisée avec Convulsions Fébriles Plus » (EGCF+). Un an
plus tard, Wallace et coll analysent le phénotype épileptique de 42 patients épileptiques issus
d’une méme famille dont 26 sont atteints d’EGCF+ et identifient une mutation (C121W)
située sur le gene SCN1B codant pour la sous-unité accessoire Bl des canaux sodiques
potentiel-dépendants (Wallace et coll., 1998). Par la suite, 2 mutations situées sur le gene
SCN1A, T875M et R1648H, sont identifiées dans deux familles différentes avec EGCF+
(Escayg et coll., 2000). Ces résultats permettent d’établir, pour la 1% fois, le lien entre les
canaux sodiques potentiel-dépendants et les syndromes épileptiques avec un mode de
transmission autosomique dominant. Il existe 3 types différents d’EGCF+, type 1 a 3, causés
respectivement par les génes SCN1B, SCN1A et GABRG2 (Baulac et coll., 2001).
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Le gene SCN1A et 'EGCF+

De 2000 a 2009, une quinzaine de mutations situées sur le géne SCN1A ont été identifiées
chez des patients atteints d’EGCF+. La majorité des mutations sont héréditaires et transmises
selon un mode autosomique dominant bien qu’il existe également des mutations de novo
(Escayqg et coll., 2000) (Escayg et coll., 2001) (Wallace et coll., 2001). Une de ces mutations a
été étudiée a I’aide d’un modele animal : il s’agit de la mutation R1648H située sur le segment
S4 du domaine IV (Martin et coll., 2010).

Les souris homozygotes SCN1ARY™®*8’ présentent des crises généralisées spontanées et
meurent prématurément entre 16 et 26 jours apres la naissance et les souris hétérozygotes
SCN1AR®*"* présentent peu de crises généralisées spontanées et une diminution du seuil des
crises induites par le flurothyle. Les souris hétérozygotes reproduisent donc le phénotype
EGCF+ observé chez les patients et sont donc un bon modéle d’étude de la pathologie. En
revanche, les souris homozygotes reproduisent un phénotype similaire a celui observé chez les
patients atteints de 1’épilepsie myoclonique séveére du nourrisson ou syndrome de Dravet.

Les enregistrements électrophysiologiques des neurones de cortex dissociés des souris
SCN1AR®®H montrent que la mutation conduit, dans les interneurones GABAergiques
spéecifiquement, a une perte de fonction des canaux sodiques. Cette perte de fonction est due
a une récupération plus lente de I’inactivation et a une réduction de la fréquence de décharge
en réponse a une injection de courant. Ces résultats sont en accord avec ceux des autres études
proposant une hypoexcitabilit¢é des neurones inhibiteurs comme étant a 1’origine de
I’hyperexcitabilité corticale et des crises d’épilepsie chez les patients épileptiques porteurs de
mutations SCN1A (Yu et coll., 2006) (Ogiwara et coll., 2013).

Récemment, notre équipe a montré que I’induction de crises, par hyperthermie ou avec le
flurothyl (convulsivant volatile), transforme le phénotype moyen des souris hétérozygotes
décrit ci-dessus en phénotype plus sévere, similaire a ce qui a été observé chez les souris

homozygotes. Aprés induction des crises, les souris SCN1AR48H*

présentent des crises
spontanées plus fréquentes ainsi que des déficits cognitifs et comportementaux
caractéristiques du syndrome de Dravet. Ces résultats montrent d’une part qu’il existe une
interaction entre I’effet de la mutation SCN1A et les crises d’épilepsie et d’autre part que la
mutation, associée a un phénotype moyen, peut conduire a un phénotype sévere dans certaines

conditions (Salgueiro-Pereira et coll., 2019).
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Le syndrome de Dravet

Le syndrome de Dravet (SD), aussi appelé épilepsie myoclonique sévere de I’enfant (SMEI),
est décrit pour la premiere fois en 1978 par le Dr Charlotte Dravet (Dravet et coll., 2005). Les
crises apparaissent a partir de 1’dge d’un an environ et sont dans un premier temps
déclenchées par la fievre et évoluent au fil du temps en crises spontanées fréquentes. Elles
sont de type clonique, myoclonique ou partiel et sont associées a un retard du développement
mais aussi a des déficits cognitifs ou encore des problémes de coordination de mouvements
appelés ataxie (Harkin et coll., 2007). A I’age adulte, les crises se font plus rares mais les
troubles cognitifs persistent (Jansen et coll., 2006). Les anti-épileptiques ne permettent pas de
réduire les crises chez ’enfant, ce qui signifie que le SD fait partie des encéphalopathies
épileptiques pharmaco-résistantes. Bien qu’il soit li¢ a certains génes tels que SCN1B,
GABRA1 ou GABRG2 (Carvill et coll., 2014), le SD est d0 a des mutations de novo
hétérozygotes du géne SCNI1A dans la majorité des cas (Mulley et coll., 2006). Les
antécédents familiaux des patients atteints du SD révelent un spectre phénotypique EGCF+,
ce qui amene les scientifiques a définir le syndrome comme étant la forme la plus sévére du
spectre EGCF+ (Singh et coll., 2001).

Le gene SCN1A et le syndrome de Dravet

Au vu des caractéristiques communes entre les patients atteints de EGCF+ porteurs de
mutations situées sur le gene SCN1A et les patients atteints du syndrome de Dravet, Claes et
coll analyse la séquence du gene SCN1A chez 7 patients atteints du SD (Claes et coll., 2001).
L’analyse génétique leur permet d’identifier 7 mutations SCN1A hétérozygotes et donc pour
la 1% fois, de mettre en évidence que le géne SCN1A est impliqué dans I’épilepsie sévere
myoclonique de I’enfant. Contrairement a la majorit¢é des mutations EGCF+ qui sont
transmises selon un mode autosomique dominant, les mutations responsables du SD sont de
novo dans plus de 90% des cas. En 2011, on comptait plus de 700 mutations du géne SCN1A
identifiées chez les patients Dravet (Dravet et Guerrini, Montrouge 2011). L’effet fonctionnel
de ces mutations sur les canaux Nayl.1la été montré dans un premier temps avec la mutation
faux-sens L986F identifiée chez un patient atteint du SD (Claes et coll., 2001). Cette mutation
induit une perte de fonction totale des canaux sodiques Nayl.1 (Lossin et coll., 2003). Les
souris hétérozygotes SCN1A™" reproduisent un phénotype similaire & celui observé chez les

patients atteints du SD. Les souris font des crises spontanées et leur taux de mortalité
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augmente dés la 3°™ semaine post-natale. Les enregistrements des neurones in vitro (sur
tranches) montrent que les neurones GABAergiques de ces souris ont des courants sodiques
réduits et générent moins de potentiels d’action que les souris contrdles en réponse a une
injection de courant.

L’ensemble de ces résultats révélent que la perte de fonction des canaux Nay,l1.1, associée au
SD, conduit a une réduction du courant sodium et a une hypoexcitabilité des interneurones
GABAergiques PV*™ et SST™ (Yu et coll., 2006) (Ogiwara et coll., 2007). Ces sous-
populations d’interneurones ont pour rdle principal de réduire 1’excitabilité neuronale en
agissant comme un « frein» sur les neurones excitateurs, ce qui signifie que leur

hypoexcitabilité entraine une hyperexcitabilité¢ de I’ensemble du réseau neuronal.

La migraine hémiplégique familiale (MHF)

La migraine est une céphalée qui évolue par des crises récurrentes, d’une durée allant de
quelques heures a quelques jours, entre lesquelles le patient ne présente aucun probleme de
santé. La migraine hémiplégique familiale (MHF) est une forme de migraine avec aura c’est-
a-dire que la céphalée est précédée ou accompagnée de troubles visuels, sensitifs, aphasiques
mais surtout moteurs avec des hémiparésies (Ducros et coll., 2001) (Headache Classification
Subcommittee of the International Headache, 2004).

La MHF est héréditaire et se transmet selon un mode autosomique dominant. Il existe 3 types
de MHF qui different par leur origine génétique. Dans environ 50% des cas, la MHF est due a
une mutation du géne CACNA1A (MHF-1) codant pour la sous-unit¢ alA des canaux
calciques neuronaux Ca,2.1de type P/Q (Ophoff et coll., 1996) (Ducros et coll., 2001).
L’étude fonctionnelle des neurones de souris porteuses d’une de ces mutations révele un gain
de fonction sur la densité de courant des courants calciques et a une augmentation de la
libération des neurotransmetteurs (glutamate principalement) conduisant a une
hyperexcitabilité corticale (van den Maagdenberg et coll., 2004). Chez ces souris, le seuil de
déclenchement de la dépression corticale envahissante (DCE) est réduit et sa vitesse de
propagation est augmentée. La DCE est une vague de depolarisation intense qui se propage le
long du cortex et qui est suivie par une phase de silence des neurones (Lauritzen, 1994)
(Figurel?).

L’aura des patients MHF est précédee par la DCE qui active les afférences trigéminales
impliquées dans la douleur (Hadjikhani et coll., 2001) (Bolay et coll., 2002).
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Figure 17. Dépression corticale envahissante enregistrée pendant ’aura migraineuse d’un
patient. A/Progression des scintillations et du scotome (tiche visuelle) dans le champ visuel gauche d’un
patient souffrant d’aura migraineuse. B/ Enregistrement simultané des signaux BOLD bood-oxygen-level
dependent dans la surface médiale du lobe occipital droit, montrant la propagation rostrale d’une réponse
diminuée. C/ Projection de la rétine sur le cortex occipital, telle que déterminée par la méthode BOLD. Les
zones rouges, bleues et vertes représentent respectivement les projections rétiniennes fovéale, parafovéale et
périphérique (Hadjikhani et coll., 2001).

Dans 20% des cas, la MHF est due a une mutation située sur le géne ATP1A2 (MHF-2)
codant pour la sous-unité 02 d’une pompe Na*/K* ATP dépendante (De Fusco et coll., 2003).
Cette pompe utilise I’hydrolyse de I’ATP pour faire rentrer du K* dans la cellule en échange

du Na* contre les gradients transmembranaires. Le maintien d’un fort gradient
transmembranaire de sodium est essentiel pour le transport du glutamate par exemple. Chez
I’adulte, cette pompe est exprimée principalement dans les astrocytes. Les mutations
responsables de la MHF-2 conduisent & une perte de fonction de la pompe Nat/K* et donc a
une diminution de ’activité de pompage dans les cellules gliales avec une baisse de la
recapture de glutamate et de K* dans la fente synaptique pouvant conduire a une excitabilité
neuronale (Segall et coll., 2005).

Enfin, 5% des patients atteints de MHF ont une mutation située sur le géne SCN1A (MHF-3).
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Le gene SCN1A et la MHF-3

En 2005, Dichigans et coll identifie la 1°® mutation hétérozygote située sur le géne SCN1A,
Q1489K, chez un patient atteint de MHF (Dichgans et coll., 2005). Aujourd’hui, on compte
environ une dizaine de mutations identifiees dans des familles MHF-3 (Figure 18). La MHF-
3 peut étre pure ou associée a d’autres pathologies telles que I’épilepsie ou la cécité répétitive

quotidienne provoquée Elicited Repetitive Daily Blindness (ERDB).

L1649Q

F1774S

F1499L

11498M

F1661L

Figure 18. Localisation des mutations du gene SCN1A responsables de la MHF-3

La MHF-3 peut étre pure (mutations en rouge) ou associée a 1’épilepsie (mutations en orange) ou
I’ERDB (mutations en vert).

e MHF-3 pure

Cing mutations situées sur le géne SCN1A ont éte identifiées dans des familles avec un
phénotype de migraine hémiplégique pure (Figure 18). La mutation 11498M est située au
niveau de la boucle intracellulaire reliant le domaine Il au domaine IV (Weller et coll.,
2014), la mutation L1624P est située sur le segment S3 de DIV (Fan et coll., 2016), la
mutation L1649Q est située sur le segment S4 de DIV (Vanmolkot et coll., 2007), la mutation
F1661L est située au niveau de la boucle intracellulaire reliant les segments S4 et S5 de DIV
(Weller et coll., 2014) et enfin la mutation F1774S est localisée au niveau du segment S6 de
DIV (Chastan et coll., 2016).
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La mutation L1624P a été identifiee dans une famille allemande avec un phénotype de type
FHM pure. Cing membres issus de cette famille de 3 générations sont porteurs de cette
mutation hétérozygote qui correspond a la substitution T-C du nucléotide 4871.

La comparaison des enregistrements électrophysiologiques de cellules tsA-201 exprimant soit
le canal WT soit le canal muté révele que la mutation L1624P conduit a un gain de fonction
du canal Na,1.1. L’effet le plus important est observé sur 1’inactivation rapide (le canal passe
d’un état fermé a un état inactif) avec un ralentissement de la cinétique d’inactivation, un
déplacement vers des potentiels plus dépolarisés de la courbe d’inactivation (+10mV) et une
récupération de cette inactivation deux fois plus rapide. Par conséquent, le courant sodium qui
entre dans la cellule est plus important. La mutation induit aussi une augmentation du courant
sodium persistant Inap (gain de fonction).

De plus, la mutation n’altére pas 1’inactivation lente et permet au canal d’étre plus disponible
en réponse a des trains dépolarisants de haute fréquence (10, 50 ou 100 Hz) prédisant ainsi
une entrée d’ions sodium massive et soutenue. La mutation L1624P conduit donc a un gain de

fonction clair des canaux Na,1.1 (Fan et coll., 2016).

La mutation F1774S a été identifiée chez une femme de 19 ans atteinte de migraine
hémiplégique depuis 1’age de deux ans et demi. Contrairement aux autres mutations qui se
transmettent selon un mode autosomique dominant, la mutation F1774S est une mutation de
novo, ce qui signifie qu’elle n’est pas transmise par les parents (Chastan et coll., 2016).
L’¢tude fonctionnelle de cette mutation dans des cellules HEK montre qu’elle entraine un
décalage positif de la courbe d’inactivation qui se met en place a des potentiels plus
dépolarisés, une récupération plus rapide de cette inactivation, une augmentation du courant
persistant Iy, et une plus grande disponibilité du canal pendant une stimulation a haute
fréquence c’est-a-dire en réponse a des depolarisations répétées : 200 pulses de 5ms a 10mV
(Bertelli et coll., 2019). La mutation F1774S conduit donc & un gain de fonction clair des

canaux Nayl1.1.

La mutation L1649Q a été identifiée chez sept individus d’une méme famille de quatre
générations avec un phénotype de MHF pure (Vanmolkot et coll., 2007).

Elle conduit a une perte de fonction importante des canaux Na,1.1 qui est la consquence
d’une réduction importante de la densité de courant de ces canaux. Cestéle et coll suggeérent
que la mutation conduit a des défauts de repliement ou de trafic cellulaire des canaux et co-

expriment, avec le canal muté, des protéines d’interaction telles que les sous-unités 3 ou
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encore la calmoduline qui, en interagissant avec le canal, peuvent stabiliser sa conformation et
favoriser ’adressage des canaux mutés a la surface cellulaire. Les résultats obtenus lors de ces
co-transfections montrent qu’une récupération partielle de la densité de courant des canaux
mutés est possible et que les conséquences fonctionnelles de cette mutation sont un gain de
fonction de la protéine canal. L’¢étude fonctionnelle de la mutation L1649Q dans des neurones
néocorticaux transfectés permet non seulement d’obtenir une récupération partielle de la
densité de courant sodique mais également un gain de fonction des neurones GABAergiques.
L’expression des canaux mutés exprimés dans des neurones en culture suggere que ces
derniers possedent des protéines d’interaction endogenes permettant I’adressage des canaux
mutés a la membrane plasmique (Cestele et coll., 2013b). Cette étude montre pour la premiere
fois, que la perte de fonction des canaux mutés due a une diminution du nombre de canaux
exprimés a la membrane plasmique peut étre contrecarrée par le gain de fonction induit par les
modifications des propriétés biophysiques du canal Na,1.1 et suggere un nouveau mécanisme
pour les mutations responsables de la MHF-3.

L’ensemble de ces études montre que les mutations du gene SCN1A responsables de la MHF-
3 conduisent a un gain de fonction des canaux Na,1l.1 et a une hyperexcitabilité des
interneurones GABAergiques. Cette hyperexcitabilité pourrait conduire a une accumulation
de potassium extracellulaire et des neurotransmetteurs tels que le glutamate et le GABA et
donc a des dépolarisations neuronales. Ces dépolarisations neuronales seraient a I’origine de

la DCE observeée chez les patients MHF (Cestele et coll., 2008) (Hadjikhani et coll., 2001).

e MHF-3 et épilepsie

Les mutations L263V, T1174S et Q1489K ont été identifiées dans des familles avec un
phénotype MHF-3 associé¢ a I’épilepsie. La mutation L263V est située au niveau du segment
S5 de DI, la mutation T1174S est située au niveau de la boucle intracellulaire reliant DII a
DIII et la mutation Q1489K est localisée au niveau de la boucle intracellulaire reliant DIII a

DIV (Figure 18).

La mutation L263V est la 1°° mutation responsable de MHF-3 associée a I’épilepsie. Elle a
¢été identifiée chez 5 membres d’'une méme famille de 3 générations (Castro et coll., 2009).
Parmi les cinq individus, trois font des crises généralisées tonico-cloniques depuis leur

enfance (apparition des crises entre 4 et 8ans).
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L’¢tude fonctionnelle de la mutation dans des cellules HEK transfectées montre qu’elle
conduit a des modifications des propriétés biophysiques ayant toutes pour conséquence un
gain de fonction du canal Na,1.1. Kahlig et coll observent un décalage de la courbe
d’activation vers des potentiels plus hyperpolarisés, un décalage de la courbe d’inactivation
rapide vers des potentiels plus dépolarisés, une augmentation du courant persistant INaP et
enfin une décélération du développement et un décalage vers des potentiels plus dépolarisés
de I’inactivation lente. Ils concluent donc que la mutation conduit a un gain de fonction des

canaux Nayl1.1 (Kahlig et coll., 2008).

La mutation T1174S a été identifiée dans une famille de 13 individus issus de 3 générations
avec un phénotype MHF. Trois membres issus de cette famille ont une MHF associée a des
crises fébriles (FS) et / ou une épilepsie occipitale focale et deux autres ont une MHF pure
(Cestele et coll., 2013a).

Les enregistrements électrophysiologiques de cellules tsA-201 exprimant soit le canal
sauvage soit le canal muté montrent que la mutation induit des effets fonctionnels divergents
conduisant a la fois a une perte et un gain de fonction des canaux Na,1.1. Le décalage de la
courbe d'activation vers des potentiels plus dépolarisés ainsi que la décélération de la
récupération apres une inactivation rapide induisent une perte de fonction tandis que
l'augmentation de I'amplitude du courant persistant Inqp entraine un gain de fonction (Cestele
et coll., 2013a). L’effet observé sur le courant Insp nN'est peut-&tre pas causé par la
modification d'une propriété intrinséque du canal muté mais plutdt par une modulation médiée
par les protéines G (Mantegazza et coll., 2005).

Par conséquent, I'effet global de la mutation est régulé par I'augmentation du courant Inzp et
dépend de l'action de modulateurs susceptibles de faire passer I'effet de la mutation d'une
perte de fonction a un gain de fonction. Ainsi, le mutant T1174S peut conduire soit a une

hyperexcitabilité soit a une hypoexcitabilité des interneurones GABAergiques.

La mutation Q1489K a été identifiée, grace au séquencage des 26 exons codant pour le gene
SCN1A, dans 3 familles avec un phénotype de MHF. Dans deux familles sur trois, la MHF
peut étre associée a des convulsions fébriles bénignes ou a une épilepsie focale bénigne
apparaissant durant I’enfance (Dichgans et coll., 2005).

L’¢tude fonctionnelle de la mutation dans des cellules HEK montre qu’elle conduit a une
accélération du développement et de la récupération de I’inactivation du canal, & un décalage

de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus dépolarisés et a une augmentation du
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courant persistant Inqgp (Cestele et coll., 2008). L’effet observé sur le développement de
I’inactivation suggére une perte de fonction du canal tandis que les effets observés sur la
récupération de I’inactivation, la voltage dépendance et le courant In,p suggerent un gain de
fonction du canal Na,1.1. L’étude de la mutation dans des neurones en culture transfectés
montre des effets similaires a ceux observés dans les cellules HEK, c’est-a-dire des effets
divergents qui entrainent a la fois une perte et un gain de fonction du canal Na,1.1.

Les auteurs montrent également que 1’effet global de la mutation est une capacité initiale
accrue a soutenir les décharges neuronales a haute fréquence mais cette capacité est limitée
car les effets de la mutation entrainant une perte de fonction du canal deviennent dominants
pendant les décharges de longue durée. Ainsi, la mutation QI489K induit une
hyperexcitabilit¢ neuronale limitée pouvant conduire & une hypoexcitabilité dans certaines

conditions.

e MHF-3 et ERDB

Deux mutations SCN1A ont éte identifiées dans deux familles avec un phénotype de migraine
hémiplégique familiale associée a I’ERDB (Figure 18) (Vahedi et coll., 2009).

La 1%® mutation, F1499L, est identifiée chez une femme de 18 ans souffrant, depuis I'age de 6
ans, d'attaques récurrentes de migraine hémiplégique associées a une cécité transitoire
bilatérale d'une durée maximale de 10 secondes pouvant se répéter jusqu’a 10 fois par jour.
Pendant l'attaque, les pupilles sont dilatées et sans réflexes. Les symptdmes visuels sont
spontanés ou déclenchés par le frottement des yeux. La cécité survient indépendamment des
crises de migraine hémiplégique. Les examens neurologiques, d'acuité visuelle,
d'¢lectrorétinogramme et de fond d'ceil sont normaux en dehors des attaques. La mere, la sceur
ainsi que le grand-pére maternel de la patiente souffrent de migraine hémiplégique sans
cécité. La 2°™ mutation, Q1489H, est identifiée chez 4 des 5 membres d’une méme famille
avec un phénotype de MHF-3 associée a une cécité quotidienne transitoire déclenchée par le
frottement des yeux.

Les 2 mutations, Q1489H et F1499L, sont situées au niveau de la boucle intracellulaire reliant
le segment S6 du domaine 111 au segment S1 du domaine V. Cette boucle joue un réle crucial
dans I’inactivation du canal sodique. A ce jour, aucune étude fonctionnelle sur ces mutations

n’a été réalisée.
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Récemment, la mutation F1499L a été retrouvée dans deux familles avec un phenotype MHF

pure sans cécité ou autres troubles visuels (Schubert et coll., 2018).

Corrélation génotype-phénotype

e Perte de fonction des canaux Na,1.1 et épilepsie

L’ensemble des études réalisées permet d’établir que les mutations du gene SCNI1A
impliquées dans les différentes formes d’épilepsie plus ou moins séveres telles que les crises
géneralisées avec convulsions fébriles + (EGCF+) ou 1’épilepsie myoclonique sévére de
I’enfant conduisent a une perte de fonction des canaux Na,1.1. Les canaux étant
majoritairement exprimés dans les interneurones GABAergiques positifs a la paravalbumine
(PV+) et a la somatostatine (SST+) (Ogiwara et coll., 2007) la perte de fonction des canaux
Nayl.1 conduit a une hypoexcitabilite des interneurones GABAergiques. La composante
inhibitrice du réseau neuronal est donc fortement altérée ce qui entraine une hyperexcitabilité

corticale et la génération de crises d’épilepsie (Ogiwara et coll., 2007) (Yu et coll., 2006).
e Gain de fonction des canaux Nay1.1 et MHF

Les études fonctionnelles réalisées a partir de cellules HEK ou de neurones transfectés
montrent que les mutations responsables de MHF-3 pure conduisent toutes a gain de fonction
des canaux Na,1.1tandis que I’effet peut varier entre une perte ou un gain de fonction pour les
formes de MHF-3 associées a une épilepsie.

En 2008, Cestele et coll proposent pour la 1% fois un mécanisme pathologique probable pour
la MHF-3 (Cestele et coll., 2008). Le gain de fonction des canaux Na,1.1 conduit a une
hyperexcitabilité des interneurones GABAergiques. Cette hyperexcitabilité entraine une
accumulation importante de potassium dans le milieu intracellulaire a laquelle s’ajoute une
accumulation de neurotransmetteurs comme le glutamate et le GABA. Cela aurait pour
conséquence de dépolariser fortement les neurones corticaux et de declencher la dépression

corticale envahissante (DCE).
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Récemment, Jansen et coll ont étudié le 1* modéle de souris transgénique exprimant une
mutation du gene SCN1A, L263V, identifiée chez un patient atteint de MHF et conduisant &
un gain de fonction des canaux Na,1.1 (Castro et coll., 2009) (Kahlig et coll., 2008) (Jansen et
coll., 2020). L’électrocorticographie (ECoG) réalisée sur ces souris révele des DCE
spontanées se propageant du cortex visuel au cortex moteur. Elles ne sont pas retrouvées chez
les souris contréles. De plus, le seuil de déclenchement de la DCE induite par une stimulation

électrique est fortement réduit chez les souris SCN1A*-2%%V

par rapport aux souris controles.
Cette étude permet d’établir un lien direct une mutation SCN1A responsable de MHF-3 et la
DCE (Jansen et coll., 2020). L’ensemble de ces études sur les mutations du géne SCN1A
responsables de 1’épilepsie ou de la MHF-3 ont permis I’identification de deux mécanismes

distincts (Figure 19).

Pertedefonctiondescanaux Na,1.1 Gain defonctiondes canaux Na,1.1
danslesneurones GABAergiques danslesneurones GABAergiques
HYPO -excitabilité des interneurones HYPER -excitabilité des interneurones
GABAergiques GABAergiques
Diminutiondel’inhibition dansles Accumulationmassive de K +
circuits neuronaux extracellulaire, GABAet gl utamate
| Générationdecrises | Dépolarisations neuronales généralisées

EPILEPSIE DCE
MHF -3

Figure 19. Lien entre le génotype et le phénotype des mutations du géne SCN1A
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e Lien entre DCE et douleur de la migraine

En 2001, Hadjikhani et coll montrent grace a I’imagerie par résonance magnétique (IRM) que
I’aura de patients migraineux est déclenchée par la DCE (Figure 20) (Hadjikhani et coll.,
2001). Elle se propage sur le cortex a vitesse lente, 3—4 mm/min, ce qui correspond au
développement progressif des symptomes de I’aura. Elle libére ensuite des ions potassium et
hydrogéenes, des neurotransmetteurs et des métabolites tels que I’oxyde nitrique et 1’adénosine
dans l'espace extracellulaire et périvasculaire et provoque une hyperémie transitoire et une
vasodilatation dans les vaisseaux du cortex et de la dure-mére. Ces molécules activent ou
sensibilisent les afférences périvasculaires du trijumeau et transmettent les impulsions aux
ganglions du trijumeau (TG) et au noyau trijumeau caudalis (TNC). Les impulsions du TNC
sont transmises aux structures cérébrales impliquées dans la transmission et le traitement de la
douleur. Les afférences du trijumeau dural sont soit directement activées soit stimulées
indirectement et éventuellement sensibilisées par un cedéme suite a la libération de
neuropeptides vasoactifs (substance P, peptide apparent¢ au gene de la calcitonine,
neurokinine A). L'activation du TNC ipsilatéral, a son tour, conduit a la stimulation du noyau
salivateur supérieur (SSN) et des efférents parasympathiques via les ganglions sphénopalatins.
Les parasympathiques postganglionnaires favorisent la vasodilatation et augmentent le débit
en libérant du polypeptide intestinal vasoactif (VIP), de l'oxyde nitrique ou de 1'acétylcholine

dans la dure-mere (Bolay et coll., 2002).
Ainsi, la DCE proposée comme mécanisme pathologique des mutations SCN/A4 conduisant a

un gain de fonction des canaux Nay1.1, pourrait étre a I’origine de I’aura migraineuse et de la

douleur de la migraine chez les patients atteints de MHF-3.
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Figure 20. La DCE et la voie de la douleur

La DCE libere des ions, des neurotransmetteurs et des métabolites dans I'espace extracellulaire et périvasculaire et provoque
une hyperémie transitoire et une vasodilatation dans les vaisseaux du cortex et de la dure-mére. Ces molécules activent ou
sensibilisent les afférences périvasculaires du trijumeau (fleche 1) et transmettent les impulsions aux ganglions du trijumeau
(TG) et au noyau trijumeau caudalis (TNC) (fleches 3 et 4). Les impulsions du TNC sont transmises aux structures cérebrales
impliquées dans la transmission et le traitement de la douleur. Les afférences du trijumeau dural sont soit directement
activées soit stimulées indirectement (fléche 2) et éventuellement sensibilisées par un cedéme (étoiles jaunes) suite a la
libération de neuropeptides vasoactifs (triangles bleus). L'activation du TNC ipsilatéral, a son tour, conduit a la stimulation du
noyau salivateur supérieur (SSN ; fleche 5) et des efférents parasympathiques via les ganglions sphénopalatins (fleche 6). Les
parasympathiques postganglionnaires favorisent la vasodilatation et augmentent le débit en libérant du polypeptide intestinal
vasoactif (VIP), de I'oxyde nitrique ou de l'acétylcholine (cercles noirs) dans la dure-mere (Bolay et coll., 2002).
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4. Les canaux sodiques potentiel-dépendants Na,1.2

Le canal Na,1.2 est codé par le géne SCN24 situé sur le chromosome 2.

4.1 Distribution neuronale et spatio-temporelle des canaux Na,1.2

Distribution neuronale des canaux Na,1.2

Chez le rongeur comme chez ’Homme, les canaux Nay1.2 sont principalement localisés au
niveau des cellules pyramidales du cortex mais aussi au niveau de 1’hippocampe, du cervelet,
du striatum, du globus pallidus, du bulbe olfactif et de la moelle épini¢re (Gordon et coll.,
1987) (Gong et coll., 1999) (Hu et coll., 2009) (Tian et coll., 2014) (Ogiwara et coll., 2018)
(Nunes and Kuner, 2018). IlIs sont majoritairement exprimés dans les neurones excitateurs
mais on les retrouve également dans les neurones inhibiteurs dérivés de 1’éminence
ganglionnaire caudale (CGE) (Yamagata et coll., 2017). Pour rappel, les interneurones
naissent dans le sous-pallium embryonnaire a partir de trois principales sources : I’éminence
médiane ganglionnaire (MGE), I’éminence ganglionnaire caudale (CGE) et ’aire préoptique
(POA) (Wonders and Anderson, 2006). Les canaux Na,1.2 sont donc localisés au niveau des
interneurones dérivés de la CGE et qui sont positifs au peptide vasoactif intestinal (VIP+) et a
la reeline (reeline+) et négatifs a la somatostatine (SST-). En innervant les neurones
inhibiteurs, ils jouent un role majeur dans la désinhibition.

