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Résumé

Les Encéphalopathies Epileptiques Précoces (EEP) sont des pathologies rares et sévéres
caractérisées par I'association de crises fréquentes commencant dans les trois premiers mois de vie
accompagnées d’un EEG intercritique altéré. Le pronostic de ces patients est tres défavorable et il
n’existe a I’heure actuelle aucun traitement pour ces pathologies. Au cours de la caractérisation
génétique d’une cohorte de 402 patients atteints d’EEP, nous avons mis en évidence une délétion
de 19,9 kilobases localisée en Xp11.23 chez un garcon et 34 mutations de novo du géne KCNQ2
(Potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 2). La premiére partie de mon
projet a consisté en I'étude de la pathogénicité de la délétion Xp11.23, qui implique trois genes
dont WDR45 (WD repeat 45). Les mutations de ce gene ont été récemment décrites dans une
dégénérescence neuronale avec accumulation de fer (BPAN). Cette pathologie a été décrite
presque exclusivement chez des patients de sexe féminin et seulement 3 cas de garcons sont
reportés, ce qui suggére une mortalité précoce au cours du développement. Le diagnostic initial,
chez ce patient, montre une IRM normale avec un phénotype d'EEP et I'accumulation de fer a été
détectée chez ce patient a partir de 5 ans. Ce travail m’a permis de décrire le premier patient
atteint d’EEP porteur d’une délétion de WDR45. La deuxiéme partie de mon projet a concerné
I’étude fonctionnelle de deux mutations du géne KCNQ2 qui code pour un canal potassique
dépendant du voltage. Au cours de ce travail, nos résultats ont montré que les mutations du gene
KCNQ2 sont impliquées dans deux mécanismes physiopathologiques, une délocalisation
subcellulaire et un gain de fonction du canal. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives en
terme de compréhension de la pathologie et de thérapies qui peuvent étre proposées. Une
derniére partie de mon projet a consisté en I'élaboration de nouveaux modeles in vitro, j’ai mis au
point des lignées stables exprimant KCNQ2 qui permettront le criblage de molécules
thérapeutiques a haut-débit, ainsi que des progéniteurs neuronaux différenciés a partir de cellules
souches pluripotentes induites issues de la reprogrammation de fibroblastes de patients mutés
pour le géne KCNQ2.

Abstract

Early onset epileptic encephalopathies (EOEE) are rare and severe disorders, characterized by
frequent motor seizures occurring before three months of age associated with an altered interictal
EEG pattern. The prognosis is poor and this form of epilepsy is largely drug resistant. During the
course of the genetic characterization of a cohort of 402 EOEE patients, we identified a de novo
deletion located at Xp11.23 in a male patient and 34 KCNQZ2 de novo mutations. The first part of my
project consisted in the study of the pathogenicity of the Xp11.23 deletion that encompasses three
genes including WDR45 (WD repeat 45). Mutations in the WDR45 gene been have recently
identified in patients suffering from neurodegeneration with brain iron accumulation. WDR45
mutations have been almost exclusively found in females and only three male cases have been
described to date, suggesting lethality in male. Our patient with the Xp11.23 deletion presented a
normal MRI and the EOEE phenotype was predominant. Iron accumulation began only at 5 years.
My work reveals that deletions of WDR45 are viable in males and can be diagnosed as EOEE. The
second part of my project was aimed at the functional study of two KCNQ2 gene mutations. This
gene encodes the voltage-dependent potassium M channel Kv7.2 subunit. During this work, my
results showed that those mutations were involved in new pathological mechanisms, namely a
mislocalization or gain of function of the channel. Those results provide new perspectives in term of
disease knowledge and therapy. The last part of my project consisted in the development of two
new in vitro models for the study of KCNQ2 mutations: stable cell lines expressing the Kv7.2
channel for high-throughput screening of drugs and the production of neurons from induced
pluripotent stem cells arising from reprogrammed patient fibroblasts.
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EEG : Electroencéphalogramme

EEP : Encephalopathies Epileptiques Précoces
EGF : Epidermal growth factor

EMP : Encéphalopathie myoclonique précoce
GABA : Acide gamma-aminobutyrique

GEF : Guanine Nucleotide Exchange Factor
GFAP : Glial fibrillary acidic protein

GPI : glycophosphatidyl inositol

HEK : Human Embryonic Kidney 293

HoloCaM : Holo-Calmoduline



ICC : immunocytochimie

IP3 : Inositol triphosphate

iPS : cellules souches pluripotentes induites

IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique

MAHP : medium afterhyperpolarisation

MCD : Malformation du développement cortical
MMPSI : Epilepsie focale migrante de I'enfance
Nav : Canaux sodiques dépendants au voltage

OS : Syndrome d’Ohtahara

PIP2 : Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2)
PKC : protéine kinase C

PLC : phospholipase C

PNKP : Polynucleotide kinase 3-Prime Phosphate
PPSE : Potentiel post-synaptique excitateur

PPSI : Potentiel post-synaptique inhibiteur

shRNA : Small hairpin RNA (ARN en épingle a cheveux)
SW : Syndrome de West

SWI : Susceptibility Weighted imaging (Séquence de susceptibilité magnétique)
TCC1 : tetramerizing coiled-coil 1

TCC2 : tetramerizing coiled-coil2

TCEP : Tris(2-carboxyethyl)phosphine

VSD : Voltage sensor domain
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INTRODUCTION

Généralités sur les épilepsies

1.1. HISTORIQUE DE L'EPILEPSIE

L'épilepsie est une pathologie connue depuis |'antiquité. Son nom provient du grec
"epilépsis" ou "epilépsia" qui signifie "attaque" ou "arrét soudain" illustrant bien son
caractere brutal. Au cours de I'histoire, cette pathologie a été a l'origine de nombreux
mythes et les patients étaient exclus de la société. L'épilepsie est donc restée longtemps
mal comprise et peu étudiée. La recherche sur cette pathologie a été considérablement
ralentie car son origine était considérée comme liée a une source surnaturelle plutét qu'a

une maladie.

A partir du XVllle siécle, la vision de I’épilepsie évolue et elle est percue comme une
pathologie dont l'origine est périphérique mais qui garde une composante cérébrale
(Magiorkinis, 2014). Ce n'est qu'au début du XIXe siécle avec les avancées de la médecine,
que I'on a commencé a s'intéresser a I'épilepsie en tant que maladie cérébrale, notamment
grace a l'avenement de la neurologie (Magiorkinis, 2014). Le premier médicament
antiépileptique, le bromure de potassium, a ainsi été proposé de fagcon indépendante a un
congres de la société royale de médecine et de chirurgie a Londres en 1857 par Charles
Locock (Eadie,2012) et en 1861 par Samuel Wilks (Eadie, 2008). Son usage s’est ensuite
étendu en Europe et aux Etats-Unis. Puis en 1920, l'invention de I'électroencéphalographie
(EEG) par Hans Berger a permis de donner une nouvelle vision de cette pathologie et d’en
confirmer la source cérébrale. Des lors, une classification en fonction du type de crises a vu
le jour. Les recherches qui ont suivi ont permis de mieux comprendre la maladie et, pour

certains types d'épilepsie, d’en identifier la cause.

Les connaissances restent cependant jusqu'a aujourd'hui trés éparses et, depuis le début
du XXe siécle, la recherche de causes notamment génétiques, continue d’apporter de

nouveaux éléments étiologiques et diagnostiques.



l.2. DEFINITION DE L'EPILEPSIE

La ligue internationale contre I'épilepsie (International League Against Epilepsy, ILAE)
définit la crise d'épilepsie comme la survenue transitoire de signes ou symptémes en
réponse a une activité anormale excessive ou asynchrone du cerveau (Fisher, 2005; Fisher,
2014; Guerrini, 2006). L'épilepsie est définie de fagon clinique comme une maladie
cérébrale caractérisée par une prédisposition durable a générer des crises épileptiques qui
peuvent entrainer des conséquences neurobiologiques, cognitives, psychologiques et/ou
sociales (ILAE, 2001 et 2005 ; Fisher, 2014 ; Guerrini, 2006). La caractérisation clinique des

épilepsies a fait I'objet en 2005 d’une nouvelle nomenclature.

l.3. L’EPILEPSIE — EPIDEMIOLOGIE

L'épilepsie est une pathologie neurologique fréquente dans la population. Elle peut affecter
des personnes de toutes origines, ages et conditions sociales. L'épilepsie concernerait 1%
de toute la population mondiale (Shakirullah, 2014). Il existe une différence entre les pays
et l'incidence globale n’est pas tout a fait homogene. Les chiffres issus des études
épidémiologiques de I'épilepsie proviennent surtout des pays occidentaux développés, ils
different dans les pays en voie de développement, mais également en Asie. Ainsi, il est
possible de distinguer une incidence dans les pays développés et une autre dans les pays
en voie de développement. Pour le premier groupe, l'incidence a été estimée a 50 pour
100 000 et jusqu'a 100-190 pour 100 000 dans les pays du deuxieme groupe. Cet écart
serait d0 a l'accés aux soins médicaux restreint des personnes vivant dans ces pays et
surtout chez la femme enceinte. Le nombre de nouveaux cas pourrait donc étre deux fois
plus importants dans les pays les plus pauvres (Neligan et Sander, 2007 ; Banerjee et

Hauser, 2007).

L’épilepsie touche tous les ages, néanmoins il existe une variabilité en fonction de la
période de la vie. Des catégories d’age sont définies pour I'épilepsie : nouveau-né (<44

semaines d’age gestationnel), nourrisson (<1 an), enfant (1-12 ans), adolescent (12-18 ans),
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adulte (>18 ans) (Berg, 2010) et personnes agées (de plus de 70 ans), qui formeraient le
dernier groupe. La période néonatale jusqu’a I'adolescence est une période critique ou
I'occurrence de cette pathologie est trés importante (Hauser, 1994). Cette fréquence qui
peut atteindre environ 100 a 150 enfants sur 100 000 avant I'age de 1 an serait due a une
immaturité du cerveau chez le nourrisson. L'incidence relative a I'dge diminue ensuite
apres cette période et semble plus basse chez I'adulte. Elle augmente de nouveau apres 70

ans (Banerjee et Hauser, 2007).

1.4. CLASSIFICATION DE L'EPILEPSIE SELON L’ILAE

I.4.1.Bases de la classification définie par I'lLAE

L'épilepsie est une maladie chronique qui est caractérisée par la survenue de crises
épileptiques non provoquées. Une crise d'épilepsie se définit par des manifestations
paroxystiques, breves, accompagnées ou non de mouvements anormaux. Il existe
différents types de crises épileptiques que I'lLAE a répertorié (Tableau 1) afin de faciliter
I'nomogénéisation du diagnostic (Berg, 2010). Elles peuvent étre généralisées, impliquant
plusieurs réseaux cérébraux de maniere bilatérale, ou focale, n'impliquant qu'une région

cérébrale (Berg, 2010).

Toutes ces crises correspondent a une décharge électrique anormale des neurones. Les
crises impliquent essentiellement le cortex cérébral, et sont accompagnées ou non d'une
perte de conscience. L'EEG peut accompagner le diagnostic et permet I'enregistrement
amplifié de I'activité du cerveau a l'aide d’électrodes placées sur le scalp cranien. L'EEG
critique est le tracé obtenu au cours des crises et 'EEG intercritique est celui entre les

crises.

Jusqu'a 2005, la classification des épilepsies reposait sur des criteres de traitement et de
sévérité. Cette classification pouvait parfois étre biaisée du fait d'appellations incorrectes
ou ambigués de certaines épilepsies. Une nouvelle méthode de classification de I'épilepsie
a été proposée en 2005 par I'IlLAE et repose sur des données étiologiques, moins

subjectives a chaque clinicien. Dans cette nouvelle classification, les causes de I'épilepsies
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sont séparées en trois groupes distincts : génétique (monogénique ou polygénique),
structurelle / métabolique, et de causes inconnues.

Tableau 1 : Classification des crises d’épilepsies selon I'ILAE (D’apres

Berg, 2010) Les épilepsies d’origine inconnues sont un type distinct.

Crises Généralisées
Tonico—cloniques (quelle que soit la combinaison)
Absences
Typiques
Atypiques
Absences avec caractéristique particuliere
Absences Myocloniques
Absences avec Myoclonies Palpébrales
Myocloniques
Myocloniques
Myoclono atoniques
Myoclono toniques
Cloniques
Toniques
Atoniques
Crises Focales
Inconnues
Spasmes Epileptiques

Les crises qui ne peuvent pas étre diagnostiquées dans une des
catégories précédentes doivent étre considérées comme « non classées »
jusqu'a ce que davantage de données permettent de les diagnostiquer de
maniére fiable. Ceci n’est toutefois pas considéré comme une catégorie de
classification.

1.4.2.Causes génétiques

Les épilepsies d'origine génétique sont définies par le fait que la mutation elle-méme serait
responsable des désordres neuronaux observés. Elles peuvent étre polygéniques ou
monogéniques et correspondent a environ 20% des épilepsies. Le Tableau 2 représente des
syndromes électrocliniques qui sont souvent synonymes d’épilepsie génétique. La
génétique des épilepsies néonatales et du nourrisson avant I’age de trois mois est détaillée

en partie Il.

Les épilepsies d’origine génétique sont classées en fonction de I'age d’apparition (Tableau
2) et sont souvent associées a un syndrome électro-clinique particulier, la liste de I'ILAE est
reportée dans le Tableau 2 (Berg, 2010). Ces syndromes peuvent avoir des profils EEG
spécifiques en fonction de I'age (comme le syndrome d’Ohtahara, décrit plus bas). Ces
pathologies peuvent évoluer aprés 3 a 10 mois, et peuvent présenter un EEG de type

hypsarythmie, spécifique du syndrome de West (Donat, 1992).
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Tableau 2 : Syndromes électro-cliniques et autres épilepsies (D’apres Berg, 2010)

Période néonatale
Epilepsie néonatale familiale bénigne (BFNE ou BFNS)
Encéphalopathie myoclonique précoce (EME)
Syndrome d'Ohtahara (OS)
Nourrisson
Epilepsie du nourrisson a crises focales migrantes (MMPSI)
Syndrome de West (SW)
Epilepsie myoclonique du nourrisson (MEI)
Epilepsie bénigne du nourrisson (BIE)
Epilepsie familiale bénigne du nourrisson (BFIS ou BFIE)
Syndrome de Dravet (SD)
Encéphalopathie myoclonique des affections non progressives
Enfant
Crises fébriles plus (FS+) (peut débuter chez un nourrisson)
Syndrome de Panayiotopoulos
Epilepsie a crises myoclono-atoniques (précédemment asiatiques)
Epilepsie bénigne avec pointes centrotemporales (BECTS)
Epilepsie autosomique dominante a crises frontales nocturnes (ADNFLE)
Epilepsie a crises occipitales de début tardif (Type Gastaut)
Epilepsie avec absences myocloniques
Syndrome de Lennox-Gastaut
Encéphalopathie épileptique avec pointes-ondes continues au cours du sommeil
(CSWS)*
Syndrome de Landau-Kleffner (LKS)
Epilepsie-absences de 1'enfant (CAE)
" Appelé également Etat de mal électrique au cours du sommeil lent (ESES)
Adolescence — Adulte
Epilepsie-absences de 'adolescent (JAE)
Epilepsie myoclonique juvénile (JME)
Epilepsie a crises généralisées tonico-cloniques prédominantes
Epilepsie myoclonique progressive (PME)
Epilepsie autosomique dominante avec crises a symptomatologie auditive (ADEAF)
Autres formes d'épilepsie temporale familiale
Epilepsies dont I'age de début est moins spécifique
Epilepsie focale familiale a foyer variable (enfant et adulte)
Epilepsies réflexes
Constellations
Epilepsie temporale mésiale avec sclérose hippocampique (MTLE with HS)
Syndrome de Rasmussen
Epilepsie a crises gélastiques et hamartome hypothalamique
Hémiconvulsion-hémiplégie-épileptique
Epilepsies qui ne peuvent pas étre classées dans une des catégories suscitées et qui
peuvent étre reconnues par la présence ou l'absence d'une anomalie structurelle ou
métabolique (présumé causale) et sur la base du mode de début de la crise
(généralisées vs focales)
Epilepsies en relation avec une anomalie structurale-métabolique
Malformations du développement cortical (hémimégalencephalie, hétérotopies, etc.)
Syndrome Neurocutané (Sclérose tubéreuse, Sturge-Weber, etc.)
Tumeur
Infection
Traumatisme
Angiome
Souffrance périnatale
Accident vasculaire
Etc.
Epilepsies de causes inconnues
Conditions associées a des crises épileptiques et qui ne sont pas diagnostiquées comme une
forme d'épilepsies
Crises néonatales bénignes (BNS)
Crises fébriles

1.4.3.Causes structurelles /métaboliques

Dans ce groupe, une anomalie structurelle du systeme nerveux central est la cause de
I’épilepsie. Il comprend toute épilepsie due a des lésions acquises mais également de
nombreuses pathologies d’origine génétique telles que les malformations du cortex
cérébral ou MCD (Malformation of Cortical Development) (Berg, 2010). Ce groupe est

détaillé dans le Tableau 2. Les MCD sont responsables d'environ 40% des épilepsies
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pharmaco-résistantes. Les malformations du cortex cérébral peuvent engendrer un
déséquilibre dans I’excitation et provoquer une épilepsie. Certaines de ces malformations

peuvent étre visibles deés la naissance a I'imagerie par résonnance magnétique (IRM).

Les épilepsies métaboliques correspondent a une entité clinique ou la défaillance d’une
voie métabolique est responsable de I|'épilepsie. Elles sont généralement dues a une
anomalie génétique impliquant un gene spécifique d’une voie métabolique. Il existe
également pour ces épilepsies une susceptibilité liée a 'age en fonction du désordre
observé (Papetti, 2013; Wolf, 2005). Ces épilepsies sont souvent résistantes aux

médicaments anti-épileptiques et soignées par des traitements métaboliques.

[.4.4.Causes inconnues

Les épilepsies qui ne sont dues ni a une cause génétique ni a une cause structurelle ou
métabolique sont classées dans cette catégorie. Ces épilepsies représentent plus de 40%
des cas (Berg, 2010). Il est probable qu'une partie des épilepsies de ce groupe pourront
étre ensuite reclassées dans les deux groupes précédents, si un défaut

structurel/métabolique ou génétique est découvert.

Au cours de ce travail de these, je me suis intéressée aux encéphalopathies épileptiques

précoces d'origine génétique, qui sont centrées sur la période néonatale et le nourrisson.

14



Les encéphalopathies épileptiques précoces d’origine

génétique

1.1. INTRODUCTION SUR LES ENCEPHALOPATHIES EPILEPTIQUES

PRECOCES

11.1.1. Généralités et définition

Les encéphalopathies épileptiques précoces (EEP) sont des épilepsies sévéres débutant le
plus précocement dans la vie, avant |'age de trois mois. Si elles surviennent au cours des
vingt-huit premiers jours de vie, elles sont qualifiées de "néonatales". Elles appartiennent a
la catégorie des encéphalopathies épileptiques car la répétition des crises contribuerait a la

détérioration des fonctions cérébrales (Berg, 2010).

Les EEP sont caractérisées par la survenue de crises récurrentes et spontanées
accompagnées d'activités paroxystiques sur I'EEG. La fréquence de ces crises est
particulierement importante, on dit qu'elles surviennent « en orage » ce qui fait que
I’épilepsie est au premier plan du tableau clinique. Le tracé EEG intercritique est anormal
dans lI'immense majorité des cas. Ce tracé EEG intercritique est parfois de type
« suppression-burst » (Figure 1). Ce tracé particulier est caractérisé par des périodes
d'activité électriques appelées « bouffées paroxystiques » ou « bursts » interrompues par
des intervalles de silence (tracé plat) ou d'amplitude faible. Le pronostic de ces EEP est
défavorable des le début des crises, notamment en terme de développement
psychomoteur, et les patients présentent rapidement des déficits sensoriels, cognitifs et
moteurs. La déficience intellectuelle est sévere chez ces patients. Le taux de mortalité est

important dans les premieres années de vie.

11.1.2. Classification des encéphalopathies épileptiques précoces

Les EEP montrent un fort degré de variabilité tant au niveau électro-clinique qu'au niveau

étiologique ou physiopathologique. On distingue différents sous-types cliniques, ils sont
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définis par un profil EEG spécifique, un type de crises majoritaires et une évolution sévere
(Nieh, 2014). Mon équipe s’est intéressée aux quatre entités cliniques qui sont les plus
précoces décrites dans la littérature (Tableau 2). Deux syndromes sont décrits chez le
nouveau-né, le syndrome d’Ohtahara et I'encéphalopathie myoclonique précoce ; et deux
syndromes sont décrits chez le nourrisson, le syndrome de West et I'épilepsie focale

migrante du nourrisson.

On distingue ainsi :

- Le syndrome d'Ohtahara (ou encéphalopathie infantile épileptique précoce) (OS) :

ce syndrome a été décrit pour la premiére fois par Ohtahara en 1976 (Ohtahara, 1976). Le
début des crises se situe dans les trois premiers mois de vie. Une majorité des patients ont
un début de crises au cours des toutes premieres semaines de vie. L'imagerie médicale met
en évidence des lésions associées dans 50% des cas (Aicardi et Ohtahara, 2005 ; Kaminska,
2009). Celles-ci peuvent étre une porencéphalie, une hydrocéphalie, une
hémimégalencéphalie, une lissencéphalie, une dysgénésie cérébrale ou une dysplasie
dentato-olivaire (Harding et Boyd, 1991 ; Schlumberger, 1992 ; Ohtsuka, 1999). Ces
patients porteurs de Iésions ne sont pas classés dans les épilepsies d’origine génétique. Les
manifestations épileptiques sont caractérisées par une majorité de crises de type tonique,
de spasmes (Alam, 2012) et d'un EEG intercritique présentant un profil de suppression-
burst avec des périodes d'activité souvent plus longues que les périodes de silence (Figure
1A). Les patients atteints par ce syndrome évoluent fréquemment vers un syndrome de

West apres 3 mois de vie.

- L'encéphalopathie myoclonique précoce (EMP) ou néonatale (EMN) qui a été

décrite par Aicardi en 1978 (Aicardi et Goutieres, 1978). Ce syndrome est tres similaire a
celui d'Ohtahara, ils différent par le type de crises qui se présentent dans I'EMP par des
crises myocloniques et/ou partielles débutant durant les trois premiers mois de vie,
majoritairement au cours des dix premiers jours. L'EEG intercritique est différent et plus
sévere, il présente un profil de suppression-burst avec des périodes de silence plus longues

gue les périodes d'activité (Figure 1B).
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Figure 1: Electroencéphalogramme des deux encephalopathies épileptiques néonatales (Ohtahara et Yamatogi,
2003).
(A) EEG intercritique chez un gargon agé de deux mois atteint du syndrome d’Ohtahara montrant un profil de

suppression-burst synchrone et bilatéral durant le sommeil. Les calibrations sont de 1 secondes pour 50 microvolts.
(B) EEG intercritique chez une fille agée de six mois atteinte d’encéphalopathie myoclonique précoce montrant
un profil de suppression-burst durant le sommeil. Les calibrations sont de 1 seconde pour 50 microvolts.