Toutefois, il a ét¢ montré que les canaux Na,1.2 sont également présents au niveau du SIA

des neurones GABAergiques SST+ (Li et coll., 2014).

Distribution spatio-temporelle des canaux Na,1.2

Les canaux Nay1.2 sont localisés au niveau du soma, des dendrites et de I’axone démy¢élinisé
ou en cours de my¢linisation des neurones de mammiféres (Westenbroek et coll., 1989)
(Kaplan et coll., 2001). Trés tot dans le développement du SNC, ce sont les seuls canaux
sodiques potentiels dépendants exprimés au niveau des nceuds de Ranvier, encore immatures
ou en cours de maturation, et du SIA. En effet, des marquages immunohistochimiques ont
permis de montrer que les canaux Na,l.2 sont exprimés au niveau des nceuds de Ranvier
démy¢élinisés des cellules ganglionnaires rétiniennes (CGR) du rat (Boiko et coll., 2001). Bien

que la myélinisation de la rétine commence a se mettre en place a P6, les canaux Na,l.2
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restent majoritairement exprimés entre P9 et P10 dans les nceuds de Ranvier en cours de
maturation. Ensuite ils sont graduellement remplacés par les canaux Na,1.6. A P30, 50% des
canaux Nayl.2 sont toujours détectés au niveau des nceuds de Ranvier des CGR jusqu’a
disparaitre dans la quasi-totalité a P80. Cette distribution spatio-temporelle est retrouvée au
niveau du systéme nerveux périphérique (SNP). Dans la méme étude, les auteurs montrent
qu’a P1 les canaux Na,1.2 sont détectés au niveau des nceuds de Ranvier du nerf sciatique et
qu’ils disparaissent a P7 (Boiko et coll., 2001). Cette disparition plus précoce est due au fait
que la my¢élinisation dans le SNP se met en place plus to6t que dans le SNC. Par la suite, le
méme groupe montre la co-localisation des canaux Na,l1.2 avec 1’ankyrine G au niveau du
SIA des CGR (Figure 21). A P2, les canaux Na,1.2 sont les seuls a étre exprimés puis a P9
les canaux Na,l.6 commencent a apparaitre. En revanche, contrairement aux nceuds de
Ranvier, les canaux Na,1.2 ne disparaissent pas du SIA a I’age adulte et avec I’apparition des

canaux Na,1.6 (Boiko et coll., 2003).

Nay1.2 . .

Figure 21. Localisation des canaux Na,1.2 au SIA des cellules granulaires de la rétine
de rat a P2. Les canaux (en vert) co-localisent avec 1’ankyrine G (en rouge) qui marque le SIA
(Boiko et coll., 2003).

Plus tard, Hu et coll étudient la distribution des canaux Na,1.2 au SIA a partir de marquages
sur les neurones pyramidaux de la couche 5 du cortex préfrontal de rat adulte (Hu et coll.,
2009). Ainsi, ils montrent que les canaux Na,1.2 co-localisent avec ’ankyrine G a environ
10um du soma (Figure 22A), zone correspondant au SIA proximal tandis que les canaux
Na, 1.6 sont localisés au niveau du soma distal (Figure 22B) c’est-a-dire a environ 30-50um

du soma ou a lieu I'initiation des PA (Stuart et coll., 1997). Cette distribution distincte des
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canaux Na,l.2 et Na,1.6 suggeére que le role des canaux Na,l.2 change au cours du
développement car comme il a été décrit précédemment, a un stade trés précoce le canal
Na,1.2 est le seul isoforme a étre exprimé au niveau du SIA distal et a pouvoir initier et

propager le PA (Boiko et coll., 2003).
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Figure 22. Distribution des canaux Na,1.2 et Na,1.6 dans le cortex préfrontal de rat
adulte. Colocalisation des canaux Na,1.2 (a) ou Na,1.6 (b) ou Pan-Na, (c) avec I’Ankyrine G. Les
canaux sont représentés en vert et I’ankyrine G en rouge (Hu et coll., 2009).

4.2 Role des canaux Na,1.2

A un stade précoce du développement, le role des canaux Na,1.2 est de générer des PA au
niveau du SIA distal puis de les propager le long de 1’axone des neurones excitateurs. Apres
une semaine chez la souris (un an chez I’Homme), cette fonction est assurée par les canaux
Nay 1.6 qui remplacent donc les canaux Na,1.2 au SIA distal. Les canaux Na,1.2 sont localisés
au niveau du SIA proximal et jouent un role dans la rétropropagation des PA vers le soma et
les dendrites (Boiko et coll., 2003) (Hu et coll., 2009). Le lien entre la distribution spatio-
temporelle et la fonction des canaux Nayl.2 a été récemment confirmé dans un modele de
souris hétérozygote SCN24"". Les neurones pyramidaux corticaux de ces souris ont une
fréquence de décharge fortement réduite a P4 comparé aux neurones des souris WT. En

+/-

revanche, cette réduction n’est pas retrouvée dans les neurones SCN24 "~ a P60 confirmant

ainsi le role des canaux Na,1.2 dans I’initiation et la propagation des PA a un stade précoce
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du développement seulement. La rétropropagation des PA vers les dendrites ainsi que la
fonction des synapses excitatrices des neurones matures sont également altérées chez ces
souris. De plus, les épines dendritiques des neurones sont morphologiquement immatures
(Spratt et coll., 2019). Dans le cerveau adulte, les canaux Na,l.2 jouent donc un role
important dans I’excitabilité¢ dendritique et la fonction des synapses excitatrices. En ce qui
concerne le comportement de ces souris SCN24™", les auteurs soulignent une différence entre
les males et les femelles. En effet, les males montrent des déficits au niveau de 1’apprentissage
tandis que les femelles ont plutdt des déficits au niveau des préférences sociales. Des études
récentes ont également montré que ces souris présentent des traits autistiques a 1’adolescence
tels que des déficits de la communication et de la mémoire s’atténuant a 1’age adulte (Lena
and Mantegazza, 2019) ainsi que altérations au niveau de la mémoire et de I’apprentissage

spatial (Shin et coll., 2019).

4.3 Pathologies associées aux mutations du gene SCN2A

L’Epilepsie Néonatale et Infantile Familiale Bénigne (ENIFB)

En 1998, Kaplan et Lacey décrivent pour la premiére fois chez une famille américaine, un
phénotype intermédiaire entre les épilepsies néonatales familiales bénignes (ENFB) et les
épilepsies infantiles familiales bénignes (EIFB) (Kaplan and Lacey, 1983).

Les ENFB sont causées par des mutations situées sur les genes KCNQ2 et KCNQ3 codant
respectivement pour les canaux potassiques K,7.2 et K, 7.3 (Deprez et coll., 2009). Les crises
apparaissent dés le 2°™ jour de vie et sont de type tonique ou clonique. Aprés quelques
semaines, elles disparaissent dans la majorité des cas.

En ce qui concerne les EIFB, les crises apparaissent plus tard entre 4 et 8 mois. Elles peuvent
étre toniques, cloniques ou généralisées et disparaissent aprés un an.

Le phénotype décrit par Kaplan et Lacey est un intermédiaire entre ces deux épilepsies car le
début des crises peut varier du 2°™ jour de vie a 3 mois et demi, d’ot I’appellation d’épilepsie
néonatale et infantile familiale bénigne (ENIFB). Les épilepsies sont dites bénignes car dans

tous les cas I’enfant ne garde aucune séquelle.
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Le gene SCN2A et [’ENIFB

En 2002, Héron et coll identifient chez deux familles différentes, deux mutations faux-sens,
L1330F et L1563V, situées sur le géne SCN2A (Heron et coll., 2002). C’est la premiére fois
que la sous-unité a-1l des canaux sodiques potentiel-dépendants est directement liee a
I’ENIFB. Deux ans plus tard, le méme groupe identifie 6 autres mutations dont la mutation
R1319Q qui est retrouvée dans 3 familles, ce qui renforce le lien établi entre le gene SCN2A
et ’ENIFB (Berkovic et coll., 2004).

En 2006, Scalmani et coll étudient I’impact de 4 de ces mutations (L1330F, L1563V, R223Q
et R1319Q) sur les propriétés biophysiques du canal sodique Nay1.2 (Scalmani et coll., 2006).
A partir de neurones pyramidaux en culture transfectés avec I’ADN codant soit pour le canal
WT soit pour le canal porteur d’une des mutations, le groupe a montré que toutes les
mutations conduisent a un gain de fonction des canaux Na,l1.2. Ainsi, les mutations
responsables d’ENIFB entrainent une hyperexcitabilité des neurones pyramidaux pouvant étre
a ’origine des crises chez les patients. Ce pathomécanisme a été récemment confirmé par
plusieurs études (Lauxmann et coll., 2013) (Liao et coll., 2010) (Xu et coll., 2007), dont une
qui a montré grace a des expériences de dynamic-clamp que la mutation L1563V conduit a
une augmentation de la fréquence de décharge des neurones en réponse a un courant injecté
(Berecki et coll., 2018).

Les encéphalopathies épileptiques

Les encéphalopathies épileptiques (EE) regroupent plusieurs syndromes épileptiques dans
lesquels les crises entrainent un dysfonctionnement cérébral progressif (Scheffer et coll.,
2017).
Parmi les plus connus, on retrouve le syndrome d’Ohatahara et 1’épilepsie du nourrisson a
crises focales migrantes (EIFMS, epilepsy of infancy with migrating focal seizures) qui se
développe durant la période néonatale, les syndromes de Dravet (voir SCN1A) et West qui se
développent avant 1’age d’un an et enfin le syndrome de Lennox-Gastaut qui apparait plus
tard entre 2 et 6 ans (Engel, 2001).
Dans le cas du syndrome d’Ohtahara et de I’épilepsie du nourrisson a crises focales migrantes,
les crises apparaissent avant 1’age de 3 mois. On parle alors d’EE néonatales et infantiles
précoces.
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Dans le cas des syndromes de West et Lennox-Gastaut, les crises apparaissent aprés 1’age de 3
mois. 1Is sont regroupés dans les EE infantiles.

Certaines EE, néonatales ou infantiles, ne sont pas classifiées.

Ces EE peuvent étre causées par des mutations genétiques ou des altérations au niveau
structural et/ou métabolique (Berg, 2004). L’origine de la pathologie reste inconnue dans un

grand nombre de cas. Les EE ont pour caractéristique commune d’étre pharmaco-résistantes.

e L’encéphalopathie épileptique chez le nouveau-né ou syndrome d’Ohtahara

Décrit pour la premiére fois en 1976, le syndrome d’Ohtahara (SO) est la forme la plus
précoce des encéphalopathies épileptiques infantiles avec des crises qui apparaissent dés le 1%
jour de vie et au plus tard le 10°™ jour (Ohtahara et coll., 1976). Les patients présentent un
retard psychomoteur tres sévere et une espérance de vie faible. La moiti¢ d’entre eux décedent
avant ’age de 2 ans, les autres évoluent vers un syndrome de West puis Lennox-Gastaut.

Les patients atteints du SO ont un EEG spécifique de type « suppression-bursts » (Figure 23)
constitué¢ de bouffées d’activité paroxystique séparées par des phases de silence (Yamatogi
and Ohtahara, 2002). De maniére générale, les spasmes sont de type tonique ou tonico-
cloniques et durent environ 10 secondes. Ils surviennent de maniere isolée ou en groupe et
peuvent étre au nombre de 100 par jour. Parmi les autres symptdémes chez le nouveau-né, on
retrouve les mauvais réflexes de succion et I’hypotonie.

Ce syndrome est d’autant plus sévére que les crises sont pharmaco-réesistantes. En effet, les
anti-épileptiques tels que les benzodiazépines, le 1évétiracétam ou encore le valproate sont tres
peu efficaces sur les patients. Le syndrome d’Ohtahara peut étre cause par des malformations
cérébrales, des troubles métaboliques ou des mutations génétiques. Le plus fréquemment, les
mutations sont situées sur les genes KCNQ2 et STXBPL1 et représentent respectivement 20% et
7% des cas (Saitsu et coll., 2008) (Weckhuysen et coll., 2012).

Le géne KCNQ2 code pour le canal potassique potentiel-dépendant K,7.2 qui génére un
courant potassique hyperpolarisant appelé Im. Ce courant Im s’active lentement avec la
dépolarisation et ne s’inactive pas (Biervert et coll., 1998). Les mutations du gene KCNQ2
conduisent toutes a une perte de fonction des canaux K,7.2. Cette perte de fonction conduit a
une réduction de 1’inhibition au niveau du SIA et donc a une augmentation du nombre de PA

générés par le neurone. Cette hyperexcitabilité serait donc a I’origine des crises chez le

nouveau-né (Miceli et coll., 2013) (Orhan et coll., 2014) (Abidi et coll., 2015).
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Figure 23. EEG de type « suppression-burst ». EEG enregistré chez un patient
atteint du syndrome d’Ohtahara. L’amplitude des bursts est de 150 a 350uV et leur
durée varie entre 1 et 3 secondes. Les phases de silence (tracé plat) durent 2 & 5
secondes (Yamatogi and Ohtahara, 2002).

Le gene STXBP1, pour « syntaxin binding protein 1 », code pour la protéine Munc 18-1 qui
s’associe aux protéines SNARE et joue un rdle essentiel dans la libération des vésicules
synaptiques (Verhage et coll., 2000). Les mutations du gene STXBP1 conduisent pour la
plupart a une protéine instable avec 80% de réduction de 1’expression de la protéine. Il en
résulte une haploinsuffisance de la protéine Munc 18-1 au niveau de 1’élément pré-synaptique,
ce qui conduit a une altération de la libération des neurotransmetteurs. Ce mécanisme
pathologique entraine un déséquilibre de la balance excitation-inhibition pouvant étre a
I’origine d’une activité électrique anormale chez le nouveau-né (Kovacevic et coll., 2018).

Parmi les autres genes identifiés comme étant a I’origine du SO, il y a le gene SCN2A.
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SCN2A et syndrome d’Ohtahara

En 2017, I’é¢tude d’une cohorte de 201 patients révele que 36% des mutations situées sur le
géne SCN2A sont liées aux encéphalopathies épileptiques néonatales et infantiles précoces
incluant le syndrome d’Ohtahara (Figure 24) (Wolff et coll., 2017).

Intellectual disability and/or Benign (familial)

autism without epilepsy neonatal/infantile
16% seizures

15%

Encephalopathy with
epilepsy (unknown age
at onset)
7%

Encephalopathy with Encephalopathy with

infantile/childhood
onset epilepsy including
WS, LGS and MAE
26%

early infantile onset
epilepsy including 0S
and EIMFS
36%

Figure 24. Distribution des patients porteurs d’une mutation SCN2A selon le phénotype et
I’4ge au début des crises. Les EE néonatales incluant le syndrome d’Ohtahara représentent 36% des
patients (violet). Les EE infantiles représentent 26% des patients (rouge), l’autisme et la déficience
intellectuelle concernent 16% des patients (jaune), les BFNIS représentent 15% des patients (bleu) et enfin
7% concernent les EE dont 1’age de début des crises est inconnu (vert). Cohorte de 201 patients (Wolff et
coll., 2017).

L’¢étude fonctionnelle de deux mutations responsables du syndrome d’Ohtahara (V423L et
F1597L) dans des cellules HEK, montrent qu’elles conduisent a un gain de fonction clair des
canaux sodiques Na,1.2 (Wolff et coll., 2017). Ces derniers étant majoritairement exprimés au
niveau du SIA des neurones excitateurs, un gain de fonction conduit a une hyperexcitabilité
neuronale pouvant étre a 1’origine des crises chez le nouveau-né.

Mais le mécanisme pathologique des mutations SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara
n’est pas encore clairement élucidé. En effet, d’autres mutations conduisent a des effets
divergents sur les propriétes biophysiques des canaux Na,1.2, perte et/ou gain de fonction, ne
permettant pas de conclure sur le pathomécanisme des encéphalopathies épileptiques
néonatales (Begemann et coll., 2019). 11 est donc important d’étudier les effets fonctionnels

d’autres mutations afin de confirmer ou non le gain de fonction comme mécanisme
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pathologique du syndrome d’Ohtahara, comme c’est déja le cas avec les mutations du géne

KCNQ2.

e Le syndrome de West ou spasmes infantiles

Ce syndrome est décrit en 1841 par le médecin William James West. Il décrit le phénotype de
son fils 4gé de 4 mois au moment de 1’apparition de ses premiéres crises associées a un déficit
du langage et des traits autistiques tels que des comportements stéréotypés (Cone, 1970).
Depuis, le syndrome de West est définit par 3 grands criteres: 1/ des contractions
involontaires des muscles appelés spasmes qui apparaissent entre 3 et 7 mois, isolés ou en
série ils durent moins de 2 secondes et sont suivis d’un relachement musculaire 2/ un retard
psychomoteur et/ou une régression développementale 3/ un EEG de type hypsarythmie
(Figure 25) constitué¢ d’ondes cérébrales lentes, de pointes et d’ondes aigiies pouvant varier
dans la durée mais aussi la localisation (focale, multifocale ou plus rarement généralisée) (
Gibbs et coll, Atlas of Electroencephalography 1952) (Kellaway et coll., 1979) (Lux and
Osborne, 2004).

Bien qu’il s’agisse d’une EE pharmaco-résistante, le vigabatrin, 1’anti-épileptique le plus
utilisé dans le traitement du syndrome, suffit a supprimer les spasmes dans certains cas. Le
vigabatrin est un analogue du GABA qui inhibe de fagon sélective et irréversible 1’enzyme
responsable du catabolisme du GABA (la GABA-transaminase), ce qui a pour conséquence
de renforcer la transmission GABAergique (French, 1999). L’hormone corticotrope ACTH
peut étre associée au vigabatrin car elle permet de contrdler les spasmes sur le long terme (Go
et coll., 2012).
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Figure 25. EEG de type hypsarrythmie. EEG désorganisé avec des ondes de
grande amplitude (500-1000uV) enregistré chez un patient atteint du syndrome de
West (Wong-Kisiel and Nickels, 2013).
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e Le syndrome de Lennox-Gastaut

Le syndrome de Lennox-Gastaut est décrit pour la premiére fois en 1966 (Gastaut et coll.,
1966). C’est une encéphalopathie épileptique sévére de ’enfant qui apparait entre 2 et 6 ans
(Berg et coll., 2001). Le plus souvent, les patients font des crises de type tonique et des
absences atypiques (1989) (Arzimanoglou et coll., 2009). Les crises toniques se caractérisent
par une contraction soutenue de I’ensemble des membres avec perte de connaissance. Les
absences correspondent & de bréves périodes de non-réceptivité pendant lesquelles le patient a
le regard dans le vide. Ces derniéres surviennent plusieurs fois par jour et durent environ 10
secondes.

Des déficits cognitifs et un électroencéphalogramme (EEG) de type « slow spike wave » avec
des pointes-ondes lentes et diffuses (<3 Hz) lors de la veille (Figure 26), et des rythmes
rapides (10 Hz) pendant le sommeil sont associés aux crises (1989). Selon une étude, 20% des

patients ont d’abord développé un syndrome de West (Hancock and Cross, 2009).
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Figure 26. EEG de type « slow and spike wave discharges ». EEG avec des
pointes-ondes lentes (70s, <3Hz) enregistré chez un patient atteint du syndrome de
Lennox-Gastaut (Wong-Kisiel and Nickels, 2013).

SCN2A et EE infantiles (Syndromes de West et Lennox-Gastaut et EE infantiles non

classifiées)

En 2004, le groupe de K Yamakawa identifie une mutation hétérozygote non-sens du gene
SCN2A située a I’extrémité N-terminale intracellulaire du canal, R102X, chez une jeune
femme atteinte d’une encéphalopathie épileptique depuis ’enfance (Kamiya et coll., 2004).
La mutation est dite de novo ou spontanée car elle n’est pas transmise par les parents. Elle est

localisée au niveau de I’extrémité intracellulaire C-terminale du canal.
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Le phénotype de la patiente est similaire au syndrome de Dravet mais I’apparition plus tardive
des crises ne permet pas de définir un syndrome précis. Les crises sont apparues a 1’age de 1
an et 7 mois et sont associées a un déficit cognitif séveére et des traits autistiques.

Des enregistrements de patch-clamp et des marquages immunocytochimiques sur des cellules
HEK (human embryonic kidney), montre que la mutation entraine une perte de fonction totale
du canal Na,1.2. Cette perte de fonction totale a été confirmée récemment par 1’étude de
souris transgéniques porteuses de la mutation R102X (Ogiwara et coll., 2018). La mutation
entraine une réduction de I’expression des canaux Nay1.2 dans le cerveau d’environ 50%. Les
enregistrements ECoG de ces souris révelent des activités épileptiformes de type « spike-and-
wave discharges » observée généralement dans les modéles d’absences épileptiques (Bertaso
et coll., 2008). Le phénotype de ces souris est similaire a celui des souris hétérozygotes
SCN2A*" suggérant ainsi que la mutation R102X responsable d’EE infantile conduit a une

perte de fonction des canaux Na,1.2 (Ogiwara et coll., 2018).

En 2009, le méme groupe identifie une nouvelle mutation de novo faux-sens, la mutation
E1211K. (Ogiwara et coll., 2009). A I’age de 11 mois les premiers spasmes apparaissent et
I’enfant présente un retard du développement et une déficience intellectuelle sévere. Jusqu’a
I’age de 2 ans il est traité avec ’hormone corticotrope ACTH (voir syndrome de West) ; ce
traitement s’avere efficace puisque les spasmes disparaissent. Depuis, les spasmes ont évolué
vers des crises toniques qui durent 10 a 20 secondes et peuvent étre au nombre de 10 par jour.
L’étude des propriétés électrophysiologiques du canal Na,1.2 porteur de la mutation E1211K
dans des cellules HEK, montre que la mutation conduit a une perte et/ou gain de fonction du
canal (activation, inactivation, récupération de 1’inactivation). Les effets observés sur les
propriétés biophysiques sont divergents et ne permettent pas de conclure sur I’effet global de

la mutation.

Plus recemment, Berecki et coll ont étudié I’effet de 3 mutations SCN2A dont une qui est
retrouvée chez 12 patients souffrant de spasmes infantiles depuis I’dge de 8 mois environ
(moyenne sur les 12 patients) et d’un retard du développement (Berecki et coll., 2018). Des
expériences de patch-clamp sur cellules CHO (chinese hamster ovary) ont permis de mettre
en évidence que cette mutation recurrente R853Q entraine une diminution de la densité de
courant et un déplacement de la courbe d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés.
De plus, en utilisant la technique du dynamic-clamp qui utilise la simulation informatique

pour introduire une membrane artificielle ou des conductances synaptiques dans des neurones
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biologiques, les auteurs montrent que la mutation R853Q conduit a une diminution de la
fréquence de décharge des PA et donc & une perte de fonction du canal Na,1.2. L’étude de
cette mutation retrouvee chez 12 patients permet de renforcer le lien établi entre le géne
SCN2A et les encéphalopathies épileptiques infantiles mais aussi de proposer la perte de

fonction des canaux Na,1.2 comme mécanisme pathologique.

Les troubles du spectre de ’autisme (TSA)

L’autisme est décrit pour la premiére fois en 1943 par le psychanalyste Leo Kanner. En
observant le comportement de 11 enfants, 8 garcons et 3 filles, il a remarqué certaines
caractéristiques telles que des difficultés a communiquer, des intéréts restreints et un langage
non acquis (Kanner et coll, Nerv Child 1943). Suite a cette découverte, deux théories vont
s’opposer pendant des années: celle des biologistes qui recherchent des explications
génétiques ou neuro-développementales et celles des psychanalystes qui pensent que
I’autisme est dii a une carence affective du milieu familial. Faute de preuves, cette derniére fut
abandonnée.

Aujourd’hui, la classification internationale des maladies (CIM) définit les troubles du spectre
de I’autisme (TSA) comme étant un trouble neuro-développemental qui se manifeste avant
I’age de 3 ans avec des déficits au niveau des interactions sociales et de la communication,
des comportements stéréotypés et des intéréts restreints (CIM-10). De plus, 45% des autistes
souffrent de déficience intellectuelle et prés de 30% font des crises d’épilepsie (Lai et coll.,
2014). La prévalence dans le monde est de 0.7 pour 100 personnes et le ratio est de trois
gargons pour une fille (Elsabbagh et coll., 2012) (Loomes et coll., 2017). En France, 650 000

personnes sont concerneées.

Les TSA peuvent étre causés par des facteurs 1/ environnementaux tels que la pollution,
I’exposition a des produits toxiques durant la grossesse (Flores-Pajot et coll., 2016)
(Rossignol et coll., 2014) 2/ neurobiologiques tels que des malformations, une altération du
systéeme gabaergique ou de la balance excitation-inhibition (Rubenstein and Merzenich, 2003)
(Sohal and Rubenstein, 2019) 3/ ou encore génétiques dans environ 60% des cas (Huguet et
coll., 2016).

En 2003, I’équipe de Thomas Bourgeron identifie pour la premiére fois des mutations
génétiques chez des enfants autistes (Jamain et coll., 2003). Les chercheurs découvrent des
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mutations sur les genes NLGN3 et NLGN4 codant pour les neuroligines, des protéines
d’adhésion cellulaire localisées au niveau de 1’¢lément post-Synaptique des synapses. Les
mutations altérent la synaptogenese et donc la transmission de I’information entre les
neurones.

A ce jour, on comptabilise 102 genes impliqués dans les TSA (Satterstrom et coll., 2020).

SCN2A et TSA

Le séquencage de ’exome entier a permis, depuis 2012, l’identification de plusieurs
mutations sur le géne SCN2A chez les patients souffrant de TSA (Sanders et coll., 2012)
(Jiang et coll., 2013) (Tavassoli et coll., 2014). Ces résultats ont mis en évidence que le géne
SCN2A est fortement associé aux TSA (Sanders et coll., 2015). Les mutations identifiées sont
de novo et peuvent étre non-sens ou faux-sens.

Récemment, I'impact d’une dizaine de ces mutations sur les propriétés biophysiques des
canaux Na,1.2 a été étudié dans des expériences de patch-clamp dans des cellules HEK
(Figure 27) (Ben-Shalom et coll., 2017).
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Figure 27. Effets fonctionnels des mutations SCN2A responsables de TSA. A/ Localisation des mutations SCN2A
faux-sens (rouge) et non-sens (bleu) liées a I’autisme B/ Densités de courant des cellules HEK293 transfectées avec soit le
canal Na, 1.2 WT soit le canal porteur d’une des mutations associées a ’autisme e représentées sur le canal (A) (WT: —447 +
45 pA/pF, n =18 ; D12N: -515 + 65 pA/pF, n = 16 ; D82G: —166 + 32 pA/pF, n = 18; T1420M: —177 + 22 pA/pF, n = 13)
(Ben-Shalom et coll., 2017).

Les mutations non-sens (C959X, G1013X) du géne SCN2A associees aux TSA ainsi que la
majorité des mutations faux-sens (R379H, R937C, R937H et C1386R) conduisent a une perte
de fonction totale des canaux sodiques (Figure 27B). Les auteurs concluent que les canaux

sont exprimés a la surface de la cellule mais ne sont pas conductibles. Les mutations faux-
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sens D12N, D82G et T1420M entrainent des modifications plus ou moins importantes des
propriétés biophysiques et conduisent a une perte de fonction partielle des canaux sodiques
Na,1.2. Dans cette méme étude, la co-expression du canal WT avec le canal porteur d’une des
mutations faux-sens, R379H, conduisant a une perte de fonction totale des canaux Na,1.2 a
été analysée. La densité de courant des canaux WT est diminuée de maniere significative en
présence des canaux porteurs de la mutation (Figure 27B) mais aucun effet sur les propriétés
biophysiques n’est observé. L’ensemble de ces résultats montre que les mutations SCN2A
responsables de TSA conduisent a une perte de fonction, partielle ou totale, des canaux

sodiques Na,1.2.

La schizophrénie

La schizophrénie est une maladie chronique caractérisée par une vaste gamme de symptémes
tels que des hallucinations et idées délirantes, un retrait social et des troubles cognitifs
apparaissant a la fin de [D’adolescence. L’hypothése d’une origine génétique de la
schizophrénie est apparue en 2010 avec la mise en évidence d’une mutation de novo non-sens
située sur le gene KIF17 chez un patient atteint de schizophrénie. Cette mutation a été
identifiée grace a 1’analyse de 1’ensemble de I’exome du patient (Tarabeux et coll., 2010). Ce
géne code pour la kinésine 17 qui est une protéine présente au niveau des synapses
glutamatergiques et jouant un réle important dans la localisation de la sous-unité NR2B des
récepteurs NMDA (Guillaud et coll., 2003). Par la suite, I’analyse de 1’ensemble de 1’exome
de plus de 600 patients atteints de schizophrénie a permis 1’identification de nombreuses
mutations de novo affectant principalement les protéines post-synaptiques tels que les
récepteurs NMDA (Fromer et coll., 2014). En 2016, Carroll et coll ont identifie les premiéres

mutations situées sur le géne SCN2A de patients schizophrénes (Carroll et coll., 2016).

SCN2A et schizophrénie

En 2014, Dickinson et coll identifient, a partir d’une cohorte de 339 patients atteints de
schizophrénie, des polymorphismes mononucléotidiques associés a la capacité cognitive
génerale (g) dans le gene SCN2A. lls suggerent que le gene SCN2A est impliqué dans la
déficience cognitive des patients souffrant de schizophrénie (Dickinson et coll., 2014).
Depuis, seulement 4 mutations (3 faux-sens et 1 non-sens) du géne SCN2A ont été liées a la
schizophrénie (Carroll et coll., 2016) (Suddaby et coll., 2019).
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Les mutations faux-sens R850P, VV1282F et S1656P sont localisées respectivement au niveau
du S4 de DII, du S3 de DIII et de la boucle cytoplasmique reliant le S4 au S5 de DIV et la
mutation non-sens E169X est localisée sur le S2 de DI. Aucune étude fonctionnelle n’a été

réalisée a ce jour.

De maniére intéressante, il existe des symptébmes communs entre les patients atteints de
schizophrénie et ceux souffrant de TSA tels que le retrait social ou les problémes de langage
ce qui laisse penser que ces deux pathologies puissent avoir des mécanismes pathologiques en
commun (De Crescenzo et coll., 2019) (Mi et coll., 2019).
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Les génes SCN1A et SCN2A codent respectivement pour les canaux sodiques potentiel-
dépendants Na,1.1 et Na,1.2. Les canaux Na,1.1 sont majoritairement exprimés au niveau des
neurones inhibiteurs tandis que les canaux Na,1.2 sont présents au niveau des neurones
excitateurs. Ils sont localisés au niveau des nceuds de Ranvier, du SIA et du compartiment
somato-dendritique (Mantegazza and Catterall, 2012).

Les génes SCN1A et SCN2A sont la cible de nombreuses mutations conduisant a divers
phénotypes. Les mutations du géne SCN1A sont responsables de formes d’épilepsie plus ou
moins séveres ou de migraine hémiplégique familiale (MHF-3) et les mutations du géne
SCN2A sont responsables d’un large spectre de pathologies qui comprend les troubles du
spectre de D’autisme (TSA) avec ou sans épilepsie, les épilepsies bénignes, les
encéphalopathies épileptiques (EE) infantiles ou néonatales, la schizophrénie, la déficience
intellectuelle et les absences (Mantegazza and Broccoli, 2019) (Guerrini et coll., 2014)
(Hedrich et coll., 2019).

L’objectif de ma thése est d’étudier les effets fonctionnels de ces mutations sur les propriétés
des canaux Nayl.1 et Na,1.2 et de DI’excitabilit¢ neuronale dans le but d’identifier les

mécanismes a 1’origine de ces pathologies.

Objectif 1 : Caractérisation d’une nouvelle mutation du gene SCN1A responsable de la

MHF-3 et présentant des défauts de repliement et/ou trafic cellulaire

A ce jour, il est clairement établi que certaines mutations du géne SCN1A peuvent conduire a
la formation de canaux qui présentant des défauts de repliement et/ou de trafic cellulaire. Les
canaux mutés sont retenus dans le réticulum endoplasmique (RE) puis dégradés par le
protéasome. lIs sont peu (ou pas) présents a la membrane plasmique, ce qui se traduit par une
réduction partielle (ou totale) de la densité de courant des cellules qui générent peu (ou pas)
de courant sodium (Terragni et coll., 2018).

Ces défauts d’expression des canaux peuvent étre particllement ou totalement « cOrrigés » in
vitro. Si les canaux sont transfectés dans des lignées cellulaires de type tsA-201, on peut soit
incuber les cellules a 30°C au lieu de 37°C, afin de ralentir les cinétiques de repliement soit
co-transfecter des protéines telles que 1’ankyrine G ou la calmoduline qui, en interagissant
avec les canaux mutés, vont stabiliser leur conformation. Dans les 2 cas, il en résulte une
augmentation du nombre de canaux mutés a la membrane plasmique se traduisant par une

restauration partielle ou totale de la densité de courant.
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Si les canaux sont transfectés dans des neurones en culture, on peut aussi observer une
« correction » de ces défauts, probablement due a la présence de protéines d’interaction

endogénes qui permettent aux canaux mutes de rejoindre la surface de la cellule.

Notre équipe a montré, que les canaux porteurs de mutations SCN1A responsables de
I’épilepsie et présentant des défauts d’adressage a la surface cellulaire, conduisent a une perte
de fonction des canaux Na,1.1 apres récupération partielle de la densité de courant (Rusconi
et coll., 2007) (Rusconi et coll., 2009) (Bechi et coll., 2015). Ces résultats sont cohérents avec
ceux obtenus précédemment qui ont montré que la perte de fonction des canaux Na,l.1
entraine une hypoexcitabilité des interneurones GABAergiques conduisant a une
hyperexcitabilité du réseau neuronal et a la génération des crises d’épilepsie (Yu et coll.,

2006).

Plus récemment, notre équipe a étudié la 1% mutation SCN1A, responsable de la MHF-3 et
qui présente des défauts d’adressage a la surface cellulaire, la mutation faux-sens L1649Q.
L’¢étude fonctionnelle de cette mutation dans des cellules tsA-201 révele qu’elle entraine une
réduction importante de la densité de courant conduisant a une perte de fonction des canaux
Na,1.1 (Cestele et coll., 2013b). Or, les mutations SCN1A dans la MHF-3 conduisent & un
gain de fonction des canaux Na,1.1 (Cestele et coll., 2013b) (Fan et coll., 2016) (Mantegazza
and Cestele, 2018). Le gain de fonction des canaux Na,1.1 induit une hyperexcitabilité des
interneurones GABAergiques conduisant a une accumulation importante de potassium dans le
milieu intracellulaire. Puis, les neurotransmetteurs tels que le glutamate et le GABA vont
s’accumuler, ce qui aura pour conséquence de dépolariser fortement les neurones corticaux et
de déclencher la dépression corticale envahissante (DCE) a I’origine de la MHF-3 (Cestele et
coll., 2008). Le lien entre le gain de fonction des canaux Na,1.1 dans les interneurones
GABAergiques et la DCE est encore une hypothése. Toutefois, I’hypothése a été recemment
validée avec un model computationnel (Desroches et coll., 2019).

Par conséquent, la perte de fonction des canaux Na,1.1 porteurs de la mutation L1649Q va a
I’encontre du mécanisme pathologique de la MHF-3.

Fait intéressant, 1’utilisation de différentes méthodes de « correction » des défauts d’adressage
des canaux mutés telles que I’incubation des cellules tsA-201 a 30°C ou encore 1’étude de la
mutation dans des neurones néocorticaux en culture transfectés a permis d’une part de

restaurer la densité de courant et d’autre part d’étudier les propriétés biophysiques des canaux
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mutés grace a des enregistrements de patch-clamp. De maniére surprenante, la mutation
L1649Q conduit a un gain de fonction des canaux Nay1.1 aprés restauration de la densité de

courant.

Notre équipe a ainsi identifié deux mécanismes différents. Apres « correction » partielle ou
totale des défauts d’adressage a la surface cellulaire, toutes les mutations SCN1A responsables
de I’épilepsie conduisent a une perte de fonction des canaux Na,1.1 (Rusconi et coll., 2007)
(Rusconi et coll., 2009) (Bechi et coll., 2015) tandis qu’une mutation SCN1A responsable de
la MHF-3 conduit a un gain de fonction des canaux Na,1l.1 (Cestele et coll., 2013b).
Toutefois, si le mécanisme est clair pour I’épilepsie avec au moins 6 mutations identifiées qui
présentent le méme mécanisme, ce n’est pas le cas pour la MHF-3. Cela est da au fait qu’a ce
jour, la mutation L1649Q est la seule mutation MHF-3 a présenter des défauts d’adressage a
la surface cellulaire.

Le 1* objectif de ma thése a donc été de caractériser une mutation SCN1A nouvellement
identifiée dans la MHF-3 et qui présente des défauts d’expression conduisant a la perte de

fonction des canaux Nay1.1 (résultats préliminaires obtenus par 1’équipe).

Objectif 2 : Relation phénotype/génotype de 23 mutations SCN2A

La seconde partie de ma thése est ciblée sur I’étude de mutations situées sur le gene SCN2A,
responsables d’un large spectre de pathologies.

Les études fonctionnelles réalisées precédemment par 1’équipe ont montré que les mutations
associées a I’Epilepsie Néonatale et Infantile Familiale Bénigne (ENIFB) induisent un gain de
fonction des canaux Nay1.2. Ce gain de fonction entraine une hyperexcitabilité des neurones
excitateurs et de I’ensemble du réseau neuronal pouvant étre a 1’origine des crises d’épilepsie
(Scalmani et coll., 2006).

En revanche, si le mécanisme est clair pour ’ENIFB, ce n’est pas le cas pour les autres

pathologies.

En effet, comme il a été décrit précédemment dans la partie SCN2A et TSA, le groupe de
Bender a étudié ’impact d’une dizaine de mutations SCN2A sur les propriétés biophysiques
des canaux Na,1.2 exprimeés dans des cellules HEK (Ben-Shalom et coll., 2017). Le groupe
montre que les mutations non-sens ainsi que la majorité des mutations faux-sens conduisent a
une perte de fonction totale des canaux sodiques. Les auteurs concluent que les canaux sont

exprimeés a la surface de la cellule mais ne sont pas conductibles. Or, comme notre équipe 1’a
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montré pour les canaux Na,l.1, les canaux porteurs d’une mutation peuvent présenter des
défauts de repliement ou de trafic cellulaire. Ainsi ils sont retenus dans le RE puis sont
dégradés par le protéasome. Ils ne sont donc pas présents a la surface cellulaire, d’ou
I’absence de courant sodique. Dans cette méme étude, les auteurs se sont intéressés a 1’effet
de la co-expression du canal WT avec le canal porteur de la mutation R379H, une mutation
liée a I’autisme et qui induit une réduction quasi-totale de la densité de courant des canaux.

La présence du canal muté entraine une diminution de la densité de courant des canaux WT
mais n’ayant aucun effet sur les propriétés biophysiques ils concluent que le mutant n’exerce
aucune dominance négative. Or, la réduction de la densité de courant des canaux sauvages en
présence des canaux mutés peut étre la conséquence d’une dominance négative (voir partie
Dimérisation et dominance négative).

L’ensemble de ces résultats révele que les mécanismes liés aux mutations SCN2A dans les

TSA ne sont pas clairs.

De plus, en ce qui concerne les mutations responsables d’encéphalopathies épileptiques
néonatales ou infantiles, il a ét¢ montré qu’elles conduisent a un gain de fonction et/ou une
perte de fonction lorsqu’elles sont exprimées dans des lignées cellulaire de type HEK
(Ogiwara et coll., 2009) (Berecki et coll., 2018) (Wolff et coll., 2017) (Begemann et coll.,
2019). Pour les mutations liées a la schizophrénie et aux absences, aucune étude fonctionnelle

n’a été réalisée a ce jour.

Afin de mieux comprendre ces mécanismes, nous avons étudié dans un 1% temps les effets
fonctionnels de 23 mutations hétérozygotes situées sur le gene SCN2A et responsables de
différentes pathologies : les TSA, les EE infantiles, le syndrome d’Ohtahara (EE néonatale),

la schizophreénie, les absences et les TSA associés a I’épilepsie (Figure 28).
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Figure 28. Localisation des 23 mutations SCN2A étudiées
Localisation des 23 mutations SCN2A associées a ’autisme (bleu foncé), aux EE infantiles

(orange), au syndrome d’Ohtahara (violet), a la schizophrénie (vert), aux absences (bleu clair)
et a ’autisme associé a 1’épilepsie (rouge foncé).

Dans un 2™ temps, nous avons étudié I’impact fonctionnel de chaque canal porteur d’une de
ces 23 mutations sur les canaux WT afin de déterminer si les canaux mutés peuvent interagir

avec les canaux WT et exercer un effet de dominance négative.

Toutes les mutations ont été étudiées dans des neurones néocorticaux en culture car comme
nous avons pu le voir précédemment avec les mutations SCN1A, les canaux mutés peuvent se
comporter différemment selon s’ils sont exprimés dans des lignées cellulaires ou dans des

neurones en culture qui se rapprochent des conditions physiologiques.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Mutagenese dirigée et clonage

L’introduction des mutations dans le geéne SCN2A a été réalisée en utilisant le
kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis (Agilent). Le plasmide pCDM8-SCN2A
est amplifi¢ par PCR en utilisant des amorces, d’environ 30 paires de bases, contenant la
mutation selon le protocole décrit sur la figure 29.

Les clones contenant la mutation d’intérét sont amplifiés, I’ADN est purifié¢ en utilisant le Kit
NucleoBond XtraMidi (Macherey Nagel) et la séquence est entierement vérifiee par

séquencage Sanger.

QuikChange® Lightning Fast Method

Figure 29. Principales étapes de la mutagenése dirigée avec digestion du brin parental. La 1°®
étape correspond a I’amplification de I’ADN parental et de I’ADN synthétisé aprés le premier cycle de PCR
(1 heure). La 2°™ étape correspond a la digestion de I’ADN parental par I’enzyme Dpnl (5 minutes). La 3°™
étape correspond a la transformation des plasmides contenant la mutation dans des bactéries (1.5 heure).

D ’apreés QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit Instruction Manual.
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pCDMB8-SCN2A

pCDMB8-SCN2A-"382°

t1154c

pCDMB8-SCN2A-HA

867 tacccatacgatgttccagattacgct

pCDMB8-SCN2AFX

g505t

pCDMB8-SCN2AHAF!#X

867 tacccatacgatgttccagattacgct

0505t
pCDMB8-SCN2AA%3Y 788t
pCDM8-SCN2AP#4¢ a851g
pCDM8-SCN2AR"™H g1136a

pCDM8-SCN2A-HAR®™™

867 tacccatacgatgttccagattacgct

g1136a
pCDMB8-SCN2A™A t1447g
pCDM8-SCN2A®%>P g1976a
pCDMB8-SCN2A%Y 2687t
pCDMB8-SCN2AR®P g2549c
pCDM8-SCN2AMT t2774c
pCDMB8-SCN2AR®™ 92810a

pCDM8-SCN2A-HAR®™

867 tacccatacgatgttccagattacgct
g2810a

pCDMB8-SCN2AS%

c2877a

pCDMB8-SCN2A-HAS®%

867 tacccatacgatgttccagattacgct
c2877a

pCDMB8-SCN2ACL3X

93037t

pCDMB8-SCN2A-HAS03X

867 tacccatacgatgttccagattacgct

93037t
pCDM8-SCN2AV1282F 93844t
pCDM8-SCN2AH314P t4022g

pCDMB8-SCN2A-HAM314P

867 tacccatacgatgttccagattacgct
t4022g
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pCDM8-SCN2AA31V 3947t

pCDMB8-SCN2A3#Y g4031a
pCDMB8-SCN2A 42 c4250t
pCDM8-SCN2ARX c4543t

CDMS8-SCN2AR1515X 867 tacccatacgatgttccagattacgct
p -

4543t
pCDMB8-SCN2AM>48T t4643c
pCDM8-SCN2AR2X c4876t

CDM8-SCN2AHARL626X 867 tacccatacgatgttccagattacgct
p -

c4876t
pCDM8-SCN2AR2H g4886a
pCDM8-SCN2ARISR g4904a
pCDM8-SCN2ARI82R g5645a
pCDMB8-SCN2AR8X 5644t

pcDNA3-KCNJ10

PEYFP-C1

pEYFP-C1-difopein

pcDNA3-KCNK2-2*HA

Tableau 1. Liste des plasmides utilisés dans notre étude

Pour étudier les mutations dans les neurones néocorticaux en culture, la mutation F385S a été
insérée dans chaque gene codant pour le canal WT ou porteur d’une mutation. La substitution
du résidu phénylalanine par un résidu sérine en position 385 confére au canal une résistance a
la tétrodotoxine (TTX). En ajoutant de la TTX (1uM) dans la solution d’enregistrement
extracellulaire des neurones transfectés, les courants sodiques endogenes sont bloqués et seuls

les courants géneérés par le canal transfecté sont enregistrés.
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2. Culture de neurones néocorticaux

Un jour avant la dissection, des boites de Pétri de 35 mm de diamétre sont traitées avec de la
poly-L-Lysine hydrobromide. Un jour avant la dissection, des boites de Pétri de 35 mm de
diametre sont traitées avec de la poly-L-Lysine hydrobromide. Un jour avant la culture, 2 mg
de poly-L Lysine (Sigma) sont ajoutés dans un tube contenant 40 ml d’eau pure. Aprés
homogénéisation, 1 ml est versé dans chaque boite de Pétri. Les 40 boites sont ensuite
incubées dans un incubateur en conditions standard (37°C, 5% CO,;) entre 4 et 24 heures.
Elles sont rincées 2 fois avec 1 ml d’eau pure juste avant de déposer les neurones. La solution
de dissection ainsi que le milieu de culture des neurones sont également préparés le jour
précédant la dissection (voir solutions).

Les souris OF1 gestantes (Charles River) sont anesthési¢es a 1’isoflurane avant d’étre
sacrifiées par dislocation cervicale au 17°™ jour de gestation.

Apres avoir incisé 1’abdomen, les embryons sont libérés du placenta et placés sur de la glace.
L’embryon est sacrifié par décapitation et la téte placée dans une boite contenant du milieu de
dissection froid. A partir de cette étape, la dissection se fait sous une loupe binoculaire.

La peau de la téte est retirée a I’aide de pinces fines puis le crane est découpé latéralement. Le

cerveau peut étre retiré délicatement du crane en utilisant une spatule courbée (Figure 30).

bulbe olfactif

Hémispheres \

\ cervelet

Tronc cérébral —

Figure 30. Cerveau d’embryon de souris a E17. Les
embryons sont prélevés chez des souris OF1 au 17°™ jour de
gestation.
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Apres avoir rincé le cerveau, le cervelet est retiré et les deux hémisphéres sont séparés. Pour
isoler le cortex de chaque hémisphere 1/ le septum, le thalamus et I’hypothalamus sont retirés
a I’aide de pinces tres fines 2/ I’hippocampe et le bulbe olfactif sont découpés 3/ et pour finir
les méninges et les microvaisseaux sanguins sont retirés delicatement avec des pinces trés
fines.

Une fois isolés, les cortex sont découpés en petits morceaux de 1mm? et transférés dans un
tube Falcon de 50 ml contenant 15 ml de solution de dissection et 20 mg de protéase XIV
(Sigma) permettant la digestion du cortex. Le tube est agité pendant 20 minutes a 37°C
(agitation 400x g).

A partir de cette étape, la mise en culture se fait sous une hotte stérile.

Apres digestion enzymatique, le surnageant est aspiré et les bouts de cortex sont rincés deux
fois avec du milieu de dissection a température ambiante. Ensuite, les neurones sont dissociés
mécaniquement a 1’aide de pipettes Pasteur en verre (3 diameétres différents) dans 5 ml de
milieu de dissection. Les neurones sont dissociés, dans 1’ordre, avec une pipette Pasteur de
gros, moyen puis petit diametre. A chaque fois, le surnageant (surface trouble) est récupéré et
transféré dans un second tube. Ensuite, 5 ml de milieu de culture Neurobasal complet a 37°C
sont ajoutés a la solution contenant les neurones dissociés.

Pour le comptage des neurones, un tube eppendorf contenant 0.5 ml de Bleu Tryptan a 0.4%
(marquage des cellules mortes), 0.3ml de milieu Neurobasal Complet et 0.2ml de milieu
contenant les neurones dissociés (dilution au 5°™) est préparé.

La densité des cellules est estimée a l'aide d'un hémocytometre et ajustée a 500 000
cellules/ml. Les boites de culture, contenant la poly-L-Lysine, sont ensemencées a raison de
500 000 cellules par boite et placées dans un incubateur en conditions standard (37°C, 5%
COy).

Aprés une heure d’incubation, le milieu des neurones est changé avec 2ml de milieu

Neurobasal complet a 37°C.

La solution nécessaire a la dissection des neurones contient: 1 mM d’acide kynurénique, 134
mM d’acide iséthionique, 2 mM de chlorure de potassium, 8 mM de chlorure de magnésium
hexahydrate, 0.1 mM de chlorure de calcium dihydrate, 23 mM de glucose, 15.5mM d’hepes.

Le pH est ajusté a 7.2 avec du NaOH. Ensuite la solution est filtrée puis stockée a 4°C

pendant une semaine maximum.
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Pour chaque dissection, 2 tubes de milieu Neurobasal complet de 50ml sont préparés. Chaque
tube contient : 48.5 ml de milieu Neurobasal (Fisher scientific, 21103-049, 500ml), 1 ml de
supplément B-27 50X (Fisher scientific, 17504-044,10ml), 250 pl GlutaMAX | (Fisher
scientific, 35050-038, 100ml), 250 ul Pénicilline/Streptomycine (Fisher scientific, 15140-
122, 100ml) et 5 ul bFGF (R&D Biosystems, 3139-FB-025, 25ug)

Le milieu peut étre utilisé pendant une semaine.

3. Transfection des neurones néocorticaux en culture avec la Lipofectamine 2000

Les neurones ont été transfectés entre 3 et 8 jours in vitro par lipofection en utilisant la

Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Ils sont enregistrés 24 heures apres la transfection.

La lipofection, également connue sous le nom de «transfection lipidique» ou «transfection a
base de liposomes», utilise un complexe lipidique pour délivrer 'ADN aux cellules (Figure
31). Cette technologie utilise de minuscules structures vésiculaires appelées liposomes qui ont
la méme composition que la bicouche phospholipidique de la membrane des cellules
animales. Une réaction simple (Figure 32) permet de former un liposome autour du plasmide
contenant la sequence d'ADN a transfecter. Le liposome contenant le plasmide peut étre
endocyté ou fusionner directement avec la membrane cellulaire pour libérer la construction

d'ADN dans les neurones.

.

Figure 31. Principe de la lipofection. (A) La membrane cellulaire est composée d'une bicouche lipidique, avec un
intérieur hydrophobe et un extérieur hydrophile. (B) Les liposomes sont également composés d'une bicouche lipidique
disposée comme une coquille sphérique. (C) Réaction qui permet aux liposomes de se former autour de I'ADN. (D) Les
cellules en culture peuvent endocyter le liposome, le digérant dans les vésicules pour libérer I'ADN. (E) Alternativement, les
liposomes peuvent directement fusionner avec la membrane plasmique, libérant directement I'ADN dans les cellules
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Tube 1
242 pl de milieu OptiMem

+ ADN (voir tableau)

Mettre le contenu

Incubation 20 min & T°C
ambiante et application

sur les cellules

du Tube 1 dans le
Tube 2

Tube 2
242 pl de milieu OptiMem
+ 7.5 ul de Lipofectamine 2000

Incubation 24h
37°C 5% CO,

Figure 32. Transfection des cellules a la lipofectamine 2000. Le tube 1 contenant I’ADN est versé, goutte a goutte,
dans le tube 2 qui contient 1’agent de transfection (Lipofectamine 2000). Aprés homogénéisation le tube contenant le mélange
est incubé a température ambiante pendant 20 minutes pour permettre la formation des liposomes autour des plasmides

contenant la séquence d’ADN codant pour notre géne d’intérét. Aprés 1’incubation, le mélange est versé dans les boites de
Pétri de 35 mm contenant les neurones néocorticaux en culture. Les neurones sont stockés dans un incubateur a 37°C et 5%

de CO, jusqu’aux enregistrements.
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4. Transfection au phosphate de calcium des cellules tsA-201 et des neurones plus
matures

Les cellules sont mises en culture dans un milieu DMEM-F12 contenant les antibiotiques
pénicilline/streptomycine et 10% de sérum bovin feetal (FBS). La transfection au phosphate
de calcium une méthode rapide, simple, efficace et peu colteuse qui consiste a transfecter des
cellules eucaryotes par co-précipitation du phosphate de calcium avec de I'ADN (Figure 33).
Le précipité de phosphate de calcium insoluble avec I'ADN attache adhére a la surface

cellulaire et est introduit dans les cellules par endocytose.

Tube 1
H20
+8.3 pl de CaCl, [2.5M]
+ ADN (voir tableau 2)

Vi=83ul
Mettre le contenu Incubation 5 mina T°C
du Tube 1 dans le ambiante et application
sur les cellules 2
Tube 2 /()( () )(()g}-
> > E:_».‘ ' © :f
Incubation 4-8 heures
37°C 5% CO,
Tube 2

~83ul de HBS [2X]

Figure 33. Transfection des cellules au phosphate de calcium. Le tube 1 contenant I’ADN est versé, goutte a
goutte, dans le tube 2 qui contient du HBS 2X. Aprés homogénéisation le tube contenant le mélange est incubé a
température ambiante pendant 5 minutes. Aprés I’incubation, le mélange est versé dans les boites de Pétri de 35 mm
contenant les cellules tsA-201 en culture. Les cellules sont stockées dans un incubateur a 37°C et 5% de CO, pentant 4 a 8

heures.
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Apres avoir incubé les cellules tsA-201 avec le phosphate de calcium et I’ADN pendant 4 a
8 heures, le milieu est aspiré et les cellules sont détachées délicatement au PBS/EDTA puis
elles sont divisées dans des nouvelles boites de Pétri contenant du milieu de culture DMEM.
La division des cellules permet d’avoir des cellules isolées, indispensables pour le patch-
clamp.

Les neurones enregistreés pour le current-clamp entre 9 et 15 jours in vitro ont été transfectés
avec du calcium phosphate. En effet, nous avons constaté que la lipofectamine augmente
fortement le taux de mort cellulaire chez les neurones plus matures. Cependant, nous avons
ajouté une étape supplémentaire indispensable a la transfection au calcium phosphate
classique. Apres incubation des neurones avec le calcium phosphate et I’ADN (entre 3 et 4
heures), le précipité formé est dissout avec du milieu Neurobasal complet pré-équilibré dans
un incubateur a 37°C et 10% de CO2 pendant 20 minutes. Ensuite le milieu est changé par du
milieu Neurobasal complet chaud et les boites de Pétri sont replacées dans un incubateur a

37°C et 5% de CO2 jusqu’aux enregistrements.

[Difopéine-taggée

[Canal Nav1.2] [YFP] YFP]

Expression des canaux 3 0.6
seuls WT ou Mutant He O HE

Co-expression des
canaux WT + Mutant

Co-expression des
canaux WT + l pg WT +1 nug MT 0.6 pug
Mutant+difo

Co-expression des

canaux S487A + I ng S487A+ 1 pg 0.6 ug

MT
Mutant

lugWT+1ugMT | 0.6 ug

Tableau 2. Quantités d’ADN utilisées pour les différentes conditions de transfection
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5. Patch-clamp en configuration « cellule entiere » des neurones néocorticaux en culture

Pour obtenir une configuration cellulaire entiere (Figure 34), la pipette contenant la solution
intracellulaire doit étre collée sur la membrane dans un 1% temps, suffisamment collée pour
que la résistance soit de I’ordre du GigaSeal. Ensuite, il faut rompre la membrane sous la
pipette par aspiration. Cette configuration permet d’enregistrer les courants générés par

I’ensemble des canaux présents a la membrane plasmique.

Figure 34. Représentation schématique d’une cellule en
configuration cellule entiére. La partie de la membrane sous la
pipette est rompue.

Les neurones ont été enregistrés, 24 heures apres la transfection, a température ambiante (20-
24°C) en utilisant un amplificateur MultiClamp 700A et le logiciel pClamp 10.2 (Axon
Instruments / Molecular Devices). Le signal a été filtré a 10 kHz et échantillonné a 50 kHz. La
capacite de I'électrode et la résistance serie ont été soigneusement compensées pendant
I'expérience. La résistance de la pipette est d'environ 3 a 3,5 MQ.

Afin de permettre une dialyse complete du cytoplasme, les courants sont enregistrés 5 min
apres l'obtention de la configuration en cellulaire entiere. La dépendance au potentiel de
I'activation est étudiée en appliquant des steps de potentiels dépolarisants d’une durée de 100
ms et allant de =110 mV a +65 mV a partir d'un potentiel de maintien a —120 mV. La
dépendance au potentiel de I'inactivation a été étudiée en ajoutant un 2™ step dépolarisant a -5
mV (Figure 35). Les 2 steps consécutifs sont appliqués toutes les 8 secondes. Les courbes de
conductance-potentiel sont dérivées des courbes courant-potentiel (I/V) selon la formule
suivante : G=1/(V — Vr), ou I est le courant maximal, V est le potentiel et Vr est le potentiel
d'inversion observé pour les neurones (~ +65mV). La dépendance au potentiel de l'activation
et la déependance au potentiel de I'inactivation ont été ajustées selon la relation de Boltzmann
sous la formey =1/ (1 + exp (V¥ - V) / k), ou y est Gna Nnormalisé ou Ina, Vi, est le

potentiel de demi-activation (Va) ou de demi-inactivation (\Vh) et k est un facteur de pente.
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Le courant persistant Inap est quantifié comme le courant moyen entre 40 ms et 50 ms apres le
début du protocole.

Les courants Na* ont également été enregistrés a partir d’une décharge neuronale enregistrée
dans un neurone pyramidal excitateur afin d’avoir un effet global de la mutation.

Les potentiels d’action ont été obtenus grace a la technique du current-clamp. Apres étre passé
en configuration cellule entiere en mode voltage-clamp, le mode de I’amplificateur est changé
en current-clamp et le potentiel du neurone est maintenu a -70 mV. Ensuite des courants allant
de 0 a 150 pA sont injectes. Pour chagque courant injecté, le nombre de PA générés par le

neurone est compté.

La solution extracellulaire utilisée pour le Voltage-Clamp contient 140 mM de chlorure de
sodium (NaCl), 2 mM de chlorure de calcium (CaCl,), 2 mM de chlorure de magnésium
(MgCl,), 1 mM de chlorure de baryum (BaCl,), 1 mM de chlorure de cadmium (CdCl,) et 10
MM Na-Hepes. Le pH a été ajusté a 7.4 avec de I’acide acétique. A chaque expérience 1 pM
de tétrodoxine (TTX) est ajouté dans la solution extracellulaire afin de bloquer les courants
sodiques endogenes.

La solution intracellulaire utilisée pour le Voltage-Clamp contient 130 mM CsF, 10 mM
HEPES, 10 mM EGTA et 10 mM NaCl. Le pH a été ajusté a 7.4 avec de I’hydroxyde de
césium (CsOH).

La solution extracellulaire utilisée pour le Current-Clamp contient 129 mM NaCl, 1.25 mM
de dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PQO,), 1.8m M de sulfate de magnésium (MgSQO,),
1.6m M de CaCl,, 3 mM de chlorure de potassium (KCI), 10 mM Hepes, 35 mM glucose.

Le pH a été ajusté a 7.4 avec de I’hydroxide de sodium (NaOH).

La solution extracellulaire utilisée pour le Current-Clamp contient 135 mM de gluconate de
potassium (Kgluconate), 20 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0.2 mM EGTA, 10 mM Hepes, 2 mM
Na,ATP, 0.1 mM Na,GTP, 0.1 mM de leupeptine.

Le pH a été ajusté a 7.4 avec de I’hydroxide de potassium (KOH). L’ATP, le GTP ainsi que la
leupeptine sont ajoutés dans la solution intracellulaire le jour des enregistrements.