- L'épilepsie focale migrante de I'enfance (MMPSI) (auparavant appelé épilepsie

partielle migrante de I'enfant) a été décrite par Coppola en 1995 (Coppola, 1995). Les crises
débutent au cours des six premiers mois de vie et sont de type focales, peu fréquentes,
puis vont progressivement migrer et devenir multifocales partielles. L'EEG critique montre
des activités multifocales (Figure 2) provenant des deux hémisphéres et une activité lente
et diffuse (Coppola, 2013 ; Veneselli, 2001 ; Gross-Tsur, 2004 ; Marsh, 2005). L'évolution de
cette pathologie est tres sévere et deux périodes temporelles se distinguent. La premiere
période se situe entre 24 jours et 10 mois avec des crises focales motrices tres fréquentes
qui ne répondent a aucun traitement. La seconde période montre au contraire une
diminution de la fréquence des crises accompagnée d’une récupération partielle entre les

crises. Le délai d’apparition de cette seconde période est tres variable entre quelques jours
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a quelques années et il est difficile de savoir si elle est consécutive aux traitements ou a
I'évolution naturelle de la pathologie. L’arrét des crises chez I’'enfant est lié dans certains
cas a une acquisition de la marche et de la préhension des objets mais également a une

capacité a reconnaitre leur entourage (Dulac, 2005).
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Figure 2: Electroencéphalogramme intercritique chez un garcon agé de cinq mois atteint d’épilepsie focale
migrante de I’enfance. La décharge se termine sur le tracé au niveau temporo-occipital gauche (en haut, tracé a
gauche), une autre commence au niveau fronto-central (en haut tracés a gauche et a droite) et dans les aires
temporales droites (en bas, tracé a gauche) avec différentes fréquences puis la décharge migre dans I’aire
temporale gauche (en bas, tracé a droite) (Coppola, 2009).

- Le syndrome de West précoce (SWP). Le syndrome de West a été décrit en 1841

(West, 1841). Il est caractérisé par des spasmes épileptiques accompagnés d'activité
électro-encéphalographique de type hypsarythmie, avec une activité d’ondes lentes et de
pointes irréguliéres sans rythme (Figure 3; Sharma 2013). Les spasmes infantiles
surviennent entre 1 et 6 mois. Le SW est qualifié de précoce lorsque ces spasmes
apparaissent avant 3 mois. Le pronostic clinique est en général trés défavorable avec une
déficience intellectuelle et/ou une perte des acquisitions. Les spasmes disparaissent de
facon spontanée apres quelques semaines ou quelques mois suivis d’'une période sans
crise. Un autre type d’épilepsie peut apparaitre aprés quelques années, elle sera plus

sévere et difficile a traiter (Dulac et Tuxhorn 2005).



Figure 3: Electroencéphalogramme chez une fille agée de seize mois atteinte du syndrome de West. Une

hypsarhythmie apparait sur le profil EEG (Korff, 2006).

Ces 4 groupes ne permettent cependant pas une classification de tous les patients atteints
d'EEP, au vu des criteres électro-encéphalographiques, d'imagerie et du type de crises. La
distinction entre ces différents sous-types peut étre tres difficile du fait de I'hétérogénéité
clinique et la classification selon I'IlLAE n’est pas souvent représentative de la réalité
clinique. De nombreux patients ne pourront pas étre classés dans un des sous-groupes
précédents et forment un sous-groupe nommeé "EEP non classable".

La classification de I'épilepsie selon I'lLAE s'applique également aux EEP et les trois types de
causes (structurelles/métaboliques, génétiques et inconnues) peuvent étre également

individualisées dans cette catégorie.
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11.2.  CAUSES GENETIQUES DANS LES EEP

I1.2.1.  Type d'anomalie génétique

Les remaniements génomiques dans les épilepsies

De nombreux remaniements génomiques, tels que des anomalies chromosomiques ou des
variations du nombre de copies (CNV), peuvent étre a l'origine d'EEP (Mefford, 2011). Les
CNV sont des séquences d'ADN génomique de taille supérieure a 1 kb présentes en nombre
variable dans la population. Elles participent notamment a la variabilité inter-individuelle, a
I'évolution de I'espece mais également aux pathologies. Ce n'est que récemment que les
CNV ont été impliquées dans des cas d’encéphalopathies épileptiques (Garofalo, 2012 ;
Helbig, 2013 ; Lesca, 2015;) et elles représentent environ 5% des cas totaux (Mefford,
2011). Pour étre inclus dans les causes d'EEP, les CNV doivent conduire a une épilepsie non
syndromique, indépendante d'une pathologie ou I'épilepsie ne serait pas au premier plan
clinique. Ces remaniements sont le plus souvent de novo, notamment du fait de la sévérité

de la pathologie. Une origine germinale est ainsi souvent suspectée.

Les CNV sont recherchées a I'aide de puces d’hybridation génomique comparative (CGH).
Les anomalies chromosomiques de grande taille (délétions, duplications, translocations,
inversions) peuvent, quant a elles, étre identifiées en utilisant la technique du caryotype,

un test de routine effectué a I’hdpital.

Les mutations ponctuelles dans les EEP

Les mutations ponctuelles peuvent également étre a I'origine d’EEP et ont été mises en
évidence dans plus de 60 genes (Helbig, 2013). Ces mutations ponctuelles sont en lien
direct avec le phénotype clinique. Les EEP sont caractérisées par une hétérogénéité
génétique tres importante, ce qui peut étre expliqué par la multitude de voies
physiologiques pouvant entrainer une hyperexcitabilité dans un cerveau en
développement. Souvent de novo et hétérozygotes, ces mutations peuvent étre a l'origine
d'une haplo-insuffisance mais également d'un effet dominant-négatif ou d'un gain de

fonction. De nombreux genes ont déja été décrits et de nouveaux genes continuent a étre
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identifiés, chaque mois, grace a l'utilisation des techniques de séquencage a haut et moyen

débit pour le diagnostic.

Le séquengage d’exome est une technique couramment utilisée pour la recherche de
mutations dans de nouveaux genes impliqués dans les épilepsies. Il permet de séquencer
toutes les séquences codantes d’'un génome et de les comparer a une séquence de
référence afin d’en rechercher les variations. Cette analyse est généralement réalisée en
trio, étude du patient et de ses deux parents. Cette stratégie permet de mettre en évidence
des mutations de novo chez le patient. De nombreux nouveaux genes ont pu étre identifiés

par les deux techniques précédentes (puces CGH et exome).

Pour rechercher ensuite de fagon rapide des mutations dans des genes impliqués dans la
pathologie, des techniques de séquengage a moyen débit ont pris leur essor ces dernieres
années. Ainsi, les techniques de séquencage de groupes de genes (ou "panels") sont
utilisées dans le cadre du diagnostic de |'épilepsie ou pour la recherche de mutations dans
des génes mis en évidence par les techniques précédentes (Garofalo, 2012). Ces techniques
permettent de sélectionner des genes de fagon spécifique afin de rechercher des
mutations de fagon plus rapide que le séquencage de type Sanger, et de facon plus

spécifique et fiable que le séquengage d’exome.

11.2.2. Mise en place d’une cohorte EEP a I’hopital de la Timone

Notre laboratoire s’intéresse aux maladies neurologiques et principalement a la
caractérisation des causes génétiques dans la déficience intellectuelle. Le Pr. Mathieu Milh,
neuropédiatre a I'Hopital de La Timone a Marseille, a rejoint notre équipe il y a quelques
années afin d'étudier les causes génétiques des EEP et leurs phénotypes cliniques associés.
Depuis, nous avons constitué une cohorte nationale avec I'aide de nombreux centres
hospitaliers en France. Nous avons choisi d'y inclure les patients qui présentaient : une
épilepsie caractérisée par des crises fréquentes et une activité paroxystique accompagnée
par une détérioration rapide des fonctions cérébrales, une épilepsie apparaissant avant
I’age de trois mois et aucune cause malformative et/ou métabolique identifiée suite a une

IRM et un bilan métabolique. Cette analyse nous a permis de constituer une cohorte
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nationale multicentrique dont le nombre est en constante augmentation: d’une

soixantaine de patients début 2012 a 402 patients aujourd’hui.

Afin d’établir un diagnostic moléculaire, la recherche d’anomalies génétiques comporte
dans un premier temps les puces CGH, qui identifient les remaniements génomiques
déséquilibrés et dans un second temps, les techniques de recherche de mutations
ponctuelles. Le génotypage est réalisé sur les génes les plus connus dans ces pathologies,
soit par séquengage utilisant la technique de Sanger, soit par séquencgage de groupes de
genes. Cette derniere méthode est centrée sur le séquencage d'un groupe de 64 genes
connus pour étre impliqués dans les épilepsies et dont des mutations ont été identifiées
chez plus de 4 patients dans la littérature. Un caryotype peut également étre effectué pour
ces patients si I'examen clinique suggere une pathologie avec une anomalie
chromosomique. Lorsqu’aucune anomalie connue n’est mise en évidence lors du
génotypage de routine, les patients sont transférés dans un protocole de recherche si leur
représentant légal donne son accord. Certains des patients sont choisis pour I'étude de leur

ADN par séquengage d’exome.

Les mutations ou remaniements identifiés dans de nouveaux génes par les techniques
précédentes sont ensuite étudiés afin de progresser dans la compréhension des bases

physiopathologiques de la pathologie. Ces études sont réalisées au sein de notre équipe.

11.2.3. Principaux genes impliqués dans les encéphalopathies

épileptiques précoces

Le Tableau 3 représente une liste de genes qui ont été impliqués dans les EEP jusqu’a 2015.
Certains de ces genes ont également été décrits dans d'autres types d'épilepsies parfois

différentes par le degré de sévérité ou I'age de survenue.

Les trois genes décrits ensuite correspondent aux principaux genes impliqués dans les EEP.
lIs représentent une sélection des genes les plus fréquemment mutés dans notre cohorte

et également le plus décrits dans la littérature.
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Tableau 3 : Principaux génes impliqués dans les encéphalopathies épileptiques précoces OMIM : indexation de la base
de données Online Mendelian Inheritance In Man, AD : autosomique dominant, AR : autosomique récessif, NR : non

référencé,

TBC :

Tre-2/Bub2/Cdcl6, GEF :

guanine nucleotide exchange factor,

GABA :

acide Gamma-

aminobutyrique, NMDA : acide N-méthyl-D-aspartique, NSF : N-ethylmaleimide sensitive fusion protein, SNARE :
Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein Receptor

Mode
OoMIM Geéne Localisation . . ... | Détails sur la protéine Référence
d'hérédité
EIEE1 ARX Xp22 Liéal'x Controle de la prolifération et de la différenciation Kato, 2007
EIEE2 CDKL5 Xp22.13 Liéal'x Serine-Thréonine kinase Fehr, 2013
EIEE3 SLC25A22 | 11p15.5 AR Transporteur mitochondrial du glutamate Molinari, 2005
EIEE4 STXBP1 9qg34.1 AD Protéine liée a la syntaxine (Neurotransmission) Saitsu, 2008
EIEES SPTAN1 9g34.11 AD Spectrine alpha 1 non-érythrocytaire Tohyama, 2008
Sous-unité alpha du canal sodique de type | .
EIEE6 SCN1A 2q24.3 AD . Harkin, 2007
(Canalopathies)
Canal potassique dépendant au voltage
EIEE7 KCNQ2 20q13.3 AD : A Weckhuysen, 2012
(Canalopathies) (These)
EIEES ARHGEF9 Xqll.1 Liéal'x Collybistine (GEF) Shimojima, 2011
EIEE9 PCDH19 Xq22 Liéal'X Protocadherins gamma 2 Dibbens 2008
Polynucléotide kinase 3'phosphate impliqué (Réparation
EIEE10 PNKP 19913.33 AR Shen, 2010
de I'ADN)
Sous-unité alpha du canal sodique de type Il i
EIEE11 SCN2A 2q24.3 AD . Herlenius, 2007
(Canalopathies)
EIEE12 PLCB1 20p12.3 AR Phospholipase C beta Kurian, 2010
Sous-unité alpha du canal sodique de type VIII
EIEE13 SCNSA 12913.13 AD . Ohba, 2014
(Canalopathies)
EIEE14 KCNT1 9qg34.3 AD Canal potassique activé par le sodium (Canalopathies) Barcia, 2012
EIEE15 ST3GAL3 1p34.1 AR Beta-galactoside-alpha-2,3-sialyltransferase-lll Edvardson, 2013
Protéine contenant un domaine TBC
EIEE16 TBC1D24 16p13.3 AR o Duru, 2010
(Neurotransmission)
EIEE17 GNAO1 16qg12.2 AD Sous-unité alpha d'une protéine G Nakamura, 2013
o o . Basel-Vanagaite,
EIEE18 SZT2 1p34.2 AR Protéine de susceptibilité aux crises 2 2013
EIEE19 GABRA1 5q34 AD Sous-unité alpha 1 du récepteur GABA Carvill, 2014
EIEE20 PIGA Xp22.2 Liéal'X Phosphatidylinositol glycane Belet, 2014
EIEE21 NECAP1 12p13.31 AR Protéine associée aux clathrines (Neurotransmission) Alazami, 2014
EIEE22 SLC35A2 Xpl11.23 Liéal'x Transporteur d'UDP galactose Kodera, 2013
EIEE23 DOCK7 1p31.3 AR GEF ayant un réle dans la neurogeneése Perrault 2014
Canal cationique activé par I'hyperpolarisation
EIEE24 HCN1 5p12 AD . Nava, 2014
(Canalopathies)
EIEE25 SLC13A5 17p13.1 AR Co-transporteur Citrate/Sodium Thevenon, 2014
EIEE26 KCNB1 20g13.13 AD Canal potassique a rectification retardée (Canalopathies) | Torkamani, 2014
EIEE27 GRIN2B 12p13.1 AD Récepteur NMDA, sous-unité B (Canalopathie) Endele, 2010
EIEE28 Wwox 16g23.1 AR Oxidoreductase contenant un domaine WW Mignot, 2015
EIEE29 AARS 16g22.1 AR Enzyme alanyl-ARNt synthétase nucléaire Simons, 2015
EIEE30 SIK1 21qg22.3 AD Serine-Thréonine kinase Hansen, 2015
EIEE31 DNM1 9g34.11 AD Dynamine (Neurotransmission) Appenzeller, 2014
EIEE32 KCNA2 1p13.3 AD Canal potassique dépendant au voltage (Canalopathies) | Syrbe, 2015
EIEE33 EEF1A2 20913.33 AD Facteur eucaryote d’élongation de la traduction alpha 2 | de Ligt, 2012
EIEE34 SLC12A5 20913.12 AR Transporteur sodique (Canalopathies) Stédberg T
EIEE35 ITPA 20913 AR Inosine triphosphate pyrophosphatase Kevalam, 2015
NR CACNA2D2 |3p21.31 AR Canal calcique dépendant au voltage (Canalopathies) Pippucci, 2013
NR GRIN2A 16p13.2 AD Récepteur NMDA, sous-unité A (Canalopathie) Endele, 2010
NR PIGQ 16p13.3 AR Phosphatidylinositol glycane Martin, 2014
Sous-unité beta du canal sodique de type | .
NR SCN1B 19913.11 AD . Sijben, 2009
(Canalopathies)
Protéine d'attachement au facteur NSF, dissociation du
NR NAPB 20pl11.21 AR . Conroy, 2016
complexe SNARE (Neurotransmission)
NR PNPO 17921.32 AR Pyridoxamine 5’-phosphate oxydase Mills, 2005
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KCNQ2 (EIEE7)

Les mutations du gene KCNQ2 (potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily
member 2), localisé en 20g13.33, sont responsables d’EEP (Weckhuysen 2012) mais
également d’épilepsies néonatales familiales bénignes (BFNS). La description de la clinique
des patients porteurs de mutations dans ce gene ainsi que la description de la protéine
seront détaillés dans la partie Ill. Les mutations de ce gene correspondent a 40% de toutes

les causes génétiques identifiées dans notre cohorte.

STXBP1 (EIEE4)

Le gene STXBP1 est situé en 9g34.1. Ce gene code une protéine tres exprimée dans le
cerveau, appelé Syntaxin Binding Protein 1. Cette protéine joue un role dans I'exocytose
des neuromédiateurs en interagissant avec le complexe SNARE. Ce complexe permet la
fusion des membranes de la cellule et de la vésicule synaptique et est donc important pour

réguler les processus d’exocytose/endocytose.

Une microdélétion comprenant le gene STXBP1 a été décrite pour la premiere fois en 2008
chez un patient atteint d'EEP (Saitsu, 2008). Plusieurs mutations ponctuelles ont par la
suite été décrites chez d'autres patients présentant le méme profil clinique (Deprez, 2010).
Toutes les mutations décrites jusqu’a présent sont de novo. Les mutations faux-sens de la
protéine STXBP1 sont localisées dans le coeur hydrophobe de la protéine ; la déstabilisation
de structure qui en résulte serait la cause de la dégradation plus rapide de la protéine

(Saitsu, 2008).

Le phénotype clinique des patients porteurs de mutations ou de microremaniements
impliquant STXBP1 n'est pas clairement défini. La moitié des patients présenterait un profil
type de OS qui peut évoluer vers un SW (Di Meglio, 2015), et quelques patients ont un SW
au diagnostic initial (Otsuka, 2010). Parmi les patients porteurs de mutations dans le géne
STXBP1, seulement 10% des patients ne présentent ni un SW spécifique ni un OS (Deprez,

2010 ; Milh, 2011).

Un article (Hamdan, 2011) a montré un cas de délétion du géne STXBP1 a |'origine d'une

déficience intellectuelle sans épilepsie. Les mutations dans ce gene peuvent donc étre
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responsables principalement d'épilepsie précoce, sans syndrome associé, mais également
de déficience intellectuelle. Dans notre cohorte, les mutations dans ce gene représentent

24% des causes génétiques identifiées.

SCNSA (EIEE6)

Le géne SCN8A (Sodium voltage-gated alpha subunit type V) est situé en 12q13.13. 1l a
d'abord été impliqué dans des formes de déficience intellectuelle, de dystonies, d'ataxies
et de tremblements (Trudeau, 2006) puis dans une forme d'épilepsie infantile (Veeramah,
2012) grace au séquencage d'exome. Des mutations hétérozygotes dominantes et de novo
ont été décrites en 2014 chez 7 patients présentant une EEP (6 souffrant d'épilepsie
néonatale et 1 d'épilepsie partielle migrante) (Ohba, 2014). Ces mutations correspondent

majoritairement a des mutations faux-sens et sont localisées sur la totalité du gene.

Au diagnostic initial, la caractérisation des patients porteurs d’'une mutation dans le gene
SCN8A a montré qu'ils présentent des crises débutant apres la période néonatale, au cours
des 3 a 8 premiers mois de vie, accompagnées d'une déficience intellectuelle et d'une
régression intellectuelle aprés le début des crises. Les crises sont de type spasmes
épileptiques, tonico-cloniques généralisées, toniques et/ou focales, elles sont
accompagnées de mouvements anormaux. Pour la majorité des patients, I'EEG montre de
nombreux pics d'activité. Seul un patient présente un profil de type suppression-burst. Une
minorité de patients présente des crises dans la période néonatale (Ohba, 2014, Estacion,
2014). Les patients porteurs d’'une mutation dans le gene SCN8A ont donc un profil clinique
différent des patients mutés pour les genes STXBP1 ou KCNQ2. En effet, les mutations dans
le gene SCN8A peuvent étre responsables d'épilepsies au cours de la premiere année de
vie, a la différence des épilepsies impliquant les deux autres genes ou la maladie est
présente des la période néonatale. L'EEG caractéristique de type suppression-burst,
souvent retrouvé chez les patients mutés pour le gene STXBP1, est absent des patients
mutés pour le gene SCN8A qui ont un EEG de type hypsarythmique. Une équipe a rapporté
toutes les mutations connues pour le gene SCN8A mettant en évidence la grande diversité
de phénotypes pour les patients concernés (Takahashi, 2015). Suite a cette étude, nous
avons réalisé le génotypage de notre cohorte pour ce gene et nous avons découvert 11

mutations dans le gene SCN8A ce qui permet de classer les mutations de ce gene dans les

25



causes génétiques les plus fréquentes représentées dans notre cohorte (13% de toutes les

causes génétiques identifiées).

11.2.4. Physiopathologie des épilepsies

Les mécanismes physiopathologiques a I'origine des épilepsies conduisent a une
dérégulation de I’excitabilité neuronale. Il existe dans le cerveau un équilibre entre
I’excitation et l'inhibition permettant de conserver une activité neuronale stable. Si
I’équilibre est modifié et entraine une hyperactivité ou une baisse d’inhibition, le résultat
pourra étre |'apparition d’une épilepsie. Les processus d’activation d’'un neurone sont la
sommation temporelle et spatiale le long des dendrites de potentiels post-synaptiques
excitateurs (PPSE) ou inhibiteurs (PPSE) provenant de la stimulation du neurone, la
génération du potentiel d’action, la propagation de ce potentiel d’action (PA) le long de
I’axone suivi d’'une augmentation de calcium intracellulaire au niveau présynaptique puis
une fusion des vésicules contenant des neurotransmetteurs qui sont relargués dans la
fente synaptique. Chaque neurotransmetteur, qu’il soit excitateur ou inhibiteur va agir au
niveau synaptique sur des récepteurs dédiés pour permettre la transmission de I'influx
nerveux. Ces neurotransmetteurs sont ensuite métabolisés afin d’étre recyclés et réutilisés.
Les principaux neurotransmetteurs du systeme nerveux central sont le glutamate
(excitateur) et I'acide gamma-aminobutyrique (GABA, inhibiteur). Deux mécanismes sont
décrits principalement dans I'épilepsie et conduisent a une dérégulation de I'excitabilité
neuronale : I'altération de I'activité des canaux ioniques (Figure 4), et les défauts de la
neurotransmission, conduisant a un déficit de stimulation au niveau des réseaux

neuronaux.

Depuis début 2010, de nombreuses mutations dans de nouveaux genes sont décrites dans
les EEP (Mastrangelo, 2015). Les genes impliqués codent pour des protéines nécessaires a
de nombreuses voies cellulaires et qui ne sont pas directement impliquées dans

I'excitabilité.
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[1.2.4.1. Les canalopathies

Les canalopathies sont des pathologies impliquant de nombreux canaux ioniques situés
dans tout le corps humain. Les épilepsies dues a des mutations dans des canaux ioniques
sont les premieres a avoir été décrites. Les canaux ioniques régulent I'excitabilité neuronale
dans le systeme nerveux central et les autres tissus excitables. Les canaux ioniques jouent
un role crucial au sein du systeme nerveux central en permettant la génération du PA, en
régulant I'excitabilité neuronale et en intervenant sur la signalisation au sein des réseaux
de neurones (Kim, 2014). De facon simplifiée, les canaux sodiques vont permettre la
génération du PA, tandis que les canaux potassiques vont intervenir dans la phase de
repolarisation du PA et provoquer I'hyperpolarisation post-PA (Figure 5A, schéma du
potentiel d’action). Le role des canaux ioniques est si important pour I'excitabilité des
neurones qu'une anomalie méme tres faible peut étre a l'origine d'une épilepsie, en
provoquant une dérégulation de la balance excitation-inhibition neuronale. Le role des
canaux ioniques dans la génération d'une épilepsie est donc largement décrit dans la
littérature (Figure 4) et considéré comme l'une des premiéres causes de I'épilepsie de

fagon directe ou indirecte.

Les épilepsies liées aux canaux ioniques sont génétiquement trés hétérogenes. Les
mutations peuvent intervenir au niveau de canaux ioniques dépendant du voltage ou de la
liaison a un ligand (Mantegazza, 2015). Lors de la découverte d’une mutation dans un gene
codant pour un canal ionique, la fonctionnalité des canaux mutés peut étre étudiée de
fagon approfondie par |'électrophysiologie. Les mutations peuvent étre a l'origine de

nombreux défauts dans le canal ionique (Figure 4).

Par exemple, pour le syndrome de Dravet, qui est une épilepsie sévere du nourrisson, plus
d'une centaine de mutations dans le géne SCN1A codant pour le canal sodique Navl.1 ont
été décrites. Ce canal est important pour la génération du potentiel d'action des neurones
inhibiteurs. Les mutations dans ce gene sont responsables d'une perte de fonction et donc
d'une diminution de I'excitabilité des neurones inhibiteurs GABAergiques. Cette diminution
de potentiel d'action provenant de ce type de neurones va donc créer une excitabilité
accrue des neurones excitateurs et pourrait expliquer les crises d'épilepsies chez les

enfants (Kim, 2014).
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De nombreux médicaments agissant sur les canaux sodiques sont disponibles (Bagal, 2015)
et peuvent permettre d'atténuer ou de supprimer les crises chez les patients. Des
mutations dans des génes codant des canaux sodiques (SCN8A, SCN1A, SCN2A), mais
également dans des génes codant des canaux potassiques (KCNQ2, KCNQ3) ont été

fréquemment décrites dans les épilepsies et notamment les EEP.

A
Mutations altérant la perméabilité du canal
ions jon movement
l not normal
(il (Lt Kt St
Y i) !H" )
' J
Canaux sauvages ouverts Canaux mutants ouverts

Mais la perméabilité est altérée

B Mutations influengant I'activation du canal

{ Lt ;Q:\_ (AR LR
y‘a‘x') ) RULY | AL

v
Au repos Ouvert
C Mutations changeant le processus

d’inactivation du canal

l , l

LIt (1 1L I N 7 1 (s [t AR
Wi AN <— " ) ?ﬁ My Lo

Au repos Ouvert Inactivation

Figure 4: Représentation schématique des différents niveaux
d’altération d’un canal (D’apres Kass, 2005)

(A) Les mutations peuvent influencer la perméabilité du canal en
inhibant le mouvement des ions a travers le canal.

(B) Les mutations peuvent également déstabiliser le processus
d’activation du canal.

(C) Les mutations peuvent empécher le processus d’inactivation. Dans
ce cas, ces mutations sont des gains de fonction.
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[1.2.4.2. Les défauts de neurotransmission

Les acteurs de la neurotransmission permettent le fonctionnement et la communication
inter-neuronale. La neurotransmission s'effectue par le biais du relargage du contenu des
vésicules a la membrane de la terminaison synaptique suite a une décharge neuronale
provoquant une augmentation de calcium. Le relargage des vésicules synaptiques est
réalisé sous la régulation d'un complexe protéique appelé SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Protein Receptor). Ce complexe est essentiel
pour la fusion des vésicules a la membrane plasmique. Les principales protéines
appartenant au complexe SNARE sont la syntaxine 1A, la protéine SNAP25 (Synaptosomal-
associated protein 25) et la protéine VAMP2 (Vesicle-associated membrane protein) (Rizo,
2008). Ces protéines permettent I’exocytose via la fusion des membranes de la vésicule et

de la cellule (Figure 5A et B).

De nombreuses protéines vont interagir avec ce complexe et permettre la libération dans
la fente synaptique de neurotransmetteurs (NT). Certains tissus épileptiques présentent
une concentration extracellulaire de glutamate importante. Cette concentration pourrait
étre a l'origine d’une excitabilité anormale ainsi que d’'une mort cellulaire neuronale
(Seifert, 2010). Les NT vont ensuite agir a la membrane post-synaptique par le biais de
récepteurs pour provoquer une stimulation. lls sont ensuite dégradés ou recyclés par les
astrocytes et par le neurone pré-synaptique. Cette recapture est a nouveau dépendante
d'un complexe protéique permettant I'endocytose. Puis les NT sont métabolisés sous
forme inactive dans les cellules par des enzymes spécifiques et peuvent étre acheminés a

nouveau vers le neurone ou une synthese des formes actives prétes a étre libérées a lieu.

Le glutamate a déja été impliqué de nombreuses fois dans les épilepsies. Les mutations
dans le géne STXBP1 pourraient étre a I'origine d’une protéine défectueuse ce qui serait un
exemple de modification de la neurotransmission (Figure 5B). Des expériences sur la
protéine STXBP1 mutante ont montré une diminution de l'interaction de la protéine
STXBP1 avec la syntaxine-1 (protéine du complexe SNARE) et une diminution de la
libération des neurotransmetteurs (Patzke, 2015). D'autres genes codant pour des
protéines intervenant dans le recyclage des vésicules ont été impliqués dans I'épilepsie.

Entre autres, les protéines DOCK7 et Dynamine-1, codées par les genes DOCK7 (Dedicator
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of cytokinesis 7) et DNM1, font ainsi partie des complexes permettant la recapture de

neurotransmetteurs et sont également impliquées dans ['épilepsie (Perrault, 2014 ;

Hamdan, 2015 ; Nakashima, 2016).
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(A) Représentation schématique de différentes protéines impliquées dans les épilepsies

Les mutations dans les genes impliqués dans les épilepsies peuvent étre responsables d’une altération de la
transmission synaptique inhibitrice a tous les niveaux cellulaires du développement précoce jusqu’a la
maturation des neurones Gabaergiques adultes. Le schéma dans 1’encadré bleu représente un potentiel d’action
avec les 3 phases (dépolarisation, repolarisation, post-hyperpolarisation) et les canaux impliqués dans ces
phases qui ont été décrits dans les épilepsies. (D aprés Noebels, 2015)

(B) Représentation schématique d’une fente synaptique. Les mutations peuvent altérer de nombreuses

protéines synaptiques (Munc-18 représente la protéine STXBP1) (D’apres Ule, 2005)



11.2.4.3. Dérégulation du métabolisme

Des mutations dans des genes codant pour d’autres protéines telles que la sous-unité
phosphatidylinositol N-acetyl glucosaminyltransferase A (géne PIGA) et la sous-unité
phosphatidylinositol N-acetyl glucosaminyltransferase Q (géne PIGQ) sont impliquées dans
les EEP (Kato, 2014 ; Martin, 2014). Ces deux protéines jouent un role dans les premiéres
étapes de synthese des glycolipides et surtout de I'ancre glycophosphatidyl inositol (GPI).
Cette ancre glycolipidique est spécifique de certaines protéines qui ne sont pas ancrées a la
membrane plasmique par des segments transmembranaires. Un défaut de ce métabolisme

a été décrit dans des épilepsies avec hypotonies (Watanabe, 1998).

11.2.4.4. Défaut de régulation génique

Des facteurs de transcription peuvent également étre a l'origine d'un déficit d’une
population neuronale et provoquer une épilepsie. Le gene ARX code un facteur de
transcription. Des mutations provoquant des expansions d’alanine dans ce gene sont a
I'origine d’une augmentation de I'excitabilité neuronale suite a un réarrangement des
réseaux neuronaux (Beguin, 2013) et d’épilepsie.

D'autres mécanismes cellulaires, comme la réparation de I'ADN peuvent intervenir dans
I'épilepsie. Des mutations tronquantes dans le gene PNKP qui code la polynucléotide kinase
3’-phosphatase sont impliquées dans une épilepsie sévére et précoce (Shen, 2010 ;
Reynolds, 2012). Cette kinase est centrale dans les mécanismes de réparation de I’ADN
non-homologue aprés cassure double brin ou de la réparation par excision de base (Karimi-
Busheri, 2007). Des défauts de ce mécanisme ont déja été impliqués dans des syndromes

avec une épilepsie (Takashima, 2002).

Du fait de I'hétérogénéité clinique et génétique des patients, la recherche de mutations
impliquées dans les EEP repose a présent surtout sur des analyses a haut-débit permettant
d'étudier plus de genes sans cibler uniquement quelques voies. Cette variété complexifie

également la recherche de molécules thérapeutiques. A I’heure actuelle, il existe peu de
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traitements efficaces et les attentes des patients et de leurs familles restent trés
importantes. Il est donc essentiel de comprendre dans son ensemble les phénomeénes

physiopathologiques qui découlent des mutations, afin de pouvoir proposer un traitement

adapté.
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Etude du géne KCNQ2

Mon équipe a fait le choix d’étudier la physiopathologie des EEP. Notre étude s’est
focalisée principalement sur le gene KCNQ2 dont les mutations sont les plus représentées
dans notre cohorte EEP. Ce géne code pour la sous-unité d’un canal potassique appelée

Kv7.2.

[11.1. BIOLOGIE DES CANAUX KV7 NEURONAUX

.1.1. Les canaux potassiques dépendants du voltage

En terme de structure et de fonction, les canaux potassiques sont les plus diversifiés par
rapport aux autres canaux dans le monde animal (Jentsch, 2000, Robbins 2001). Ills sont
présents dans de nombreux types cellulaires différents, y compris les cellules non
excitables. Les membres de cette famille régulent de nombreux mécanismes cellulaires tels
que la signalisation intercellulaire via le relargage de neurotransmetteurs, I'excitabilité

cardiaque, la sécrétion d'insuline et I'excitabilité neuronale (Shieh, 2000).

Il existe trois grandes familles de canaux potassiques : les canaux a deux passages
transmembranaires (représentés majoritairement par les K;), les canaux a 4 passages
transmembranaires avec deux pores et les canaux a 6 passages transmembranaires (Kv)
(Miller, 2000). Les canaux KCNQ appartiennent a la famille des canaux Kv7, qui sont
dépendants du voltage. Il existe 5 types différents de canaux Kv7.x numérotés de 1 a 5,
chacun de ces canaux est composé de 4 sous-unités Kv codées chacune par les genes

KCNQ1-5 correspondants.

Quatre de ces canaux (Kv7.1-4) sont impliqués dans des pathologies diverses en fonction
de leur expression (Figure 6). Le canal Kv7.1 est exprimé majoritairement dans le cceur ou il
est responsable d'une arythmie cardiaque appelée syndrome du QT long lorsqu’il est muté
(Wang, 1998). Les canaux Kv7.2-5 sont exprimés dans le systeme nerveux, le canal Kv7.4
est impliqué dans une surdité a transmission autosomale dominante (Kubish, 1999) et les

mutations dans les génes KCNQ2 et KCNQ3 sont décrites dans les épilepsies précoces
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(Biervert, 1998 ; Weckhuysen, 2012 ; Soldovieri, 2011). Nous nous sommes intéressés a ces

deux derniers genes.

@ & U @ O
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Figure 6 : Représentation simplifiée de I’expression des sous-unités Kv7 dans différents tissus (Soldovieri, 2011)

1.1.2. Role des canaux Kv7 neuronaux

Génération du courant Iy

Les canaux Kv7.2 et Kv7.3 permettent la génération d’un courant potassique appelé Iy (ou
courant M ou KCNQ/M) car il est inhibé par l'activation des récepteurs muscariniques
(Brown et Adams, 1980). Ces canaux potassiques KCNQ/M sont dépendants du voltage et
ils vont répondre a une dépolarisation de la membrane plasmique. lls s’ouvrent a partir de
—60 mV, c’est a dire a un potentiel sous-liminaire (Yang, 1998). En conséquence, la
particularité des canaux de type Kv7 est d'étre activés trés tot au cours de la génération
d'un PA. La dépendance au voltage et la cinétique du canal sont deux caractéristiques

principales et essentielles pour le fonctionnement du courant M (Marrion, 1997). En
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réponse a une variation de potentiel de membrane plus important, il y a augmentation de
la probabilité d’ouverture du pore et le passage des ions potassium via leur gradient
électrochimique de I'intérieur vers |'extérieur de la cellule. Ces canaux potassiques ont une
cinétique lente avec une dépendance au potentiel de membrane (Figure 7), c’est a dire que
la cinétique d’activation s’accélére avec la dépolarisation du PA (Brown, 2009).
Contrairement a la plupart des canaux dépendants du voltage, ils ne s’inactivent pas, c’est-
a-dire que les canaux Kv7 vont s’ouvrir et se fermer en fonction du potentiel sans période
de latence. Ainsi, ces canaux Kv7 neuronaux ont la capacité de rester ouverts si le potentiel
de membrane reste au-dessus du potentiel d’ouverture (-60 mV). Dés |'ouverture des
canaux KCNQ/M, les ions potassium vont progressivement repolariser la membrane
plasmique. La fermeture du canal est dépendante du voltage, elle va commencer dés la
phase descendante du PA et finira longtemps apres. Les canaux KCNQ/M sont a I'origine de
I’"hyperpolarisation post-potentiel d'action ou le potentiel descend en dessous du potentiel
de repos. Cette période réfractaire (aussi appelée afterhyperpolarisation, AHP) est

nécessaire pour empécher la survenue de PA successifs.

—-30 mV
—40 mV
-50 mV
-60 mV —

200 pA

500 ms

Figure 7: Profil d’un courant I, enregistré dans les
neurones sympathiques du ganglion cervical supérieur.
Enregistrement par une électrode en configuration patch
perforé sur une cellule dépolarisée de -60 mV a -30 mV
avec des pas de potentiel de 10 mV (Brown, 2009)

Le courant M joue un rdle tres important de régulateur de I'excitabilité neuronale au sein

du SNC, notamment du fait de sa capacité a étre actif rapidement a des potentiels bas et

35



proches du seuil d’initiation du PA (Marrion, 1997). De plus, cette propriété d’activation et
de déactivation lente lui confére des propriétés trés différentes de celles des canaux
potassiques responsables de l'inactivation rapide du PA. Il n’atteindra pas son maximum
d’activité au pic de PA mais dans la phase descendante qui s’en suit. Lors d'un stimulus
excitateur dépolarisant le neurone, le canal KCNQ/M sera ouvert avant I'atteinte du seuil
du potentiel d'action. Il n’agira donc pas tout de suite aprées le pic mais empéchera plutét la

survenue d'un PA successif au premier.

Réle dans le potentiel de membrane et le seuil de genése des PA

Les canaux Kv7 neuronaux ont un role régulateur dans I’activité des neurones. Des données
ont montré que le blocage de I'adressage des canaux Kv7 provoquaient une dépolarisation
des cellules et une décharge spontanée des neurones (Shah, 2008 ; Battefeld, 2014). La
présence de Iy controle le potentiel de membrane et le seuil de genese des PA. Ainsi, le
potentiel de repos du neurone au niveau de I'axone serait stabilisé grace a la présence des

canaux Kv7 (Shah, 2008).

Role dans l'intégration synaptique

Lintégration synaptique est la capacité du neurone a réaliser une sommation a la fois
temporelle et spatiale des potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) ou inhibiteurs
(PPSI) arrivant dans les dendrites (Figure 8). La présence de canaux Kv7 au niveau du soma
va modifier I'intégration synaptique en réduisant la sommation temporelle des PPSE (Shah,

2011). Les canaux Kv7 somatiques ont un réle pour modérer I'activité excitatrice.

Entrée: PPSI

ﬁ\/\
I~

Entrée: PPSE g

Initiation du PA Propagation du PA

f

Myéline

Segment Initial
de I'axone

Figure 8 : Représentation schématique d’un neurone et de la propagation des potentiels (D’apres Duflocq,
2011) PPSI : post-potentiel d’action synaptique inhibiteur, PPSE : post-potentiel d’action synaptique

excitateur.
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Controle de la configuration de la décharge

Dans le systeme nerveux, chaque PA est suivi par une phase d’hyperpolarisation post-
potentiel d’action (AHP) qui existe pour des PA uniques ou pour des trains de potentiel
d’action. Trois types de périodes se distinguent avec différentes cinétiques, elles sont
nommeées rapide (fast), moyenne (medium) et lente (slow) AHP en fonction de leur durée
de persistance. Le courant |y, possede un réle prédominant dans la medium AHP (ou mAHP)

au niveau des cellules pyramidales du néocortex (Figure 9) (Gu, 2005).

La mAHP est un élément permettant le mécanisme d'adaptation des pics d’activité (ou
spikes) suite a un train de PA. Il s’agit d’'un mécanisme permettant une fréquence moins
élevée des pics de potentiel lors d’'une stimulation constante et soutenue (Yue et Yaari,
2004). En effet, aprés un premier pic de potentiel, le courant est actif et provoque une
augmentation de la conductance de membrane et le canal KCNQ/M reste ouvert durant
une période assez longue bien apres que les autres canaux ioniques intervenant dans le
potentiel d’action soient fermés. Le courant KCNQ/M permet de maintenir un courant
sortant et de créer une hyperpolarisation post-potentiel d’action (Figure 9, Yue et Yaari,
2004 ; Zaika, 2006 ; Brown, 2009). Puis, ils vont se fermer ensuite progressivement lorsque
le potentiel de membrane est hyperpolarisé ce qui permettra de rétablir le potentiel
membranaire. Ce courant potassique sortant, qui persiste aprés un PA, va diminuer le
potentiel membranaire et donc augmenter le seuil d’activation nécessaire pour la
génération d’autres potentiels d’action ce qui aura pour effet de diminuer la durée et la
fréquence des trains de potentiels d’action suite a une dépolarisation soutenue (Yue et

Yaari, 2004).

Ce mécanisme existe dans de nombreux neurones, dont les neurones hippocampiques,
sympathiques et certains neurones corticaux (Rogawski, 2000). Des souris transgéniques
pour le géne Kcng2 exprimant une forme dominante-négative de la sous-unité Kv7.2,
montrent une diminution dans le mécanisme d’adaptation des potentiels d’action (Peters,

2005) et une génération de trains de potentiels d’action plus importante.
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Figure 9 : Le blocage de I, supprime 1’hyperpolarisation post-potentielle d’action moyenne (mAHP)
SAHP : hyperpolarisation post-potentielle d’action lente (D’apres Gu, 2005)

Enregistrement en configuration cellule entie¢re qui montre un blocage du courant M par 10 pm de
XE991 bloquant la mAHP des potentiels de membrane de —60 mV.

Role dans la neurotransmission

En absence d'acétylcholine agissant sur les récepteurs muscariniques, le courant M joue un
role important en hyperpolarisant le potentiel de membrane. Il va donc participer a la
régulation de I'activité des PA en abaissant le potentiel en dessous du seuil, en diminuant
les propriétés de réponse des neurones mais également en diminuant les influx
synaptiques dans certains neurones (Shieh, 2000). Lors du relargage d'acétylcholine, le
courant M sera inhibé ce qui va permettre aux neurones de répondre aux signaux
synaptiques et favorisera également les bursts de PA a |'excitation. Les canaux KCNQ/M
pré-synaptiques dans I’hippocampe vont participer a I’hyperpolarisation de la membrane
plasmique, ce qui provoque une diminution de I'influx des canaux calciques dépendants du
voltage. Cette baisse de calcium entraine alors une diminution du relargage des
neurotransmetteurs comme la noradrénaline, le GABA et le D-aspartate (Martire, 2004 ;
Peretz, 2007). Néanmoins, des données de la littérature montrent qu’au niveau pré-
synaptique, les canaux KCNQ/M ne pourraient exercer un role que lorsque le neurone est
déja dépolarisé car leur ouverture serait trop longue en comparaison a l'arrivée d’'un
potentiel d’action (Vervaeke, 2006). Selon ce principe, le courant Iy ne pourrait participer
au relargage de neurotransmetteurs que dans les conditions expérimentales utilisées ou le

potentiel de membrane du neurone est déja dépolarisé.
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1.1.3. Structure des canaux potassiques Kv7.2 et Kv7.3

Les sous-unités Kv possedent 6 segments transmembranaires, numérotés de S1 a S6
(Figure 10). Ces 6 hélices s’organisent en 3 grandes parties structurales comprenant (1) un
pore permettant le passage des ions, (2) un filtre sélectif restreignant la spécificité a une
espece ionique préférentielle, (3) un domaine de sensibilité au voltage (VSD, voltage sensor
domain) permettant un mécanisme d'ouverture pour passer de I'état fermé a I’état ouvert
(Shieh, 2000 ; Robbins, 2001).

Les sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 ont ces trois grandes parties structurales qui sont
transmembranaires. Le segment S4 constitue le VSD et contréle ainsi I'ouverture du pore
(Miller, 2000). Il contient des résidus chargés positivement, lysine ou arginine, toutes les
trois positions (Shieh, 2000) qui vont se lier par interaction électrostatique a d’autres
résidus chargés négativement dans les domaines S2 et S3, ce qui permet I'ouverture du
canal. Les segments S5 a S6 sont reliés entre eux par une hélice alpha membranaire
appelée boucle P. Les trois segments S5-boucle P- S6 forment le "core" du canal créant le
pore pour le passage des ions (Figure 11). Chaque sous-unité posséde dans sa boucle P une
séquence consensus permettant la sélectivité a l'ion potassique: TMXTVGYG
(Heginbotham, 1994 ; Shieh, 2000). S'ajoutent a cette partie transmembranaire du canal,
une partie amino-terminale (N-terminale) et une partie carboxy-terminale (C-terminale)
liant des protéines de régulation et permettant la liaison a d'autres sous-unités (Figure 10).
La partie C-terminale est composée de plusieurs hélices alpha, notées de A a D. Ces hélices
sont importantes pour la liaison de protéines interactrices (A-B), mais également pour la
dimérisation et la tétramérisation des sous-unités (Figure 10) (Tu et Deutsch, 1999 ;
Schwake, 2006 ; Chung, 2014). Les hélices A et B forment un domaine appelé TCC1
(tetramerizing coiled-coil 1) et les hélices C et D un domaine appelé TCC2 (tetramerizing
coiled-coil 2) ou Sl (subunit-interaction) ou domaine A (Jenke, 2003 ; Schwake, 2003)

(Figure 10).
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Figure 10 : Structure schématique d'une sous-unité Kv7.2 ou d’une sous-unité¢ Kv7.3

Cette représentation schématique met en évidence les interactions des sous-unités Kv7.2 ou Kv7.3 avec des protéines
partenaires.