Toutefois, les valeurs de potentiel présentées dans les différents résultats ne correspondent pas
aux valeurs réelles car le potentiel de jonction (produit par la mobilité specifique de chaque
type d’ion contenu dans les milieux aqueux des solutions intracellulaire et extracellulaire) n’a

pas été mesuré et pris en compte pour les enregistrements en voltage-clamp et current-clamp.
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Le potentiel de jonction est produit par la mobilité spécifique de chaque type d’ion contenu

dans les milieux aqueux des solutions intracellulaire et extracellulaire

+65mV, 1
-5mV

1- PROTOCOLE

-110 mV

100 ms —

-120 mV

2- ENREGISTREMENT 100 ms

Imax/capacitance dela cellule

o 1ms
Densité de courant
3- ANALYSE 104 . 10
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Figure 35. Protocole d’enregistrement des neurones en configuration cellule entiére Le courant sortant,
visible & +65mV (potentiel d’inversion) n’est pas représenté ici.
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6. Marguages immunocytochimiques

Marguage extracellulaire de cellules tsA-201 pour la cytométrie en flux ou FACS

Dans le but de quantifier les canaux a la surface cellulaire, les cellules tsA-201 ont été
transfectées avec le canal WT hNa,1.2-HA [3ug] qui contient un tag HA (séquence
peptidiqgue YPYDVPDYA) au niveau de la boucle extracellulaire 1S5-S6 apres le résidu
d’acide aminé 289.

En paralléle des cellules tsA-201 ont été transfectées avec le méme canal sans tag HA
(contréle négatif) ou avec le canal potassique TREK-HA (construction du Dr Delphine

Bichet) contenant un tag HA extracellulaire détectable au FACS (contrdle positif).

Les cellules, environ 500 000/boite de 1.5mm?, sont transfectées au calcium phosphate (voir
transfection des cellules tsA-201). Apres 24 heures, le milieu de culture est retiré des boites
contenant les cellules transfectées et les cellules sont détachées délicatement avec 1mL de
PBS/EDTA puis rincées avec 1mL de culture froid (sans pénycilline/streptomycine) par
pipetage 4-5 fois.

Les cellules (2mL au total) sont transférées dans des tubes eppendorf puis centrifugées a 400x
g pendant 5 minutes. Apres avoir aspiré le surnagent, les cellules sont re-suspendues dans
1mL de PBS (1X) froid et centrifugées de nouveau (400x g 5min). Cette étape est répétée 2
fois.

Apres avoir fait deux lavages consécutifs, les cellules sont re-suspendues dans 100uL de PBS
contenant 1pL de Live Dead (marquage des cellules mortes) puis incubées a température
ambiante pendant 30 minutes.

Apreés incubation, les cellules sont rincées deux fois avec du PBS (1X) froid et re-suspendues
dans 100uL de PBS PBS (1X) froid contenant I’anticorps monoclonal anti-HA conjugué au
FITC a une concentration de 5ug/mL. Les cellules sont vortexées avant d’étre incubées sur
une plateforme a bascule (200 tours/minute) dans le noir a 4°C.

Apres 45 minutes d’incubation, les cellules sont retirées de 1’obscurité et rincées avec du PBS
(1X) froid avant d’étre centrifugées (400x g Smin). Cette étape est répétee 3 fois.

Les cellules sont ensuite re-suspendues dans 500uL de PBS PBS (1X) froid et transférées
dans des tubes de cytométrie en flux de 5 ml. Les tubes sont conservés dans le noir jusqu’a

I’analyse de 1’échantillon (jour méme).
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Principe de la cymotrie de flux ou FACS (fluorescence activated cell sorting)

La cytométrie de flux est une méthode qui permet d'évaluer les protéines de la membrane
cellulaire, les protéines intracellulaires ainsi que les peptides et I'ADN. Le principe sous-
jacent de I'analyse FACS est une réaction antigéne-anticorps, les anticorps étant marqués par
fluorescence. Comme décrit précédemment, nous avons utilisé un anticorps conjugué avec le
FITC (fluorescein isothiocyanate), un dérivé de fluorescéine. Le FITC possede un pic
d'excitation et d'émission a 495 nm et 521 nm respectivement (vert).

Pour I’analyse au FACS, les cellules tsA-201 marquées sont soumises a un faisceau laser
focalisé. Des forces capillaires poussent les cellules a franchir la cellule de flux, ou les
marqueurs sont stimulés par le rayonnement du laser. La lumiere fluorescente émise par le
FITC (combiné a I’anticorps anti-HA) et la lumiere diffusée sont détectées séparément.

Les cellules diffusent une fraction lumineuse qui est ensuite détectée par des
photomultiplicateurs (détecteurs de lumiere). La quantité de lumiere mesurée correspond a la
taille des cellules et & leur complexité.

Ces expériences de FACS n’ont donné aucun résultat puisque le tag HA inséré sur la partie
extracellulaire du canal Na,1.2 n’est pas détectable a la surface des cellules sans

perméabilisation (Annexe 1).

Marguage extracellulaire sur culture de neurones

Dans le but de quantifier les canaux a la surface cellulaire, les neurones néocorticaux en
culture (entre 4 et 7 jours in vitro) ont éte transfectés avec le canal WT ou mutant hNa,1.2 qui
contient un tag HA (séquence peptidique YPYDVPDYA) au niveau de la boucle
extracellulaire 1S5-S6 apres le résidu d’acide aminé 289.

En paralléle des neurones ont été transfectés avec le méme canal sans tag HA (contrle
négatif).

Dans un 1* temps, les neurones sont déposés sur des lamelles de 18mm le jour de la mise
culture. Apres 4-5 jours in vitro, les neurones sont rinces avec du PBS puis fixés avec du PBS
contenant 4% de paraformaldéhyde (PFA) et 4% de sucrose pendant 10 minutes a 4°C.
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Apres fixation, les lamelles sont rincées avec une solution de PBS contenant 0.01M de
glycine pendant 5 minutes. La glycine permet de stopper le processus de fixation (a ce stade-
13, les cellules peuvent étre stockées 3j a 4°C).

Aprés avoir bloqué les sites non spécifiques avec du PBS contenant 10% de BSA pendant 30
minutes, les lamelles sont placées dans une solution de PBS+3% de BSA contenant les
anticorps primaires. L’incubation avec les anticorps primaires se fait sur une nuit (overnight)
a 4°C dans le noir. Le lendemain, les lamelles sont rincées avec du PBS + 3% BSA (4 fois
pendant 5 minutes) puis placées dans une solution de PBS+3% de BSA contenant les

anticorps secondaires pendant une heure a température ambiante.

Pour finir, les lamelles sont rincées avec du PBS 4 fois pendant 5 minutes puis montées sur
des lames de verre avec du milieu de montage Fluoromount (18uL/lamelle). Une fois que le
milieu de montage a séché, les lames sont stockées dans le noir a 4°C.

Les acquisitions ont été faites a partir d’un microscope confocal LSM 780.

Les marquages des neurones nous ont permis de quantifier 1’intensité de fluorescence des
canaux WT ou porteurs d’une des 4 mutations suivantes identifiées dans 1’autisme : R379H,
R937H, G1013X et L1314P (Annexe 2). La quantification des canaux WT a été faite au
niveau de la zone des neurones marquée avec un anticorps anti-p1 dirigée contre la partie
extracellulaire de la sous-unité B1 (normalement présente au SIA). L’intensité de fluorescence
a été normalisée avec MAP2.

Mais les neurones étant perméabilisés par le protocole (transfection lipofectamine/fixation)
nous ne pouvons étre pas certains qu’il s’agisse d’un marquage uniquement membranaire. Un

marquage des canaux des canaux dans le RE ne peut pas étre exclu.

Marquage extracellulaire de cellules tsA-201 pour le STED (STimulated Emission Depletion)

Le tag HA inséré sur le canal Na,1.2 n’est pas détectable a la surface cellulaire des tsA-201 et
les neurones transfectés sont perméabilisés avant méme le marquage, ce qui rend impossible
la localisation (et quantification) des canaux a la membrane plasmique.

Par conséquent, nous avons utilisé le kit de coloration de surface cellulaire Membrite™
(Biotium) qui marque de facon covalente la surface des cellules vivantes. Un jour apres la
transfection, le milieu de culture est aspiré et les cellules sont incubées avec une solution Pre-
staining pendant 5min dans un incubateur a 37°C et 5% de CO2. Ensuite la solution Pre-

staining est aspirée et les cellules sont incubées avec le Membrite™ pendant 5min dans un
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incubateur a 37°C et 5% de CO2. Elles sont ensuite rincées 2 fois avec du PBS 1X puis fixées
avec du PBS contenant 4% de paraformaldéhyde (PFA) et 4% de sucrose pendant 10 minutes
a 4°C. Le protocole est ensuite identique a celui utilisé pour le marquage extracellulaire des
neurones transfectés sauf qu’avant d’incuber les cellules avant 1’anticorps primaire, elles sont

perméabilisées avec du PBS contenant 3% de BSA et 0.2% de triton.

Principe du STED

Le faisceau laser STED présente une intensité nulle au centre. 1l est spatialement superposé
avec le faisceau d’excitation et temporellement synchronisé juste avant que 1’émission
spontanée se produise. Le role du faisceau STED est donc d’instantanément dépeupler 1’état
excité par émission stimulée sur I’ensemble du volume excité, sauf au centre. Les molécules
présentes au centre de la tache de diffraction sont fluorescentes et leurs positions peuvent étre
enregistrées avec une résolution non limitée par la diffraction. De cette maniére, 1’image
entiere peut ensuite étre reconstruite point par point. Nous avons utilisé le STED, en
collaboration avec Sophie Abelanet de la plateforme imagerie de I'IPMC, car il permet
d’obtenir des images jusqu’a une résolution inférieure a une dizaine de nanometre (Hell et
coll., 1994).

Anticorps primaires Anticorps secondaires
Anti-HA FITC 1/200
Anti-HA mouse (sigma) 1/200 Goat anti-mouse Alexa 488 1/500; goat anti-mouse
Abberior Star 600 (STED)
Anti-B1 extracellulaire (alomone labs) 1/200 Goat anti-rabbit Alexa 647 1/500
Anti-MAP2 chicken (Invitrogen) 1/1000 Goat anti-chicken Alexa 594 1/1000

Tableau 3. Anticorps utilisés pour les différents marquages immunocytochimiques

7. Tests statistiques

Les ensembles de données ont été testés pour une distribution normale et le test Anova post-
hoc a été utilisé pour comparer les différents groupes (groupes de 3 a 7 facteurs). Nous avons
considéré les différences comme statistiquement significatives lorsque p <0,05. La
signification est indiquée dans les figures comme: * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. Les
données sont représentées par des moyennes + SEM, «n» indique le nombre de cellules.

Pour les marquages immunocytochimiques, 1’intensité de fluorescence a été quantifiée avec

ImageJ.
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V. RESULTATS
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Partie 1

Caractérisation d’une nouvelle mutation du géne SCN1A responsable de la
MHF-3 et présentant des défauts de repliement et/ou trafic cellulaire
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Synthése de I’article

Le 1% objectif de ma thése a consisté en la caractérisation de la mutation L1670W située sur
le canal Na,1.1. Cette mutation, nouvellement identifiée chez un patient atteint de migraine
hémiplégique familiale de type 3 (MHF-3), est localisée au niveau de la boucle intracellulaire

reliant les segments S4 et S5 du domaine 1V.

Les enregistrements de patch-clamp des cellules tsA-201 ont mis en évidence que la mutation
L1670W entraine une diminution trés importante de la densité de courant des canaux Na,1.1.
Cette reduction peut étre partiellement restaurée en incubant les cellules a 30°C apres
transfection. La diminution de la température d’incubation favorise 1’adressage des canaux
mutés a la surface cellule en ralentissant les cinétiques de repliement.

La récupération de la densité de courant suggere que 1/ la mutation L1670W induit des
défauts de repliement et/ou trafic cellulaire des canaux Na,1.1 ayant pour conséquence une
réduction du nombre de canaux a la surface cellulaire et 2/ ces défauts peuvent étre
« COITigés ».

Dans les conditions de récupération partielle de la densité de courant, j’ai analysé les
propriétés biophysiques du canal porteur de la mutation L1670W a partir d’enregistrements
électrophysiologiques en utilisant la technique du patch-clamp en configuration cellule
entiére. Mes résultats ont mis en évidence que la mutation induit un déplacement de la courbe
d’inactivation vers des potentiels plus dépolarisés et une augmentation significative du
courant sodium persistant Iy, conduisant a un gain de fonction des canaux Na,l1l.1. Afin
d’identifier I’effet global de la mutation, nous avons enregistré les courants Na* enregistrés en
réponse a une décharge neuronale de type Fast-Spiking enregistréee au préalable dans un
interneurone GABAergique. Les cellules exprimant la mutation générent des courants qui ont
une densité plus importante que ceux générés par les cellules exprimant les canaux WT, ce
qui suggere que dans les cellules tsA-201, la mutation L1670W conduit a un gain de fonction

des canaux Na,1.1 apres « correction » des défauts d’adressage a la surface cellulaire.

Par ailleurs, dans les neurones transfectés et incubés a 37°, la densité de courant des canaux
porteurs de la mutation L1670W est partiellement récupérée, suggérant ainsi que dans des
conditions se rapprochant des conditions physiologiques, les canaux mutés s’expriment a la

membrane. Cela peut s’expliquer par le fait que des protéines endogeénes peuvent, en
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interagissant avec les canaux mutés, stabiliser leur conformation et les aider a rejoindre la
surface de la cellule. Les enregistrements de patch-clamp en configuration cellule entiere des
neurones néocorticaux en culture transfectés avec soit le canal WT soit le canal porteur de la
mutation L1670W révelent que la mutation conduit a un déplacement de la courbe
d’inactivation vers des potentiels plus depolarisés et une augmentation du courant Inge. De
plus, la densité des courants Na™ enregistrés en réponse a une décharge Fast-Spiking est plus
grande dans les neurones exprimant la mutation L1670W. De maniére intéressante, ces
résultats sont similaires a ceux que nous avons obtenus a partir d’enregistrements réalisés sur
les cellules tsA-201 incubées a 30°C.

L’ensemble de ces résultats révele que la mutation L1670W conduit a un gain de fonction des
canaux Na,1.1 dans les neurones néocorticaux en culture. Les canaux Na,1.1 sont
majoritairement exprimés dans les interneurones GABAergiques, ce qui signifie qu’un gain
de fonction conduit a une hyperexcitabilité des neurones inhibiteurs. L’hyperexcitabilité des
interneurones GABAergiques entraine une accumulation importante de potassium dans le
milieu intracellulaire a laquelle s’ajoute une accumulation de neurotransmetteurs comme le
glutamate et le GABA. Les neurones corticaux sont fortement dépolarisés, ce qui a pour
conséquence de déclencher la dépression corticale envahissante (DCE) qui est le mécanisme
pathologique proposée pour la migraine hémiplégique familiale de type 3 (Cestéle et coll, J
Neurosci 2008).

Ainsi, tout comme la mutation L1649Q (Cestéle et coll., 2013), la mutation L1670W entraine
des défauts d’adressage des canaux Na,1.1 a la surface cellulaire pouvant étre « corrigés » par
différentes methodes.

De plus, contrairement a ce qui a été observé pour les mutations SCN1A liées a 1’épilepsie et
présentant aussi des défauts d’adressage, les mutations L1649Q et L1670W conduisent a un

gain de fonction des canaux Na,1.1 aprés « correction » de ces défauts.

Par conséquent, le gain de fonction des canaux Na,l.1 apres « correction » des defauts de
repliement et/ou trafic cellulaire pourrait étre un mécanisme récurrent de la MHF-3.

Ce mécanisme est différent de celui qui a été décrit précédemment pour les mutations SCN1A
responsables de MHF-3 conduisant a un gain de fonction des canaux Na,1.1 sans présenter

des défauts d’adressage a la surface cellulaire.
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The SCN1A gene encodes for the voltage-dependent Na, 1.1 Na* channel, an isoform
mainly expressed in GABAergic neurons that is the target of hundreds of epileptogenic
mutations. More recently, it has been shown that the SCN7A gene is also the target
of mutations responsible for familial hemiplegic migraine (FHM-3), a rare autosomal
dominant subtype of migraine with aura. Studies of these mutations indicate that they
induce gain of function of the channel. Surprisingly, the mutation L1649Q responsible
for pure FHM-3 showed a complete loss of function, but, when partially rescued it
induced an overall gain of function because of modification of the gating properties of the
mutant channel. Here, we report the characterization of the L1670W SCN7A mutation
that has been previously identified in a Chinese family with pure FHM-3, and that we
have identified also in a Caucasian American family with pure FHM-3. Notably, one
patient in our family had severe neurological deterioration after brain radiation for cancer
treatment. Functional analysis of L1670W reveals that the mutation is responsible for
folding/trafficking defects and, when they are rescued by incubation at lower temperature
or by expression in neurons, modifications of the gating properties lead to an overall
gain of function. Therefore, L1670W is the second mutation responsible for FHM-3 with
this pathophysiological mechanism, showing that it may be a recurrent mechanism for
Na,1.1 hemiplegic migraine mutations.

Keywords: migraine with aura, sodium channels, GABAergic neurons, cortical spreading depression, epilepsy

INTRODUCTION

Migraine is a chronic neurovascular disorder characterized by recurrent disabling attacks of
severe, unilateral, throbbing headache with autonomic dysfunctions lasting up to 3 days (Diener
et al., 2012; Goadsby et al., 2017). Familial hemiplegic migraine (FHM) is a severe monogenic
subtype of migraine with aura, characterized by the presence of hemiparesis as part of the
aura phase; causative genes for FHM have been identified and functional studies have allowed
to get insights into the pathophysiological mechanisms of migraine (Vecchia and Pietrobon,
2012; Pietrobon and Moskowitz, 2013; Ferrari et al., 2015; Mantegazza and Cestele, 2018). Gain of

Frontiers in Molecular Neuroscience | www.frontiersin.org 1

July 2018 | Volume 11 | Article 232


https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience#editorial-board
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience#editorial-board
https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00232
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.3389/fnmol.2018.00232&domain=pdf&date_stamp=2018-07-09
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2018.00232/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2018.00232/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2018.00232/full
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnmol.2018.00232/full
http://loop.frontiersin.org/people/562299/overview
http://loop.frontiersin.org/people/560162/overview
https://loop.frontiersin.org/people/580335/overview
http://loop.frontiersin.org/people/18715/overview
http://loop.frontiersin.org/people/549412/overview
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:mantegazza@ipmc.cnrs.fr
mailto:cestele@ipmc.cnrs.fr
https://doi.org/10.3389/fnmol.2018.00232
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/molecular-neuroscience#articles

Dhifallah et al.

Rescuable hNay,1.1-L1670W Leads to Gain-of-Function

function mutations in CACNAIA encoding the alpha la
subunit of the Ca,2.1 (P/Q type) neuronal calcium channel
are responsible for FHM-1 (Ophoff et al., 1996), loss of
function mutations in ATPIA2, encoding the alpha 2
subunit of the Na™/K* ATPase are responsible for FHM-2
(De Fusco et al., 2003). Moreover, the gene SCNIA, encoding
for the voltage gated sodium channel Nay1.1 alpha subunit,
which is the target of hundreds of epileptogenic mutations
(Marini and Mantegazza, 2010; Meisler et al., 2010; Catterall,
2012; Guerrini et al., 2014), has also been identified as the target
of mutations responsible for FHM-3 (Dichgans et al., 2005).
Often FHM-3 patients do not show epileptic phenotypes
(Mantegazza and Cestele, 2018), and numerous studies have
been undertaken to find out why a mutation in the same gene
leads to different pathologies, such as epilepsies vs. FHM.
We have shown that migraine mutations cause Na,l.1 gain
of function (Cestele et al., 2008, 2013b), a finding that has
been confirmed by other studies (Fan et al, 2016). Notably,
epileptogenic mutations cause the opposite effect, inducing loss
of function of the channel and, because Nayl.1 is expressed
mainly in GABAergic neurons, this leads to hypoexcitability of
these neurons and reduced inhibition in neuronal networks (Yu
et al., 2006; Ogiwara et al., 2007; Han et al., 2012; Hedrich et al.,
2014).

Besides targeting the same gene, Nay1.1 epileptogenic and
migraine mutations have another common point: they can
cause folding/trafficking defects and, therefore, reduce the
level of expression of the protein at the plasma membrane
(Cestele et al., 2013b; Bechi et al., 2015; Terragni et al,
2018). Thus far, only the mutation L1649Q responsible for
FHM-3 has been shown to have this property and, importantly,
we have demonstrated that under certain conditions the
expression of this mutant can be partially rescued, leading to
an overall effect that is consistent with gain of function (Cestele
et al, 2013b). Conversely, epileptogenic folding/trafficking
defective mutants show loss of function also upon rescue,
consistent with a different functional effect in comparison
with migraine mutants (Rusconi et al, 2007, 2009; Bechi
et al, 2015). We report here the functional study of the
L1670W Nay1.1 mutation that has been recently identified in
a Chinese family presenting with pure FHM without epileptic
phenotypes (Zhang et al.,, 2017). We have identified the same
mutation in a Caucasian American family presenting with
pure FHM and, in the index patient, a remarkable clinical
feature involving severe neurological deterioration after standard
brain radiation for cancer treatment. We have studied the
effects of this mutation both in a human cell line and
in mouse neocortical neurons. We show that the mutation
L1670W, similarly to L1649Q (Cestele et al.,, 2013b), induces
rescuable folding/trafficking defects and an overall gain of
function when rescued in cell lines or when expressed in
GABAergic cortical neurons. Therefore, our results confirm
that FHM-3 mutations cause Nayl.l gain of function and
reveal that folding/trafficking defects leading to gain of
function upon rescue can be a recurrent mechanism for
Nayl.1 hemiplegic migraine mutations in different ethnic
groups.

MATERIALS AND METHODS

Genetic Testing

Genetic testing was performed by sequencing (Athena
Diagnostics, Marlborough, MA, USA) to detect sequence
variants in the CACNAIA, ATPI1A2 and SCN1A genes.

Plasmids and Mutagenesis

We used the shorter splice variant isoform (-11aa) of the human
Nay1.1 channel o subunit (GenBank database accession no.
NM_006920.4) that could be the predominant Nayl.1 variant
expressed in brain (Schaller et al,, 1992; Lossin, 2009), and
that we have used in numerous other studies (Cestéle et al.,
2008, 2013a,b). We subcloned the Nayl.1 cDNA into the
pCDMS vector to minimize rearrangements (Mantegazza et al.,
2005). The mutation L1670W was introduced with the Quick
Change Lightning Kit (Stratagene). In order to render the
hNa, 1.1 resistant to the channel blocker tetrodotoxin (TTX), we
replaced the phenylalanine at position 383 with a serine (F383S;
Sivilotti et al., 1997; Bechi et al., 2012; Cestele et al., 2013b).

Cell Culture and Transfection

The cell line tsA-201 was maintained and transiently transfected
with CaPOy as already reported (Cestele et al., 2008). Neocortical
neurons were obtained from E17 OF1 mouse embryos (Charles
River) and prepared as in Cestele et al. (2013b). The dissociated
neurons were plated into 35 mm dishes for patch-clamp
recordings and maintained in culture at 37°C with 5% CO,
in Neurobasal A culture medium (Invitrogen) supplemented
with B27+ (Invitrogen), glutamine 1 mM (Invitrogen), B-FGF
10 ng/ml (Invitrogen), penicillin G (50U/ml) and streptomycin
50 pg/ml (Sigma). Transfection of neurons was performed
with Lipofectamin 2000 (Invitrogen) 4-5 days after the
preparation and recorded 24-48 h after transfection. Cells
were co-transfected with the c¢cDNA of hNayl.l and a
reporter vector expressing Yellow Fluorescent Protein (pEYFP-
N1; Clontech) in order to identify the transfected cells for
electrophysiological recordings. We selected neurons with
fusiform bipolar morphology in order to record from GABAergic
cells, as previously described (Scalmani et al., 2006; Cestele et al.,
2013b).

Electrophysiological Recordings and
Analysis

Sodium currents were recorded using the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique. Cells were
recorded at room temperature (20-24°C) using a
MultiClamp 700A amplifier and pClamp 10.2 software (Axon
Instruments/Molecular Devices). Signal were filtered 10 kHz and
sampled at 50 kHz. Electrode capacitance and series resistance
were carefully compensated during the experiment. Pipette
resistance was around 2-2.5 M2 and maximal accepted voltage-
clamp error was less than 2.5 mV. The remaining transient
and leakage currents were eliminated using a P/4 substraction
paradigm. Recording solutions for tsA-201 cells were (in mM):
external solution 150 NaCl, 1 MgCl,, 1.5 CaCl,, KCl, and
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10 HEPES (pH 7.4 with NaOH); internal pipette solution
105 CsF, 35 NaCl, 10 EGTA, 10 HEPES and (pH 7.4 with CsOH).
Recording solutions for neurons were (in mM): external solution
140 NaCl, 2 MgClz, 2 CaClz, 1 BaClz, 1 CdClz, 10 HEPES
(pH 7.4 with NaOH) and TTX 1 wM; internal pipette solution
(in mM): 130 CsF, 10 NaCl, 10 EGTA and 10 HEPES (pH 7.4
with CsOH). We started the recordings 5 min after obtaining
of the whole cell configuration, in order to allow a complete
dialysis of the cytoplasm. In the cells selected for the analysis
the currents were stable also during long lasting recordings:
+10% max in comparison with the initial amplitude (in general
a small run-up). Voltage dependence of activation was studied
applying test pulses of 100-ms from —110 mV to +60 mV
from a holding potential at —120 mV. Voltage dependence of
inactivation was studied with a 100-ms prepulse at different
potentials followed by a test pulse at —10 mV. The intersweep
interval was 8 s. Conductance-voltage curves were derived
from current-voltage (I-V) curves according to G = I/(V—-V,),
where I is the peak current, V is the test voltage, and V. is
the apparent observed reversal potential for tsA-201. The
voltage dependence of activation and the voltage dependence
of inactivation were fit to Boltzmann relationships in the form
y=1(1+ exp((V% —V)/k)), where y is normalized Gy, or Ina,
V1 is the voltage of half-maximal activation (V,) or inactivation

(\;h) and k is a slope factor; for the inactivation curve we
included a baseline. Persistent current (In,p) was quantified as
the mean current between 40 ms and 50 ms after the beginning
of the voltage step. Development of fast inactivation was studied
using a prepulse of different duration at different voltage
followed by a test pulse at 0 mV with an intersweep interval
of 6 s. Recovery from fast inactivation was studied using a test
pulse at 0 mV followed by a repolarization at —120 mV of
different duration and a test pulse to 0 mV with an intersweep
interval of 10 s. Development of slow inactivation was obtained
using inactivating prepulses to 0 mV of increasing duration
followed by repolarizations to —100 mV during 15-ms to allow
complete recovery from fast inactivation and test pulses to 0 mV.
Voltage dependence of development of slow inactivation was
studied with 20-s-prepulse at different potentials followed by
15-ms repolarizations to —110 mV and test pulses to 0 mV.
Recovery of slow inactivation was obtained using a 20-s-long
inactivating prepulse to 0 mV followed by recovery interpulses
at —90 mV of increasing duration and test pulses to 0 mV.
Voltage dependence of recovery from slow inactivation was
studied applying a 20-s-long inactivating prepulse to 0 mV
followed by a 20-s recovery interpulse at different potentials and
a test pulse to 0 mV. The intersweep interval for studying slow
inactivation properties was 70 s. Use dependence was evaluated
with trains of 200 depolarizing steps 2 ms long to 0 mV from a
holding potential of —70 mV at 10 Hz, 50 Hz and 100 Hz (leak
was subtracted off-line with a P/3 paradigm). Action potential
clamp recordings were performed using as voltage stimulus a
GABAergic neuronal discharge recorded from a fast spiking
basket cell injecting a 1 s-long depolarizing current step as in
Hedrich et al. (2014); the instantaneous firing frequency of the
discharge was between 106 Hz and 82 Hz. Recordings were not
corrected for junction potentials.

Statistical Tests

Datasets were tested for normal distribution and the following
tests were used, as indicated in the text. For normally distributed
datasets, we used the unpaired Student’s t-test with Welch
correction. For non-normally distributed datasets, we used the
Mann-Whitney rank-sum test when we compared two unpaired
datasets or, when we compared more than two unpaired datasets,
the Kruskall-Wallis H test with Mann-Whitney post tests and
Bonferroni correction for multiple comparisons. We considered
the differences as statistically significant when p < 0.05, p values
are provided only for significant differences. Significance is
indicated in the figures as: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
¥ p < 0.0001. If not differently indicated, data are shown as

o

means + SEM, “n” indicates the number of cells.

RESULTS
Family

The index patient (II-2, Figure 1) is from a Caucasian
American family and reported a history of hemiplegic migraines
beginning in his teens. He had 1-2 severe attacks per year
as a young man. He would typically have decreased vision
on one side followed by numbness beginning in a foot that
would expand to that entire side of his body. A pounding
headache with photo- and phonophobia would then occur.
There would be weakness and numbness on that half of the
body lasting for hours, and rarely lasting as long as a day.
Attacks were infrequent, often separated by many months
or a year. In between attacks he had no neurological or
cognitive deficits and was able to function well in his career
and home life. At age 60 he was started on valproic acid and
the migraine attacks and hemiplegic events essentially stopped.
At age 69 he was diagnosed with limited stage small cell
lung cancer and treated with CALBG-30610, cisplatin, VP-16,
and standard prophylactic brain radiation. Fourteen months
after cancer diagnosis he had frequent falls, worsening of
memory and decreased spontaneous speech. By 16 months after
diagnosis, he required a wheelchair for any mobility, had bladder
incontinence, and would passively watch television all day but
be unable to relate the events he watched. He continued to
neurologically decline until his death 18 months after cancer
diagnosis.

The deceased father (patient I-1) had a long-lasting history
of hemiplegic migraine, well known to the family. Other
neurological issues or cognitive deficits were not reported. He
died at age 53 of “jaw cancer”.

Patient III-2 is the 29-year-old son of the index patient.
He had a single febrile seizure at age 1 and was diagnosed
with Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) during
childhood. He developed hemiplegic migraines at age 12. Since
then events have been unpredictable, sometimes occurring
several times per week and sometimes not for a year. The typical
event begins with blurred vision on one side, usually the left,
for 20-30 min. As the vision clears, numbness starts in the
foot and spreads to that half of the body over about 30 min.
Once the spread of numbness and weakness is complete he
will have crushing head pain with photo- and phonophobia.
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FIGURE 1 | L1670W familial hemiplegic migraine (FHM-3) family. (A) Family pedigree. The proband is patient II-2. No genetic test was performed on patient I-1.
Squares are representative of men and circles of women. Plain symbols represent affected individuals and empty symbols unaffected individuals. (B) Schematic
representation of Nay 1.1 alpha subunit and localization of FHM-3 mutations identified thus far; the mutation L1670W that we have studied here is highlighted with an
arrow. Voltage-gated sodium channels are formed by four main domains (DI-IV), each one formed by six transmembrane segments (S1-6) connected by intracellular
and extracellular loops; within each domain, S1-4 form the voltage sensing module (in which the positively charged S4 is the voltage sensor) and S5-6 form the pore
module, with the intracellular loop between S4 an S5 that is the linker between the two modules. The intracellular loop between DIII-IV is the inactivation gate, which
blocks the pore in the fast-inactivated states of the channels acting as a hinged lid. Slow inactivation depends on rearrangements of the pore domain. DIV is
important for the coupling between activation and inactivation. Thus, most of the FHM mutations are in regions that are important for inactivation.