1.1.4. Expression des canaux potassiques de type Kv7

11.1.4.1. Tétramérisation des canaux Kv7.2 et Kv7.3

Les sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 vont s'associer entre elles, au niveau de la partie C-
terminale, pour former un homotétramére ou un hétérotétramére (Figure 11) dans le
réticulum endoplasmique (RE). Les canaux ioniques sont ensuite adressés a la membrane
plasmique (Schwake, 2006). Les hélices C et D des sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 permettent
cette tétramérisation. La sous-unité Kv7.3 posséde des acides aminés changeant la polarité
du domaine Sl et permettant I’'hétéromérisation (Howard, 2007 ; Nakajo, 2008). Les sous-
unités Kv7.2 ont une affinité préférentielle pour les sous-unités Kv7.3 plutot que pour elles-
mémes, ce qui favorise I'hnétéromérisation Kv7.2-Kv7.3 par rapport a I'homomérisation

(Kv7.2 ou Kv7.3 seules) (Howard, 2007 ; Nakajo, 2008).
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Figure 11 : Structure schématique représentant un homotétramere (Kv7.2) et un
hétérotétramere (Kv7.2-Kv7.3). Les colonnes grises représentent le pore avec les
segments S5-S6.

L'hétéromérisation des sous-unités Kv7.3 avec d’autres sous-unités est possible et
dépendante de la localisation et de I'expression des autres protéines. Certains articles ont
montré qu'une liaison de Kv7.3 a Kv7.5 (Schroeder, 2000) ou a Kv7.4 (Kubisch, 1999) était
possible mais il n’existe pas de liaison de Kv7.2 a Kv7.4 ou a Kv7.5. Cet assemblage, Kv7.3-
Kv7.5, pourrait réguler ainsi dans le cerveau la quantité d'hétéromeéres Kv7.2-Kv7.3 en
limitant les quantités des sous-unités Kv7.2-Kv7.3 disponibles (Schroeder, 2000).
L'expression différentielle des sous-unités dans le cerveau permettrait I'existence de
plusieurs populations neuronales caractérisées par la présence d'un courant différent en

fonction de la composition des hétérotétraméres (Schroeder, 2000).

[11.1.4.2. Protéines partenaires des sous-unités Kv7.2-Kv7.3

L'expression des canaux potassiques est régulée par de nombreuses protéines formant un
complexe moléculaire. Le site majoritaire d'interaction de ces partenaires est situé dans le
domaine C-terminal des sous-unités Kv7 (Figure 9). Les principales protéines intervenant

dans la régulation de Kv7.2 sont présentées ci-dessous.
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L'ankyrine G

Les ankyrines sont des protéines intracellulaires se liant a la fois aux protéines de la
membrane plasmique et a différentes protéines du cytosquelette (Rubtsov, 2000). Elles ont
une affinité particuliere pour les spectrines. Elles contiennent des répétitions de vingt-
qguatre domaines ANK, un domaine ZU5, un domaine DEATH qui permettrait la liaison aux
protéines impliquées dans |'apoptose et un domaine régulateur dans leur région C-
terminale (Bennett et Healy, 2008). Les domaines ANK sont des super-hélices qui
permettent la liaison a la membrane, tandis que le domaine ZU5 permet la liaison aux
spectrines et l'ancrage au cytosquelette. Il existe trois types d'ankyrines: |'ankyrine B,
I'ankyrine G (AnkG) et I'ankyrine R, elles sont codées par des génes différents. L’AnkG est
celle qui permet la localisation au segment initial de I'axone de nombreux canaux (Bennett
et Healy, 2009). Elle est indispensable pour empécher I'entrée dans I'axone de protéines
spécifiguement localisées dans le compartiment somatodendritique telle que la protéine

MAP2 (Hedstrom, 2008).

L'AnkG va se lier a un site d'interaction de 80 acides aminés appelé C3, situé dans le
domaine C-terminal de chaque sous-unité Kv7.2 ou Kv7.3 (Figure 10). A l'intérieur de ce
domaine C3, une séquence de 10 acides aminés est indispensable a la liaison spécifique de

I'AnkG (Pan, 2006).

La syntaxine 1A

Les syntaxines sont des protéines membranaires appartenant au complexe moléculaire
SNARE. Elles sont capables d’interagir avec de nombreux canaux au niveau de la fente
synaptique et de les réguler ce qui a été trés décrit pour les canaux Kv1.1, Kv2.1 et Kv7.2

(Mohapatra, 2007 ; Regev, 2009).

La syntaxine 1A est une protéine pouvant lier les canaux Kv7.2 et Kv7.3 homomériques ou
hétéromériques, via I’hélice A du domaine C-terminal (Regev, 2009 ; Soldovieri, 2014). Lors
de sa liaison, elle va diminuer la densité de courant, en diminuant la probabilité
d’ouverture des canaux. Il a été montré que la syntaxine 1A agirait peu sur un courant issu
de canaux hétéromériques (Regev, 2009). Les parties N-terminale et C-terminale d'une

sous-unité Kv7 peuvent interagir ensemble et la syntaxine 1A semble inhiber le courant
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KCNQ/M en interagissant avec le domaine N-terminal. Au contraire, la sous-unité Kv7.3
possede dans sa partie N-terminale, un motif GR pour "Glycine Rich", absent dans les sous-
unités Kv7.2 (Figure 10). Cette partie distale GR empéche I'action de la syntaxine 1A en
limitant I'accés a la partie N-terminale de la protéine ce qui explique la faible sensibilité des

canaux hétéromériques a cette protéine (Etzioni, 2011).

L'inhibition du courant homomérique Kv7.2 au niveau du bouton présynaptique des
neurones par la syntaxine 1A serait déterminante pour la libération des
neurotransmetteurs. En effet, une inhibition des canaux Kv7.2 permettrait d’augmenter le

relargage synaptique (Regev, 2009 ; Etzioni, 2011).

La calmoduline

La calmoduline (CaM) est une protéine qui permet la régulation du calcium intracellulaire
(Jurado, 1999). Sa liaison au calcium lui permet de réguler des protéines, soit par
changement de conformation et interaction directe avec d’autres protéines, soit par
modulation du calcium intracellulaire. Cette protéine ubiquitaire interagit avec de
nombreuses cibles protéiques centrales pour le fonctionnement de la cellule (telles que des
kinases, des phosphatases, des pompes ATPases ou des protéines du métabolisme). Cette
sensibilité au calcium est supportée par ses domaines a quatre mains EF. Ces structures
sont composées de deux hélices alpha de 30 acides aminés reliées entre elles par une
boucle, ol va se lier une molécule de calcium. La calmoduline peut donc simultanément
lier quatre molécules de calcium. Deux mains EF forment un domaine globulaire et pour la
calmoduline, il existe donc deux domaines globulaires nommés lobes N- et C-, situés
respectivement dans les domaines N- et C- terminaux (Chung, 2014). La calmoduline non
liée au calcium est appelée apo-calmoduline (apoCaM) et celle liée au calcium est appelée

holocalmoduline (holoCaM).

La partie N-terminale de la CaM va se lier sur la partie C-terminale des protéines. La liaison
repose sur des structures spécifiques. Les domaines |Q sont des régions protéiques de 20-
25 résidus souvent composées d’acides aminés hydrophobe : IQXXXRGXXXR (Rhoads,
1997 ; Bahler, 2002). Les domaines IQ des cibles de la CaM permettent de lier 'apoCaM
(Jurado, 1999) tandis que des motifs sont spécifiques de la liaison a ’holoCaM. Ces motifs

sont des séquences de 20 acides aminés contenant des résidus hydrophobes a des
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positions spécifiques. Les deux principaux les plus décrits sont les motifs 1-5-10 (ou motif 1-
10) et 1-8-14 (ou motif 1-14), numérotés selon la position de ces résidus hydrophobes

conservés entre les protéines (Rhoads, 1997).

La calmoduline interagit avec les hélices alphas A (321 a 358) et B (536 a 567) des parties C-
terminales des sous-unités Kv7.2 ou Kv7.3 (Figure 10 ; Wen et Levitan, 2002 ; Yus najera,
2002). Ces structures en hélices sont donc importantes puisque des mutations, changeant
la polarité ou la conformation de ces sites, ont un effet sur la liaison de la calmoduline
(Richards, 2004 ; Ambrosino, 2015). Le site A des sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 posséde un
motif 1Q, IQXXXR, spécifique pour la liaison a la calmoduline (Yus Najera, 2002) tandis que
le site B contient un motif consensus 1-5-10 pouvant lier I’holocalmoduline (Rhoads et
Friedberg, 1997 ; Xu, 2013). Pour les canaux Kv7, la liaison de la calmoduline est
dépendante de la conformation apo-CaM ou holo-CaM. L'apoCaM pourrait se lier aux
hélices A et B, via le domaine 1-5-10, tandis que I'holoCaM pourrait ne se lier qu’a I'hélice B

(Alaimo, 2013 ; Xu, 2013).

Le role de la calmoduline sur les canaux Kv7 serait de (i) réguler I'assemblage des sous-
unités, (ii) moduler les canaux en fonction de la concentration du calcium, (iii) faciliter
I'interaction des canaux avec d’autres protéines de signalisation et (iv) réguler le trafic des
canaux dans les neurones, par sortie du RE et expression a la membrane plasmique (pour
revue voir Chung 2014). Elle facilite la tétramérisation des sous-unités au niveau du
domaine C-terminal (Schwake, 2006). L’holocalmoduline contribue a la formation de
canaux Kv7.2-Kv7.3 en se liant par des liaisons faibles au motif 1-5-10 situé dans |’hélice B
de la sous-unité Kv7.3 ou Kv7.2 (Rasmussen, 2007 ; Liu, 2013). L'holocalmoduline aurait
une affinité différente en fonction de la configuration homomeérique ou hétéromérique des
canaux (Kosenko, 2013). L'apocalmoduline se lierait, quant a elle, uniguement a la sous-
unité Kv7.3 au niveau des domaines 1Q avec une forte affinité et coordonnerait la
formation préférentielle des complexes Kv7.2/3 (Liu et Devaux 2014). La calmoduline aurait
un réle crucial sur le courant Iy et une diminution de la liaison de la calmoduline au canal
entraine une augmentation de l'excitabilité par réduction du courant Iy (Shahidullah,

2005).
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Plusieurs publications (Huawen, 2002 ; Gomez posada, 2011; Kosenko, 2013 ; Liu et
Devaux, 2014) ont montré un réle important du calcium, via I'holoCaM, en tant
gu'inhibiteur des canaux Kv7.2 (Gamper, 2003). |l est difficile de conclure aujourd’hui sur le
réle précis de la calmoduline sur les canaux Kv7 qui peut dépendre des modeles cellulaires
utilisés ou de I'activité intrinseque des cellules (Delmas, 2005 ; Shahidullah, 2005 ; Etzioni,

2011).

Le Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate et la protéine kinase C

Le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) est un composé essentiel de la membrane
plasmique et il régule de nombreuses voies cellulaires, telles que les processus
d’endocytose-exocytose et les voies métaboliques via son hydrolyse par la phospholipase C
(PLC) en diacylglycérol (DAG) et inositol triphosphate (IP3). Le DAG activera la protéine
kinase C (PKC) et les voies transcriptionelles qu’elle contréle ; I'IP3 va mobiliser les stocks
calciques du RE et provoquer une augmentation du calcium intracellulaire qui va contribuer
a I'activation de la PKC (Bruch, 1996). Il joue également un rdle dans la formation des
microvilli et dans I'attachement des protéines membranaires au cytosquelette (Kosenko,

2012). Il agit en tant que cofacteur pour plusieurs types de canaux (Zhang, 2003).

La liaison du PIP2 aux canaux Kv7 pourrait se faire au niveau du domaine C-terminal. Pour
Kv7.2, la liaison se fait sur I'histidine 328 située dans le site A (Figure 10 ; Zhang, 2003). Une
liaison entre les sites A et B est également possible dans une région identifiée par analogie
avec d'autres canaux possédant une séquence spécifique de liaison au PIP2 (Figure 10;
Hernandez, 2008). Enfin une derniere étude suggere que l'interaction est dynamique et

dépendante de I'état, ouvert-fermé du canal (Zhang, 2013).

Le PIP2 est essentiel pour |'activation des canaux Kv7, I'absence de PIP2 provoquant une
inhibition du courant Iy (Zhang, 2003). L’hydrolyse de PIP2 via I'activation de la PLC serait
ainsi un modulateur puissant du courant M. Cette déplétion est observée dans les
neurones orthosympathiques, par hydrolyse du PIP2 suite a |'activation des récepteurs
muscariniques (Brown, 2007). Le PIP2 aurait notamment besoin de la liaison de la
calmoduline pour agir sur les canaux Kv7 (Kosenko, 2012). Il aurait donc également un role
au niveau de la sensibilité de Kv7.2 a I'activation des récepteurs muscariniques M1 couplés

aux protéines Gq. Lors de l'activation de la PLC et de la PKC par les récepteurs
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muscariniques, la PKC va d'une part dissocier la calmoduline de Kv7.2 par phosphorylation
au niveau de la sérine 541 (Kosenko, 2012) qui diminue la liaison CaM-Kv7.2 et d'autre
part, la PLC va hydrolyser le PIP2 circulant en IP3 et DAG. La dissociation de la calmoduline
et la diminution de PIP2 intracellulaire auront pour conséquence une association réduite
du canal Kv7.2 — Kv7.3 aux PIP2 membranaires ce qui provoquera la fermeture du pore du
canal (Hansen, 2011). Ceci pourrait expliquer pourquoi le courant Iy est inhibé par
I'activation des récepteurs muscariniques. D'autres récepteurs couplés aux protéines Gq et
localisés dans d'autres neurones vont également agir au niveau de Kv7.2, le récepteur AT1
sensible a I'angiotensine Il (Zaika, 2006) au niveau des ganglions sympathiques en est un
exemple. Ce récepteur va également provoquer la déplétion du PIP2 et provoquer

I'inhibition du courant Iy.

Les protéines AKAP79/150 et la protéine kinase A

La protéine AKAP (A Kinase Anchoring protein) se lie aux protéines kinases A (PKA) et
permet leur activation. Les PKA permettent la signalisation intracellulaire et régulent
également de nombreuses voies cellulaires par la phosphorylation. Les protéines AKAP150
sont numérotées différemment en fonction de [|'orthologue, chaque numéro
correspondant a la taille de la protéine en kDa : AKAP79 chez I'humain, AKAP150 chez la
souris/rat, AKAP75 chez la vache (Wong, 2004). L'AKAP79/150 forment un complexe avec
la protéine PKA, mais est également capable de lier la PKC et les canaux Kv7 pour former

un complexe moléculaire trimérique (Higashida, 2005).

La protéine AKAP79/150 s'associe au domaine C-terminal de la sous-unité Kv7.2 (Figure 10 ;
Hoshi, 2003) et faciliterait ainsi l'interaction de Kv7.2 avec I'holo-CaM, en se liant a cette
derniére (Kosenko, 2013). Un deuxiéme réle de I'AKAP79/150 concerne la calcineurine qui
pourrait se lier a I'AKAP79/150 lors d'une excitation neuronale suivie de I'augmentation
calcique intracellulaire associée (Zhang, 2012). Cette association provoquerait une
déphosphorylation de NFATc1 et NFATc2 (Nuclear Factor Of Activated T-Cells, Cytoplasmic,
Calcineurin-Dependent 1 et 2) et leur translocation nucléaire. Ces deux acteurs agiraient en
tant qu'activateur transcriptionnel de Kv7.2 (Zhang, 2012). Ainsi, la stimulation neuronale
entrainerait une réponse modulatrice par I'augmentation de |'expression des canaux Kv7.

Enfin ’AKAP79/150 serait impliquée directement dans I'inhibition muscarinique de Kv7.2.
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En effet, la liaison de ’AKAP79/150 a la PKC et au récepteur muscarinique M1 faciliterait

I'inhibition des canaux en les rapprochant des canaux Kv7 (Hoshi, 2005).

[11.1.4.3. Expression membranaire de Kv7.2 et Kv7.3

Les canaux Kv7 sont exprimés a la surface de la cellule et permettent la sortie du courant
potassique de l'intérieur vers I'extérieur, cette expression a la membrane s’effectue par le
biais de protéines qui permettent le bon adressage des canaux. La tétramérisation des
canaux Kv7 a lieu au niveau du RE et il sera empaqueté dans des vésicules qui vont ensuite
étre adressée avec les canaux a la membrane plasmique. La sortie des canaux du RE serait
dépendante de la calmoduline, et ce mécanisme est majoritairement controlé par
I'holocalmoduline (Etxeberria, 2008). Deux étapes d’activation seraient nécessaires a leur
sortie : la premiere comprend la liaison de la calmoduline aux canaux, le second, un
changement de conformation permettant la sortie du RE (Alaimo, 2009).
L’holocalmoduline, en se liant au site A, aurait un réle dans I'expression des canaux a la
membrane plasmique en intervenant sur la sortie du RE (Etxeberria, 2008 ; Chung, 2014).
Des mutations sur I’hélice B abolissent la liaison de la calmoduline, mais ne diminuent pas
I’expression des canaux Kv7.2 a la membrane plasmique (Posada, 2011). Jusqu’a présent, la
calmoduline reste la plus étudiée et I'unique candidate, en dehors des autres sous-unités,

pour un role dans I'expression de Kv7.2 a la membrane plasmique.

La sous-unité Kv7.3 joue également un réle important sur I'expression a la membrane
plasmique des sous-unités Kv7.2. Ainsi, I'expression simultanée des sous-unités Kv7.2 et
Kv7.3 permet un adressage a la membrane plasmique plus efficace que celui des deux
sous-unités séparément et une stabilisation des canaux a la surface de la cellule (Schwake,
2000). Les canaux hétéromériques (Kv7.2-Kv7.3) générent alors un courant ly plus
important (jusqu'a 10 fois supérieur) a celui des canaux homomeériques Kv7.2 (Schwake,
2000) sans que la probabilité d'ouverture ou la conductance du canal n’augmente.
L’expression des canaux Kv7.3 homomériques a la membrane plasmique est tres faible a

cause de la présence d’une séquence de rétention du RE sur cette sous-unité. L’association
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de Kv7.3 a Kv7.2 permettrait le masquage de cette séquence de rétention du RE et rendrait

ainsi possible I'adressage a la membrane plasmique des sous-unités Kv7.3 (Nakajo, 2008).

[11.1.4.4. Localisation subcellulaire des canaux Kv7.2-Kv7.3

Le segment initial de I'axone (AIS) est une structure importante, située au début de I'axone,
il représente une barriére physique, au niveau membranaire et cytoplasmique, entre le
compartiment somato-dendritique et I'axone (Figure 8; Song, 2009), permettant
notamment un contréle de la ségrégation entre ces deux compartiments. L'AlS permet
I'intégration des potentiels post-synaptiques excitateurs et inhibiteurs et la génération d'un
potentiel d'action consécutif au signal regu. Il constitue une plateforme protéique
importante, avec notamment de nombreuses protéines membranaires dont la quantité est
régulée de facon fine. Ces protéines sont ancrées a une "protéine échafaudage", I'AnkG,
qui interagit avec une protéine du cytosquelette d’actine, la spectrine beta IV (spectrine
BIV) (Wimmer, 2010). Les principaux canaux ioniques présents sont les canaux sodiques
dépendant du voltage (Nav) permettant l'initiation du PA mais également de nombreux
canaux potassiques (Kv), pour la régulation post-PA, et des canaux calciques (Figure 5A)

(Wimmer, 2010).

Les canaux Kv7.2- Kv7.3 montrent une expression enrichie au niveau de I’AlS et aux nceuds
de Ranvier grace a leur ancrage par I'AnkG sur la spectrine BIV (Chung, 2006). Des canaux
Kv7 sont également présents au niveau distal de I'axone et au niveau des terminaisons

présynaptiques.

Les nceuds de Ranvier sont des structures du SNC et du SNP qui permettent la conduction
saltatoire des potentiels d’action. Les nceuds se présentent architecturalement comme des
espaces entre les gaines de myéline et sont enrichis de canaux sodiques et potassiques,

avec une composition toutefois différente de celle de I'AIS (Debanne, 2011).

La localisation des canaux Kv7.2-Kv7.3 a été étudiée sur des neurones hippocampiques et
montre que la localisation préférentielle des canaux est axonale (Chung, 2006). Comme
mentionné précédemment, la CaM et I'AnkG sont des protéines importantes pour

I'expression des canaux a I'AIS (Rasmussen 2007, Devaux 2010). La calmoduline permet
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I'adressage des canaux au niveau de I'AIS (Cavaretta, 2014 ; Liu et Devaux, 2014) tandis que
I’AnkG permet I'ancrage des canaux Kv7.2/Kv7.3 a I’AlS via la spectrine BIV (Chung, 2006 ;
Pan, 2006). Le blocage des sites d’interaction des sous-unités Kv7.2-Kv7.3 a I’AnkG par un
peptide nommé ABP, entraine une augmentation de I'excitabilité neuronale (Shah, 2008).
Ces données soulignent donc I'importance de I'ancrage par AnkG pour le fonctionnement
des canaux a I’AIS. Les canaux homomeériques sont, quant a eux, majoritairement exprimés

au compartiment somatodendritique et au niveau synaptique (Liu et Devaux, 2014).

La plupart des nceuds de Ranvier expriment des canaux Kv7 hétéromériques mais
guelques-uns exprimeraient uniqguement des canaux homomériques (Devaux, 2004 ; Pan,
2006). Des expériences d'immunohistochimie ont montré que la sous-unité Kv7.2 pouvait
étre exprimée a la fois au niveau des nceuds de Ranvier dans le SNC mais également dans le
SNP (Devaux, 2004; Pan, 2006). Les canaux Kv7 appartenant aux nceuds de Ranvier sont
situés au niveau des nerfs sciatiques, de la corne ventrale de la moelle épiniere, du cortex
cérébelleux, de I'hippocampe et du cortex cérébral (Pan, 2006 ; Chung, 2006). Des
expériences sur la spectrine BIV ont montré un réle important du cytosquelette dans la
localisation des canaux Kv7 au niveau des nceuds de Ranvier. Ainsi, un déficit en spectrine
BIV provoque une diminution des canaux au niveau des noceuds de Ranvier mais une

localisation conservée a I'AIS (Devaux, 2004).

Des modifications post-traductionnelles peuvent également modifier I'adressage, c'est le
cas pour la phosphorylation de la sous-unité Kv7.2 par la caséine kinase CK2 qui augmente
la liaison de I’AnkG et conduit donc a une augmentation de canaux Kv7 a I'AIS et aux niveau
des nceuds de Ranvier (Xu et Cooper, 2015). L'expression aux nceuds de Ranvier est médiée
par le domaine C-terminal de Kv7.2, celui-ci est situé dans la partie la plus proche de la

membrane plasmique et dans le domaine A (Chung, 2006).

[11.1.4.5. Localisation neuronale des canaux potassiques Kv7.2 et

Kv7.3

Les études de localisation des sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 ont été réalisées sur des coupes

de cerveaux humains et murins, a partir du développement feetal jusqu’a la période adulte.
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Chez ’lhomme, I'expression de la sous-unité Kv7.2 commence dées 22 semaines de gestation
dans I’hippocampe puis apparait ensuite a 29 semaines de gestation dans le lobe temporal,
la medulla oblongata et le cervelet (Kanaumi, 2008). L'expression de Kv7.2 augmente
ensuite fortement a la naissance dans ces régions et également dans le cortex puis elle
diminue ensuite fortement durant I’enfance et son expression reste tres faible chez I'adulte
(Cooper, 2000 ; Kanaumi, 2008). L'expression de la sous-unité Kv7.3 va quant a elle,
apparaitre tardivement a 36-39 semaines de gestation dans I’hippocampe, le lobe temporal
et le cervelet. Elle apparait a 29 semaines de gestation uniquement dans la medulla
oblongata. Puis, I'expression de la sous-unité Kv7.3 augmente a la naissance et diminuera
ensuite jusqu’a 8 ans. Elle disparaitra complétement de la medulla oblongata (Kanaumi,
2008). Ces études ont montré que la forme majoritaire avant la naissance était celle des
canaux Kv7.2 homomériques. Les sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 sont exprimées de facon
importante chez le nouveau-né et chez le nourrisson. Néanmoins, une étude sur des
cerveaux adultes montre également une expression concomitante de Kv7.2 et Kv7.3chez

I’'adulte dans le cortex et I’"hippocampe (Cooper, 2000).

Chez le rat et la souris, I'expression des sous-unités Kv7.2 est importante au niveau de
I’"hippocampe, du thalamus et du mésencéphale tandis que I'expression est plus faible au
niveau du cortex cérébral, de I'hypothalamus, des ganglions de la base, du pont et du
cortex cérébelleux (Tinel, 1998 ; Cooper, 2001). Il existe également une expression des
sous-unités Kv7.2 au niveau des ganglions sympathiques (Wang, 1998). L'expression de
Kv7.2 n’est pas visible dans I'hippocampe chez la souris avant P8 et la quantité de protéine
augmente progressivement entre P11 et P21 (Weber, 2006 ; Safiulina, 2008). Les sous-
unités Kv7.3 sont exprimées dans le cortex, I'"hippocampe, le thalamus, le cervelet et les
ganglions sympathiques (Geiger, 2006; Wang, 1998). Les études d'expression de Kv7.3
donnent des résultats variables du fait de la présence de deux transcrits codant pour des
protéines avec une partie amino-terminale différente et les expériences
d’'immunohistochimie qui ont été réalisées utilisent des anticorps ciblant la partie N-

terminale (Figure 12 ; Geiger, 2006).

Au niveau des populations neuronales, I'expression des sous-unités Kv7.2 est mise en
évidence dans de nombreux types de neurones. Elles sont exprimées dans les

interneurones (neurones GABAergiques, neurones a paravalbumine et neurones
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cholinergiques), dans les neurones dopaminergiques, dans les neurones pyramidaux et
dans les cellules granulaires (Tinel, 1998 ; Cooper, 2001 ; Saganich, 2001 ; Shah, 2002 ;
Rasmussen, 2007). Les canaux Kv7 seraient également présents dans les motoneurones

inférieurs de la corne antérieure de la moelle épiniére (Dedek, 2001).

Toutes ces études ont permis de montrer qu’il existe une expression différentielle de Kv7.2
et Kv7.3 chez I’'homme et les modeles murins en fonction du développement. L'expression
plus précoce de Kv7.2 pourrait expliquer la susceptibilité aux crises a la naissance (Safiulina,

2008 ; Kanaumi, 2008).

[[1.2.  IMPLICATION DES GENES KCNQ2 ET KCNQ3 DANS LES EPILEPSIES

1.2.1. Les genes KCNQ2 et KCNQ3

Le géne KCNQ2 (potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily member 2) a été
découvert en 1998 par clonage positionnel (Biervert, 1998 ; Singh, 1998 ; Charlier, 1998). Il
est localisé sur le chromosome 20q13.33 et code pour de nombreux transcrits dont la
signification biologique n’a pas encore été totalement élucidée. Chez 'homme, il existe 5
transcrits majoritaires, chaque transcrit comporte les 7 premiers exons qui englobent
toutes les régions membranaires du canal. Il existe un transcrit tres court, codant pour une
protéine de 393 acides aminés et 4 transcrits plus longs codant pour des protéines a partie
C-terminale variable (Figure 12A). La forme courte est spécifique des neurones immatures
et n’est pas fonctionnelle comme le montrent des expériences de transfection et de
mesure du courant (Smith, 2001 ; Pan, 2001). Chez la souris et le rat, les transcrits de Kcng2

sont moins décrits.

Le géne KCNQ3 (potassium channel, voltage-gated, KQT-like subfamily member 3) est
localisé sur le chromosome 8q24.22. Il code pour deux transcrits chez ’homme qui sont
traduits en deux protéines de 872 et 752 acides aminés qui différent entre elles par leur
partie N-terminale (Figure 12B). Chez le rat, il existe également deux transcrits,
contrairement a la souris ou un seul transcrit est décrit jusqu’a présent (Rasmussen, 2007).
Ces deux genes sont impliqués dans des épilepsies néonatales : les épilepsies néonatales

familiales bénignes et les EEP.

51



Isoforme a : ENSTO0000359125 NM_172107.2 872aa

296 91 127 176 126 111 96 95 30 69 30 54 224 106 132 124 730
Taille en paire de bases des exons

Isoforme b : ENSTO0000357249 NM_172106.1 854aa

Isoforme e : ENSTO0000344425 NM_172109.1 393aa

Bl

B ENSTO0000388996 NM_004519 872aa

Figure 12 : Représentation schématique des transcrits des génes KCNQ?2 (A) et KCNQ3 (B)
Les parties alternatives sont notées en rouge.

11.2.2. Epilepsies néonatales familiales bénignes (BFNS)

Les mutations du gene KCNQ2 ont d’abord été impliquées dans les épilepsies familiales
bénignes du nourrisson (Benign familial neonatal seizure, BFNS). Les BFNS sont un type
d'épilepsies rares et bénignes, avec une incidence de 1 pour 100 000 dans la population
générale (Rogawski, 2000). Elles ont tout d’abord été décrites en 1964 par les médecins A.
Rett et R. Teubel (Rett et Teubel, 1964 ; Plouin et Anderson, 2005). Les patients ont le plus
souvent une histoire familiale d’épilepsie. Les BFNS sont des pathologies autosomiques

dominantes avec une pénétrance de 85% (Bellini, 1993). Les crises débutent tres tot,
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durant le premier mois de vie, et sont majoritairement de type tonique. Des crises
cloniques ou myocloniques sont plus rarement observées (Soldovieri, 2011 ; Maljevic,
2008). Les crises sont souvent en série généralisées ou multifocales. Une rémission des
crises a lieu rapidement, aprés quelques jours a quelques mois aprées leur début et les
patients ont un développement neurologique normal. Il persiste toutefois une récurrence
possible des crises plus tard dans la vie, qui concerne 15% des patients atteints de BFNS

(Psenka et Holden, 1996 ; Singh, 1998).

Les mutations du gene KCNQ2 dans les BFNS sont principalement des mutations faux-sens,
mais d’autres mutations de type non-sens, décalage du cadre de lecture et duplication-
délétion peuvent également étre a l'origine de BFNS (Richards, 2004 ; Singh, 2003 ;
Soldovieri, 2007). Tous ces variants sont principalement situés dans la partie responsable
de la dépendance au voltage et dans la partie C-terminale de la protéine codée par le gene
KCNQ2. Des mutations dans le gene KCNQ2 ont également été décrites dans des myokimies
qui sont des contractions involontaires de fibres musculaires (Dedek, 2001). Elles sont
associées aux BFNS dans I'enfance mais les myokimies se déclarent plus tard dans la vie. La
présence de Kv7 dans les axones des motoneurones (Dedek, 2001), pourrait expliquer

I'effet pathogene de certaines mutations responsable de BFNS au niveau musculaire.

Quelques variants, décrits auparavant dans les BFNS, sont associés a d’autres symptomes
cliniques plus séveres, tels qu’une déficience intellectuelle, une épilepsie résistante aux
médicaments ou une épilepsie focale (Dedek, 2003 ; Borgatti, 2004 ; Schmitt, 2005 ;
Steinlein, 2007). Ces variants ont été identifiés dans plusieurs familles et pourraient étre

responsable de BFNS « classique » et de BFNS accompagnée d'une déficience intellectuelle.

11.2.3. Encéphalopathies épileptiques précoces

L'implication de mutations du gene KCNQ2 dans les EEP est une découverte récente
(Weckhuysen, 2012 ; Saitsu, 2012 ; Milh, 2013). Ces mutations sont généralement de novo
mais quelques cas de mosaicisme parental sont décrits et peuvent parfois complexifier le

diagnostic (Milh, 2015).
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Les EEP liées au gene KCNQ2 commencent de la méme maniére que les BFNS, les crises
surviennent également dans la méme période néonatale, au cours de la premiéere semaine
de vie et sont majoritairement de type tonique (Weckhuysen, 2012 ; Milh, 2013). Ces
épilepsies sont résistantes aux traitements. L'EEG interictal montre un profil de
suppression-burst chez de nombreux patients alors qu’il est normal dans les patients BFNS
(Serino, 2013). Le bilan clinique de ces patients est assez similaire a celui d'un patient
atteint du syndrome d'Ohtahara. En terme de pronostic clinique, les patients atteints d’EEP
avec des mutations de KCNQ2 ont un arrét des crises apres quelques mois a quelques
années. De plus, pour I'un de ces patients atteint d’EEP et porteur de mutation dans le
gene KCNQ2, des anomalies dans les ganglions de la base ont été mises en évidence post-

mortem (Meurs-van der Schoor 2014).

Les mutations du gene KCNQ2 impliquées dans les EEP se situent majoritairement dans le
domaine du pore, S5-boucle P-S6, et dans la partie C-terminale (Figure 13). Pour les
mutations responsables d’EEP, il y a toujours conservation de la partie a 6 domaines
transmembranaires et jusqu’a présent aucune délétion du gene dans son ensemble n’a été
décrite dans les EEP. On peut donc penser que des mutations entrainant une
haploinsuffisance du gene, par délétion compléte du gene ou mutation provoquant un
arrét précoce de la traduction, seraient uniquement responsables de BFNS (Jentsch, 2000 ;

Lerche, 2005).

La présence de phénotypes plus séveres dans les BFNS (Dedek, 2003 ; Borgatti, 2004 ;
Schmitt, 2005 ; Steinlein, 2007) suggére un continuum plutét que l'existence de deux
pathologies bien distinctes. Une majorité des patients appartient a I'un des deux groupes
mais des patients atteints d’EEP peuvent présenter un profil clinique plus modéré. Ce
continuum rend parfois difficile le pronostic clinique et I'’étude fonctionnelle des mutations
de KCNQ2 est donc nécessaire pour comprendre la pathologie et les conséquences de ces
mutations sur le fonctionnement des canaux Kv7.2-Kv7.3. Jusqu’a présent, on ne connait
aucune mutation identique qui soit responsable chez des patients différents d’une

épilepsie de type BFNS et de type EEP.

54



* Weckhuysen, 2012

Boucle P 2 Weckhuysen, 2013
* Allen, 2013
4
g R201C2/H® Y- Kato, 2013
Extérieur G180V* R2GSPE/TEEIVEE g0 fsam0 Milh, 2013
@ & Carvill, 2013
5195 i 7 Numis, 2013
9 , gl 28705 ® Allen, 2014
— — — ~—— ~—— ~— * Pisano, 2015
® o 1 passe © Mith, 2015
L268F () o Py
C Wlvizses L J|1205v 22 T27am25 e
w [ ] G239RS . @ il
® [PIE Ga79cw G2BIRZ/W
S1 S2 S3 sS4 S5 S6
| re07a ()| 630150
()| F304s°
L QI R210H2 C )| F30512
Membrane ()| A306v0
Plasmique L R213W C )| Asoovs
C ® > G315R?
e TR H324R7
Mutation d’épissage @,
(¢.1024-2A>G)*° () R325G*
Va2 SA20M gq0150 R356VIC R3SIHI 351U .
A501P™0 {R333W
m12%0 N
. P534p% ' ®a®, O O ) Q
NH, 4
MS51T2
i R54161. K552T2%2 DS63E¢/N20/D10 C774L £5+91%°
Intérieur ey | | RSS3W*/L*  Rs60T:/W! i ke RB71S®
O K556€2 PE52PI0
RS47RI0 O PS61L*
O
O COOH
Figure 13 : Localisation des mutations de KCNQ2 impliquées dans les EEP, décrites dans la littérature depuis
2012, sur une représentation schématique de la sous-unité Kv7.2
. . . . . g
1.3.1. Mécanismes physiopathologiques modifiant le courant M

Les mutations de KCNQ2 et leurs conséquences sur le courant ly sont étudiées depuis le
début des années 2000. Les techniques d’étude utilisent la transfection de Kv7.2 dans des
cellules en culture, telles que les oocytes de xénope (Orhan, 2014), les cellules ovariennes
de hamster (CHO-K1) (Miceli, 2013), les cellules rénales de Cercopithecus Aethiops (COS7)
(Su, 2011) et les cellules humaines rénales (HEK) (Volkers, 2009). Les cellules utilisées sont
choisies parce qu’elles n’expriment que trés peu de canaux ioniques endogénes pouvant

influencer la mesure du courant ly.

Ces modeles ont permis la détermination des propriétés intrinséques du canal ionique
telles que les propriétés de dépendance du voltage du canal, I'efficacité d’ouverture et de

fermeture, les temps d’activation et d’inactivation. Les cellules transfectées sont étudiées
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par technique de patch-clamp ou le potentiel de repos est maintenu en dessous de celui
d’ouverture du canal puis les cellules sont stimulées par des pas de potentiel croissant. Les

propriétés intrinseques des canaux sont ensuite analysées.

Défaut de densité de courant, défaut d’ouverture du canal

Les premieres études sur les canaux Kv7.2 et Kv7.3 portaient sur des mutations impliquées
dans les BFNS et ont montré une diminution de la densité de courant entre 20% et 25% en
moyenne, valeur pouvant atteindre jusqu’a 50% dans les cas les plus extrémes (Schroeder,
1998 ; Singh, 2003 ; Dedek, 2003). Une diminution de 20% pourrait donc étre suffisante
pour provoquer une épilepsie. Ces mutations sont situées dans le pore du canal ou la partie
C-terminale et concernent plusieurs types de configuration avec ou sans la sous-unité
Kv7.3. Des mutations entrainant un décalage du cadre de lecture sont décrites dans la
littérature. Le canal formé par les sous-unités mutées génere un courant dont la densité est
réduite. La premiere mutation BFNS décrite, p.Tyr562CysfsTer4, est un exemple de
mutation entrainant un décalage du cadre de lecture, elle est localisée dans la partie C-
terminale de la sous-unité Kv7.2 (Biervert, 1998) et entraine une diminution de densité de
courant de 50% en configuration Kv7.2-Kv7.2* (ou Kv7.2* correspond a la sous-unité
mutée). Le degré de diminution du courant pourrait étre corrélé a la sévérité de la
pathologie. En effet, un cas plus sévere est décrit dans les BFNS avec des myokimies. Ce
patient présente une mutation p.R204T, qui aurait un effet dominant-négatif en réduisant

la densité de courant de plus de 50% (Dedek, 2001).

Dans les EEP, des effets dominant-négatifs sont également mis en évidence, |'expression de
la sous-unité mutée affectant les complexes Kv7.2-Kv7.3. Les mutations p.G290D et
p.T274M entrainent dans les EEP des diminutions de densité de courant de I'ordre de 70-
80% en configuration Kv7.2*-Kv7.2 et de I'ordre 60%-75% en configuration Kv7.2-Kv7.2*-
Kv7.3 (Orhan, 2014). Cette diminution est donc plus importante pour les EEP et il y a un

effet de la mutation sur la sous-unité sauvage.
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Défaut dans la courbe d'activation du canal et la cinétique du canal

Les mutations entrainant un déplacement de la courbe de dépendance au voltage du canal
Kv7.2 sont a l'origine d'un défaut d'activation du canal. Un décalage de la courbe
d’activation ou de déactivation va entrainer un défaut dans la synchronisation des canaux
Kv7 avec le potentiel d’action. Il en résultera une activité trop tardive du canal, ce qui est
dd a une activation apres le seuil du potentiel d’action, et/ou une déactivation plus rapide
et donc une efficacité réduite du canal sur les trains de potentiels d’action. Ce retard va
conduire a une hyperexcitabilité des réseaux neuronaux ce qui pourrait expliquer
I'épilepsie. Les déplacements de la courbe d’activation sont observés par I'étude du
courant et des phases d’activations-dépolarisations, ils varient en valeur absolue entre +10
mV et +30 mV (Soldovieri, 2007). Dans les BFNS, les mutations peuvent étre localisées dans
la partie C-terminale, comme pour la mutation p.K526N qui provoque un déplacement de
la courbe d’activation de +12mV pour la configuration hétéromérique (Dedek, 2003 ; Singh,
2003 ; Borgatti, 2004). Il existe également des mutations localisées dans le segment S4, la
mutation BFNS p.A196V entraine un décalage de la courbe d’activation de +20 mV sans
changer la polarité du domaine (Soldovieri, 2007). Un changement de polarité dans la
protéine pourrait également étre a l'origine d’'un défaut de conformation et provoquer un
décalage dans la courbe d’activation. Les mutations p.D212G (Miceli, 2009) localisée dans
le segment S4 et p.S122L (Hunter, 2006) localisée dans le segment S2, sont responsables
d’un tel changement et affectent la courbe d’activation en la décalant de +5 mV et +10 mV

respectivement.

Des mutations dans les EEP sont également responsable de décalages de la courbe
d’activation du courant (Orhan, 2014 ; Miceli, 2013). La comparaison entre la mutation
p.R213W liée aux BFNS et la mutation p.R213Q liée aux EEP, suggere que l'effet de la
mutation EEP est plus important (décalage de +16 mV pour une configuration
hétéromérique avec les sous-unités Kv7.2 mutée et sauvage) que celui de la mutation BFNS
(décalage de +9 mV) (Miceli, 2013). Dans ce cas, un acide aminé particulier entraine des
défauts spécifiques d’activation qui vont résulter en un spectre clinique différent. Des gains
de fonction du courant ly, avec un canal toujours actif ou s’activant trés tot, ont

récemment été décrits dans les EEP (Miceli, 2015). lls concernent les mutations p.R201C,
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p.R201H localisées dans le segment S4 et p.R144Q localisée dans le segment S2. Les deux
dernieres mutations entrainent un décalage d’activation de -30 mV et -20 mV
respectivement. La mutation p.R201C provoque une ouverture constante du canal (Miceli,

2015).

Les mutations provoquant un décalage dans la courbe d’activation du canal entrainent un
défaut de cinétique, car ces deux mécanismes sont dépendants I'un de I'autre. Les canaux
ne seront plus synchronisés avec le potentiel d’action et leur maximum d’ouverture aura
lieu soit trop tard, soit trop tét. Cette activité décalée aura des effets importants sur le
mécanisme d’adaptation des pics de potentiel. Si la fermeture est affectée, elle peut étre
trop rapide et ne pas agir de maniere assez efficace sur les potentiels d’action. Ces temps
d'ouverture et de fermeture du canal potassique Kv7 sont primordiaux pour leur réle sur la

mMAHP.

11.3.2. Défaut d'expression a la membrane plasmique et a I’AIS

Les mutations de Kv7.2 qui entrainent des défauts d’expression a la membrane plasmique
provoquent une mauvaise conformation de la protéine ou une instabilité a certaines
températures, qui peuvent conduire a une dégradation de la protéine. Un défaut
d’expression a la membrane plasmique peut également étre di a un défaut de liaison a la
calmoduline. Ainsi une étude de la mutation p.V710Sfs*219 de Kv7.2 chez un patient
atteint de BFNS, a montré un défaut de stabilité qui provoque une diminution de la demi-
vie de la protéine Kv7.2 et une dégradation accrue (Soldovieri, 2006). Il en résulte une
diminution drastique de la densité de courant Iy (de l'ordre de 90%). Dans cette
expérience, I'expression de la sous-unité Kv7.3 avec Kv7.2* permet le sauvetage partiel par
stabilisation de la protéine. Une autre mutation chez un patient BFNS, p.N258S, située dans
la boucle S5 de la protéine, entraine les mémes défauts et agit de fagon dominant-négative
sur les sous-unités sauvages (Maljevic, 2011). Une mutation BFNS, p.G848Afs*62
entrainant un décalage du cadre de lecture, provoque la création d’un signal de

dégradation, RCXRG, conduisant a l'ubiquitination de celle-ci et une diminution de la
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guantité de protéine (Su, 2011). Ces mutations vont donc étre responsables d’un défaut

d’expression a la membrane plasmique.

Des mutations BFNS peuvent provoquer un défaut d'expression de Kv7.2 dans I'axone
distale et une localisation somato-dendritique augmentée, sans avoir d’effet sur la
localisation normale a I'AlS. Ces mutations sont situées dans le segment S6 (p.Y284C,

p.A306T) ou dans la partie C-terminale (p.K526N) de la sous-unité Kv7.2 (Chung, 2006).

1.3.3. Défauts d’interaction

De nombreux articles ont montré qu'un défaut de liaison a la calmoduline pouvait étre a
I'origine d'une rétention dans le RE (Soldovieri, 2006 ; Maljevic, 2011). Les deux mutations
citées précédemment, p.V710Sfs*219 et p.N258S, diminuent linteraction avec la
calmoduline. Les mutations les plus couramment impliquées sont situées sur la partie C-
terminale de liaison a la calmoduline (Richards, 2004 ; Soldovieri, 2006 ; Ambrosino, 2015).
D’autres mutations BFNS peuvent également étre a l'origine d’une diminution de courant

par diminution de la liaison a la calmoduline (Chung, 2014 ; Ambrosino, 2015).

L'inhibition par la syntaxine 1A est un mécanisme qui peut également étre affecté en
présence de mutations dans le gene KCNQ2. Apres interaction de la syntaxine 1A et des
canaux Kv7.2, la densité de courant n’est que tres peu réduite pour les mutations p.L351V,
p.Y362C tandis que les mutations p.L351F et p.R553Q ont une résistance complete a I'effet
de la syntaxine 1A (Soldovieri, 2014). Cette insensibilité des canaux pourrait étre délétére
sur leur roOle synaptique et provoquer une augmentation du relargage de

neurotransmetteurs.

Ces deux derniers défauts décrits pour des mutations BFNS (Soldovieri, 2014 ; Ambrosino,
2015) élargissent les conséquences physiopathologiques des mutations sur KCNQ2 et
soulignent l'importance des études fonctionnelles pour chaque mutation, en particulier
dans l'optique du développement d'approches pharmacologiques visant a corriger |'effet

des mutations.
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IV. Travail de these

Mon travail de thése s'est focalisé sur la compréhension des mécanismes
physiopathologiques a l'origine des EEP. Ce travail a ainsi consisté en [|'élaboration de
modeles afin de :
1- Confirmer la pathogénicité de nouvelles mutations découvertes par des techniques
de séquencage haut-débit,
2- Etudier les bases physiopathologiques des EEP,

3- Proposer de nouvelles approches thérapeutiques.