The pain may last up to 4 h. He rarely has nausea or
vomiting with the headaches. The affected half of the body is
numb and weak for 1 h to a couple days, with his longest
event persisting 1 week. During the prolonged attack he was
clumsy on the left side and could not type on a computer.
He shows incoordination with the affected limbs during the
attacks. Between events he has no neurological symptoms.
Neurological examination was normal, including mental status,
cranial nerve function, strength, sensation, balance, reflexes, gait
and coordination.

Patient III-3 is a 26-year-old woman, daughter of the
index patient. Her medical history is notable for pseudotumor
cerebri diagnosed at age 19. Pseudotumor was treated with

acetazolamide for a year, and with weight loss, then resolved
and remains in remission. She developed headaches at 17 years
of age and has had 10 total events since then. A few headaches
started with blurred vision on one side, but most had no
visual aura. Headaches usually start with numbness or tingling
of the foot and progress to involve the entire half of the
body over 5-30 min. That half of the body feels weak as
well as numb. Head pain begins during or after the spread
of the numbness and weakness. Headaches are described as
crushing or pounding and she seeks a quiet, dark place when
they occur. Motor and sensory symptoms recover over hours
to days. There is no numbness or weakness between attacks.
Her neurological examination was normal, including mental
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status, cranial nerve function, strength, sensation, balance,
reflexes, gait and coordination. MRI of the brain without
contrast and MRA of the head, performed at age 21, were
normal.

II-1 and III-1 were not reported to have migraine or
hemiplegic attacks and were not available for genetic testing.

Genetic Testing

Patient II-2 had sequencing of ATPIA2 that was normal,
but sequencing of CACNAIA could not be completed due
to inadequate sample. CACNAIA was sequenced for patients
III-2 and III-3 and showed no abnormalities. All three patients
carried the heterozygous missense mutation L1670W in SCN1A
(c.5009T>G/p.Leul670Trp: leucine 1670 to tryptophan). This
mutation has been already described in a Chinese FHM
family, but functional studies have not been performed
(Zhang et al., 2017). In both families, the mutation causes
a pure form of familial hemiplegic migraine as it is not
associated with epilepsy or Elicited Repetitive Daily Blindness
(ERDB), which are co-morbidities reported in FHM patients.
L1670W is localized in the linker between the voltage sensing
module and the pore module of domain 4: the intracellular

The Mutation L1670W Reduces the Plasma
Membrane Targeting of hNay1.1, Which Is
Rescued by Incubation at Lower

Temperature

To disclose the functional effect of the mutation hNa,1.1-
L1670W, we transiently transfected human tsA-201 cells with
WT- or L1670W-hNay1.1 channels. The cells were incubated
at 37°C for 24 h before to record sodium currents with
the whole-cell configuration of the patch-clamp technique.
Representative current traces are shown in Figures 2A,B. We
observed that, in these conditions, cells expressing L1670W
channels show a dramatic reduction of current amplitude
in comparison with those expressing WT channels. The
quantification of the current density showed a 5-fold reduction
for L1670W (Figure 2E), which indicates a nearly complete loss
of function of the mutant channels. This could be caused by
defects of conduction or by trafficking/folding defects that reduce
the targeting of the mutant channels to the plasma membrane.
In order to get insights into the mechanism underlying the loss
of function of hNa,1.1-L1670W, we incubated the transfected
cells at 30°C before the recordings, a condition that is known to

loop connecting S4 and S5 transmembrane segments rescue numerous folding/trafficking defective mutant proteins,
(Figure 1B). including Nayl.l mutants (Bernier et al., 2004; Terragni
A B E ns. —
500+ @ x
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o
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FIGURE 2 | hNa,1.1-L1670W is a rescuable folding/trafficking defective mutant. Representative families of whole-cell sodium current traces recorded applying
depolarizing steps from —70 to +60 mV in 5 mV increments (from a holding potential of —120 mV) in tsA-cells transfected with hNa,1.1-WT and incubated at 37°C
(A) transfected with hNa,1.1-L1670W and incubated at 37°C (B) transfected with hNa, 1.1-WT and incubated at 30°C (C) transfected with hNa,1.1-L1670W and
incubated at 30°C (D); Scale bars: 1 nA, 1 ms. (E) Data and box chart (the bar represents the median, the square the mean, the box the SEM and the whiskers the
10-90% range) of the mean maximum current density of hNa, 1.1-WT incubated at 37°C (106.9 £+ 21.0 pA/pF, n = 11), hNa,1.1-L1670W incubated at 37°C

(24.7 £ 1.7 pA/pF, n = 29), hNa,1.1-WT incubated at 30°C (167 + 27 pA/pF, n = 21), and hNa,1.1-L1670W incubated at 30°C (89.7 £ 12.5 pA/pF, n = 22);
statistical comparison: hNa, 1.1-WT-37°C vs. hNa,1.1-L1670W-37°C p = 1.2*10~%, hNa,1.1-WT-37°C vs. hNa,1.1-WT-30°C n.s., hNa, 1.1- L1670W-37°C vs.
hNa,1.1-L1670W-30°C p = 8* 10~7, hNa,1.1-WT-30°C vs. hNa, 1.1-L1670W-30°C n.s. (Kruskall-Wallis test followed by Mann-Whitney test with Bonferroni
correction for four comparisons). ns, non significant; *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001. (F) Fold increase in current density with incubation at

30°C.
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(30°C/37°C)
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et al.,, 2018). Representative current traces upon incubation at
30°C (Figure 2C for hNa,1.1-WT, Figure 2D for L1670W)
show rescue with a substantial increase of L1670W current.
Comparisons of the current densities confirmed that incubation
at 30°C induced a 3.7-fold increase for L1670W, whereas the
current density of WT channels was not significantly modified
(Figures 2E,F). This data indicated that the incubation of the
cells at 30°C can rescue L1670W mutant channels and lead
to a more efficient targeting of the mutant protein at the
plasma membrane, supporting the hypothesis that L1670W
induces folding/trafficking-defects. Interestingly, although with
incubation at 30°C there was a trend toward a reduction
of L1670W current density in comparison with hNa,1.1-WT,
the difference was not statistically significant (Figure 2E),
consistent with a nearly complete rescue of L1670W in this
condition.

Effects of L1670W on hNay1.1 Gating

Properties in tsA-201 Cells

To analyze the gating properties of WT and L1670W
sodium channels, currents were recorded with the whole-cell
configuration of the patch-clamp technique in tsA-201 cells
previously incubated at 30°C for 24 h after transfection, to
induce rescue of L1670W channels. As shown in Figure 3A, the
analysis of the conductance-voltage plot highlights a significant
positive shift in the voltage-dependence of activation (4.8 mV on
average). Consistently, the plot of the normalized current-voltage
relationships (Figure 3A, inset) shows that the maximum current
was at —15 mV for the WT and at —10 mV for L1670W. In the
other hand, the inactivation curve was also shifted to positive
potentials (8.4 mV on average, Figure 3A) and the inactivation
was not complete, as the baseline was increased 4.75-fold with
L1670W, which is consistent with an increase of the persistent
current (Inap; see below). Notably, the effect observed on the
voltage-dependence of fast inactivation is consistent with a
clear gain of function induced by the mutation, whereas the
positive shift of the activation curve is consistent with a loss of
function.

The comparison of the kinetics of onset and of decay of the
current elicited with a depolarizing step to —10 mV (Figure 3B)
shows that both current onset and decay are slower for L1670W.
However, quantifications over a range of potentials, displayed in
Figures 3C,D, show that there is no difference between WT and
L1670W channels at depolarized potentials. This is consistent
with an effect due to the positive shift of the voltage dependence
of activation, without a direct modification of the kinetics of
onset or decay (inactivation from the open state).

The analyses of the development of fast inactivation and of
the recovery from fast inactivation over a range of potentials
are displayed in Figures 3E,F, respectively. Our data indicates
that the L1670W mutant shows a faster development of fast
inactivation from the closed states (Figure 3E) and a faster
recovery from fast inactivation (Figure 3F). The effect on the
development is consistent with a loss of function, whereas the
effect on the recovery is consistent with a gain of function.

Mean whole-cell current traces with a longer time scale
are displayed in Figure 3G and clearly show the increase of

INap induced by the L1670W mutation. Comparison over a
range of potentials of the mean In,p recorded 5 min after the
establishment of the whole-cell configuration (quantified as the
average current between 45 ms and 55 ms after the beginning
of the test pulse and expressed as percentage of maximum
transient sodium current) showed that L1670W induced a
3.7-fold increase of In,p compared to the WT.

All together our data indicates that the mutation L1670W
modifies several properties of the fast inactivation of
Nayl.1 channels, inducing a positive shift of the voltage
dependence of inactivation (gain of function), an acceleration
of the kinetics of the development from the closed states (loss
of function) and of the recovery (gain of function), as well as
an increase of Ingp (gain of function). This is consistent with a
destabilization of the fast-inactivated state.

Furthermore, we studied the effect of L1670W on the
properties of slow inactivation. Our results indicate that the
mutation induced a large positive shift (18.7 mV) in the curve of
the voltage-dependence of the development of slow inactivation
(Figure 4A). We found no significant modifications of the
other properties of slow inactivation that we studied: kinetics
of development Figure 4B), voltage-dependence of recovery
(Figure 4C) and kinetics of recovery (Figure 4D). This effect is
in agreement with a gain of function for L1670W.

Thus, analysis of the gating properties of the mutant
L1670W channels compared to the wild-type highlighted that
the mutation alters several parameters of the fast and slow
inactivation properties of hNa,1.1 channels and induces a mix
of loss (positive shift of the voltage-dependence of activation,
faster development of fast inactivation from the closed states)
and gain of function (positive shift of the voltage dependence of
inactivation, increase of Inyp, faster recovery of fast inactivation,
positive shift of the voltage dependence of the development of
slow inactivation).

In order to disclose the effect of L1670W on use dependence,
we elicited sodium currents in tsA-201 cells using trains of
2 ms-long depolarizing steps at 10 Hz, 50 Hz and 100 Hz
(Figures 5A-C, respectively). Our data revealed that the
mutation L1670W induces a decrease of use dependence during
the train that is consistent with a gain of function as an overall
effect. Furthermore, to better reproduce neuronal dynamic
conditions during a discharge of action potentials, we applied as
voltage command a neuronal discharge recorded in a fast-spiking
GABAergic neuron (Figure 5D), in which Na, 1.1 is particularly
important, and recorded Na™ action currents in tsA-201 cells,
quantified as current densities to normalize for the size of the
cells (Figures 5E,F). Our results show a significant increase
of action currents’ peak amplitude in cells transfected with
the L1670W mutant compared to cells transfected with the
WT. In fact, the first action current in the discharge was not
significantly different, although there was a trend toward a
larger peak current for the WT, but, importantly, the average
of the amplitude of the last five peak action currents in the
discharge was significantly larger for L1670W (2.9-fold increase,
see Figure 5F).

Our results are consistent with a gain of function as
overall effect of L1670W in tsA-cells, which would induce
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FIGURE 3 | Functional effects of hNa, 1.1-L1670W on fast gating properties upon rescue in tsA-201 cells. (A) Mean voltage dependence of activation and fast
inactivation, lines are mean Boltzmann fits; mean parameters: voltage of half activation V, and slope K, for hNa,1.1-WT (n = 18), Vo = —21.6 £ 1.2 mV,
Ka = 6.6 £ 0.4, hNa,1.1-L1670W (n = 22), V4 = —16.8 £ 1.0 mV (p = 0.004), K5 = 6.1 + 0.5 mV; voltage of half inactivation (Vy), slope (Kn) and baseline for
hNa,1.1-WT (n = 12), Vi, = =55.6 & 0.3 mV, K, = 4.9 4 0.3 mV,, baseline = 0.04 + 0.01, L1670W (0 = 16), Vi, = —=47.3 £ 0.9mV (0 =5*107%), K, =6.1 £ 0.5 mV,
baseline = 0.19 + 0.05 (p = 2* 10~°); Welch t-test. Inset: normalized current-voltage (I-V) plot of the peak transient current. (B) Comparison of mean normalized
current traces elicited with a command step to —10 mV from a holding potential of —120 mV; the dotted line is the 0. n = 13 for WT and L1679W. (C) Time (ms) of
half-activation of the current at the indicated potentials: —30 mV WT 0.46 + 0.03, L1670W 0.51 + 0.03; —20 mV WT 0.36 + 0.03, L1670W 0.45 + 0.03 (p = 0.02);
—10 mV WT 0.29 + 0.02, L1670W 0.36 + 0.03 (p = 0.04); 0 mV WT 0.25 £ 0.02, L1670W 0.30 &+ 0.02 (p = 0.05); 10 mV WT 0.22 &+ 0.01 L1670W 0.25 + 0.02;
20 mV WT 0.20 £ 0.01 L1670W 0.23 £ 0.02; Welch t-test, n = 13 for all groups. (D) Voltage dependence of the time constant (t in ms) of the current decay (single
exponential fits at the indicated potentials): —30 mV WT 1.5 + 0.3, L1670W 2.8 + 0.4 (o = 0.02); —20 mV WT 0.63 + 0.06, L1670W 1.2 + 0.1 (o = 5* 10~%);
—10mV WT 0.45 + 0.04, L1670W 0.59 + 0.03 (p = 0.008); 0 mV WT 0.37 + 0.03, L1670W 0.41 £ 0.02; 10 mV WT 0.31 + 0.03 L1670W 0.34 £ 0.02; 20 mV WT
0.30 + 0.03 L1670W 0.32 + 0.02; Welch t-test, n = 13 for all groups. (E) t (ms) of the development of fast inactivation at the indicated potentials: —60 mV,
Toev_wt = 25.6 £ 2.2 (/’l = 12), TpEV_L1670w = 8.6 £ 1.4 (n =4, p= 0.009); —50mV, tpev_wr = 11.3 + 2.0 (n = 10), ToEV_L1e7ow = 2.4 £ 0.8 (ﬂ =7;p= 0.002);
—40 mV, tpey_wt = 2.8 £ 1.1 (1 = 6), Tpev—_L1e70w = 3.6 = 0.4 (1 = 7); Mann-Whitney test. (F) t (ms) of the recovery from fast inactivation at the indicated potentials:
(Continued)
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FIGURE 3 | Continued

—120 mV, trecwr = 1.4 £ 0.2 (n =7), trec-Lisrow = 0.8 £ 0.2 ms (n = 4);
—110mV, trecwr = 1.7 £ 0.2 ms (0 = 7), trec-Lis7ow = 0.79 £+ 0.09ms

(n =3; p= 0.02); —100 mV, trecowt = 2.7 £ 0.3 ms (n = 8), TREC-L1670W =
1.2+£02ms (n=4;p=0.014); =90 MV, trec-wt =5.6 £ 0.9 ms (n =7),
TRec-Lis7ow = 1.7 £ 0.6 ms (n =5; p= 0.02); —80 mV, trecwt = 9.8 £1.9ms
(n=7), trec-Lisrow = 2.9 = 0.8 ms (n = 6; p = 0.02); Mann-Whitney test.

(G) Left panel, comparison of the same mean normalized current traces
displayed in (B), but with a longer time scale in order to compare Ingp; right
panel, mean current-voltage plots for Inap measured after 5 min from the
establishment of the whole-cell configuration and expressed as percentage of
the transient current (maximal Inap: 4.0 & 1.5% n =21 WT, 149 £ 2.1%

n =22 L1670W; p = 0.002 Mann-Whitney test). Data are shown as

mean + SEM. *p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001.

hyperexcitability of GABAergic interneurons. However, they
have been obtained with incubation at 30°C, in order to rescue
folding/trafficking defects of L1670W and increase its insertion
into the plasma membrane. To investigate the effect of a
neuronal cell background and use conditions that are more
similar to pathophysiological ones, we performed experiments
in transfected neocortical neurons. In fact, in our previous study
of the FHM L1649Q Nay 1.1 mutant, we observed rescue when
it was expressed in neocortical GABAergic neurons without
incubation at 30°C (Cestéle et al., 2013b).

Effects of L1670W on hNay1.1 in
Neocortical Neurons

Primary neuronal cultures were prepared from E17 mouse
embryos and neocortical neurons were transfected 4 days after
the preparation with wild-type Nay1.1 or the L1670W mutant.
In these experiments we introduced into the two clones the
F383S mutation that confers resistance to the blocker TTX
and does not modify functional properties, in order to block
endogenous sodium currents with TTX and record selectively
from the exogenous hNay1.1 channels (Cestele et al., 2013b;
Bechi et al., 2015). Therefore, we performed whole-cell patch-
clamp recordings 24 h-48 h after transfection from fluorescent
neurons expressing the reporter YFP in the presence of
1M TTX.

Figure 6A displays representative sodium current traces
and shows that hNa,1.1-L1670W mutants are partially rescued
when expressed in neocortical neurons incubated at 37°C. Thus,
incubation at lower temperature is not necessary for partially
rescuing L1670W in a GABAergic neuron cell background,
similarly to the results that we obtained with the FHM L1649Q
mutation (Cestele et al., 2013b). However, the current density of
L1670W was significantly reduced by about 50% in comparison
with that recorded with WT channels (Figure 6A, inset),
differently than in tsA-201 cells incubated at 30°C, in which
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FIGURE 4 | Functional effects of hNa, 1.1-L1670W on slow inactivation upon rescue in tsA-201 cells. (A) Voltage dependence of development of slow inactivation;
the lines are mean Boltzmann fits: mean parameters, hNa,1.1-WT, V, = —=53.5 £ 2.0 mV, Ky = 7.6 £ 0.9 mV, baseline 0.14 &+ 0.03 (n = 11); hNa,1.1-L1670W,

Vi =—348+27mV(p=2%10"%), Ky = 10.0 & 1.4, baseline 0.13 = 0.03 (1 = 6). **p < 0.001. (B) Mean kinetics of development of slow inactivation at 0 mV for
the indicated durations, the lines are mean fits of single exponentials: mean parameters, tpgy-wr = 1310 &+ 184 ms, baseline 0.08 + 0.02 (n = 8), tpev-Lis7ow =
2070 4 283 ms, baseline 0.15 + 0.04 (n = 6). (C) Voltage dependence of recovery from slow inactivation; the lines are mean Boltzmann fits: mean parameters, WT,
Vi = —66.9 £2.4mV, Ky =7.4 + 1.2 mV, baseline 0.15 & 0.03 (n = 8); L1670W, Vy
recovery at —90 mV from slow inactivation; the lines are mean fits of single exponentials: mean parameters, tpey-wr = 3252 + 892 ms (n = 6), tpev-Lis7ow =

3449 + 383 ms (n = 5). Welch t-test for all the comparisons. The insets show the voltage stimuli; the relative durations of the steps are not in scale (see the durations
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FIGURE 5 | Overall effect of hNa,1.1-L1670W expressed in tsA-201 cells. (A-C) Use dependence (current normalized to the first stimulus in the train) induced by
trains of 200 depolarizing steps 2 ms long to 0 mV from the holding potential of —70 mV at the frequencies of 10 Hz (A) 50 Hz (B) and 100 Hz (C) for hNa,1.1-WT
(black symbols) and hNa, 1.1-L1670W (open symbols). Comparison of the last stimulation in the train: 10 Hz WT 0.83 + 0.06 (n = 5), L1670W 0.91 4 0.05 (0 = 5);
50 Hz WT 0.65 + 0.05 (n = 5), L1670W 0.87 + 0.04 (n = 5; p = 0.03); 100 Hz 0.45 + 0.05 (n = 5), L1670W 0.77 £ 0.04 (n = 5; p = 0.02); Mann-Whitney test.
*p < 0.05. (D-F) Action Na™ currents (expressed as mean current density; error bars are not shown for clarity) recorded using as voltage stimulus an action potential
discharge recorded from a GABAergic fast spiking neuron in neocortical brain slices (D) for hNa,1.1-WT (E) n = 7, and hNav1.1-L1670W. *p < 0.01. (F)n = 7.
Insets show the first five (left) and the last five (right) action currents; the time scale is the same for all the insets. The amplitude of the first three action currents was
not different: (pA/pF) WT —49 4+ 13, =16 £ 8, —14 + 7, L1670W —30 + 6, —27 + 6, —26 =+ 7; the first difference was observed for the 4th peak action current: WT
—12 + 4, L1670W —27 + 6 (p = 0.045); comparison of the amplitude of the last five peak action currents pooled: WT 9.6 + 1.4 (n =7), L1I67TOW 28 + 7 (n=7;
p = 0.01); Mann-Whitney test for all the comparisons. Data are shown as mean + SEM.

L1670W current density showed a trend towards reduction
that did not reach statistical significance (Figure 2). Thus, we
next investigated whether L1670W modifies hNay1.1 gating
properties in neurons similarly to tsA-201 cells and whether
the overall effect is gain of function also in neurons, despite
the reduction in current amplitude. As shown in Figure 6B,
the analysis of the voltage dependence of activation and of fast
inactivation yielded results that are similar to those obtained in
tsA-201 cells (Figure 3A). In fact, the conductance-voltage plot
showed a significant positive shift in the voltage-dependence of
activation (9 mV on average), the inactivation curve showed a
larger positive shift (20 mV on average) and the inactivation was
not complete (the baseline was increased 2.9-fold). Consistently
and similarly to the data obtained with tsA-cells, L1670W
increased In,p by 2.4-fold, as shown by the mean current-
voltage plots for In,p expressed as percentage of the transient
current (Figure 6C). The quantification of the current onset
kinetics over a range of potentials (Figure 6D) showed a trend
that was similar to the effect observed in tsA-201 cells, but it
did not reach statistical significance. Similarly, the kinetics of
current decay showed a trend that was similar to the effect
observed in tsA-201 cells, but only the point at —10 mV
was significantly different (Figure 6E). We did not study slow

inactivation properties because the protocols are challenging for
recordings from neurons in primary culture. These results show
that the effect on gating properties is similar in GABAergic
neurons and tsA-201 cells, with some effects clearly inducing
a gain of function and others clearly inducing a loss of
function.

We investigated the overall effect of the mutation in
transfected GABAergic neurons by action potential clamp
experiments. Figures 6F,G show action currents elicited
expressing the WT or the L1670W mutant, respectively, and
applying a fast-spiking neuron discharge as voltage command.
Comparing the amplitudes of the action currents expressed as
current density, we found that the first current in the discharge
showed a trend towards larger amplitude for the WT, which did
not reach statistical significance, whereas the average of the peak
amplitude of the last five currents in the discharge showed a
1.7-fold increase for L1670W, consistent with an overall gain of
function.

This data indicates that in a GABAergic neuronal cell
background the conditions needed to allow the expression of the
hNa,1.1-L1670W mutant at the plasma membrane are present.
The effects observed on gating properties are in agreement with
those that we obtained in tsA-201 cells and the action potential
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FIGURE 6 | Functional effects of hNav1.1-L.1670W expressed in neocortical GABAergic neurons. (A) Representative whole-cell sodium current traces recorded in

the presence of 1 wM tetrodotoxin (TTX) from fusiform bipolar GABAergic neurons selected in primary cultures of neocortical neurons transfected with

hNa, 1.1-F383S-WT (left) or hNa, 1.1-F383S-L1670W (right); the inset displays the mean current density-voltage plots for hNa, 1.1-F383S-WT and

hNa, 1.1-F383S-L1670W, and the comparison of the mean maximum current density yielded: WT 41.9 + 5.7 pA/pF n = 22; L1670W 19.4 + 1.5 pA/pF n = 20

(o = 7*10~%), Mann-Whitney test. (B) Mean voltage dependence of activation and fast inactivation, lines are mean Boltzmann fits; mean parameters: voltage of half

activation (V,) and slope (Ka) for WT (n = 16), Va = —17.5 £ 1.3 mV, K; = 5.1 £ 0.3, L1670W (1 = 15), Va = 8.4 £ 1.4 mV (o = 107%), K, = 7.7 £ 0.8 mV (p = 0.01);

voltage of half inactivation (V4), slope (Kn) and baseline for WT (n = 15), Vi, = —48.1 £ 1.9 mV, Ky, = 4.3 + 0.2 mV, baseline = 0.09 + 0.03, L1670W (n = 9),

Vi =—27.9+1.5mV (p=3*10-%), Ky = 5.1 £ 0.7 mV, baseline = 0.26 & 0.06 (p = 5*10-*); Welch t-test. (C) Mean current-voltage plots for Iz measured after

5 min from the establishment of the whole-cell configuration and expressed as percentage of the transient current; comparison of maximal Inap: WT 5.6 + 0.9%

n=21,L1670W 13.6 £ 1.9% n = 22, p = 0.005, Mann-Whitney test). (D) Time (ms) of half-activation of the current at the indicated potentials: —30 mV WT

0.81 £0.14, L1670W 1.05 £ 0.09; —20 mV WT 0.70 + 0.08, L1670W 0.9 &+ 0.1; =10 mV WT 0.53 + 0.05, L1670W 0.69 + 0.07; 0 mV WT 0.41 £ 0.04, L1670W

0.52 + 0.04; 10 mV WT 0.34 + 0.04 L1670W 0.43 + 0.03; 20 mV WT 0.29 + 0.03 L1670W 0.35 + 0.03; non-significant differences, Welch t-test, n = 15 for all
(Continued)
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FIGURE 6 | Continued

groups. (E) Voltage dependence of the time constant (t in ms) of the current
decay (single exponential fits at the indicated potentials): —20 mV WT

1.6 £0.3, L1670W 2.3 + 0.3; =10 mV WT 0.86 &+ 0.18, L1670W

1.77 £ 0.26 (p = 0.02); 0 MV WT 0.59 + 0.07, L1670W 0.88 + 0.07; 10 mV
WT 0.51 £ 0.06 L1670W 0.49 + 0.05; 20 mV WT 0.45 4+ 0.05 L1670W
0.48 + 0.16; Welch t-test, n = 15 for all groups. Whole-cell action sodium
currents (expressed as mean current density; error bars are not shown for
clarity) recorded as in Figures 5D-F using as voltage stimulus an action
potential discharge recorded in a neocortical mouse brain slice from a
GABAergic fast spiking neuron for WT (n = 11; F) and L1670W (n = 9; G):
comparison of the amplitude of the first peak action current in the discharge,
WT 19.6 4+ 2.9 pA/pF; L1670W 12.7 + 1.8 pA/pF; the first action current with
amplitude statistically different was the 3rd in the discharge: WT

5.9 £+ 1.5 pA/pF; L1670W 10.5 + 1.4 pA/pF (p = 0.048); comparison of the
average of the last five peak action currents (pooled) in the discharge, WT
5.2 £+ 0.8 pA/pF; L1670W 9.0 £ 1.0% pA/pF (p = 0.01); Welch t-test for all
the comparisons. Data are shown as mean + SEM.

clamp experiments show that the overall effect of hNayl.1-
L1670W is gain of function.

DISCUSSION

We report the functional characterization of the L1670W
hNa,1.1/SCNIA missense mutation, which we identified in a
Caucasian American family presenting with FHM, and that was
previously found in a Chinese family with pure FHM (Zhang
et al., 2017). None of the patients of the two families reported
epilepsy or other clinical issues that have been associated to
Nay1.1 hemiplegic migraine mutations, such as cerebellar ataxia
or ERDB. Thus, L1670W is a recurrent mutation identified
in different ethnic groups causing pure hemiplegic migraine.
Notably, our index patient had progressive cognitive impairment
after receiving standard whole brain radiation for cancer
treatment, at a dose that is usually well tolerated. In our
knowledge, this is the first report of a SCNIA positive patient
showing this clinical feature, Interestingly, SCNIA is among
the genes up-regulated after low dose brain radiation (Lowe
et al,, 2009), but it has never been investigated whether brain
radiation has higher risk for patients with FHM or other SCNIA
mutations. The results of our study show that the mutation
in some conditions causes an almost complete loss of function
of Nayl.1 because of folding/trafficking defects. However, the
mutant is partially rescued by incubation at lower temperature
or by expression in neurons (the latter is a condition that
more closely mimics in vivo pathophysiological conditions) and,
upon rescue, the modifications of gating properties induced by
L1670W lead to an overall gain of function, similarly to other
FHM-3 mutations. Interestingly, Na,1.1 gain of function and
radiation-induced upregulation of SCNIA might act together
to cause brain injury upon radiation therapy. Importantly,
we report a single case with this clinical feature and the
effect of the radiation therapy may be just coincidental, but
it will be important to shed light on this issue in future
studies.

Nayl.1 is the target of hundreds of mutations implicated
in different epilepsy phenotypes (Marini and Mantegazza,
2010; Meisler et al., 2010; Catterall, 2012; Guerrini et al., 2014).

Migraine and epilepsy share some pathologic features. They are
episodic disorders in which patients are affected sporadically
with paroxysmal attacks. Moreover, aberrant neuronal
excitability is implicated in the pathological mechanisms of
both diseases. However, of the 11 Na, 1.1 mutations linked thus
far to hemiplegic migraine, nine cause hemiplegic migraine
without epilepsy (Mantegazza and Cestele, 2018), consistently
with different pathological mechanisms between epileptogenic
and migraine Nay1.1 mutations. Thus, the comparison of the
functional effects of L1670W and of other Nayl.1 migraine
mutations with those of Na,l.1 epileptogenic mutation
can contribute to shed light on the differential pathological
mechanisms of migraine and epilepsy.

Numerous functional studies and gene-targeted mouse
models have shown that epileptogenic mutations cause loss of
function of Nayl.1 (Guerrini et al., 2014), whereas we and
others have shown that hemiplegic migraine Na, 1.1 mutations
cause gain of function of the channel (Cestele et al., 2008,
2013a,b; Fan et al., 2016). We confirm here that also L1670W
causes an overall gain of function. Na,1.1 is expressed mainly
in GABAergic neurons; thus, epileptogenic mutations lead
to hypoexcitability of these neurons and reduced inhibition
in cortical networks, consistent with the epileptic phenotype
observed in patients and gene targeted mice (Yu et al., 2006;
Ogiwara et al., 2007; Han et al., 2012; Hedrich et al., 2014).
The pathologic mechanism of FHM Na,1.1 mutations is more
counterintuitive. We have shown that FHM-related Na,1.1 gain
of function induces hyperexcitability of transfected GABAergic
neurons (Cestele et al., 2008, 2013b). This effect is confirmed
for L1670W by the action potential clamp experiments that we
have performed applying as voltage command a GABAergic
neuronal discharge (recorded from a fast spiking neuron),
which elicits larger sodium currents in both tsA-201 cells and
GABAergic neurons transfected with L1670W in comparisons
with Na,1.1-WT.