En ce qui concerne les travaux résultants des méthodes a haut débit, j'ai tout d'abord
étudié une délétion chez un patient présentant un profil particulier d'EEP. Cette délétion
couvre 19,6 kb et le projet s’est articulé autour d’un gene en particulier, le gene WDR45.
J'ai étudié le profil clinique du patient qui présentait une autre pathologie neurologique,
une neurodégénérescence avec dépot de fer dans les ganglions de la base. Notre étude a

permis d’élargir le spectre clinique de cette pathologie.

Au cours de ce travail de thése, il est apparu que le gene KCNQ2, précédemment impliqué
dans les BFNS, avait un r6le majeur dans les EEP. J'ai souhaité comprendre s'il existait une
corrélation génotype-phénotype pour ces épilepsies. La deuxieme partie de mon projet
s’est donc focalisée sur I'identification et la caractérisation des mutations de KCNQ2 chez
les patients EEP de notre cohorte ainsi que sur la compréhension des mécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent la sévérité variable de ces épilepsies liées au gene
KCNQ2. J'ai étudié, dans un premier temps, le courant potassique Iy, et les conséquences
de deux mutations sur les propriétés intrinseques du canal, puis I'expression de la protéine
Kv7.2 a la membrane plasmique et au segment initial de I'axone. Nous avons également, au

cours de ces études, testé plusieurs molécules thérapeutiques a visée translationnelle.
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La derniere partie de mon projet s'est orientée vers la création de modeles in vitro
permettant l'identification de molécules a visée thérapeutique. D’une part, j’ai développé
des lignées stables exprimant de fagon constitutive KCNQ2 et ses formes mutées qui
permettront d’identifier des molécules normalisant les courants potassiques altérés.
D’autre part, j’ai mis en place un modele de neurones différenciés a partir de cellules
souches pluripotentes induites (iPS) issues de fibroblastes de patients, qui permettront de

s'affranchir des biais rencontrés lors de I'utilisation des modeles transfectés.
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MATERIEL ET METHODES

Biologie moléculaire

|.1. TECHNIQUE D’AMPLIFICATION EN CHAINE DE LA POLYMERASE (PCR)

I.1.1. PCR classique

Pour toutes les PCR, notamment pour la vérification des mutageneses, l'enzyme
polymérase Taq produite au sein du laboratoire est utilisée. La liste de toutes les amorces
est disponible en Annexe 1. Le programme de PCR est adapté a la température
d’hybridation de I'amorce utilisée. Les concentrations respectives de chaque réactif sont

indiquées dans I’Annexe 2.

[.1.2. Réaction de séquencage

Elle s’effectue sur des produits de PCR ou directement sur ADN plasmidique préalablement
purifiés. Le kit Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) est utilisé
pour amplifier a nouveau les régions d’intérét en présence des amorces choisies pour le
séquencage (Annexe 1). Les réactions sont réalisées a partir de 300 ng d’ADN plasmidique
purifié ou une concentration de 300 ng d’ADNc. Les concentrations respectives de chaque
réactif sont indiquées en annexe 2. Le programme du thermocycleur utilisé (Veriti 96 Well
Thermal Cycler, Applied Biosystems) est le suivant : dénaturation initiale a 96°C pendant 5
minutes, puis 25 cycles de dénaturation (96°C pendant 10 secondes) - hybridation (50°C
pendant 5 secondes) — élongation (60°C pendant 4 minutes). Les fragments ainsi amplifiés
sont ensuite déposés dans un séquenceur ADN qui utilise la technologie d'électrophorese
capillaire pour séparer les fragments d'ADN (ABI3130XL Genetic Analyser, Applied

Biosystems).
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|.2.EXTRACTION D'ARN PUIS TRANSCRIPTION INVERSE A PARTIR DE

PROGENITEURS EN CULTURE

Extraction d’ARN

L'ARN des cellules est extrait a l'aide d’un kit commercial utilisant les différences
d’adsorption des acides nucléiques sur une membrane de silice placée dans une colonne
qui permettra la séparation par centrifugation. (Perfect Pure RNA cell and tissue Kkit,
5’PRIME). Pour se faire, les cellules sont resuspendues dans un tampon de lyse contenant
du TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine), inhibiteur de RNAse. Le volume de tampon ajouté
est fonction du nombre de cellules a traiter afin qu’elles ne saturent pas la membrane de
silice. Les cellules lysées sont déposées dans la colonne qui va retenir les ARN par affinité.
Les étapes suivantes consistent ensuite en un traitement a la DNAse, puis en lavages et en
centrifugations successifs de la membrane puis la récupération des ARN s'effectue par

passage d’une solution d'élution qui permet de détacher les ARN de la membrane.

Controle de la qualité et de la quantité des ARNs extraits

Afin de vérifier la qualité de I'ARN apres extraction, I'échantillon est déposé sur gel
d’agarose 0,8% contenant du Bromure d’Ethidium a une concentration de 1 ug/mL pour
effectuer une électrophorése (100V, 30 minutes) suivie d’une visualisation sous lumiére
UV. Les deux bandes d’ARN ribosomaux (18S a 1,9 kb et 28S a 5 kb) doivent étre présentes
sans « smear » pouvant révéler une dégradation majeure. Pour la quantification, tous les
ARN extraits sont dosés au Nanodrop (Thermo Scientific) qui mesure |'absorbance de
I’échantillon a 260 nm pour vérifier la concentration et les rapports de densité optique
260/280 (pour observer la contamination par les protéines) et 260/230 (pour observer la

contamination par les solvants).

Transcription inverse des ARN extraits en ADN complémentaire (ADNc)

1 pg d'ARN est dilué dans 10 pl d'eau purifiée, avec 1 pl d’amorces aléatoire N6 a une
concentration de 250 ng/ul et 1 pl de dNTP a 10 mM puis incubé 5 minutes a 65°C pour
dénaturer les ARN. Par la suite 4 pul de buffer FS super script Il a 5X (Invitrogen), 2 ul de DTT
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(dithiothréitol) a 0,1 M (Invitrogen) et 1 pl de RNAse out a 40 U/ul (Invitrogen) sont ajoutés
puis 1 ul de reverse transcriptase Super Script Il a 200 U/ul (Invitrogen). Le programme
suivant est utilisé : 10 minutes a 20°C, 50 minutes a 42°c, 15 minutes a 75°C. Les ADNc

obtenus sont enfin testés par PCR classique pour vérifier leur intégrité.

[.3.PCR QUANTITATIVE OU EN TEMPS REEL

La PCR quantitative (qPCR) en temps réel repose sur la possibilité de suivre au cours du
temps (« en temps réel ») le processus de PCR a I'aide d’'une émission de fluorescence. Les
données de fluorescence sont collectées a chaque cycle de la PCR et représentent la
guantité de produits amplifiés a cet instant.

Elle peut s’effectuer soit sur de ’ADN génomique afin de déterminer le nombre copie d’un
fragment d’intérét, soit sur de ’ADN complémentaire pour doser |’expression d’un gene.

La méthode de calcul utilisée est celle des AACt qui est une quantification relative
normalisée par un géne référence ou calibrateur : ADORA2B-2 pour la gPCR génomique et
GAPDH pour la qPCR d’expression. La gPCR est effectuée en triplicat sur un LightCycler 480
(Roche), thermocycleur couplé a un systeme optique (pour I’excitation et la détection de
fluorophores : le sybrgreen) contenu dans le kit Faststart Universal Reaction Mix (Roche).
L’amplification est réalisée en utilisant 2 ul d” ADNc (dilution 1 :10) ou ADNg (5 ng/ul) avec
0,2 mM de chaque amorces spécifiques dans un volume final de 20 ul. Le programme inclut
une dénaturation initiale de 5 mn a 95°C suivi par 43 cycles de 20 sec a 95°C, 45 sec a 60°C

et 30 sec a 72°C. La liste des amorces utilisées en qPCR est consignée en annexe 1

|.4. MUTAGENESE ET PREPARATION DES PLASMIDES

l.4.1. Mutagenéese de plasmides

[.4.1.1. Plasmide KCNQ2 -KCNQ3

Pour les expériences d'étude d'expression de KCNQ2, des plasmides ont été utilisés

(Tableau 4). Les plasmides pcDNA3-KCNQ2 (humain et étiquetté V5) et pcDNA-KCNQ3 ont
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été fournis par les Docteurs Pierre Delmas et Jérdme Devaux. Ceux-ci correspondent a
I'isoforme NM_172108 pour KCNQ2, codant pour une protéine Kv7.2 de 841 acides aminés,
et l'isoforme NM_004519.3 pour KCNQ3 codant pour une protéine Kv7.3 de 872 acides
aminés. La partie carboxy terminale de Kv7.2 est donc plus courte que les autres isoformes
(Figure 12) tandis que la partie amino-terminale de Kv7.3 est plus longue que pour 'autre
isoforme de Kv7.3. Ces isoformes sont fonctionnelles et permettent I'étude du courant
potassique. Le gene KCNQ3 est cloné dans le plasmide pCMV-hygro afin d’avoir un
plasmide permettant de conférer aux cellules I'exprimant, la résistance a I’hygromycine.
Ces plasmides permettent une expression importante et rapide de KCNQ2 et de KCNQ3

grace au promoteur CMV.

Liste des plasmides
pcDNA3-KCNQ2
pcDNA3-KCNQ3
pcDNA3-KCNQ3 -tag HA
pcDNA3-KCNQ2 -tag V5
pcDNA3-KCNQ2 ™"
pcDNA3-KCNQ2
pcDNA3- KCNQ2
pcDNA3-KCNQ2™" ™
pcDNA3-KCNQ2
pcDNA3-KCNQ2
pcDNA3-KCNQ2
pcDNA3- KCNQ2
pCMVhygro-KCNQ3
pEGFP-C1

Tableau 4 Liste des plasmides utilisés au
cours de cette thése

L203P

G239R

T287N

A294V

A294G

C774Lfs¥91x

1.4.1.2. Protocole de mutagenése

Pour la mutageneése, le kit Quickchange mutagenesis 1l (Agilent) est utilisé. Les amorces
chevauchant la mutation et d’une longueur d’environ trente paires de bases sont générées
a I'aide du logiciel Agilent « Primer Design Program ». Le principe de la mutagenése est le

suivant (Figure 14) :

1- Les plasmides sont amplifiés par PCR en utilisant les amorces contenant la mutation

ainsi que les réactifs du kit selon le protocole suivant :
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50 pl Volume final
5 ul de Buffer 10X
1 ul de dNTP mix

2,5 ul d’amorce sens a 50 ng/ul Cycles de PCR
2,5 ul d’amorce anti-sens a 50 ng/ul 95°C 30 secondes
1 ul Polymérase PfuUltraHF a 2,5 U/ul 95°C 30 secondes

18 cycles < 55°C 1 minutes

2 ul d’ADN plasmidique a 10 ng/ul
68°C 7 secondes

36 wl d’H,0 purifiée

2- L'ADN parental est digéré en ajoutant 1 ul de I'enzyme Dpnl a 10 U/ul a chaque tube.
Puis, la réaction est incubée a 37°C pendant 1 heure dans un thermocycleur. Cet
enzyme coupe les brins contenant la séquence GATC méthylée sur I'adénine et

dégrade donc le plasmide parental extrait de bactéries dam+.

3- Puis, un volume de 1 ul de chaque réaction est ajouté a un volume de 50 ul de
bactéries XL1-Blue Competent Cells (Agilent). La réaction est incubée dans la glace 30
minutes. Un choc thermique permettant la transformation bactérienne est réalisé a
42°C pendant 45 secondes, les tubes contenant les cellules sont incubés sur glace 2
minutes. Puis, 500 ul de SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)
préchauffé a 42°C est ajouté aux cellules et les tubes sont incubés 1 heure a 37°C
sous agitation a 225-250rpm. Un volume de 100 ul de bactéries est ensuite étalé sur
boite de LB- agar (Luria Broth) + Ampicilline (50 ug/ml) et incubées a 37°C pendant 16

heures.

Les amorces de mutagenese utilisées sont listées en Annexe 1. Les plasmides étiquetés V5
ont été réalisés quant a eux, en collaboration avec le Centre de Recherche en Neurobiologie

et Neurophysiologie (CRN2M) de Marseille.
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Etape 1

Etape 2

Etape 3

Figure 14 : Principales étapes de la mutagenese dirigée avec
digestion du brin parental. L’étape 1 correspond a
P’amplification de I’ADN parentale ainsi que celle de I’ADN
synthétisé apres le premier cycle de PCR. L’étape 2 correspond
a la digestion de ’ADN parental par I’enzyme Dpnl. L’étape 3
correspond a une représentation des plasmides produits qui vont
étre ensuite transformés dans les bactéries. (D’apres
QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent
Technologies - Instruction Manual 2010)

[.5. AMPLIFICATION DES PLASMIDES

I.5.1. Transformation bactérienne

Pour I'amplification des plasmides en dehors de |'utilisation du kit Quickchange mutagenesis
Il (Agilent), les bactéries Escherichia Coli thermocompétentes TOP10 (produites au sein du
laboratoire) sont utilisées. Les bactéries sont transformées par choc thermique selon la
technique suivante :

Les bactéries sont mises en présence d’1 ul de plasmide a 10 ng/ul puis incubées 30 minutes
a 4°C. Un choc thermique est réalisé a 42°C pendant 45 secondes, puis 5 minutes a 4°C. Les

bactéries sont incubées 1 heure a 37°C sous agitation en présence de 500 ul de S.0.C. pour
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permettre la reconstitution de leur membrane. Les bactéries sont étalées sur milieu LB Agar

(Lysogeny Broth) + Ampicilline (50 ug/ml) et incubées a 37°C pendant 16 heures.

[.5.2. Culture bactérienne

Afin de sélectionner les colonies contenant le plasmide d’intérét, 'ADN plasmidique est
analysé par PCR classique. Les colonies positives sont alors mises en cultures pour
I’amplification du plasmide. Chaque colonie est piquée avec un cOne de pipette qui est
ensuite trempé dans 500 ml de milieu LB + Ampicilline 50 ug/ml (pour préculture) puis
trempé dans 10 ml d’H,0O (pour PCR). Les PCR sont réalisées apres lyse bactérienne de la
solution aqueuse (5 minutes a 95°C), 5 pl de cette préparation sont utilisés pour une PCR
classique. La préculture des colonies bactériennes est réalisée pendant 6 heures a 37°C sous
agitation.

Les colonies possédant le plasmide d’intérét sont cultivées dans 100 mL de milieu LB +

Ampicilline (50 ug/ml) sur la nuit a 37°C.

1.5.3. Purification de ’ADN plasmidique

Les cultures des colonies sélectionnées précédemment sont centrifugées a 6000g pendant
15 minutes a 15°C. L’ADN plasmidique est alors extrait a partir de ces culots par lyse
alcaline :
- soit grace au kit NucleoSpin® Plasmid (Macherey Nagel) lorsque ces plasmides
devaient étre utilisé pour séquencage Sanger.
- soit grace au kit NucleoBond® Xtra Midi EF / Maxi EF (Macherey Nagel) lorsque les
plasmides doivent étre utilisés pour transfecter des cellules en culture. En effet,
I"utilisation de ce kit permet I’élimination des endotoxines bactériennes qui peuvent

entrainer une mortalité des cellules eucaryotes.
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Biologie cellulaire

1.1. CULTURE CELLULAIRE

[1.1.1. Culture de neurones primaires de rats

Les neurones primaires sont préparés en collaboration avec le centre de recherche en
neurobiologie et neurophysiologie (CRN2M) de Marseille suivant le protocole de Liu et al.
(2014). Brievement, les neurones sont obtenus par dissociation mécanique d’hippocampes
d’embryons de rat a E18.5 en utilisant des pipettes en verre. Apres 7 jours de culture in vitro
(DIV), les neurones sont transfectés par les plasmides d’intérét en utilisant la lipofectamine
2000 (Life technologies). Deux jours apres transfection, les neurones sont fixés par une

solution de 2% paraformaldéhyde-PBS et utilisés pour les marquages d’'immunocytochimie.

[1.1.2. Cellules Chinese Hamster Ovary (CHO)

Les cellules CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary, #CCL-61, LGC-standards) ont été utilisées pour
les expériences d’électrophysiologie et d’immunoblot. Ces cellules adhérentes ont été
cultivées en milieu Ham’s F12 (Ham's F12 Nutrient Mixture de Gibco) contenant 10% de
sérum de veau feetal (Gibco, Life technologies), 2 mM de glutamine (Gibco, Life technologies)
et Pénicilline-streptomycine 1X (Gibco, Life technologies). Elles ont été maintenues a 37°C

dans une atmosphére humide contenant 5% de CO2.

11.1.2.1. Expériences d’'immunoblot

Aprés trypsinisation, les cellules CHO-K1 sont ensemencées (3X10° cellules/boite de culture
10 cm @) et incubées 24 heures avant d’étre transfectées grace au kit jetPEI®DNA
transfection (Polyplus) selon le protocole fourni par la compagnie. Brievement, 40 pl de
jetPEl et 15 ug de plasmide total (5 pg de plasmide contréle exprimant 'EGFP ou « enhanced
green fluorescent protein » et 10 pug de pcDNA3-KCNQ2 et/ou KCNQ3) sont dilués

séparément dans une solution de NaCl 150 mM avant d’étre incubés ensemble pour 20min
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afin de permettre la formation des complexes JetPEI-ADN. Le mélange est ajouté dans
chaque boite de culture et les cellules sont incubées 48 heures avant d’étre utilisées pour les

expériences d’'immunoblot.

11.1.2.2. Expériences d’électrophysiologie

La transfection des cellules CHO-K1 ci-dessous a été réalisée dans le laboratoire de I'équipe

de Laurent Aniksztejn a I'Institut de Neurobiologie de la Méditerranée (INMED).

Les cellules CHO-K1 sont transfectées par électroporation grace au systéme Néon (Life
technologies). Apres trypsinisation, les cellules sont comptées sur un compteur de cellules
(Scepter™ 2.0 Cell Counter - EMD Millipore), et 2X10° sont prélevées et rincées une fois dans
du PBS. Apreés centrifugation (5 minutes a 400g), les cellules sont resuspendues dans 10 pl de
tampon « electro R » et électroporées en utilisant les parametres suivants : 1400V, 1 pulse,

20 millisecondes.

Les cellules sont ensemencées dans 500 pul de milieu F12 sans antibiotique sur des lamelles
préalablement recouvertes d’une matrice de polyethyleneimine. Les lamelles sont incubées

48 heures avant d’étre utilisées pour les expériences d’électrophysiologie.

11.1.2.3. Création de lignées stables exprimant Kv7.2 et Kv7.3

Dans un premier temps, la résistance a chaque antibiotique des cellules CHO-K1 non
transfectées a été testée. Pour ce faire, les cellules CHO-K1 ont été ensemencées en
concentration décroissante dans des plaques 96 puits (Figure 15) et des dilutions sériées de
chaque antibiotique ont été testées afin de déterminer les concentrations optimales
d’antibiotique (0,8 mg/ml pour la G418 (Néomycine) et 0,3 mg/ml pour I’hygromycine).

Apres trypsinisation, les cellules CHO-K1 sont ensemencées dans des plaques 6 puits a une
concentration de 8X10* cellules/puits. Vingt-quatre heures aprés ensemencement, les
cellules sont transfectées avec les plasmides pcDNA-KCNQ2 et/ou pCMV-KCNQ3, contenant
respectivement une cassette de résistance a la néomycine ou a I’hygromycine (Figure 16).

Comme précédemment mentionné, les plasmides (3 pg) sont dilués dans une solution de
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NaCl 250mM et sont co-incubés avec 4 ul de jetPEl pendant 20 minutes avant d’étre ajouté
dans chaque puits. Apres 48 heures de transfection, le milieu des cellules est remplacé par
un milieu contenant soit 0,8 mg/ml de Néomycine soit 0,4 mg/ml d’hygromycine ou les deux
antibiotiques a la fois.

Les cellules sont ensuite cultivées durant 4 jours avant d’étre réensemencées sur plaque 96
puits (50 pl/puits) en utilisant la méthode de dilution limite. Les puits ne contenant qu’une
cellule sont sélectionnés et amplifiés. Une fois la confluence atteinte en boite de 25 cm?, les
clones ont été congelés (1-3x10° cellules par ml de Synth-a-Freeze, Life technologies) et
maintenus a -80°C jusqu’a leur caractérisation. Les clones qui ont survécu apres les
nombreux passages sur plaque 96 puits, doivent avoir intégré I’ADNc de KCNQ2 et de
KCNQ3, ce que I'on vérifie en utilisant la PCR classique sur I’ADN génomique des cellules CHO

et I'immunoblot.
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Figure 15: Etude de la concentration minimale des antibiotiques
Néomycine (G418) et Hygromycine entrainant une mortalité rapide des
cellules CHO

L’image est une représentation de la plaque 96 puits obtenus apres 3
jours en culture. Le signe négatif indique une mortalité rapide des
cellules (inférieure a 3 jours).
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3ug pKCNQ2 3ug pKCNQ2 T287N
(G418) (G418)
3ug pKCNQ2 3ug pKCNQ2 T287N
+ pKCNQ3 + pKCNQ3
(G418/hygromycine) | (G418/hygromycine)
Non transfecté Non transfecté
(G418) (hygromycine)
pKCNQ3 Non transfecté
(hygromycine)

Figure 16 : Représentation schématique des transfections réalisées pour
la sélection des lignées stables en plaque 6 puits.

Les abréviations sont les suivantes : pKCNQ2 (pcDNA3-KCNQ2) et
pKCNQ3 (pCMV-KCNQ3 hygro).

[I.2.  DIFFERENCIATION DE CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES INDUITES

(1PS)

Reprogrammation des fibroblastes issus de patients en cellules iPS

Notre unité de Génétique Médicale et Génomique Fonctionnelle est équipé d’une

plateforme spécialisée dans la reprogrammation de cellules souches pluripotentes induites

(iPS). Brievement, la reprogrammation des fibroblastes de patients en cellules iPS a été

réalisée par quatre grandes étapes :

- Amplification des fibroblastes issus du patient

- Reprogrammation apres infection par le virus de Sendai (Cytotune)

- Stabilisation et sauvegarde des clones apparus

- Caractérisation des clones

Différenciation des IPS en progéniteurs neuronaux

Le milieu de différenciation utilisé au cours de ces expériences est le milieu Neurobasal A 1X

(Life technologies) 500 ml de ce milieu est complémenté par 5 ml de supplément B27 a 50X

(Life Technologies), 5 ml de Insulin Transferrin Selenum A a 100X (Life Technologies), 5 ml de

N-2 supplement a 100X (Life Technologies) et 5 ml de Glutamax a 100X (Life Technologies).
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Ce milieu est nommé N-. Pour la différenciation, des facteurs de croissance sont ajoutés, le
FGF a une concentration de 10 pg/ml et 'EGF a une concentration de 100 ug/ml (Peprotech),
le milieu est alors appelé N+.