We have hypothesized that hyperexcitability of GABAergic
neurons could cause extracellular K™ and neurotransmitter
accumulation, inducing neuronal depolarization and initiation
of cortical spreading depression, a wave of transient network
hyperexcitability leading to a long-lasting depolarization block
of neuronal firing that is a proposed pathological mechanism of
migraine (Cestele et al., 2008, 2013b; Mantegazza and Cesteéle,
2018). As in other episodic disorders, migraine patients show
symptoms during paroxysmal attacks. The attacks are sporadic
in FHM3: in general 3/4 per year, as in our family. It is
hypothesized that mutations involved in episodic disorders do
not directly trigger attacks, but lower the threshold for trigger
factors (Pietrobon and Moskowitz, 2013). FHM mutations could
lower the threshold for cortical spreading depression triggers.
It is interesting to note that, as shown by our use dependence
experiments (Figures 5A-C), L1670W induces a net increase
in current only when channels are activated at high frequency.
This feature has been observed also for other FHM-3 mutations
(Cestele et al., 2008, 2013b; Fan et al., 2016) and is consistent
with dysfunctions induced mainly in some functional states
(when neuronal networks are challenged and neurons fire at high
frequency).
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As our present and previous studies show, one
striking functional effect that epileptogenic and migraine
Na, 1.1 missense mutations can have in common is the rescuable
reduction of current density, which depends on reduced
channel density in the plasma membrane (Bechi et al., 2015).
This effect can be caused by folding or trafficking defects
(including protein instability in the plasma membrane).
Although we have not investigated detailed mechanisms, the
rescue induced by incubation at low temperature is shared
by numerous folding defective mutants. They are recognized
as incorrectly folded proteins by the quality control system
of the endoplasmic reticulum and degraded, but they can
be rescued by physical conditions (e.g., low temperature)
or molecular interactions (Bernier et al, 2004; Terragni
et al, 2018). Interestingly, the overall effect of epileptogenic
hNa, 1.1 mutations remains loss of function also upon rescue
(Rusconi et al., 2007, 2009; Cestele et al., 2013b). We have shown
here that also L1670W induces rescuable folding/trafficking
defects, but when rescued its overall effect becomes gain of
function, similarly to the L1649Q FHM-3 mutant that we have
previously studied (Cestele et al., 2013b). Therefore, L1670W
is a further FHM-3 mutant showing this feature, which may
be a common mechanism for FHM-3 mutations. Interestingly,
both L1649Q and L1670W showed an almost complete loss of
function when expressed in tsA-201 cells, whereas expression
in neurons induced a partial rescue. However, effects on
gating properties were similar both in tsA-201 cells and in
neurons. Overall, the differential effect upon rescue is consistent
with the hypothesis that epileptogenic Nay1.1 mutants cause
loss of function, whereas the FHM-3 ones cause gain of
function.

Notably, the differential cell background between tsA-201
cells and neurons does not provide the same rescuing conditions
but does not modify the effects on gating properties. This
discrepancy between cell lines and neurons should be taken into
account when functional studies are performed, because lack
of rescue would lead to the identification of loss of function
effects for mutants that instead induce gain of function. In
our experiments with cell lines, we have not co-expressed
interacting proteins because their effect, including that of
accessory B subunits, is mutation-dependent (Cestele et al,
2013b; Bechi et al.,, 2015) and it is not possible to test all the
interacting proteins identified and their combinations. On the
other end, neurons provide a more physiologic cell background.
Although transfected cells are reduced experimental systems,
they allow screens of numerous mutations and investigations
of detailed functional properties that are much more difficult
to perform with other systems (Mantegazza et al., 2010). The
identification of the best conditions for their use (e.g., using
in parallel cell lines and neurons) can allow obtain reliable
results.

Our functional analysis of hNa,1.1-L1670W points out that
the gain of function is mainly caused by the destabilization of
the inactivated states, both in tsA-201 cells and in GABAergic
neurons (positive shift of the voltage dependence of fast
inactivation, increase of In,p, faster development and faster
recovery of fast inactivation and positive shift of the voltage

dependence of development of slow inactivation). We observed
an analogous effect for L1649Q, the other folding/trafficking
defective FHM-3 Na,1.1 mutant that we have studied (Cestele
et al., 2013b), with similar modifications of fast inactivation and
increase of In,p. In particular, increase of In,pis a common effect
that we have observed in FHM migraine mutations (Cestele et al.,
2008, 2013a,b). Interestingly, L1670W and L1649Q show distinct
effect on slow inactivation, because L1670W modifies mainly
the voltage dependence of the development whereas L1649Q
modifies mainly the other properties of slow inactivation,
including kinetics. These differences in functional effects may be
explained by the fact that they are localized in different structural
region of the channel. Both L1670W and L1649Q are in the
domain IV (DIV) of Nay1.1 (Figure 1B), in the intracellular
loop between transmembrane segments S4 and S5 and in
the transmembrane segment S4 (the positively charged voltage
sensor), respectively. Notably, most of the Na,1.1 hemiplegic
migraine mutations described so far in the literature are in
DIV or in the intracellular loop between DIII and DIV, and
all the mutations causing pure FHM are in DIV, except the
mutation 11498M that is in the inactivation loop (Figure 1).
These are regions directly involved in inactivation of the channel.
The loop between DIII and IV is the inactivation loop, which
acts as a hinged lid that blocks the pore when the channel
is in fast inactivated states (Catterall, 2014). DIV is essential
for activation-inactivation coupling, because DIV voltage sensor
activates (S4 moves outward) after the voltage sensors of the
other domains, inducing a distinct pore conformation that
leads to fast inactivation (Goldschen-Ohm et al., 2013). The
intracellular loop between transmembrane segments S4 and
S5, in which L1670W is located, is the functional linker
between the voltage sensing modules and the pore modules.
The comparison of the crystal structures of channels in different
states has shown that the outward movement of S4 driven
by depolarization induces a movement of the S4-S5 linker,
which causes a bending and twisting motion of S5 and S6,
that open the pore and, in domain IV, to the establishment
of a pore conformation that leads to inactivation (Catterall,
2014).

Interestingly, another FHM-3 mutation (F1661L) has been
identified in DIV S4-S5 loop, but functional studies have not
been performed (Weller et al., 2014). However, there are other
Nay 1.1 missense mutations in these regions: 14 mutations of
DIV-S4 and 14 of DIV $4-S5 linker have been identified in
epileptic patients'. We have performed the functional study of
the S4-S5 linker M1664K mutation, which caused a complete
loss of function of hNay1.1, because the mutant was expressed
but not targeted to the plasma membrane and the rescuing
approaches that we have tested, including incubation at lower
temperature, were unsuccessful (Bechi et al, 2015). Thus,
rescuing properties are different also for mutants that are at
very close locations in the same structural region. The functional
study of another DIV S$4-S5 mutation, F1661S, showed reduced
current density, impaired recovery from slow inactivation and
increased Inap (Rhodes et al,, 2004). DIV S4 mutations that

Uhttp://www.caae.org.cn/gzneurosci/scn1adatabase/index.php
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have been functionally studied are R1648H (which facilitated
inactivation; Tang et al., 2009; Hedrich et al., 2014), R1648C
(which induced a negative shift of the fast inactivation curve,
a positive shift of the activation curve and an increase of Ingp;
Rhodes et al., 2005), I11657M (which induced a negative shift of
the fast inactivation curve and a positive shift of the activation
curve; Lossin et al., 2003), and R1657C (which induced reduced
current density, a positive shift of the activation curve and
accelerated recovery from fast and slow inactivation; Lossin
et al., 2003). Therefore, the overall effect of these epileptogenic
mutations is consistent with loss of function and, in general,
the final effect of a mutation does not directly depend on the
structural region in which it is located.

Altogether, we have characterized the functional effect of
the sixth mutant causing pure FHM-3. The loss of function
caused by a major reduction of current density transformed into
overall gain of function when the mutant is rescued suggests
a recurrent mechanism for FHM-3 mutations. Therefore, our
study provides important insights into the mechanism of
FHM-3 mutations and can contribute to the understanding of
differential pathophysiological mechanisms in comparison with
epileptogenic mutations.
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Objectif 2: Relation phénotype/génotype de 23 mutations SCN2A

La seconde partie de ma thése est ciblée sur I’é¢tude de mutations situées sur le géne SCN2A,
responsables d’un large spectre de pathologies.

Les études fonctionnelles réalisées précédemment par 1’équipe ont montré que les mutations
associées a I’Epilepsie Néonatale et Infantile Familiale Bénigne (ENIFB) induisent un gain de
fonction des canaux Na,1.2. Ce gain de fonction entraine une hyperexcitabilité des neurones
excitateurs et de I’ensemble du réseau neuronal pouvant étre a I’origine des crises d’épilepsie
(Scalmani et coll., 2006).

En ce qui concerne les mutations responsables d’encéphalopathies épileptiques néonatales ou
infantiles, il a été montré qu’elles conduisent a un gain de fonction et/ou une perte de fonction
lorsqu’elles sont exprimées dans des lignées cellulaire de type HEK (Ogiwara et coll., 2009)
(Berecki et coll., 2018) (Wolff et coll., 2017) (Begemann et coll., 2019). Pour les mutations
liées a la schizophrénie et aux absences, aucune étude fonctionnelle n’a été réalisée a ce jour.
Afin de mieux comprendre ces mécanismes, nous avons etudié les effets fonctionnels de 23
mutations hétérozygotes situées sur le gene SCN2A et responsables de différentes pathologies:
I’autisme, les EE infantiles, le syndrome d’Ohtahara (EE néonatale), la schizophrénie, les

absences et I’autisme associé a 1’épilepsie.
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1. Etude fonctionnelle de mutations SCN2A4 responsables de TSA

1.1  Les mutations SCN2A liées aux TSA conduisent a une perte de fonction des canaux

Nay1.2

Nous avons sélectionné six mutations décrites dans la littérature comme étant a I’origine d’un
phénotype autistique sans épilepsie associée. Pour avoir un groupe hétérogéne, nous avons
choisi trois mutations faux-sens et trois mutations non-sens localisées a différents endroits de
la structure du canal Na,1.2.

éme

A cette sélection s’ajoute une 7° mutation (faux-sens), nouvellement identifiée par 1’équipe

du Dr Renzo Guerrini avec qui nous collaborons.

R379H C959X T1420M
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Figure 36: Localisation des 7 mutations SCN2A responsables de TSA

Tableau 4: Liste des mutations SCN2A dans les TSA

Mutations Position orf Phénotype Identification

R379H faux-sensdenovo | c.1136 G>A Autisme De Rubeis et coll, Nature 2014

R937H faux-sens de novo .2810 G>A Autisme De Rubeis et coll, Nature 2014

C959X non-sens de novo c.2877 C>A Autisme/retard du développement modéré Sanders et coll, Nature 2012
Autisme avec un retard du développement

G1013X non-sens de novo | ¢.3037 G>T o Sanders et coll, Nature 2012
sévére
Autisme/retard psychomoteur Dr Renzo Guerrini

L1314P faux-sens de novo | €.3941 T>C . .
sévere/absence du langage Nouvelle mutation

T1420M faux-sens de novo | ¢.4259 G>A Autisme sans retard du développement Lossifov et coll, Nature 2014
Autisme avec un retard du développement

R1515X non-sens de novo | ¢.4543 C>T . D Gama et coll, Neuron 2015
sévére
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Gréace a la technique de patch-clamp en configuration cellule entiére, nous avons enregistré
I’activité de neurones néocorticaux en culture exprimant soit le canal WT humain hNa,1.2
soit le canal hNay1.2 porteur d’une des 7 mutations. Ensuite, nous avons comparé les
propriétés biophysiques de chaque canal muté avec celles du canal WT.

Les mutations non-sens C959X, G1013X et R1515X ainsi que les mutations faux-sens R937H
et L1314P conduisent toutes a une suppression totale de la densité de courant des neurones
néocorticaux (Figure 37A-B).

En revanche, les neurones exprimant la mutation R379H ont une densité de courant fortement
réduite par rapport aux neurones exprimant les canaux WT (WT : 46.6+6.8 pA/pF, n=29 ;
R379H : 14.1+2.4 pAlpF, n=9 ; p=0.01961) (Figure 37B), suggérant ainsi que la mutation

conduit a une perte de fonction quasi-totale des canaux Na,1.2.

La mutation T1420M entraine une diminution de la densité de courant (T1420M: 24.6+2.8
pA/pF, n=8) (Figure 37A-B), un déplacement de la courbe d’activation vers des potentiels
plus dépolarisés (WT: -15.8+1.3mV, n=22 ; T1420M: -11.5+1.4, n=7) et un déplacement de
la courbe d’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés (WT: -51.8+1.3mV, n=24 ;
T1420M: -55.8+1.3, n=5) (Figure 37C). Nous avons ensuite enregistré les courants Na*
générés par les neurones en réponse a une décharge neuronale enregistrée au préalable dans
un neurone excitateur. En effet, les courants Na* enregistrés en réponse a la stimulation
reflétent I’effet global de la mutation qui est parfois difficile & démontrer lorsqu’on analyse
seulement les effets sur la densité de courant, I’activation et 1’inactivation.

Les neurones exprimant la mutation T1420M générent des courants Na* qui ont une densité
de courant inférieure a celle des neurones exprimant les canaux WT (Figure 37D), ce qui

indique que ’effet global de la mutation conduit a une perte de fonction des canaux Nay1.2.
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Figure 37 : Les canaux porteurs de mutations SCN2A responsables de TSA conduisent, dans la majorité
des cas, a une réduction totale ou quasi-totale de la densité de courant des canaux sodiques potentiel-
dépendants Na,1.2A/ Traces représentatives des courants Na+ enregistrés en configuration cellule entiere
enregistrés dans les neurones néocorticaux en culture exprimant les canaux WT, R379H, C959X ou T1420M. B/
Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT ou porteurs des mutations R379H, R937H, C959X,
G1013X, L1314P, T1420M ou R1515X. C/ Courbes d’activation et d’inactivation des canaux WT et des canaux
porteurs de la mutation T1420M. D/Courants Na+ enregistrés en réponse a une décharge neuronale dans les
neurones exprimant les canaux WT ou les canaux porteurs de la mutation T1420M.
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Nous avons également réalisé des enregistrements en current-clamp dans des neurones
transfectés avec soit le canal WT soit le canal porteur de la mutation R379H. Pour avoir
suffisamment de courant sodium nécessaire a la génération des PA, les canaux Na, endogéenes
n’ont pas été bloqués par la TTX.

Nos données révelent que la mutation R379H conduit a une réduction de la fréquence de
décharge et a une réduction de I’amplitude des potentiels d’action (PA) (Figure 38).

Par consequent, les mutations SCN2A liées aux TSA conduisent & une perte de fonction,

partielle ou totale, des canaux Na,1.2 dans les neurones néocorticaux en culture.

WT R379H
-70mV: M
o M f’J&
e MM //\Uddkl

Figure 38: Exemple de décharges enregistrées dans des neurones néocorticaux en culture a 10 jours in
vitro, transfectés avec les canaux WT ou R379H. Le potentiel membranaire des neurones est maintenu a -
70mV. Des steps de courant de 0 a 150pA sont injectés.

122



Nos résultats sont en accord avec 1’étude menée par le groupe de Bender dans les lignees
cellulaires de type HEK, suggérant que les canaux Na,1.2 porteurs de mutations responsables
du phénotype autistique générent trés peu ou pas du tout de courant sodium (Ben-Shalom et
coll., 2017). Les auteurs concluent que les canaux sont exprimés a la surface de la cellule mais
ne sont pas conductibles. Or, les canaux peuvent étre retenus dans le RE puis degradés par le
protéasome. lls ne sont donc pas présents a la surface cellulaire, d’ou 1’absence de courant

sodique.

Afin de savoir si les mutants s’expriment a la membrane, avons réalisés des marquages
immunocytochimiques sur des cellules tsA-201 transfectées avec soit le canal WT soit le
canal porteur d’une des 7 mutations. L’utilisation d’un marqueur de surface cellulaire
(Membrite) nous permet de visualiser la membrane des cellules tsA-201. Les acquisitions sont
réalisées a 1’aide d’un microscope STED. Nos résultats préliminaires montrent que les
canaux exprimant la mutation C959X (perte de fonction totale) ne sont pas localisés au niveau
de la membrane contrairement aux canaux WT (Figure 39).

Membrite Anti-HA Merge

WT-HA

Ll

C959X-HA

Figure 39 : Localisation des canaux Na,1.2 WT ou porteurs de la mutation
C959X dans les cellules tsA-201. Le membrite marque la membrane des cellules
tsA-201 et I’anticorps anti-HA marque les canaux WT-HA ou C959X-HA. Images
obtenues avec un microscope STED.

Nous avons ensuite étudié I’impact fonctionnel de chaque canal porteur d’une des 7 mutations
SCN2A sur les canaux WT.

Pour s’assurer d’étre dans les conditions optimales de co-transfection, nous avons analysé la
densité de courant en fonction de la quantit¢é d’ADN transfectée (Figure 40). Entre 1.5ug et

3ug d’ADN, la densité de courant est quasi-identique. La densité de courant diminue a partir
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de 1pug d’ADN, ce qui signifie que le début du plateau se situe entre Iug et 1.5ug d’ADN
transfecté. Par conséquent, nous avons choisi de co-transfecter 1ug d’ADN WT et lpg
d’ADN mutant pour ne pas étre dans la phase de plateau de la densité de courant du WT et

s’assurer de voir une possible réduction de cette dernicre.
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Figure 40 : Courbes représentant la densité de courant enregistrée dans les neurones néocorticaux en
culture transfectés avec 1, 1.5 ou 3ug d’ADN codant pour le canal Na,1.2

([3ug]: 50.8+8.2pA/pF, n=23 ; [1.5ug]: 41.3+£9.2pA/pF, n=10 ; [1ug]: 24.3+3.8pA/pF, n=10).

1.2 Les mutations SCN2A responsables de TSA exercent un effet de dominance négative
sur les canaux WT

Nous avons co-exprimé dans les neurones le canal WT avec chaque canal porteur d’une des 7
mutations étudiées précédemment (ratio 1:1). Pour étre dans des conditions optimales et
reproduire la compétition entre deux plasmides, nous avons co-exprimé le canal WT avec le
canal potassique Kird.1 pour la condition contrdle (ratiol:1). La présence du canal Kir4.1
dans les neurones néocorticaux en culture n’affecte ni la densité de courant ni les propriétés
biophysiques des canaux Na,1.2 WT (Tableau 5-7).

Fait intéressant, la densité de courant des canaux WT est reduite de maniére significative en
présence des canaux mutés (Figure 41A-B). En effet, les mutations R379H, R937H, C959X,
G1013X, L1314P et R1515X induisent toutes une réduction d’environ 30% de la densité de
courant des canaux WT. Seule exception, les canaux porteurs de la mutation T1420M n’ont
aucun impact sur la densité de courant des canaux WT (Figure 41B).

La diminution importante de la densité de courant rend 1’analyse des propriétés biophysiques
complexe. Lorsque celles-ci sont mesurables, on constate que les canaux mutés n’altérent pas
I’activation des canaux WT. L’activation potentiel-dépendante des différentes co-expressions
WT+R379H, WT+R937H, WT+G1013X, WT+T1420M et WT+R1515X ainsi que

124



I’inactivation potentiel-dépendante des différentes co-expressions WT+R937H, WT+C959X,
T1420M et R1515X sont similaires a celles des canaux WT (Tableau 6-7).
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Figure 41: Les canaux porteurs de mutations SCN2A responsables de TSA exercent un effet de dominance
négative sur les canaux WT. A/ Traces représentatives des courants Na+ enregistrés en configuration cellule
entiére enregistrés dans les neurones néocorticaux en culture exprimant les canaux WT+Kir4.1 (ratio 1:1) ou
WT+R379H (ratio 1:1). B/ Densités de courant des différentes co-expressions WT+Kird.1, WT+R379H,
WT+R937H, WT+C959X, WT+G1013X, WT+L1314P, WT+T1420M et WT+R1515X au ratio 1:1
(WT+Kird.1: 36.3+3.5 pA/pF, n=49 ; WT+R379H: 17.8+1.7 pA/pF, n=17, p=0.00239 ; WT+R937H: 19.8+2.2
pAJpF, n=14, p=0.01865 ; WT+C959X: 15.8+2.5 pA/pF, n=10, p=0.00966 ; WT+G1013X: 16+2 pA/pF, n=14,
p=0.00246 ; WT+L1314P: 18.1+1.4 pA/pF, n=13, p=0.00695 ; WT+R1515X: 18.8+3.2 pA/pF, n=6, p=0.0413 ;
WT+T1420M: 34.4+5.5 pA/pF, n=5)
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Seule la co-expression WT+R379H conduit a un déplacement de la courbe d’inactivation vers
des potentiels plus dépolarisés (WT+R379H: -48.7+2.3 mV, n=5; p=0.03186) pouvant étre
induit par la présence de quelques canaux a la surface cellulaire (Tableau 6-7). En effet, la
mutation R379H est la seule a ne pas conduire a une perte de fonction totale des canaux
Nay1.2 mais la réduction importante de la densité de courant (~70%) ne permet pas une
analyse précise des propriétés biophysiques. Il se peut donc que la mutation ait un effet sur
I’inactivation du canal et que cet effet se retrouve dans les conditions de co-expressions ou
environ 50% des canaux WT et 50% des canaux mutés sont exprimeés.

L’ensemble de nos résultats montrent que la majorité des mutations SCN2A liées aux TSA
conduisent a une réduction de la densité de courant des canaux WT dans les neurones

néocorticaux. Ce mécanisme est appelé dominance négative.

Comme il a été decrit dans la partie Dimérisation a-o, le groupe d’Isabelle Deschenes a
récemment démontré que les canaux sodiques potentiel-dépendants peuvent s’assembler et
former des diméres (Clatot et coll, 2017 Nat Commun). L’interaction o-o se fait par
I’intermédiaire de la protéine 14.3.3. En formant un pont entre les canaux a deux endroits
différents sur leur chaine polypeptidique, elle leur permet d’interagir physiquement (Figure
42). Par conséquent, la dominance négative que nous observons pourrait étre la conségquence
d’une interaction entre les canaux WT et mutés dans le RE. En effet, si les canaux porteurs de
mutations SCN2A liées aux TSA présentent des défauts de repliement et/ou de trafic
cellulaire, ils sont retenus dans le RE ou ils peuvent interagir avec les canaux WT entrainant
ainsi tout le complexe a la dégradation. 1l en résulte une diminution du nombre de canaux WT
adressés a la surface cellulaire, ce qui explique la réduction de la densité de courant des

canaux WT que nous observons en présence de ces mutations.

1.3 La dominance négative est la conséquence d’une interaction o-o

Pour savoir si la dominance négative que nous observons est la conséquence d’une interaction
entre les canaux WT et les canaux mutés, nous avons utilisé 2 stratégies différentes, proposées
par le groupe d’Isabelle Deschenes, pour empécher I’interaction entre les sous-unités o (Clatot
et coll, 2017 Nat Commun). La premiére stratégie consiste a bloquer la protéine 14.3.3 avec la

difopéine et la seconde consiste a remplacer un résidu sérine en alanine en position 487 du
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canal Nay1.2 (S487A) afin d’empécher la fixation de la protéine 14.3.3 sur le canal (Figure
42).

@ Phosphorylation

® Meéthylation

Interaction o=

523—

Interaction -0t
553—

Interaction o=

Figure 42 : Représentation schématique de la région d’interaction entre les sous-unités a-11 humaine. La
protéine 14.3.3 se lie aux sous-unités a a deux endroits différents du canal, au niveau de la boucle intracellulaire
reliant DI et DII. Les canaux interagissent entre les résidus 523 et 553. Modifi¢ d’aprés Clatot et coll, Nat
Commun 2018

L’analyse des propriétés des canaux WT avec ou sans difopéine ainsi que les propriétés des
canaux porteurs de la mutation S487A montre que la difopéine et la mutation S487A

n’induisent aucun effet sur la densité de courant et les propriétés biophysiques des canaux

Nay1.2 (Figure 43).
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Figure 43 : La difopéine et la mutation S487A n’ont aucun effet sur les canaux WT. A/ Densités de courant
des neurones co-transfectés avec les canaux WT+Kir4.1, WT+Kir4.1+difopéine et S487A+Kir4.1 (WT+Kir4.1:
36.3+3.5pA/pF, n=49 ; WT+Kir4.1+difopéine: 36.1+3.8 pA/pF, n=12 ; S487A+Kir4.1: 39.9+5.2 pA/pF, n=10).
B/ Courbes d’activation des neurones co-transfectés avec les canaux WT+Kir4.1l, WT+Kir4.1+difopéine et
S487A+Kird.1 (WT+Kir4.1 : -15+1mV, n=22 ; WT+Kir4.1+difopéine : -12.7+1.3mV, n=8 ; S487A+Kir4.1: -
11.1+1.4mV, n=8). C/ Courbes d’inactivation des neurones co-transfectés avec les canaux WT+Kir4.1,
WT+Kird.1+difopéine et S487A+Kird.1 (WT+Kird.1l : -52.1+1.2mV, n=16; WT+Kir4.1+difopéine: -
50.8+1.3mV, n=8 ; S487A+Kir4.1 : -48+2mV, n=9).
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Nous avons co-exprimé dans les neurones néocorticaux les canaux WT, les canaux mutés et la
difopéine (ratio 1:1:0.5). La densité de courant des canaux WT n’est pas altérée par la
présence des canaux mutés lorsque la difopéine est exprimée dans les neurones néocorticaux
(Figure 44A-B).

Nous avons ensuite co-exprimé le canal hNa,1.2-S487A avec chaque canal porteur d’une
mutation SCN2A (ratiol:1). La densité de courant des canaux WT n’est pas réduite en
présence des canaux mutés confirmant ainsi les résultats obtenus avec la difopéine (Figure
44A et C). Par conséquent, les canaux mutés ne sont plus capables d’exercer un effet de
dominance négative lorsqu’on empéche la fixation de la protéine 14.3.3 sur les canaux et donc

I’interaction entre les sous-unités a.

Ces résultats montrent que I’interaction entre les sous-unités o via la protéine 14.3.3 est a
I’origine de la dominance négative observée dans les mutations SCN2A responsables du
phénotype autistique. Pour la premiere fois, nous proposons la dominance négative comme

nouveau mécanisme des mutations SCN2A responsables de TSA.
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Figure 44 : La dominance négative des mutations SCN2A liées aux TSA est la conséquence d’une
interaction entre les sous-unités a. A/ Traces représentatives des courants Na+ enregistrés en configuration
cellule entiére enregistrés dans les neurones néocorticaux en culture exprimant les canaux WT+Kir4.1 (ratio 1:1)
ou WT+R379H (ratio 1:1)ou WT+R379H+difopéine (ratio 1:1:0.5) ou S487A+R379H (ratio 1:1) B/ Densités de
courant des différentes co-expressions WT+Kir4.1, WT+R379H, WT+R937H, WT+C959X, WT+G1013X,
WT+L1314P et WT+R1515X en présence de la difopéine (ratio 1:1:0.5). C/ Densités de courant des différentes
co-expressions  S487A+Kird.1l, S487A+R379H, S487A+R937H, S487A+C959X, S487A+G1013X,
S487A+L1314P et S487A+R1515X (ratiol:1). Les valeurs sont regroupées sont dans le tableau n°5.
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Tableau 5: Densités de courant des mutations SCN2A responsables de TSA et des différentes conditions de

co-expressions

WT ou Mutant WT +Mutant WT+Mutant+Difopéine S487A+Mutant
46.6£6.8 pA/pF 36.3+3.5 pA/pF
WT ou S487A (n:zg) P (ndwp) P 36.143 8 pA/pF (1=12)  39.945.2 pA/pF (n=10)
AUTISME
14.142.4 pA/pF * 17.8+1.7 pA/pF **
RI79H (n:g) p @=17) 29.8+4.7 pA/pF 40.749.9 pA/pF
p=0.0046 p=0.00239 @=9) (0=7)
19.842.2 pA/pF *
2.245.1 F S5+12.4 F
R937H Pasde courant (n=14) 3 5-1pAp 305 pA/P
p=0.01865 (@=8) (0=8)
15.842.5 pA/pF **
C959X Pasde courant (n=10) 33.5+3.6 pA/pF (n=10)  34.5+4.6 pA/pF (n=R)
p=0.00966
16+2 pA/pF **
42.149.5 pA/pF 48+11pA/pF
G1013X Pasde courant (n=14) PAP PAP
p=0.00246 (0=10) (0=8)
18.141.4 pA/pF **
945. WE=%
L1314P Pasde courant (n=13) 31.9£5.5pA/pF 36.7+4.8 pA/pF
p=0.00695 (0=10) (0=7)
24.642 8 pA/pF 34.445.5 pA/pF 40.548.5 pA/pF
ND
T1420M (n-8) (@=5) (16)
18.843.2 pA/pF *
43.8+8.9 pA/pF 41.6+4.8 pA/pF
R1515X Pasde courant (n=6) PA/P PAP
p=0.0413 ®=6) ®=5)

ND : non disponible

Tableau 6 : Potentiel de demi-activation (Vhalf) des mutations SCN2A responsables de TSA et des différentes
conditions de co-expressions

WT ou Mutant WT + Mutant WT+ Mutant + Difopéine S487A+Mutant
WT ou S487A -15.?ni:12.§)mv -15+1 mV (n=12) -12.7+1.3 mV (n=8) -11.1£1.4mV (n=8)
R379H ND -15+2 mV (n=8) -16.9+1.1 mV (n=9) -14.7£22mV (n=6)
R937H ND -149+2.3 mV (n=5) -9.84£3.2 mV (n=7) -13.842.3 mV (n=6)
C959X ND ND -13+£1 mV (n=R) -15.3+1.6 mV (n=7)

G1013X ND 1042 mV (0=6) 14.542.5mV (n=5) 132 mV (n=7)

L1314P ND ND -13.8+£0.7 mV (n=6) -16£2mV (n=4)
T1420M ND -12.8+1.7 mV (n=5) ND -12.5+2.3 mV (n=6)
R1515X ND -13.8£1.9mV (n=6) -16.4£1.8 mV (n=6) -15.3+1.8 mV (n=5)
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Tableau 7: Potentiel de demi-inactivation (Vhalf) des mutations SCN2A responsables de TSA et des

différentes conditions de co-expressions

WT ou Mutant WT + Mutant WT+ Mutant + Difopéine S487A+Mutant
-51.8+£1.3 mV
WT ou S487A (n=24)m -52.1+1.2mV (n=16) -50.8£1.3 mV (n=8) -48+2 mV (n=9)
AUTISME
-48.74£23mV *
R379H ND (n=5) -49+1.2 mV (n=6) -52.9+2.6 mV (n=06)
p=0.03186
R937H ND -50.3+1.3 mV (n=3) -54.6+1.8 mV (n=6) -49.4+1.6 mV (n=06)
C959X ND -46.8+£2.6 mV (n=3) -51.5+1.7 mV (n=06) -51.5+1.5mV (n=6)
G1013X ND ND -48.3+1.7mV (n=5) -48.2+1.8 mV (n=7)
L1314P ND ND -50+1.5 mV (n=6) -53.7+£1.2mV (n=5)
T1420M ND -48.6 1.7 mV (n=5) ND -524+2 mV (n=5)
R1515X ND -46.5£3.4mV (n=3) -51.4+0.8 mV (n=6) -49.8+1.9mV (n=5)

Les valeurs de potentiel présentées dans les différents résultats ne correspondent pas aux valeurs réelles car le
potentiel de jonction n’a pas été mesuré et pris en compte pour les enregistrements en voltage-clamp et

current-clamp.
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1.4 Une mutation SCN2A responsable de TSA associés a une épilepsie conduit a une perte
de fonction des canaux Na,1.2 sans dominance negative

La mutation R1635Q est une mutation faux-sens de novo et hétérozygote. Elle est localisée au
niveau du segment S4 de DIV (Figure 45).

11 s’agit d’une nouvelle mutation, identifiée par 1’équipe du Dr Renzo Guerrini.

Elle a été identifiée chez un garcon de 6 ans qui présente un retard psychomoteur, des traits
autistiques et une déficience intellectuelle modérée. L’EEG du patient révele des décharges
épileptiques durant le sommeil suggérant ainsi que le patient souffre de TSA associés a

1”épilepsie.

Figure 45 : Localisation de la mutation R1635Q responsable de TSA associés a I’épilepsie

Les enregistrements électrophysiologiques des neurones néocorticaux montrent que les
canaux porteurs de la mutation R1635Q ont une densité de courant similaire a celle des
canaux WT (WT: 46.6+6.8pA/pF, n=29; R1635Q: 47.9+9.7pA/pF, n=8) (Figure 46A).
L’analyse des propriétés biophysiques des canaux mutés révelent que la mutation R1635Q
n’altére pas I’activation du canal (WT: -15.8+1.3mV, n=22 ; R1635Q: -17+1mV, n=7), en
revanche elle induit un déplacement important de la courbe d’inactivation (~10mV) vers des
potentiels plus hyperpolarisés conduisant a une perte de fonction des canaux Navl1.2 (WT: -
51.8+1.3mV, n=24 ; R1635Q: -66.1+3.4mV, n=8, p=1.65*10-6) (Figure 46B). De plus, les
courants Na* générés par les canaux mutés en réponse a une décharge neuronale ont une

densité de courant réduite par rapport a ceux générés par les canaux WT (Figure 46C-D).
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Figure 46 : La mutation R1635Q conduit a une perte de fonction des canaux Navl.2 dans les neurones
néocorticaux en culture. A/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT ou porteurs de la
mutation R1635Q (WT: 46.6x6.8pA/pF, n=29 ; R1635Q: 47.9+9.7pA/pF, n=8). B/ Courbes d’activation et
d’inactivation des canaux WT et R1635Q (WT, Va = -15.8+1.3mV, n=22 et Vh = -51.8+1.3mV, n=24 ; R1635Q,
Va =-15.841.3mV, n=22 et Vh = -66.1+3.4mV, n=8, p=1.65*10-6). C/ Courants Na enregistrés en réponse a une
décharge neuronale pour les canaux WT et porteurs de la mutation R1635Q (dernier pic, WT : 6.4 +1.4 pA/pF,
n=11; dernier R1635Q : 2.5 £1.2 pA/pF, n=6).
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Compte tenu de la dominance négative observée pour les mutations SCN2A liées aux TSA
sans épilepsie, nous avons co-exprimé les canaux porteurs de la mutation R1635Q avec les
canaux WT dans les neurones néocorticaux en culture. La mutation R1635Q n’a aucun impact
sur la densité de courant des canaux WT (Figure 47A). L’analyse des propriétés biophysiques
de la co-expression des canaux WT+R1635Q révele une courbe d’inactivation intermédiaire
entre I’inactivation des canaux WT et I’inactivation des canaux mutés (Figure 47C). Ce
résultat indique que les neurones contiennent bien autant de canaux WT que de canaux mutés.
Les propriétés biophysiques des canaux S487A+R1635Q sont similaires a celles des canaux
WT+R1635Q, confirmant ainsi I’absence d’effet de la mutation R1635Q sur les canaux WT
(Figure 47B-C).

Au vu de ces résultats, il semblerait que la dominance négative soit spéecifique des mutations

SCN2A responsables de TSA sans phénotype épileptique associé.
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Figure 47: La mutation R1635Q associée aux TSA et a I’épilepsie n’exerce pas de dominance négative sur
les canaux WT. A/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT+ Kird.lou WT+R1635Q
(WT+Kir4.1: 36.3£3.5pA/pF, n=49 ; WT+R1635Q: 32.1+4.5pA/pF, n=13). B et C/ Courbes d’activation et
d’inactivation des canaux WT+Kird.1 et WT+R1635Q (WT+Kird4.1, Va= -15+1mV, n=22et Vh = -
52.1+1.2mV, n=16 ; WT+R1635Q, Va = -16.6+2.7mV, n=5 et Vh = -58.5+2.1mV, n=6, p=0.00982).

134



2. Les mutations SCN2A liées aux autres pathologies telles que les EE infantiles, la
schizophrénie et les absences conduisent a une perte de fonction des canaux Nayl1.2
sans dominance négative

e FEtude fonctionnelle de 5 mutations SCN2A liées aux EE infantiles dans les neurones
néocorticaux en culture

“H Di on Dl DIV

Figure 48 : Localisation des 5 mutations SCN2A responsables d’EE

Toutes les mutations étudiées dans ce groupe sont des mutations nouvellement identifiées par

le groupe du Dr Renzo Guerrini.

Tableau 8: Liste des mutations SCN2A liées responsables d’EE

Mutations Position orf Phénotype

crises myocloniques dés 3 mois/résistance aux
D284G faux-sens de novo | ¢.851 A>G . ) .
traitements/retard du développement sévére/absence du langage

crises toniques dés 3°™ jour/résistance aux traitements/ retard
AB96V faux-sens de novo | ¢.2687 C>T ) o .
du développement séveére/tétraplégie

Spasmes dés 18 mois/ résistance aux traitements jusqu’a 3
C1344Y faux-sens de novo | c.4031 G>A . . .
ans/déficience intellectuelle sévére

crises des 2ans/résistance aux traitements/retard mental
R1626X non-sens de novo c.4876 C>T R . o
sévere/traits autistiques

R1882X non-sens, . . . . o
o ] crises tonico-cloniques a partir de 3 ans et 9 mois/crises
transmission autosomique
. . c.5644 C>T controlées avec 1’acide valproique/ retard du développement
dominante (transmise par le

. /EEG « slow spike and wave discharges »
pére)
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Les enregistrements de patch-clamp montrent que les canaux porteurs de la mutation D284G
et A896V ont une densité de courant similaire a celle des canaux WT tandis que les mutations
C1344Y et R1882X conduisent a une reduction de la densité de courant. Enfin, les neurones
exprimant la mutation R1626X ne générent pas de courant Na* (Figure 49A).

Ensuite, avons ¢étudié 1’effet des mutations D284G et A896V sur les propriétés biophysiques
des canaux Na,1.2 seulement car les autres mutations génerent des courants Na+ petits qui
rendent I’analyse de I’activation et de I’inactivation difficile en configuration cellule entiére.
La mutation D284G n’a aucun effet sur 1’activation et I’inactivation des canaux Nayl.2. En
revanche, la mutation A896V entraine un déplacement a la fois de D’activation et de
I’inactivation vers des potentiels plus hyperpolarisés (Figure 49C-D). L’effet observé sur
I’activation conduit a2 un gain de fonction des canaux tandis que celui observé sur
I’inactivation conduit a une perte de fonction des canaux Na,1.2. Les mutations D284G et
A896V n’ont aucun effet sur le courant sodium persistant Ingp tandis que les mutations
C1344Y et R1882X conduisent a une augmentation significative de Insp (Figure 49B). Par
conséquent, I’analyse des propriétés biophysiques montrent que les mutations A896V,
C1344Y et R1882X conduisent a des effets divergents qui tendent a la fois vers une perte et
un gain de fonction des canaux Na,1.2.

Les enregistrements des courants Na* en réponse a une décharge neuronale révélent que les
mutations A896V, C1344Y et R1882X conduisent & une réduction de la densité de courant du
1% pic enregistré, suggérant ainsi que les mutations ont pour conséquence une perte de
fonction des canaux Na,1.2. En revanche, les courants Na* enregistrés en fin de décharge ne
sont pas réduits pour les mutants C1344Y et R1882X pour lesquels la densité de courant est
fortement réduite. Cela peut s’expliquer par I’augmentation du courant persistant Ingp qui Se

traduit dans les neurones par une capacité a soutenir les décharges (Figure 49E).

Nos résultats montrent que les mutations A896V, C1344Y, R1626X et R1882X induisent une
perte de fonction des canaux Na,1.2 dans les neurones néocorticaux en culture conduisant a
une hypoexcitabilité du réseau neuronal.

Nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence des effets de la mutations D284G sur les

propriétés biophysiques du canal Na,1.2.
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Figure 49 : Effets fonctionnels des mutations SCN2A responsables d’EE infantiles dans les neurones
néocorticaux en culture. A/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT ou porteurs des
mutations D284G, A896V, C1344Y, R1626X ou R1882X (D284G : 35.6+5.3 pA/pF, n=16 ; A896V : 41.1+10.7
pA/pF, n=16 ; C1344Y : 1642 pA/pF, n=7,p=0.04509 ; R1626X : pas de courant ; R1882X : 17+1 pA/pF, n=5,
p=0.02571). B/ Courants Na+ persistants des canaux WT ou porteurs des mutations D284G, A896V, C1344You
R1882X (% du courant INaT transitoire). C/ Courbes d’activation des canaux WT ou porteurs des mutations
D284G ou A896V (WT : -15.8 £1.3 mV, n=22; D284G: -14.5 +1.1 mV, n=9; A896V : -22 +2mV, n=7,
p=0.0251). D/ Courbes d’inactivation des les canaux WT ou porteurs des mutations D284G ou A896V (WT : -
51.8+1.3 mV, n=24 ; D284G : -56.6+2.4 mV, n=9 ; A896V : -59.8+1.6mV, n=8, p=0.01065). E/ Courants Na"
enregistrés en réponse a une décharge neuronale, dans les neurones exprimant les mutations SCN2A responsables
d’encéphalopathies épileptiques. Densité de courant du ler pic (WT: 34+6pA/pF, n=11; A896V: 15.8+3.5pA/pF,
n=6, p=0.00752 ; C1344Y: 13.4+1.5pA/pF, n=7, p=0.00178 ; R1882X: 13.8+2.3pA/pF, n=5, p=0.00537).
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e Etude fonctionnelle de 3 mutations SCN2A liées a la schizophrénie dans les neurones
néocorticaux en culture

"MH DI o] [o]l]] DIV
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Figure 50 : Localisation de 3 mutations SCN2A liées a la schizophrénie

Les mutations E169X, R850P et VV1282F ont eté identifiées par Caroll et coll en 2016 (Figure
50). Les seules informations données sur les patients sont qu’ils souffrent de schizophrénie et

sont 4gés de 16ans au moins.

Les enregistrements électrophysiologiques des neurones transfectés révelent que la mutation
E169X conduit & une réduction totale de la densité de courant des canaux Na,1.2. La mutation
R850P conduit a une réduction partielle de la densité de courant et la mutation V1282F n’a
aucun effet sur les courants génerés par les canaux (Figure 51A). Les mutations R850P et

V1282F n’affectent pas les propriétés biophysiques des canaux sodiques (Tableau 9).
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Figure 51 : Effets fonctionnels des mutations SCN2A identifiées chez des patients souffrant de
schizophrénie. A/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT ou porteurs des mutations
E169X, R850P ou V1282F (WT : 46.6 +6.8 pA/pF, n=29 ; E169X : pas de courant ; R850P : 16.5 £1.7 pA/pF,
n=6, p=0.02006 ; V1282F : 29 +5 pA/pF, n=14). B/ Courants Na* enregistrés en réponse a une décharge
neuronale, dans les neurones exprimant les mutations SCN2A liées a la schizophrénie.
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e Etude fonctionnelle d’une mutation SCN2A liée aux absences dans les neurones
néocorticaux en culture

La mutation G659D est une mutation faux-sens hétérozygote transmise selon le mode
autosomique dominant par le pere. Elle a ét¢ nouvellement identifiée par 1’équipe du Dr
Renzo Guerrini chez un gar¢on qui présente des absences depuis 1’age de deux ans. En dehors
des absences, 1’enfant est normal. C’est la premiére fois que ce phénotype est associé¢ a une

mutation du géne SCN2A.
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Figure 52 : Localisation de la mutation G659D liée aux absences

L’enregistrement des neurones néocorticaux en configuration cellule entiére montre que les
que les canaux porteurs de la mutation G659D ont une densité de courant fortement réduite
comparée a celle des canaux WT (Figure 53A). De plus, les courants Na* générés par les
canaux mutés en réponse a une décharge neuronale ont une densité de courant fortement
réduite par rapport a ceux générés par les canaux WT et sont a peine détectables (Figure
53B), suggérant ainsi que la mutation G659D conduit a une perte de fonction quasi-totale des

canaux Nay1.2 dans les neurones néocorticaux en culture.
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Figure 53 : La mutation SCN2A liée aux absences conduit a une perte de fonction nette des canaux Na,1.2
dans les neurones néocorticaux en culture. A/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT ou
porteurs de la mutation G659D (WT: 46.6+6.8pA/pF, n=29 ; G659D: 17.2+2.4pA/pF, n=10, p=0.06005). B/
Courants Na* enregistrés en réponse a une décharge neuronale dans des neurones exprimant les canaux WT ou

porteurs de la mutation G659D.
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L’¢tude des mutations SCN2A responsables d’EE infantiles, de schizophrénie ou encore de
crises d’absences a permis de démontrer que ces mutations conduisent a une perte de fonction
des canaux Nay1.2 dans la majorité des cas (7/9 mutations).

La perte de fonction observée est souvent la conséquence d’une réduction de la densité de
courant des canaux comme cela a été decrit précedemment pour les mutations liées a
I’autisme. En effet, les mutations G659D (absences), R850P (schizophrénie), C1344Y (EE),
R1882X (EE) induisent une réduction partielle de la densité de courant et les mutations
E169X (schizophrénie) et R1626X (EE) induisent une réduction totale de la densité de

courant des canaux Nay1.2.

e Etude de I’impact de ces 9 mutations SCN2A sur les canaux Na,1.2 WT

Afin de savoir si la dominance négative est un mécanisme partagé par toutes les mutations
SCN2A associées a une perte de fonction, nous avons co-transfectés les neurones néocorticaux
avec le canal WT et un canal porteur d’une des 9 mutations (ratiol:1)

De maniére intéressante, la densité de courant (Figure 54) et les propriétés biophysiques

(Tableau 9) des canaux WT ne sont altérées par aucune de ces mutations.
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Figure 54 : Les mutations SCN2A responsables d’EE, de schizophrénie ou d’absences n’exercent pas de
dominance négative sur les canaux WT. A/ Densités de courant des différentes co-expressions WT+Kir4.1,
WT+D284G, WT+A896V, WT+C1344Y, WT+R1626X et WT+R1882X au ratiol:1 (WT+Kir4.1: 36.3 £3.5
pA/pF, n=49 ; WT+D284G : 28.84+4.6 pA/pF, n=10 ; WT+A896V : 3714 pAlpF, n=8 ; WT+C1344Y : 27.1+2.7
pA/pF, n=13 ; WT+R1626X : 35+2 pA/pF, n=5; WT+R1882X : 31+6 pA/pF, n=10. B/Densités de courant des
neurones exprimant les canaux WT+Kir4.1, WT+E169X, WT+R850P ou WT+V1282F (WT+Kir4.1 : 36.3 +3.5
PpA/pF, n=49 ; WT+E169X : 22.8 +2.2 pA/pF, n=5; WT+R850P : 26.7 £3.5 pA/pF, n=8; WT+V1282F :
38.5 +5.6 pA/pF, n=6). C/ Densités de courant des neurones exprimant les canaux WT+Kir4.1 ou WT+ G659D
(WT+Kir4.1: 36.3+3.5pA/pF, n=49 ; WT+G659D: 27.8+8pA/pF, n=5).
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L’ensemble de ces résultats révéle d’une part que les mutations SCN2A liées aux EE, a la

schizophrénie et aux absences conduisent a une perte de fonction des canaux Na,1.2 qui est la

conséquence d’une réduction de la densité de courant dans la majorité des cas et d’autre part

qu’aucune de ces mutations n’exercent un effet de dominance négative (0/9 mutations) sur

les canaux WT comme cela a été montré pour les TSA (6/7 mutations).

Tableau 9 : Propriétés biophysiques des mutations SCN2A liées aux EE, a la schizophrénie et aux absences

Densité de courant

Potentiel de demi-activation

Potentiel de demi-inactivation

WT ou MT WT + MT WT ou MT WT + MT WT ou MT WT + MT
WT ou | 46,6 £6.8 pAIpF | 36.3£3.5 pA/pF A585L3mV [ o G oo BLELIMV [ B21:l2mV
WT+Kir4.1 (n=29) (n=49) (n=22) (n=24) (n=16)
EE
35.65.3 pAIpF | 28.8+4.6 pAlpF 145+11mV | -143+19mV 56.6 £24 MV | _ -
D284G (n=16) (n=10) (n=9) (n=8) (n=9) 53 £2 mV (n=7)
-22 2 mV -59.8 £1.6 mV
AB96V ,i‘f'ff(ﬁile) 37:+4 pA/pF (n=8) (n=7) -15 2 mV (n=6) (n=8) '56'%1:2;3 mv
pAP p=0.0251* p=0.01065*
1622 PAIPF | 57 142.7 pAspF -15.3+1.1 pAJpF -59.3+1.4 mV
C1344Y (n=7) 1% (0=8) (n=6)
p=0.04509* - - -
35+2 pAlpF -17.12.6 pAIpF -55.2+4.6 mV
R1626X Pas de courant (n=5) (n=4) (n=4)
17+1 pAJpF 3126 pA/pF -18.5+1.1 pA/pF -56.6+2.8 mV
R1882X (n=5) (210) i (n25)
p=0.02571* - - -
Schizophrénie
22.8.1+2.2 pAlpF 14732 mV 51.1+2.4mV
E169X Pas de courant (n=5) (n=4) (n=4)
16.5+L.7 pAIPF | 56 743 5 pAJpF 12,6 +1.2mV -50.4+1.8 mV
R850P (n=6) 8) (06) (1=6)
p=0.02006*
V1280 2045 pAIpF | 38.5£5.6 pA/pF 12751 mV 12.920.8 mV 492£25mV | -47.2¢15mV
(n=14) (n=6) (n=14) (n=6) (n=6) (n=6)
Absences
17.2024 pAIDF | o7 848 pAJpF -15.6 2.4 mV -54.6 £3 mV
G659D (n=6) (n=5) (n=5) (n=5)
p=0.06005

Les valeurs de potentiel présentées dans les différents résultats ne correspondent pas aux valeurs réelles car le potentiel de jonction
n’a pas été mesuré et pris en compte pour les enregistrements en voltage-clamp.
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3. Les mutations SCN2A responsables su syndrome d’Ohtahara conduisent a un gain de

fonction des canaux Nay1.2

Toutes les mutations ont été identifiées par 1’équipe du Dr Renzo Guerrini. Ce sont des

mutations nouvellement identifiées et non publiées a ce jour.

ouT

Di

) =)

A263V

R1629H

M925T M1548T

on D Div

A1316V ’
R18820|

Figure 55 : Localisation de 6 mutations du géne SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara

Tableau 10: Liste des mutations SCN2A liées au syndrome d’Ohtahara

dominante (transmise par le

pére)

Mutations Position orf | Phénotype

crises myocloniques dés 3 mois/résistance aux traitements/retard du
D284G faux-sens de novo | ¢.851 A>G ) .

développement sévere/absence du langage

crises toniques des 3°™ jour/résistance aux traitements/ retard du
AB896V faux-sens de novo €.2687 C>T ) o .

développement sévere/tétraplégie

Spasmes dés 18 mois/ résistance aux traitements jusqu’a 3 ans/déficience
C1344Y faux-sens de novo | c.4031 G>A | .

intellectuelle sévere

crises dés 2ans/résistance aux traitements/retard mental sévére/traits
R1626X non-sens de novo c.4876 C>T .

autistiques
R1882X non-sens, . ] . . ] o .

o . crises tonico-cloniques a partir de 3 ans et 9 mois/crises contrdlées avec
transmission autosomique . ) .
c.5644 C>T | I’acide valproique/ retard du développement /EEG « slow spike and wave

discharges »
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Les neurones néocorticaux exprimant les mutations M925T, A1316V, M1548T, R1629H ou
R1882Q ont une densité de courant similaire a celle enregistrée dans les neurones exprimant
les canaux WT. En ce qui concerne la mutation A263V, elle conduit a une réduction non
significative de la densité de courant (Figure 56A).

L’analyse des propriétés biophysiques des canaux telles que 1’activation, 1’inactivation et le
courant persistant révéle que seule la mutation R1882Q entraine une modification
significative. En effet, les canaux porteurs de la mutation s’inactivent a des potentiels
beaucoup plus depolarisés conduisant a un gain de fonction important des canaux Na,1.2
(Figure 56D).

Les enregistrements des courants Na* générés en réponse a une décharge neuronale montrent
que la mutation M925T augmente la densité de courant du 1* pic et que les mutations
M1548T et R1629H augmentent la densité de courant du dernier pic enregistré suggerant ainsi
que I’effet global de ces 3 mutations est un gain de fonction des canaux Na,1.2.

Les mutations A263V et A1316V n’ont pas d’impact sur les courants Na* générés en réponse

a une décharge neuronale (Figure 57).

L’ensemble de ces résultats montrent que les mutations M925T, M1548T, R1629H et
R1882Q induisent & un gain de fonction des canaux Na,1.2 dans les neurones neocorticaux en
culture. Les canaux Na,1.2 étant majoritairement exprimés au niveau du SIA des neurones
excitateurs a la naissance, un gain de fonction conduit a une hyperexcitabilité¢ de 1’ensemble

du réseau neuronal et a la génération de crises d’épilepsie chez le nouveau-ne.
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Figure 56 : Propriétés biophysiques des canaux porteurs de mutations SCN2A responsables du syndrome
d’Ohtahara dans les neurones néocorticaux en culture. A/ Densités de courant des neurones exprimant les
canaux WT ou porteurs des mutations A263V, M925T, A1316V, M1548T, R1629H ou R1882Q (WT : 46.6 £6.8
pA/pF, n=29 ; A263V : 16.9+1.7 pA/pF, n=9, p=0.05094 ; M925T : 73+19 pA/pF, n=15; A1316V : 28.5+2.5
pA/pF, n=15 ; M1548T : 41.9+7.8 pA/pF, n=15; R1629H : 43.84+8.9 pA/pF, n=10 ; R1882Q : 43.3+8.7 pA/pF,
n=11). B/ Courants Na+ persistants des canaux WT ou porteurs des mutations A263V, M925T, A1316V,
M1548T, R1629H ou R1882Q (% du courant INaT transitoire). C/ Courbes d’activation des canaux WT ou
porteurs des mutations M1548T, R1629H ou R1882Q (WT : -15.8 +1.3 mV, n=22 ; M1548T : -18.7 +2.8 mV/,
n=8 ; R1629H : -10.2 +1.3 mV, n=9 ; R1882Q : -15.2 £1.9 mV, n=9).D/ Courbes d’inactivation des canaux WT
ou porteurs des mutations M1548T, R1629H ou R1882Q (WT : -51.8 £1.3 mV, n=24 ; M1548T : -47.6 +1.8
mV, n=10 ; R1629H : -50 +3 mV, n=8 ; R1882Q : -42.8 +2 mV, n=11, p=0.0056).
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Figure 57 : Courants Na* enregistrés en réponse a une décharge neuronale, dans les neurones exprimant
les mutations SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara. Densités de courant du 1% pic (WT:
34+6pAJpF, n=11 ; M925T: 93+27pA/pF, n=7, p=0.01524) et dernier pic enregistré (WT: 6.4+1.4pA/pF, n=11 ;
M1548T: 14.8+2.9pA/pF, n=6, p=0.05021 ; R1629H: 17+4pA/pF, n=6, p=0.00379).
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La co-expression du canal WT avec chaque canal porteur d’une des 5 mutations suivantes
M925T, A1316V, M1548T, R1629H ou R1882Q n’altére pas la densité de courant des canaux
WT (Figure 58A). Ces résultats ne sont pas surprenants car aucune de ces mutations ne
conduit a une perte de fonction des canaux Na,1.2 comme cela a été décrit pour toutes les
autres pathologies etudiées précédemment. En ce qui concerne la mutation A263V qui conduit
a une réduction partielle de la densité de courant, elle n’exerce pas de dominance négative sur

les canaux WT (Figure 58A, Tableau 11).

L’analyse des propriétés biophysiques des différentes co-expressions montre que la mutation
R1882Q maodifie les propriétés biophysiques des canaux WT. En effet, les canaux WT et les
canaux mutés co-exprimés dans les neurones s’inactivent a des potentiels trés dépolarisés
(gain de fonction) et quasi-identiques a ceux des canaux exprimant la mutation R1882Q
(Figure 58C). La co-expression S487+ R1882Q supprime ’effet observé sur 1’inactivation
des canaux WT suggerant ainsi une interaction entre les canaux WT et mutés (Figure 58E).

L’ensemble de ces résultats montre que la mutation A263V, qui induit une réduction de la
densité de courant, n’exerce pas de dominance négative sur les canaux WT et que la mutation
R1882Q conduit a un gain de fonction des canaux WT di a I’interaction entre les canaux a la

membrane. Cet effet est I’inverse de la dominance négative observé dans 1’autisme.
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Figure 58: Effets des mutations SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara sur les canaux WT. A/
Densités de courant des différentes co-expressions WT+Kird.1, WT+A263V, WT+M925T, WT+A1316V,
WT+M1548T, WT+R1629H et WT+R1882Q (ratiol:1). B/ Courbes d’activation des différentes conditions
WT+Kir4.1, WT+R1882Q et R1882Q (WT+Kir4.1: -15+1mV, n=22 ; WT+R1882Q: -16.6+2.7, n=5 ; R1882Q:
-15.2£1.9mV, n=9, p=3.71). C/ Courbes d’inactivation des différentes conditions WT+Kir4.1, WT+R1882Q et
R1882Q (WT+Kird.1: -52.1+1.2mV, n=16 ; WT+R1882Q: -43.7+1.7, n=7, p=0.00528 ; R1882Q: -42.8+2mV,
n=11, p=3.71*10"). D/ Courbes d’activation des différentes conditions WT+Kir4.1, S487A+R1882Q et R1882Q
(S487A+R1882Q: -12.9+1.1, n=5. E/ Courbes d’inactivation des différentes conditions WT+Kir4.1,
S487A+R1882Q et R1882Q (S487A+R1882Q: -46.5+1.5mV, n=5).

151



152



Tableau 11 : Propriétés biophysiques des mutations SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara

Densité de courant Potentiel de demi-activation Potentiel de demi-inactivation
WT ou MT WT + MT WT ou MT WT + MT WT ou MT WT + MT
WT ou 46.6 £6.8 pA/pF | 36.3 3.5 pA/pF -15.8 £1.3 mV 115 41 mV (n=22) -51.8 £1.3 mV -52.1+1.2 mV
WT+Kir4.1 (n=29) (n=49) (n=22) * = (n=24) (n=16)
0S
A2V 16'9*&':7 gF)’A/ PF | 3044 pAKpF A8+2mV | -16.3+1.7 pAlpF 48+4mV | 505425 pAlpF
0=0.05094 (n=17) (n=8) (n=10) (n=6) (n=10)
MO25T 7319 pAlpF 485%2{’5‘/ pF* -19.2 1.6 mV -185+1.1mV -53 +2 mV -56.6 +2.8 mV
(n=15) p=0.03297 (n=9) (n=12) (n=7) (n=8)
Al316y | 28:5%25PAIPF | 43.3£6.6 pA/pF -15.9 0.9 mV -13.7+1.3mV -53.4 +1.1 mV -49.6 1.6 mV
n=15 n= n=1 n=7 n=11 n=7
9 2
41.9+7.8 pA/pF 46.1+9.1 pA/pF -18.7 £2.8 mV -11.4 £0.7 mV -47.6 £1.8 mV ) _
M1548T (n=15) (n=9) (n=9) (n=6) (n=10) 51 +2 mV (n=5)
R1620H 43.8+8.9 pA/pF | 2545 pA/pF (n=5) -10.2 #1.3 mV -10.6 1.4 mV -50 £3 mV -46.2 1.4 mV
n=1 n= n=5 n= n=5
0 9 8
-42.8 £2 mV
Risszo | 433287 PAIF | 404185 pAIpF 452419mV | -16.6 2.7 mV (n=11) '43'zni11'17)mv
(n=11) (n=7) (n=9) (n=5) p=0.0056**
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4. Larécupération de la densité de courant des canaux Na,1.1 présentant des défauts
d’adressage a la surface cellulaire n’est pas la conséquence d’une interaction o-o

Comme nous avons pu le voir précédemment, les mutations SCN2A dans 1’autisme ont pour
conséquence une réduction importante de la densité de courant des canaux Na,1.2 dans les
neurones néocorticaux en culture. Ce que nous observons pour les mutations SCN1A dans la
migraine est différent. En effet, la densité de courant des canaux mutés présentant des défauts
de repliement et/ou trafic cellulaire est partiellement ou totalement récupérée dans les
neurones néocorticaux, suggérant ainsi une augmentation du nombre de canaux a la surface

cellulaire.