D’une boite contenant des cellules iPS en culture sont prélevées 10 colonies a I'aide d’une
pipette. Celles-ci sont déposées dans une boite B3 (préalablement traités avec du matrigel,
Life technologies) contenant 2 ml de milieu N+ et 2% de diméthylsulfoxyde (DMSO). Les
boites contenant les cellules sont remises dans I'incubateur a 37°C sous 5% de CO,. Le milieu
des cellules iPS en voie de différenciation est remplacé tous les jours, ce qui permet de

conserver 'intégrité des facteurs de croissance.

Traitement pour produire la matrice des boites de différenciation :

Pour le premier traitement, les boites sont d’abord recouvertes d’une matrice avec de la
Poly-D lysine (Sigma Aldrich) a 10 pg/ml dans du PBS 1X, 1 heure a 37°C. Elles sont ensuite
lavées 3 fois avec 2 ml de PBS 1X (Life technologies). Le 2éme traitement s’effectue avec de
la fibronectine (Sigma Aldrich) a 10 pg/ml dans du PBS 1X, 30 minutes a 37°C. La fibronectine

est remplacée par 5 ml de PBS 1X.

Passage des cellules en cours de différenciation

Deux enzymes peuvent étre utilisées pour le passage des progéniteurs neuronaux: la
dispase (Sigma Aldrich) et I'accutase (ThermoFisher). Le protocole est le méme pour ces
deux enzymes. Lorsque les cellules arrivent a confluence, le milieu est aspiré et les cellules
sont détachées avec 1 ml d’enzyme pendant 5 minutes a 37°C. L’enzyme est inactivée avec 5
ml de milieu N-. Les cellules sont transvasées dans un tube qui est centrifugé 5 minutes a
1000 tours / minutes. Un second lavage est réalisé, uniquement pour la dispase, avec 5 ml
de milieu N-. Les culots cellulaires sont remis en solution dans 4 ml de milieu N+ et
transvasés dans une boite préalablement recouverte de poly-D-lysine et de fibronectine. Les

boites contenant les cellules sont remises dans I'incubateur a 37°C sous 5% de CO,
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1.1. IMMUNOHISTOCHIMIE

[1.1.1. Sur neurones en culture

Les marquages utilisant la technique d’immunocytochimie ont été réalisés au CRN2M par
Jérdbme Devaux. L’anticorps anti-ankyrine G permet de visualiser la localisation du segment

initial de I'axone.

[1.1.2. Sur les cellules souches pluripotentes induites

Pour cette technique, les cellules progénitrices sont ensemencée a une densité de 25 000
cellules /puits sur des lames de verre contenant 4 puits (Labtech) préalablement recouverte
d’'une matrice de Poly-D lysine et de Fibronectine. Les cellules sont laissées une nuit dans
I'incubateur sous 5% de CO2 et a 37°C. Le lendemain, les cellules sont lavées avec 500 ul de
PBS 1X (Gibco, Life technologies). Elles sont incubées 20 minutes dans 500 pl de solution de
PBS contenant 4% paraformaldéhyde sous hotte. Les cellules sont lavées a nouveau avec 500
ul de PBS 1X. Une perméabilisation est réalisée pendant 20 minutes dans une solution de
PBS 1X contenant 0.1% de Triton sous agitation. Puis les cellules sont incubées durant 30
minutes avec une solution de blocage contenant 0,5% d’albumine de sérum bovin et 0,1% de
Triton dans du PBS 1X sous agitation. Les cellules sont lavées 3 fois au PBS 1X puis elles sont
incubées avec I'anticorps primaire (concentration en Annexe 4) pendant une nuit a 4°C sous
agitation avec une solution de blocage contenant 0,5% de BSA et 0,1% de Triton dans du PBS
1X sous agitation. L’anticorps secondaire (concentration en Annexe 4) est incubé pendant 2
heures a température ambiante avec une solution de blocage contenant 0,5% de BSA et
0,1% de Triton dans du PBS 1X sous agitation a I'abri de la lumiére. Les cellules sont lavées
trois fois au PBS 1X contenant 0.1% de Triton sous agitation pendant 5, 10 puis 15 minutes.
Les noyaux des cellules sont mis en évidence en utilisant un marquage avec une solution de
4'6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI) a 1 mg/mL a une dilution au 1 :2000 dans une solution
de PBS 1X pendant 10 minutes a température ambiante sous agitation et a I'obscurité. Les
cellules sont lavées trois fois au PBS 1X pendant 5, 10 et 15 minutes. Les lames sont montées
avec 20 pl d'immunomount (Shandon, ThermoScientific) par lamelles et elles sont laissées a

température ambiante jusqu’a polymérisation (environ 2 heures). Les images sont acquises
J y
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sur un microscope Zeiss équipé avec le systéme Apotome (Zeiss) puis elles sont assemblées

avec le logiciel ImageJ.

Biochimie

11.1. PREPARATION DES ECHANTILLONS

La liste des anticorps utilisés pour les immunoblots est disponible en Annexe 3.

Extraction de protéines totales

Apres transfection, les cellules CHO sont lavées avec du PBS 1X a 4°C, deux fois sous
agitation. Les cellules sont lysées pendant 30 minutes a 4°c sous agitation avec 200 ul de
tampon de lyse (pour une boite de 75 cm?) contenant : 1% Triton-X100 (Sigma Aldrich), 140
mM NaCl (Sigma Aldrich), 20 mM Tris HCI (Sigma Aldrich), 2 mM EDTA pH 7.4 (ThermoFisher)
et des inhibiteurs de protéases et de phosphatases (ThermoFisher). Ce tampon permet une
extraction des protéines membranaires et cytoplasmiques. Les lysats sont récoltés a 'aide
d’un grattoir puis centrifugés a 13 000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Le surnageant
contenant les protéines est récupéré dans un nouveau tube de 1.5 mL tandis que le culot

contenant les noyaux est éliminé.

Les protéines sont ensuite dosées par colorimétrie utilisant une solution de BCA a une
concentration de 50 :1 d’acide bicinchoninic et d’acide de cuivre Il (Thermofisher). Chaque
réaction de dosage contient 200 pL de BCA et 1 pL d’échantillon ou de la gamme étalon
(I'albumine de sérum bovin ou BSA a 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/mL). Apres 30 minutes
d’incubation a 37°C, I’absorbance a 562nm est mesurée grace a un luminomeétre (GloMax®
96 Microplate Luminometer) et la concentration est calculée en utilisant la loi de Beer
Lambert (A= k x c ou ¢ est la concentration de I’échantillon et k la constante dépendant de la
longueur d’onde et de I'absorbance du récipient). Les protéines extraites sont stockées a -

80°C jusqu’a utilisation.
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Précipitation de protéines membranaires par la technique de biotine-streptavidine

Le kit Sulfo-NHS-LC-biotin (Thermofisher) a été utilisé pour le marquage a la biotine et la
précipitation des protéines de surface. Cette biotine a la particularité de ne pas passer la
membrane plasmique et permet donc de marquer les protéines membranaires. Afin d’éviter
la perte des protéines biotinylées, toutes les manipulations sont faites sur glace et tous les
lavages utilisent du PBS 1X pH=8. Quarante-huit heures apres transfection, les cellules sont
lavées 2 fois avec du PBS avant d’étre incubées avec 1 mL de biotine a 1 mg/mL ou 1 mL de
PBS (contréle négatif) pendant 30 minutes. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec du
PBS. Afin d’éliminer la biotine résiduelle, les cellules sont incubées avec 1 mL de glycine 100
mM (Sigma Aldrich) pendant 10 minutes avant d’étre lavées 2 fois au PBS. Les protéines sont
enfin extraites et dosées suivant le protocole expliqué plus haut (partie I11.2).

La précipitation des protéines membranaires est effectuée grace aux billes de streptavidin-
agarose (Millipore) préalablement rincées dans du tampon de lyse (2 ringages dans 1 mL de
tampon de lyse suivi par une centrifugation de 5 minutes a 13 000g a 4°C). Les billes de
streptavidine-agarose (40 pL) sont incubées avec 50 pg d’échantillons protéique sous
agitation constante toute la nuit a 4°C. Le lendemain, les billes complexées aux protéines
biotinylées sont récupérées par centrifugation 5 minutes a 13 000g avant d’étre lavées 2 fois
avec du tampon de lyse et centrifugé a chaque fois 5 minutes a 13 000g. Apres la derniere
centrifugation, les billes sont resuspendues dans 15 pL de tampon de dénaturation Laemmli
4X (la composition est en Annexe 4), dénaturées a 95°C pendant 2 minutes et utilisées en

immunoblot (partie Il1.2.).

Dénaturation des échantillons

Pour tous les échantillons (totaux ou biotinylés), un volume de 15 pL de tampon de
dénaturation Laemmli de concentration 4X contenant 10% de béta-mercaptoéthanol (la
composition est en Annexe 4) est ajouté a I’échantillon. Une dénaturation est réalisée a 95°C
pendant 2 minutes dans un bain sec. Les échantillons contenant les billes sont centrifugés 5
minutes a 13000g tandis que les échantillons de protéines totales sont conservés sur glace.

Le surnageant est déposé dans des puits d’un gel d’acrylamide.
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1l.2. TECHNIQUES D’IMMUNOBLOTS

Pour les expériences d’'immunoblots, 50 ug de protéines resuspendues dans du Laemmli 4X
contenant 10% de béta-mercaptoéthanol sont dénaturées (95°C pendant 2-5 minutes) avant
d’étre déposées sur gel d’acrylamide a 7,5 % (Annexe 4). Aprés migration (15 minutes a 75 V
puis 1h15 a 110V dans du tampon Laemmli 1X), les protéines sont transférées en milieu
humide (tampon de transfert 1X, Annexe 4) sur une membrane de nitrocellulose (porosité 45

um, GE Healthcare) pendant 1h30 a 250 mA.

La membrane est brievement rincée avant d’étre incubée dans une solution de blocage (5%
de lait-TBS Tris Buffer Saline). Cette incubation permet de saturer la membrane en protéine
pour éviter a l'anticorps primaire de se lier de maniere non spécifique a celle-ci. La
membrane est incubée avec I'anticorps primaire (Annexe 3) dilué dans le tampon de blocage
pendant toute la nuit a 4°C. Le lendemain, la membrane est lavée trois fois pendant 5
minutes dans une solution de TBS 1X contenant 0,05% de Tween (Sigma Aldrich) ou TBST.
Elle est incubée avec l'anticorps secondaire couplé a I'enzyme HRP ou Horseradish
peroxydase dilué dans une solution de TBS 1X pendant 1 heure a température ambiante sous
agitation. Les membranes sont lavées a nouveau trois fois pendant 5 minutes dans du TBST.
La protéine d’intérét est révélée par chimioluminescence (Luminata Forte, Millipore) et

visualisées grace un appareil ChemiDoc XRS System (Biorad).
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IV.

Electrophysiologie

IV.1. ENREGISTREMENT DE CELLULES CHO PAR LA TECHNIQUE DE PATCH

CLAMP EN CONFIGURATION CELLULE ENTIERE

Les expériences suivantes ont été réalisées en collaboration avec I'équipe de Laurent
Aniksztejn a I'Institut de Neurobiologie de la Méditerranée (INMED). Les enregistrements de
cellules ont été réalisés en utilisant la technique de patch-clamp en configuration cellule-
entiere. Les cellules sont transfectées par la technique d’électroporation Néon (Life
technologies). Aprés 48h post-transfection, les lamelles ou les cellules ont été ensemencées
sont déposées dans une solution de KRBH, Krebs Ringer Bicarbonate solution contenant 135
mM de NaCl, 3.5 mM de KCI, 5 mM de NaHCOs, 0.5 mM de NaH,PO4, 1 mM de MgCl,, 1.5
mM de CaCl,, 10 mM de tampon HEPES et 10 mM de glucose a pH=7,3. La perfusion est

réalisée a 1-2 mL/minutes avec cette solution.

Les expériences d’enregistrement en configuration cellule-entiére sont réalisées en utilisant
des microélectrodes de verre (capillaires en borosilicate GC 150F-15, Harvard apparatus)
préalablement remplie de solution de patch contenant 135 mM de KCl, 0.1 mM de CaCl2, 1.1
mM d’EGTA, 10 mM d’HEPES, 3 mM de Mg*ATP, 0.3 mM de Na'GTP et 4 mM de
phosphocréatinine a pH7,3 ajusté avec une solution de KOH. Les microélectrodes doivent
avoir une résistance de 4-6 MOhms. Les données ont été échantillonnées a 10 Hz et filtré
avec un cut-off d’'une fréquence de 3kHz en utilisant un amplificateur EPC-9 (HEKA
electronik). La capacitance de la cellule est déterminée par la capacitance de la cellule
entiere compensée par le circuit de I'amplificateur EPC-9. Les valeurs moyennes de la
capacitance sont de 31,6 pF +/- 1,72 pF pour la totalité des cellules. Les cellules sont
stimulées avec des pas de voltage d’incréments de 10 mV durant 2 secondes a partir d’un
potentiel de repos de -85 mV (pour les mutations p.A294) et de -105 mV (pour la mutation

p.V175L) jusqu’a +45 mV. Un pas de potentiel a -65 mV est réalisé pendant 1 seconde.

Les analyses sont réalisées sur les données apres soustraction du bruit de fond. Le potentiel
de membrane est corrigé par le potentiel de jonction liquide (- 5 mV). Pour I'analyse de la
conductance au voltage (G) du canal ionique (relation G-V), les valeurs de G sont relevées en

mesurant I'amplitude maximale du courant et en divisant ces valeurs par le gradient
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électrochimique des ions potassiums Ek= - 93 mV. Une fonction de Boltzmann est appliqué
aux points obtenus : G/Gmax= 1/ [1 + exp (V12 - Vm) / k]. Cette fonction nous permet de
relever le V1, qui est la valeur ou le voltage d’activation atteint la moitié de son maximum et
le facteur k qui permet de voir I'efficacité d’ouverture du canal. Pour I'étude de la cinétique
du canal, une fonction a une ou deux exponentielles a été appliquée sur les points de la
courbe : y= Arapige €XP (T / Trapide) + Alent €XP(T / Tient) OU Trapide €t Tient SONt les constantes rapide
et lente du canal. La contante de temps de canal représenté la moyenne pondéré des
constantes rapide et lentes de I’activation et de la déactivation du canal a été calculée avec
I’équation suivante : T= (Trapide Arapide + Alent Tient) / ( Arapide + Alent ). LES courants sont analysés

en utilisant le logiciel Origin 8.0 (OriginLab).

IV.2. ANALYSES STATISTIQUES DES RESULTATS D'ELECTROPHYSIOLOGIE

Les données sont exprimées en moyenne +/- ES (erreur standard). Lorsque le test de
normalité est validé, les moyennes de deux groupes sont comparées en utilisant le test t de
Student ou le test d’ANOVA a un facteur suivi par un test de Bonferroni. Quand la
distribution n’était pas normale, un test de Mann Whitney (non paramétrique) est utilisé
pour la comparaison de deux échantillons indépendants. Les analyses statistiques ont été

réalisées en utilisant le logiciel Graphpad Prism.
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RESULTATS

Nous avons constitué une cohorte de 402 patients atteints d’EEP diagnostiqués avant I'age
de trois mois et ne présentant aucune anomalie structurale ou métabolique associée. Dans
le but d’obtenir un diagnostic génétique (Figure 17), les échantillons d’ADN sont tout
d'abord analysés a I’'Hopital de la Timone pour la détection de mutations dans les genes
KCNQ2 et STXBP1. Les patients ne présentant pas de mutations dans ces deux genes, sont
alors transférés dans notre cohorte dites de « recherche » afin de permettre la poursuite de
la caractérisation moléculaire. La stratégie utilisée pour la cohorte de recherche est la

suivante :

1- L'ADN de tous les patients est étudié a I'aide de la technique d’hybridation génomique
comparative ou CGH (Comparative genomic hybridization) en utilisant des puces de type
haute résolution commercialisées par Roche NimbleGen (format 720K) ou Agilent (format
1M). La technique de CGH utilise I’hybridation entre ’ADN du patient a étudier et un ADN
témoin pour rechercher les variations du nombre de copies (CNV). Des quantités identiques
des deux ADN sont marquées a 'aide de fluorochromes différents qui permettent de les
reconnaitre. lls sont ensuite hybridés a une puce a ADN, la quantité de matériel génétique
d’un ADN par rapport a un autre pouvant étre visualisée en fonction de l'intensité du
fluorochrome. La résolution dépend du nombre de sondes présentes sur la puce. Pour la
puce 720k, la résolution moyenne est de 2,5 kb et pour la puce 1M, la résolution moyenne

est de 2,1 kb.

Cette technique est réalisée en routine au sein de notre équipe et nous avons mis en
évidence chez nos patients de nombreux CNV (copy number variant) de signification
inconnue pouvant étre responsables de I'épilepsie chez les patients EEP (Tableau 5A). Ces
anomalies sont ensuite vérifiées de maniere individuelle par gPCR sur I’ADN du patient et de

ses parents.

2- En parallele, ’'ADN de certains patients est également étudié a I'aide de la technique du

séquencage d’exome. Cette technique permet le séquencage de toutes les parties codantes
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du génome. Nous avons choisi pour cette étude de réaliser un séquengage en utilisant la
stratégie des trios qui consiste a comparer I’ADN du patient a celui de ses parents, ce qui
permet de sélectionner les mutations de novo (Tableau 5B). Elle n’a pas été réalisée sur
toute la cohorte, pour des raisons de colt et de temps, mais uniquement sur 10 familles et 4

patients individuels.

3- Les deux techniques précédentes permettent de rechercher des mutations sur I'ensemble
du génome. Afin de les compléter, nous avons réalisé un séquengage a moyen-débit et ciblé
sur des genes connus pour étre impliqués dans la pathologie. Nous avons sélectionné les
genes dont les mutations sont peu décrites dans la littérature ou ceux présentant des

anomalies mises en évidence par les deux techniques précédentes.

Les résultats du génotypage de notre cohorte sont présentés dans le tableau 5B.

4- Des études fonctionnelles sont réalisées pour étudier le caractére pathogéne de certaines
des mutations ou CNV qui ont été mises en évidence en utilisant les techniques précédentes.
Dans un premier temps, nous avons utilisé les modeles cellulaires transfectés avec des
plasmides codant soit pour une forme mutée de la protéine, soit pour des ARN en épingle a
cheveux (shRNA, small hairpin RNA) qui permettent de supprimer I'expression d’un géne de

fagon ciblée.

Au cours de ce travail de these, jai choisi d’étudier la délétion Xp11:48809279-48829265

(Xp11.23) et les conséquences fonctionnelles des mutations du gene KCNQ2.
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Diagnostic clinique

(Hépital de la Timone)

Diagnostic moléculaire

Cohorte diagnostic

Aucune cause identifiée

(Faculté de médecine de la Timone)

Recherche de nouveaux génes

Puces CGH
Séquencage d’exomes

Cohorte Recherche

Etudes fonctionnelles
Test de molécules thérapeutiques

Figure 17: Schéma représentant la stratégie utilisée pour la

recherche a visée diagnostique et thérapeutique
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Tableau 5 : Liste des anomalies génétiques retrouvées chez les patients de notre cohorte
(A) Anomalies du nombre de copies trouvées dans notre cohorte

(B) Mutations représentées dans notre cohorte

A- Anomalies du nombre de copie

Localisation chromosomique Taille Gain/Perte Sexe Geénes impliqués Héritabilité
5q14 :88153930-88161952 8 kb Perte F MEF2C de novo
Xq28 :148491732-148525120 33 kb Gain F TMEM185A de novo
Xp11 :48809279-48829265 20 kb Perte M WDR45, PRAF2, CCDC120 de novo
16q23 :80418853-80498685 80 kb Perte F PLCG2 de novo
6p24 :13240010-13375390 135 kb Perte M PHACTR1 de novo
15g26 :90971875-90982991 11 kb Perte M FAM174B de novo
1591113 :21180572-26051141 5 Mb Gain M 15 genes de novo
15q11q13 :21144837-26551276 5,4 Mb Perte F 15 genes de novo
9934 :129467315-129478092 10 kb Perte F STXBP1 de novo
4q21 :81005430-84974311 4 Mb Perte F 27 génes de novo
2q27 :164702135-166860592 2 Mb Perte F SCN2A (et 11 autres génes) de novo

B- Mutations représentées dans notre cohorte

Localisation chromosomique Genes impliqués Nombre de patients
20q13.33 KCNQ2 34

9qg34.11 STXBP1 21 (+ 1 avec une délétion en CGH)
12q13.13 SCN8A 5

9q34.3 KCNT1 5

16p13.3 TBC1D24 2

9g34.3 GRIN1 2

16p13.2 GRIN2A 2

Autres génes mutés moins de deux fois dans notre cohorte 10

(KCNQ3, SLC13A5, GABRG2 , ARX, CDKL5, ALGT11, ALG13, WWOX...)

Total de patients avec une mutation 81
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Article 1:

Early-onset epileptic encephalopathy as the
presentation of WDR45 deletion in a male patient.

Abidi A, Mignon-Ravix C, Cacciagli P, Girard N, Milh M, Villard L.
European Journal of Human Genetics, 2015.
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Early-onset epileptic encephalopathy as the initial
clinical presentation of WDR45 deletion in a male
patient

Affef Abidi"?, Cécile Mignon-Ravix"?, Pierre Cacciagli>?, Nadine Girard*, Mathieu Milh">* and
Laurent Villard*!?2

Variants in the WD repeat 45 (WDR45) gene in human Xp11.23 have recently been identified in patients suffering from
neurodegeneration with brain iron accumulation, a genetically and phenotypically heterogeneous condition. WDR45 variants
cause a childhood-onset encephalopathy accompanied by neurodegeneration in adulthood and iron accumulation in the basal
ganglia. They have been almost exclusively found in females, and male lethality was suggested. Here we describe a male patient
suffering from a severe and early neurological phenotype, initially presenting early-onset epileptic spasms in clusters associated
with an abnormal interictal electroencephalography showing slow background activity, large amplitude asynchronous spikes and
abnormal neurological development. This patient is a carrier of a 19.9-kb microdeletion in Xp11.23 containing three genes,
including WDR45. These findings reveal that males with WDR45 deletions are viable, and can present with early-onset epileptic

encephalopathy without brain iron accumulation.