De plus les mutations SCN2A exercent un effet de dominance négative sur les canaux WT.
Notre hypothése, sur laquelle nous travaillons actuellement a partir de marquages
immunocytochimiques, repose sur le fait que les canaux mutés interagissent avec les canaux
WT dans le RE avant d’étre dégradés. Une partie des canaux WT est alors dégradée d’ou la
réduction de la densité de courant de ces canaux en présence des canaux mutés.

Par conséquent, le mécanisme identifié dans la MHF-3 pourrait étre opposé a celui que nous
proposons dans 1’autisme. En effet, la récupération de la densité de courant dans les neurones
des canaux porteurs de mutations SCN1A pourrait &tre aussi la conséquence d’une interaction
entre les canaux mutés et les canaux Na,1l.1 endogeénes. Cette interaction pourrait faciliter

I’adressage des canaux mutés a la surface cellulaire.

Pour vérifier notre hypothése, nous avons co-transfecté les canaux porteurs de la mutation
L1649Q ou L1670W et les canaux WT dans des cellules tsA-201 incubées a 37°C au ratio
1:1. Les canaux mutés sont résistants a la TTX (mutation F383S) contrairement aux canaux
WT. Ainsi, en ajoutant 1uM de TTX dans notre solution extracellulaire d’enregistrement,
nous pouvons bloquer les canaux WT et enregistrer seulement les canaux mutés. Comme
condition contréle, nous avons co-transfectés les canaux mutés avec un plasmide vide au ratio
1:1. Nos données révélent que la densité de courant des canaux porteurs des mutations
L1649Q ou L1670W n’est pas restaurée par la présence des canaux WT dans les cellules tsA-
201 (Figure 59).
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L’ensemble de ces résultats montre que la récupération de la densité de courant de ces 2
mutations dans les neurones néocorticaux en culture n’est pas la conséquence d’une

interaction a-a.

200 ~

150

100

CD (pA/pF)

50

Figure 59: Densités de courant des co-expressions Na,1.1 dans des cellules tsA-201 incubées a 37°C
(L1649Q-F383S+pcdm8  vide: 13.6+0.7pA/pF, n=8; L1649Q-F383S+WT+TTX: 11.2+1.1pA/pF, n=9;
L1670W-F383S+pcdm8 vide: 12.7+1. 9pA/pF, n=4; L1670W-F383S+WT+TTX: 8.2+1.3pA/pF, n=5;
L1670W-F385S+WT: 149+47pA/pF, n=3).
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V. CONCLUSION GENERALE
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La premiére partie de ma thése a permis d’identifier la 2°™ mutation MHF-3 (L1670W) qui
conduit & un gain de fonction aprés « correction » des défauts d’adressage a la surface
cellulaire. Notre équipe a ainsi décrit deux mécanismes différents en ce qui concerne les
mutations SCNIA qui présentent des défauts de repliement et/ou de trafic cellulaire et qui ne
peuvent pas rejoindre la surface de la cellule. D’une part il y a les mutations SCNIA4 liées a
I’épilepsie et qui conduisent & une perte de fonction des canaux Nayl.] méme apres
« correction » des défauts et d’une autre part, les mutations SCNIA4 liées a la MHF-3 qui
conduisent a un gain de fonction des canaux Nayl.1 aprés « correction » des défauts
d’adressage a la surface. Nous avons aussi montré que la récupération de la densité de courant
de ces mutations dans les neurones néocorticaux en culture n’est pas due a une interaction

entre les canaux mutés et les canaux Nay1.1 endogénes.

La seconde partie de ma thése a permis I’identification d’un nouveau mécanisme des
mutations SCN24 liées aux TSA et appelé la dominance négative. Tout d’abord, nous avons
montré que la majorité¢ (6/7) des mutations SCN24 liées aux TSA conduit a une perte de
fonction totale ou quasi-totale des canaux Na,1.2. De plus, la co-expression des canaux mutés
avec les canaux WT conduit a une réduction de la densité de courant des canaux WT, ce qui
signifie qu’en plus de conduire a une perte de fonction importante, les mutations SCN2A4

exercent un effet de dominance négative sur les canaux WT.

De plus, nous avons montré que les mutations SCN2A4 responsables d’EE infantiles, de
schizophrénie et d’absences conduisent dans la majorité des cas a une perte de fonction des
canaux Na,l.2 et qu’aucune de ces mutations n’exerce de dominance négative sur les canaux
WT. Par conséquent, I’ensemble des résultats obtenus avec les mutations SCN24 permettent
de définir la dominance négative comme étant un mécanisme spécifique des TSA. La perte de
fonction dans les TSA est donc plus importante que celle observée dans les autres pathologies.
Enfin, la majorité (4/6) des mutations SCN2A4 responsables du syndrome d’Ohtahara

conduisent a un gain de fonction des canaux Na,1.2.
Ainsi, nos résultats ont permis d’identifier un nouveau mécanisme pathologique des mutations

SCN2A responsables de troubles du spectre de I’autisme et de mieux comprendre les

mécanismes pathologiques des encéphalopathies épileptiques néonatales et infantiles.
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VI. DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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1. Le gain de fonction des canaux Nay1.1 présentant des défauts d’adressage a la surface
cellulaire n’est pas la conséquence d’une interaction a-o

Nous avons identifi¢ 2 mutations SCN/A4 a I’origine de la MHF-3 conduisant a la formation
de canaux présentant des défauts d’adressage a la surface cellulaire. En transfectant les
canaux mutés dans les neurones en culture, ces défauts sont en partie « corrigés » puisque
nous récupérons partiellement la densité de courant. Alors que nous pensions que cette
récupération pouvait étre la conséquence d’une interaction entre les canaux mutés et les
canaux WT endogenes, nos données montrent que ce n’est pas le cas. Par conséquent, d’autres
protéines endogenes exprimées dans les neurones néocorticaux doivent interagir avec les
canaux et leur permettre de rejoindre la surface de la cellule. En effet, la co-expression des
protéines telles que les sous-unités f3, ’ankyrine G et la calmoduline dans les cellules tsA-201

permet une récupération de la densité (Cestele et coll., 2013b).

En 2012, notre équipe a montré que des canaux Na,l.1 porteurs de mutations responsables du
syndrome de Dravet entrainent une réduction de la densité¢ de courant des canaux Na,l.6
(Bechi et coll., 2012). En effet, les séquences des sous-unités o sont homologues, ce qui
suggere que les canaux Na,l.1 mutés peuvent interagir avec les canaux Na,1.2, Na,1.3 ou
Na,1.6 et impacter leur adressage a la surface cellulaire. Il serait intéressant d’étudier I’impact
des mutations SCN1A responsables de ’épilepsie et de la MHF-3 conduisant a la formation de
canaux avec des défauts de repliement et/ou trafic cellulaire sur les canaux sodiques potentiel-

dépendants exprimés dans le cerveau.

2. Ladominance négative : un mécanisme spécifique des troubles du spectre de 1’autisme
(TSA) sans epilepsie

Nous avons montré que les mutations SCN2A4 responsables de TSA entrainent une réduction
importante de la densité de courant conduisant a une perte de fonction des canaux sodiques
potentiel-dépendants hNa,1.2. Ces canaux sont majoritairement exprimés dans les neurones
excitateurs, ce qui signifie qu’une perte totale de leur fonction va entrainer une diminution de

I’excitabilité neuronale.

La réduction de la densité de courant peut étre la conséquence : 1/ de défauts de repliement du

canal détectés par le contrdle qualité du réticulum endoplasmique (RE) entrainant les canaux a
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la dégradation par le protéasome 2/ d’une modification de la conformation masquant un motif
indispensable a ’adressage des canaux a la surface cellulaire ainsi ils s’accumulent dans le
RE avant d’étre dégradés 3/ de canaux pas conductibles mais exprimés a la membrane
plasmique contrairement aux hypothéses 1 et 2 ou les canaux ne rejoignent pas la surface de

la cellule.

Nous proposons que les mutations SCN24 dans les TSA conduisent soit a des défauts de
repliement soit a des défauts de trafic cellulaire ayant pour conséquence un défaut
d’expression des canaux Nay1.2.

Pour vérifier notre hypothése, nous réalisons actuellement des marquages
immunocytochimiques sur des cellules HEK transfectées avec les canaux WT ou mutés.
Grace a un marqueur membranaire spécifiques des lignées cellulaires, nous pouvons savoir si
les canaux porteurs des mutations sont localisés a la membrane ou non. Un autre objectif est
de marquer le RE avec un anticorps dirigé contre la calnexine et d’observer s’il y a ou non co-

localisation des canaux mutés avec le RE.

De plus et pour la premicre fois, nous avons montré que les mutations SCN24 liées a
I’autisme exercent une dominance négative sur les canaux WT. La co-expression des canaux
WT avec chaque canal porteur d’une des 6 mutations, entrainant une perte de fonction,
conduit a la réduction de la densité de courant des canaux WT. Cet effet peut étre empéché
par D’inhibition de I’interaction entre deux sous-unités a suggérant ainsi que la dominance
négative observée dans 1’autisme est la conséquence d’une interaction entre les canaux WT et
les canaux mutés. Notre hypothese est que cette interaction se déroule au niveau du RE avant
que les canaux mutés ne soient dégradés par le protéasome, ce qui a pour conséquence
d’entrainer certains canaux WT a la dégradation et donc d’en avoir moins a la membrane

plasmique.

Des ¢tudes récentes sur les mutations du géne SCN54 identifiées chez des patients atteints du
syndrome de Brugada viennent renforcer nos résultats sur la dominance négative des
mutations SCN24 dans I’autisme.

Le syndrome de Brugada fait partie des syndromes responsables de troubles du rythme
cardiaque. Il se caractérise par un aspect anormal de 1’¢électrocardiogramme et un risque de

mort subite par trouble du rythme cardiaque gravissime (fibrillation ventriculaire).
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En 2012, Clatot et coll ont étudié 1’effet fonctionnel des mutations R104W et R121W situées
sur le géne SCN5A de patients souffrant du syndrome de Brugada. A partir d’enregistrements
électrophysiologiques sur des cellules HEK et de marquages immunocytochimiques sur des
cardiomyocytes de rat transfectés, le groupe a montré d’une part que les mutations entrainent
une réduction totale de la densité de courant des canaux Na,1.5 et d’autre part que cette
réduction est due a la rétention des canaux mutés dans le RE (Clatot et coll., 2012).

De plus, la co-expression des canaux WT et des canaux mutés (ratio 1:1) montre que les
mutations R104W et R121W conduisent & une réduction de la densité de courant des canaux
WT d’environ 80% suggérant ainsi un effet de dominance négative. Les auteurs montrent que
la dominance négative exercée par ces mutations est la conséquence d’une altération du trafic
cellulaire des canaux WT due a leur rétention dans le RE en présence des canaux mutés. Ces
résultats sont cohérents avec notre hypothése selon laquelle la dominance négative observée
dans ’autisme est due a un défaut d’expression des canaux WT causé par leur rétention dans

le RE en présence des canaux mutés.

En 2011, le groupe de Watanabe étudie I’effet fonctionnel de 3 mutations dont la mutation
faux-sens hétérozygote R367H identifiée chez un patient atteint du syndrome de Brugada
(Hong et coll, J Cardiovasc Electrophysiol 2004). Cette mutation est treés intéressante pour
notre étude car elle est homologue a la mutation R379H que nous avons étudié et qui, en plus
de conduire a une perte de fonction quasi-totale, exerce un effet de dominance négative sur les
canaux WT Na,1.2. En effet, la boucle extracellulaire reliant les segments S5 et S6 de DI
contient une partie réentrante formant le pore et qui se situe entre les résidus 358-382 et 370-
394 pour les canaux Na,l.5 et Na,l.2 respectivement. La comparaison des séquences
primaires indique que les résidus sont homologues.

Les enregistrements électrophysiologiques des cellules tsA-201 révelent que la mutation
R367H conduit a une réduction totale de la densit¢ de courant des canaux Na,l1.5. (Figure
60A) (Selga et coll., 2018). Ces résultats sont similaires a ceux que nous avons obtenus pour
la mutation R379H suggérant ainsi que les mutations situées sur des résidus hautement
conservés peuvent avoir un mécanisme commun entre les différentes sous-unités a. En
revanche, la biotinylation de la surface des cellules tsA-201 transfectées révele que
I’expression des canaux a la membrane n’est pas impactée par la mutation, suggérant ainsi
que I’effet de dominance négative des canaux R367H sur les canaux WT a lieu au niveau de

la surface cellulaire (Figure 60B).
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Figure 60: La mutation R367H située sur le géne SCN5A4 conduit & une réduction totale du courant Na+ et
exerce une dominance négative sur les canaux WT.A/ gauche, traces représentatives des courants Na+
enregistrés en réponse a des potentiels dépolarisants dans des cellules tsA-201 transfectées avec le canal Navl.5
WT soit avec le canal porteur de la mutation R367H soit avec les canaux WT+Mutants (ratio 1:1). A droite,
courbes courant/voltage des canaux WT ou WT+Mutants. B/ Diagramme montrant I’expression relative des
canaux Navl.5 a la surface cellulaire obtenue par détection Western Blot aprés biotinylation de la surface des
cellules transfectées (Selga et coll., 2018).

L’ensemble des études suggerent que la dominance négative peut étre la conséquence d’une
interaction entre les sous-unités o dans le RE ou a la surface cellulaire.

A ce jour, notre objectif principal est de quantifier le nombre de canaux WT présents a la
membrane plasmique en présence des canaux mutés afin d’identifier le ou les mécanismes qui
conduisent a la négative dominance des mutations SCN2A. Nous réalisons actuellement des
marquages immunocytochimiques sur des cellules tsA-201 co-transfectées avec les canaux
WT et mutes.

Les mutations T1420M et R1635Q conduisent a une perte de fonction des canaux Na,1.2 mais
n’exercent pas de dominance négative

La mutation T1420M identifiée chez un patient autiste conduit a une perte de fonction des
canaux moins importante que pour les autres mutations SCN2A liées aux TSA car elle modifie
les propriétés biophysiques du canal sans affecter son expression a la surface cellulaire. En
revanche, la mutation n’exerce aucune dominance négative sur les canaux WT, que ce soit sur
la densité de courant ou sur les propriétés biophysiques. Cela peut s’expliquer par le fait que

les informations sur le phénotype du patient porteur de la mutation T1420M ne sont pas
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détaillées : il s’agit d’un garcon de 9 ans autiste sans retard du développement (lossifov et
coll., 2014). 1I est n’est pas impossible qu’un phénotype épileptique soit passé inapergu chez
ce patient autiste. Ce détail est un élément clé car nous proposons la dominance négative
comme mécanisme des TSA sans épilepsie.

En effet, dans notre étude, nous avons analysé 1’effet fonctionnel de la mutation R1635Q.
Cette mutation conduit a une perte de fonction importante des canaux Nay1.2 (I’inactivation
se met en place a des potentiels plus hyperpolarisés) mais n’exerce aucune dominance
négative sur les canaux WT. Il est important de noter que cette mutation a été decrite dans un
premier temps comme étant responsable de TSA « purs » mais une analyse approfondie du
spectre phénotypique du patient a révélé des décharges épileptiques durant le sommeil
suggérant ainsi que la mutation R1635Q est responsable de TSA associés a 1’épilepsie. Nous
avons obtenu ces données car cette mutation a été identifiée par 1’équipe du Dr Renzo
Guerrini avec qui nous collaborons. Il se peut donc que le patient porteur de la mutation
T1420M décrite dans la littérature ait un phénotype similaire ce qui expliquerait I’absence de

dominance négative.

La dominance négative : un mécanisme spécifique des TSA sans épilepsie

Les mutations SCN2A responsables de TSA sans épilepsie conduisent a la fois a une perte de
fonction totale des canaux Na,1.2 et a une dominance négative des canaux WT. Il en résulte
une perte de fonction de plus de 50% des canaux Na,1.2 dans les neurones excitateurs et une
hypoexcitabilité plus importante du réseau neuronal.

De plus, nos données sont cohérentes avec celles obtenues sur le phénotype des souris
hétérozygotes pour le gene SCN2A, proposées comme modele de ’autisme. Les différentes
études sur le comportement de ces souris révelent des déficits mineurs au niveau de
I’apprentissage chez les males, des déficits au niveau des préférences sociales chez les
femelles seulement (Spratt et coll., 2019) ainsi que des déficits de la communication et de la
mémoire mais qui s’atténuent a 1’age adulte (Lena and Mantegazza, 2019).

Par conséquent, les souris SCN2A*" ne reproduisent que partiellement le phénotype
autistique. Ces résultats semblent cohérents a partir du moment ou nous proposons une perte
de fonction supérieure a 50% comme mécanisme pathologique des TSA.

Enfin, Spratt et coll ont montré que dans les neurones matures des souris hétérozygotes
SCN2A*", la rétropropagation des PA vers les dendrites et la fonction des synapses
excitatrices sont altérées. Les neurones de ces souris SCN2A*" ont des épines dendritiques
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morphologiquement immatures. Ce déficit observé au niveau des dendrites est souvent
associé aux TSA. En effet, les données obtenues a partir de modeéles animaux mais aussi a
partir de cerveau humain post-mortem de patients autistes indiquent une réduction de la taille
et du nombre des dendrites accompagnée d'une altération de leur morphologie (Martinez-
Cerdeno, 2017).

L’étape suivante dans ce projet est donc la génération d’un modeéle de souris transgénique
exprimant sur un allele une des 6 mutations SCN2A responsable d’une dominance négative
sur les canaux WT. Il faudra étudier le comportement de ces souris afin de valider ou non le
phénotype autistique sans épilepsie. Ensuite, il faudra comparer les propriétés
électrophysiologiques des neurones corticaux excitateurs et inhibiteurs de ces souris avec
celles des souris hétérozygotes SCN2A*" (Spratt et coll., 2019). Si la dominance négative se
retrouve chez la souris, I’hypoexcitabilit¢ des neurones excitateurs devrait é&tre plus
importante que celle observée chez les souris SCN2A*", la transmission synaptique excitatrice
encore plus impactée et le nombre de dendrites immatures pourrait étre augmenté.
L’aggravation de ces déficits pourrait conduire a un phénotype autistique plus prononcé que

celui observé chez les souris haploinsuffisantes pour le gene SCN2A.

Nous avons utilisé deux stratégies différentes pour inhiber I’interaction entre les canaux via la
protéine 14.3.3 : la difopéine pour bloquer la protéine ou I’insertion de la mutation S487A sur
le canal WT pour empécher sa fixation (Clatot et coll., 2017).Cela nous a permis de montrer

que la dominance négative observée dans 1’autisme était la conséquence d’une interaction o-o

Mais la protéine 14.3.3 est une protéine ubiquitaire interagissant avec de nombreuses autres
protéines et la bloquer in vivo entrainerait des effets délétéres. C’est pour cela que nous avons
élaboré une troisiéme stratégie pour inhiber l'interaction a-ao in vivo.

Nous avons validé cette stratégie par des tests in vitro et nous pensons pouvoir I’appliquer in
Vivo afin de connaitre 1’effet de 1’inhibition de I’interaction des canaux WT avec les canaux
mutés sur le modéle animal. Pour des raisons de confidentialité, cette stratégie qui pourrait

aboutir a une voie thérapeutique, n’est pas présentée dans le manuscrit.

Un autre point a souligner dans ces résultats est I’absence d’effet de la difopéine et de la
mutation S487A sur les canaux WT suggérant ainsi que la dimérisation de ces canaux n’a

aucun role physiologique, du moins a I’échelle cellulaire dans notre mod¢le d’étude.
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Il serait donc intéressant d’étudier I’impact de la séparation des dimeres formés par les canaux
Na, a partir d’enregistrements électrophysiologiques sur tranches et de marquages
d’immunohistochimie. La dimérisation pourrait étre importante pour la formation de clusters
des canaux Na, au SIA et aux nceuds de Ranvier, facilitant ainsi la génération et la

propagation des PA le long de 1’axone.

3. Lamajorité des mutations SCN2A responsables d’EE infantiles conduisent a une perte
de fonction des canaux Nav1.2, sans dominance négative

Les mutations SCN2A responsables d’EE infantiles conduisent a une perte de fonction
partielle (A896V, C1344Y et R1882X) ou totale (R1626X) des canaux Na,1.2 dans les
neurones néocorticaux en culture. Toutefois, il semble que les mutations C1344Y et R1882X
aient une capacité a soutenir les décharges, cet effet pouvant étre la conséquence d’une
augmentation du courant sodium persistant. Les résultats obtenus ne sont cependant pas
significatifs. De maniére générale, nos résultats sont en accord avec ceux décrits réecemment
dans la littérature. En effet, en 2018, Berecki et coll étudiaient 1’effet de la mutation
récurrente de novo R853Q, retrouvée chez 12 patients atteints de spasmes infantiles associés a
un retard développemental (Berecki et coll., 2018). Des expériences de patch-clamp sur
lignées cellulaires et de dynamic-clamp ont permis de mettre en évidence que cette mutation
induit une diminution de la densité de courant, un déplacement de la courbe d’inactivation
vers des potentiels plus hyperpolarisés et une diminution de la fréquence de décharge, le tout

conduisant a une perte de fonction des canaux Na,1.2.

De plus, les mutations C1344Y, R1626X et R1882X conduisant a une réduction de la densité
de courant des canaux, comme la majorité des mutations SCN2A liées a 1’autisme, n’exercent
aucun effet de dominance négative sur les canaux WT. 1l est possible que les canaux porteurs
de ces mutations soient présents a la membrane. Nous travaillons actuellement sur cette
hypothése a partir de marquages immunocytochimigues.

L’ensemble de ces résultats suggerent que les mutations responsables d’EE infantiles
conduisent a une perte de fonction, inférieure ou égale a 50%, des canaux Na,1.2.

La perte de fonction des canaux Na,1.2, exprimés principalement dans les neurones
excitateurs, entraine une diminution de la composante excitatrice de I’ensemble du réseau

neuronale.
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Mais comment expliquer la génération des crises d’épilepsie chez ces patients si le réseau est

hypoexcité ?

Les crises d’épilepsie chez les patients porteurs des mutations C1344Y, R1626X et R1882X
apparaissent respectivement a 1’age de 18mois, 2ans et un peu moins de 4ans.

Or, entre la 2°™ et la 3°™ semaine post-natale chez la souris, les canaux Nay,1.2 au SIA distal
sont remplaces par les canaux Na,1.6 (Boiko et coll., 2003). Chez I’homme, cette période
correspond a 1-2ans d’age, ce qui signifie que lorsque les crises des patients apparaissent, les
canaux Na,1.2 ne sont plus les seuls responsables de I’initiation et de la propagation des PA
dans les neurones. Par conséquent, la perte de fonction des canaux Nay1.2 conduisant a une
hypoexcitabilité des neurones excitateurs, allant a I’encontre de I’hyperexcitabilité corticale et
du mécanisme pathologique de 1’épilepsie, ne peut pas étre directement responsable des crises
chez les patients SCN2A atteints d’EE infantiles. La perte de fonction des canaux Nay,l.2
pourrait induire un mécanisme de compensation tres tot au cours du développement tel qu’une
augmentation de I’expression des canaux sodiques potentiel-dépendants Na,1.6 ou une
réduction de 1’expression des canaux potassiques potentiel-dépendants K,7.2/K,7.3 au SIA.
L’¢étude d’un modele de souris transgénique exprimant une de ces mutations permettrait de
quantifier ’expression des différents canaux et de confirmer ou non I’existence d’un

mécanisme de compensation.

4. Les mutations SCN2A responsables du syndrome d’Ohtahara

Les mutations M925T, M1548T, R1629H et R1882Q conduisent a gain de fonction clair des
canaux Na,l1.2. Il en résulte une hyperexcitabilité des neurones excitateurs pouvant étre a

I’origine des crises d’épilepsie chez les patients.

En effet, chez les patients atteints d’EE néonatales, les crises apparaissent dés le 1% jour de
vie et au plus tard une semaine apres la naissance. A ce stade du développement, les canaux
Na,1.2 sont les seuls canaux sodiques potentiel-dépendants présents au SIA des neurones
excitateurs. Cela signifie qu’un gain de fonction des canaux Na,1.2 va entrainer une
augmentation de 1’excitabilité neuronale et la génération de crises d’épilepsie a un stade
précoce du développement.

Ces résultats sont cohérents avec 1’étude cliniques menée par Wolff et coll visant a comparer

les effets des traitements anti-épileptiques sur des patients porteurs de mutations SCN2A et

167



atteints d’EE précoce ou tardive. L’étude fonctionnelle de 4 mutations leur permet de corréler
le gain de fonction aux EE précoces et la perte de fonction aux EE tardives.

Les patients atteints d’EE précoces, avec des crises apparaissant avant 1’age de trois mois
répondent bien aux bloqueurs des canaux sodium tandis que les patients présentant des formes
d'apparition tardive (crises aprés 3mois) ne répondent pas bien aux bloqueurs des canaux
sodiques suggérant ainsi une corrélation entre I’effet fonctionnel de la mutation, le début des

crises et la réponse aux traitements (Wolff et coll., 2017).

Les mutations A263V et A1316V responsables du syndrome d’Ohtahara n’ont pas d’impact
sur la fonction des canaux Na,1.2

Les mutations A263V et A1316V ne conduisent pas & un gain de fonction des canaux Na,1.2.
Cela pourrait s’expliquer par le fait que certaines mutations des génes codant pour les sous-
unités a peuvent avoir un effet plus important lorsqu’elles sont exprimées dans 1’isoforme
néonatal. Récemment, Thompson et coll ont montré que les mutations T236S, E999K et
S1336Y situées sur le géne SCN2A et identifiees chez des patients atteints d’EE précoces
incluant le syndrome d’Ohtahara ont un effet plus prononcé dans I’isoforme néonatal
(Thompson et coll., 2020). Les enregistrements électrophysiologiques de lignées cellulaires
transfectées révelent des dysfonctionnements plus importants dans I’isoforme néonatal par
rapport a ceux observés dans l'isoforme adulte.

Ainsi, il n’est pas impossible que les mutations A263V et A1316V conduisent a un gain de

fonction dans 1’isoforme néonatal.

Dans notre étude, la mutation D284G a été regroupée dans les EE infantiles. Nos résultats
indiquent que la mutation n’a aucun effet sur les canaux Nay1.2 contrairement aux autres EE
infantiles qui conduisent a une perte de fonction. Or, le patient présente des crises d’épilepsie
des I’age de trois mois, ce qui correspond a la limite entre EE précoce et EE tardive proposée
par Wolff et coll (Wolff et coll., 2017). 1l serait donc intéressant d’étudier 1’effet de la

mutation sur I’isoforme néonatal.

Il est important de noter que la mutation A263V, située sur le gene SCN2A et responsable du
syndrome d’Ohtahara, a déja été insérée dans un modeéle de souris reproduisant le phénotype
de la sclérose en plaque dans le but d’étudier le role des canaux sodiques Na, dans la

neuroinflammation. L’enregistrement des neurones pyramidaux de la région CAl de
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I’hippocampe entre P10-P12 montre que la mutation A263V augmente le nombre de PA
générés en réponse une injection de courant suggérant ainsi que la mutation conduit & une

hyperexcitabilité neuronale (Schattling et coll., 2016).

La mutation R1882Q responsables du syndrome d’Ohtahara induit un gain de fonction des
canaux WT

La co-expression des canaux porteurs de la mutation R1882Q avec les canaux WT induit un
déplacement de la courbe d’inactivation des canaux WT vers des potentiels dépolarisés
pouvant étre supprimé par 1’inhibition de I’interaction entre les sous-unités a. Cela signifie
que les canaux mutés conduisant a un gain de fonction, induisent aussi un gain de fonction des
canaux WT. Ce « double » gain de fonction pourrait conduire a une hyperexcitabilité encore
plus importante des neurones excitateurs a la naissance et donc a un phénotype encore plus
grave. Dans notre étude, la mutation R1882Q est celle qui a I’effet le plus important sur les
propriétés biophysiques des canaux Nay1.2. Il n’est donc pas impossible que ce mécanisme se
retrouve pour d’autres mutations Ohtahara dans 1’isoforme néonatal dans lequel il a été

montré que I’effet des mutations liées aux EE néonatales est plus prononcé (Thompson et

coll., 2020).

5. Les mutations SCN2A liées aux autres pathologies

Les mutations SCN2A liées a la schizophrénie, E169X et R850P, conduisent a une perte de
fonction des canaux Nay1.2 tandis que la mutation V1282F ne semble pas avoir d’effet.

En revanche, elles n’induisent pas un effet de dominance négative des canaux WT. Cela
signifie que les mécanismes sont a l‘origine de la schizophrénie sont différents de ceux de
I’autisme méme si les patients partagent des symptdomes communs tels que le retrait social et
les problemes de langage. De plus, il faudrait plus de mutations SCN2A liees a la
schizophrénie pour définir un mécanisme pathologique mais aussi avoir plus de
renseignements sur le phénotype des patients.

A ce jour, la mutation G659D responsable d’absences et identifiée par le Pr Renzo Guerrini
est la seule mutation associée a ce phénotype. Tout comme les mutations SCN2A associées a

la schizophrénie, il faudrait plus de mutations pour définir un mécanisme pathologique.

Pour conclure, nos résultats ouvrent la voie a de nouvelles perspectives thérapeutiques pour

les mutations du géne SCN2A responsables de I’autisme et a de nouvelles perspectives de
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recherche pour les mutations SCN2A liées aux encéphalopathies épileptiques néonatales et

infantiles.
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Annexe 1 : Graphique a points des cellules tsA-201 transfectées avec le canal Nav1l.2-HA (A et B) ou
TREK-HA (C et D). En bas a gauche sont représentées les cellules négatives (non marquées par I’anticorps anti-HA)
et en bas a droite sont représentées les cellules positives au tag HA. Dans les conditions A et C, le tag HA est marqué
avec un anti-tag HA conjugué au FITC et dans les conditions B et D le tag HA est marqué avec un anti-tag HA mouse

puis un anti-mouse Alexa 488.
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Annexe 2: Quantification de Dintensité de fluorescence des marquages
immunocytochimiques des neurones transfectés avec les canaux R379H, R937H,
G1013X ou L1314P. L’analyse a été réalisée sur Image J. L’intensité de fluorescence

des canaux mutés est normalisée par rapport a l’intensit¢ d’un marquage somato-
dendritique anti-MAP2.
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