European Journal of Human Genetics advance online publication, 15 July 2015; doi:10.1038/ejhg.2015.159

INTRODUCTION
Variants in the WD repeat 45 (WDR45) gene have recently been
identified in patients suffering from neurodegeneration with brain iron
accumulation (NBIA). NBIA is a genetically and phenotypically
heterogeneous condition.! Among all NBIA forms, beta propeller
protein-associated neurodegeneration (BPAN) syndrome affects a
subgroup of patient characterized by childhood-onset encephalopathy
accompanied by neurodegeneration in adulthood and iron accumula-
tion in the basal ganglia, notably in the globus pallidus or the substantia
nigra.> WDR45 variants associated with BPAN syndrome have been
almost exclusively found in females and only three male cases have
been described to date.> This low incidence of male cases has been
attributed to male lethality and the existence of a few male carriers to
somatic mosaicism.”> Among published cases, 70% of patients suffered
from epileptic seizures beginning after 3 months of age.>*
Early-onset epileptic encephalopathies (EOEE) form a group of
severe epilepsies occurring in the first 3 months of life. Clinical signs
include stormy seizures associated with an altered interictal electro-
encephalographic (EEG) pattern and abnormal neurological develop-
ment. They can be classified according to interictal/ictal EEG pattern,
type of seizures and age at onset. These epileptic disorders are highly
heterogeneous in terms of aetiology as they can be symptomatic
(eg, cortical malformation or stroke), or have a metabolic or genetic
origin. Variants in several genes were shown to cause EOEE.
During the genetic characterization of a large cohort of patients
suffering from various forms of EOEE, we identified a de novo deletion
of the WDR45 gene in a male patient. This patient suffers from a more
severe and earlier form of BPAN syndrome. Our unexpected findings

reveal that alterations of the WDR45 gene region in Xpl1 are viable in
male patients and can initially present as EOEE.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

A cohort of 352 EOEE patients was studied. The inclusion criteria were onset of
epilepsy within the first 3 months of life, absence of any metabolic or obvious
structural cause, abnormal interictal EEG and severe seizures that resisted to
antiepileptic drugs. All patients with a normal karyotype were screened, using
Sanger sequencing, for the presence of a variant in the most frequently mutated
EOEE genes (ARX, KCNQ2, STXBP1, SCN2A, SCN8A) and, using array
comparative genomic hybridization (array-CGH), to detect submicroscopic
deletions/insertions. This project was approved by the local ethics committee
(CPP Sud Méditerranée I, PHRC 2011/27).

Array-CGH and quantitative PCR

Array-CGH was performed using genomic DNA isolated from blood
lymphocytes by standard methods. Array-CGH was performed using Nimble-
Gen 3x720K Whole Genome arrays (Roche NimbleGen, Madison, WI),
providing an average resolution of 2.5 kb. Microarrays were hybridized, scanned
and analysed according to the manufacturer’s instructions using a Roche
Nimblegen microarray analysis platform. Regions showing abnormal
dosage were compared with regions already known to represent non-
pathogenic copy-number variations listed in the database of genomic variants
(http://projects.tcag.ca/cgi-bin/variation/gbrowse/hgl8).  Quantitative =~ PCR
(QPCR) was performed using FastStart Universal SYBR Green Master
(Rox; Roche). The Xp11.23 variant was submitted to ClinVar with accession
number SCV000223701 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).
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RESULTS

Clinical phenotype

The patient was referred to our centre at the age of 3 months with
epileptic spasms associated with focal seizures. He was born to healthy
parents after normal delivery and he adapted well initially. Neurolo-
gical examination, at 3 months of age, was very abnormal — no head
control, no eye contact in a hypokinetic patient with global hypotonia.
He had cortical blindness and ophthalmologic examination was
normal (retina and anterior chamber). EEG showed high amplitude
slow waves with multifocal spikes. A cluster of asymmetric spasms was
recorded. At 7 months of age, brain MRI revealed a global loss of brain
volume including supra and infratentorial areas, T2 hyperintensity of
the posterior fossa (bilateral dentate nuclei) and lipid accumulation on
spectroscopy (white matter, not shown). This slight peak of lipids at
1.3 p.p.m. was present within the white matter only at the initial MRI
assessment. No iron accumulation could be detected at this age,
though no gradient echo sequence and no susceptibility weighted
images were performed (Figure 1). The evolution was marked by the
absence of motor or sensory acquisitions. His neurological examina-
tion showed dystonic and spastic quadriplegia, a motionless child
without spontaneous movement, bedridden with very poor eye
contact. Head circumference remained normal throughout follow-
up. At 19 months of age, brain MRI showed increased global brain
atrophy with T2 hyperintensity of the white matter. Iron accumulation
was only detected at 5 years of age, using a susceptibility weighted
imaging (SWI) sequence, in striata, red nuclei and substantia nigra
(Figure 1). Interestingly, conventional sequences (T1, T2) failed to
detect iron accumulation at this stage (Figure 1). Blood (NH4,
glycemia, amino-acid chromatography, lactates, pyruvates, biotinidase

19 months

7 months

activity, pipecolic acid, transaminases, acid hydrolases), urine
(chromatography of organic acids, muco/oligopolysaccarids, lactates)
and cerebrospinal fluid (neurotransmitter profil, amino-acid chroma-
tography, lactates, pyruvates) analyses were normal. Study of the
mitochondrial respiratory complex on muscle was normal.

Molecular characterization of an Xp11.23 de novo microdeletion
High-resolution array-CGH analysis detected a 19.9-kb deletion in
Xpl11.23 hgl8 chrX:g.(48 802 381_48 809 279)_(48 829 265_48 854-
335)del (Figure 2a). Using parental DNAs, we found that this deletion
occurred de novo. The deleted region contains three genes — WDR45,
coiled-coil domain containing 120 (CCDCI120) and prenylated rab
acceptor 1 domain family member 2 (PRAF2; Figure 2b). The deletion
was confirmed using qPCR and was not in a mosaic status in the
patient (Figure 2c). Only one study reported a variation of Xp11.23 in
the database of genomic variants (see Subjects and methods above) but
no information is available for the patient gender.

DISCUSSION

The patient described here is the first male case presenting a
constitutional WDR45 deletion in the context of EOEE. Several brain
MRIs failed to detect signs of iron accumulation using conventional
sequences, even several years after the symptoms onset, because no
SWI or gradient echo sequences were acquired until 5 years of age.
Consecutively, SWI/GRE should be included when imaging a child
with unexpected dystonia. Early images rather revealed global brain
atrophy, a nonspecific finding in many cases of EOEE. This patient
thus presented a peculiar form of BPAN beginning with severe
epilepsy and cortical blindness. In BPAN, the vast majority of

Figure 1 Brain MRI performed at 7 months, 19 months and 5 years of age. Axial T2 sequences at different ages failed to detect iron accumulation. SWI
sequence (right image) reveals an hyposignal in the basal ganglia at the level of globus pallidus and substantia nigra (white arrows), bilaterally (red nuclei are

not shown).
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Figure 2 Characterization of the deletion (a). Detection of a 19.9- kb deletion on the X chromosome using array-CGH. The grey box shows the position of the
deleted region extending from 48809279 to 48829265 pb (NCBI36/Hgl8). The experiment was performed using dye swap and the results of Cy5
labelling (upper tracks) and Cy3 labelling (lower tracks) are shown for the same patient. (b) Schematic representation of the Xp11.23 region showing the
deletion identified in the BPAN patient. The grey bar shows the deleted region. Exons are represented as black, grey or white boxes for WDR45, CCDC120
and PRAFZ2 genes respectively. Arrows indicate the orientation of the transcription and the position of the translation initiation codon. (c) Quantification of
WDR45 genomic DNA targets using gPCR. The control female DNA was arbitrarily set at 1 and each experiment was performed in triplicate. The mean of the
three experiments is provided as a number above each condition.
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published cases are females, with only three reported male patients. It
has been hypothesized that the gender bias was due to WDR45
variants lethality in males.> Along the same line, somatic mosaicism
would explain the similar phenotype between the few affected males
and female patients. Indeed, Haack et al> have confirmed the presence
of somatic mosaicism in a male patient. However, the presence of a
mosaic variant was not demonstrated but simply inferred for the two
other males. The patient described in this report is not mosaic, at least
in his lymphoblasts, and this could explain the early disease onset. We
hypothesize that the initial clinical presentation of a WDR45 deletion
is an EOEE-like syndrome, followed a few years later by a more severe
BPAN syndrome. Interestingly, despite full WDR45 deletion, iron
accumulation was only detected at 5 years of age. By comparison, the
youngest female in whom iron accumulation was first detected was 11
years old® suggesting that non-mosaic males have a much earlier
phenotype of iron deposition.

We cannot exclude the involvement of the two additional deleted
genes and this peculiar clinical presentation could be due to a
contiguous gene syndrome. In fact, the PRAF2 gene encodes a
member of the PRA1 domain-containing protein family. This family
is already involved in the regulation of glutamate transport’® whose
defects are implicated in epilepsy.” The function of PRAF2 is
unknown, and the corresponding protein has a brain expression and
is enriched in synaptic vesicles.!> CCDC120 mediates neurites' out-
growth via the regulation of cytohesin-2.!! Hence, CCDC120 deletion
could also be an additional mechanism as abnormal formation of the
neuronal network may contribute to intellectual deficiency or the
abnormal motor and sensory acquisitions in this patient. The role of
PRAF2 and CCDCI20 during brain development and in genetic
diseases remains to be investigated. Nonetheless, whatever their
function is, our work reveals that males with deletions of WDR45
are viable, and can present with EOEE.
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Etude d’une délétion Xp11.23 (Article 1 : Abidi et al, 2015)

Identification d’anomalies du nombre de copies

L’ADN préparé a partir des lymphocytes du patient a été analysé en utilisant une puce
d’hybridation génomique comparative Roche Nimblegen format 720K. Cette analyse a
permis de mettre en évidence 23 CNVs « connus » (CNV déja décrits dans la base de
données Database of Genomic Variants (DGV) sur des témoins), ces CNV sont supposés non
pathogénes, et 6 CNVs « inconnus » (non décrits dans la base de données DGV). Sur ces 6
CNVs, nous avons exclu ceux qui ne contenaient aucun géne. Ainsi, deux CNVs

potentiellement pathogenes ont pu étre identifiés :

- Perte de 5034 :159993374-160031252 (37 878 paire de bases). Le CNV localisé en 5q34,
contient un gene ATP10B (Probable phospholipid-transporting ATPase VB). Le rOle de ce

gene est peu connu et la délétion n’emporte qu’une copie de ce gene.

- Perte de Xp11:48809279-48829265 (19 986 paire de bases). Le CNV contient les genes
CCDC120 (coiled-coil domain containing 120), PRAF2 (prenylated Rab acceptor 1 domain
family member 2) et WDR45 (WD repeat 45). Cette délétion est localisée sur le chromosome

X chez un patient de sexe masculin.

Pour notre étude, nous avons choisi de nous intéresser a la délétion Xp11.23, car le patient
n’a plus aucune copie de ces 3 génes. Cette délétion Xp11.23 est une meilleure candidate

pour expliquer I'épilepsie que la délétion d’un seul gene sur un autosome.

Phénotype clinique du patient porteur de la délétion Xp11.23

Le diagnostic clinique initial du patient porteur de la délétion Xp11.23 a montré une EEP
sévere qui a débuté a I'dge de trois mois. A cet age, I'EEG initial montrait des pics
multifocaux accompagnés de vagues lentes d’amplitude élevée. Aucune anomalie cérébrale
n’était visible sur 'IRM a sept mois. De plus, le bilan métabolique et le caryotype de ce

patient étaient normaux.
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Caractérisation moléculaire de la délétion Xp11.23

Mon équipe a confirmé le caractere de novo de cette délétion a I'aide de la technique de
PCR quantitative (qPCR) en étudiant ’ADN génomique extrait de lymphocytes du patient et
de ses parents. La délétion chromosomique de 19,9 kilobases implique 3 génes : CCDC120
PRAF2 et WDR45 Nous avons extrait des ARN a partir des lymphocytes du patient et de ses
parents, afin de vérifier I'absence de transcrits de ces genes chez le patient. Nous avons
utilisé la technique de transcription inverse pour transformer ces ARN en ADN
complémentaire (ADNc). Puis, nous avons réalisé une gPCR sur les ADNc du patient et de ses
parents. Cette qPCR a permis de confirmer I'absence de transcrits pour ces trois genes

(Figure 18).
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Figure 18 : Etude par RT-PCR quantitative de I’expression des génes
CCDC120, WDR45 et PRAF?2 chez le patient porteur de la délétion Xp11.23
et ses parents.

L’expérience a été réalisée sur I’ADNc provenant de la transcription inverse
d’ARN issus de lymphocytes du patient, de ses parents et d’un témoin. Les
résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au témoin.

Au début de cette étude, seul le gene PRAF2 avait fait 'objet de publications. En ce qui
concerne les deux autres génes, nous n’avions que quelques informations succinctes

principalement basées sur la prédiction de leur structure protéique :

- La protéine CCDC120 n’était pas décrit dans la littérature. Elle appartient a la famille des

protéines a domaines superhélices.
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- La protéine WDR45 n’avait aucun réle décrit dans la littérature. Elle appartient a une

famille de protéine a répétitions de motifs tryptophane-acide aspartique.

- le réle de la protéine PRAF2 n’était pas connu également. Un article a montré que la
protéine PRAF2 est exprimée au niveau des vésicules synaptiques du cervelet, du cortex
cérébral, de I'hippocampe et des ventricules latéraux chez ’'homme (Koomoa, 2008). Cette
protéine appartient a une famille a domaine PRA1 qui est impliquée dans la recapture du

glutamate et le trafic des vésicules. Cette famille comporte 3 membres PRAF1-3 (Fo, 2006).

La protéine PRAF1 (YIP3 ou RABAC1) est une protéine vésiculaire de I'appareil de Golgi et co-
localise avec le complexe SNARE. Elle permet la régulation du transport des vésicules du

réticulum endoplasmique (RE) au Golgi (Fenster, 2000).

La protéine PRAF3 (GTRAP3-18, ARL6IP5) est une protéine du RE se liant au transporteur
EAAC1 qui permet la recapture du glutamate. Lorsque la protéine PRAF3 est surexprimé, il y
aurait inhibition de la sortie du RE de EAACL. Cette inhibition entraine une diminution de la
recapture du glutamate, neurotransmetteur excitateur essentiel du systeme nerveux central

(Liu, 2008 ; Ruggiero, 2008).

Nous avons choisi une protéine candidate, parmi ces trois protéines, pour débuter notre
étude. En se basant sur les connaissances que nous avions des trois protéines impliquées
dans la délétion, notre sélection s’est portée sur la protéine PRAF2. En effet, notre
hypothése est que cette protéine aurait un roéle dans la recapture du glutamate, et que son
absence serait responsable de I'épilepsie chez cet enfant. Afin d’identifier des mutations du
gene PRAF2 chez d’autres patients de notre cohorte, mon équipe a génotypé 64 patients EEP
a l'aide du séquencgage selon la technique de Sanger (correspondant au nombre total de
patients de la cohorte en 2012). Malheureusement, aucune mutation du géene PRAF2 n’a pu

étre mise en évidence chez ces patients.

Implication du géne WDR45 dans une pathologie neurologique conduisant a une

neurodégénérescence

Durant mon étude de la délétion Xp11.23 d’un patient EEP, un article impliquant des
mutations de novo du géne WDR45 dans une neurodégénérescence associée a une protéine

beta-propeller a été publié (BPAN) (Haack, 2012). Cette pathologie provoque une
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encéphalopathie dans la petite enfance accompagnée d’une neurodégénérescence chez
I’adulte. Une accumulation de fer dans les ganglions de la base, caractéristique de cette
pathologie, apparait a I'adolescence et est visible a I'IRM (Haack, 2012). Le diagnostic de
BPAN est accompagné d’un retard important de langage et d’une déficience intellectuelle
(Hayflick, 2013). De plus, une épilepsie survenant durant I'enfance est présente chez 70%
des patients atteints de BPAN (Hayflick, 2013 ; Saitsu, 2013 ; Verhoeven, 2014). La majorité
des patients décrits avec des mutations du gene WDR45 sont des filles (seulement 3 cas de
garcons ont été décrit pour plus de 30 filles affectées) et le phénotype est similaire entre les
filles et les garcons. Il existe donc un biais de sex-ratio pour cette pathologie (Haack, 2012 ;
Hayflick, 2013 ; Saitsu, 2013; Verhoeven, 2014). Ce géne étant localisé sur le chromosome X,
il est possible que les mutations de WDR45 soient |étales chez le patient male par absence
protéine fonctionnelle (Haack, 2012 ; Hayflick, 2013). Le peu de cas de garcon et I'absence
de différence de phénotype clinique entre les deux sexes pourrait étre expliqué par un
mosaicisme somatique chez les gargons ce qui a été confirmé pour I'un des trois patients de
sexe masculin décrits dans la littérature. Ce mosaicisme a été tres fortement soupgonné

pour les deux autres patients (Haack, 2012).

Notre patient est un gargon avec une délétion compléete et non mosaique du gene WDR45
(Figure 18), aucun transcrit trouvé en utilisant la technique de gRT-PCR a partir d’ADNCc issus
de lymphocytes). Il présentait initialement un phénotype EEP sans aucune anomalie de
dépot de fer dans les ganglions de la base & 7 mois. A I’age de cinq ans, ce patient est revenu
a nouveau a I’hopital afin de réaliser une IRM accompagnée d’une séquence de susceptibilité
magnétique (SWI), ce qui permet de rechercher de facon spécifique des dépbts de fer. Grace
a cet examen, nous avons observé un dépot de fer précoce dans le striatum, les noyaux
rouges du tronc cérébral, et le globus pallidus confirmant ainsi le diagnostic de BPAN chez ce

patient.
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Comparaison du patient porteur de la délétion avec les autres patients présentant des

mutations dans le gene WDR45

Nous avons donc comparé le phénotype clinique de notre patient avec celui des autres

patients BPAN :

- Tout d’abord, son phénotype est beaucoup plus précoce en ce qui concerne l'age
d’apparition des signes cliniques. Il débute a I'age de trois mois tandis que le diagnostic
initial de retard de développement est posé dans I'enfance (entre 1 et 3 ans) pour les
patients atteints de BPAN (Hayflick, 2013). Cependant, il existe une patiente BPAN
présentant un phénotype plus précoce avec une apparition a I’age de dix mois d’un retard de
développement et une épilepsie plus tardive aprés un an (Okamoto, 2014). Cette patiente
pourrait présenter un défaut d’inactivation du chromosome X. Ce défaut pourrait conduire a
une inactivation du chromosome X portant la copie normale du gene WDR45, ce qui
conduirait a une expression de la forme mutée de la protéine WDR45 uniquement. Cette
anomalie d’inactivation reste a démontrer et pourrait expliquer la précocité des signes
clinique chez cette patiente. Une seule étude a montré un biais d’inactivation en faveur du
chromosome avec la copie mutée de WDR45 (Saitsu, 2013). Chez ces patientes, ce biais
pourrait reproduire ce que I'on observe chez notre patient mais le phénotype clinique n’est

pas aussi précoce et sévere.

- Le deuxiéme élément qui differe de la clinique classique des BPAN est I’épilepsie précoce
chez notre patient qui est apparue comme le symptome principal. Bien que I'épilepsie soit
présente pour deux tiers des patientes décrites, les crises ne surviennent pas précocement
comme chez notre patient, mais plus tard dans la petite enfance. Dans les BPAN, les
manifestations épileptiques les plus précoces ont été décrites a quatorze mois (Van

Goethem, 2014).

Nous avons donc conclu qu’une délétion germinale du gene WDR45 chez un garcon peut
étre responsable d’un phénotype BPAN plus précoce. De plus, le phénotype semble étre plus

sévere et apparaitre initialement comme une EEP.
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Il. Etude fonctionnelle de mutations dans le gene KCNQ2

.. HYPOTHESE PREALABLE

Nous avons recherché des mutations du gene KCNQ2 a l'aide du séquengage selon la
technique de Sanger chez les 402 patients EEP de notre cohorte. Nous avons identifié 34
mutations positionnées sur la sous-unité protéique Kv7.2 (Figure 19), avec une présence
majoritaire de celles-ci au niveau des segments transmembranaires. Aucune mutation dans
le domaine N-terminal ou le segment S1 n’a été décrite dans les EEP et n’est retrouvée chez

nos patients.

Boucle P
Extérieur
A265V (x2)
G RIS - G290S
T274M (x2) (A294V(x5))
@ T279¢ @
S1 S2 S5 S6
G301S
Membrane A306V
Plasmique A309V
R353H  L356V
R144Q
$372(?) splice
R541G
- —
m1(?) @ Mutation d’hérédité inconnue
NH,
@ Mutation de novo R871s COOH
Intérieur

@ Mutation héritée
Figure 19 : Localisation des mutations du géne KCNQ2 dans notre cohorte sur une représentation schématique de la
sous-unité Kv7.2
Toutes les mutations entourées sont celles que nous avons choisies pour les études d’électrophysiologie. Les
mutations entourées en violet sont celles que nous avons étudiées de fagon détaillée.
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Au vu du nombre important de mutations identifiées, nous avons initié une étude
fonctionnelle pour plusieurs de celles-ci. J'ai sélectionné sept de ces mutations (Figure 19)
sur la base de criteres de localisation au niveau protéique. J'ai ainsi choisi des mutations
localisées dans des segments différents de la protéine (Tableau 6). J'ai également

sélectionné les mutations sur des criteres de fréquence et/ou de sévérité de la pathologie.

Tableau 6 : Liste des mutations choisies pour 1’étude électrophysiologique du courant M

Mutation Raison du choix de la mutation
p.V175L ¢.523G>T | Mutation atypique en S3

p.L203P ¢.608T>C Mutation en S4

p-G239R Mutation en S5

€.715G>C

p.T287N Mutation dans la boucle P
c.860C>A Phénotype clinique le plus sévére
p-A294V Mutation en S6

c.881C>T Mutation récurrente (n=7)

p.F304S Mutation en S6

c.911T>C Phénotype clinique tres sévere
pC774L fs+91X Mutation dans le domaine C-terminal
¢.2318insG Phénotype clinique le moins sévére

[I.2. PRESENTATION DES RESULTATS OBTENUS POUR L'ETUDE DES

MUTATIONS DE KCNQZ2

Nous avons utilisé le plasmide pcDNA3-KCNQ2 ou I’ADNc est placé sous le contrdle du
promoteur du cytomégalovirus ce qui permet une expression transitoire, rapide et
importante. Tout d’abord, j’ai inséré les mutations p.V175L (¢.523G>T), p.L203P (c.608T>C),
p.G239R (c.715G>C), p.T287N (c.860C>A), p.A294V (c.881C>T), p.F304S (c.911T>C) et pC774L
fs+91X (c.2318insG) dans le plasmide pcDNA3-KCNQ2 en utilisant la technique de
mutagenese dirigée. Nous avons également utilisé le plasmide pcDNA3-KCNQ3 permettant
I’expression de Kv7.3 dans les études de co-expression. Nous avons choisi un modele de
lignée cellulaire, les cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) qui sont couramment utilisées
dans la littérature (Miceli, 2013). Ces cellules expriment peu de canaux ioniques a la
membrane plasmique et permettent ainsi I’étude du courant potassique en s’affranchissant
de courants ioniques pouvant parasiter I'étude électrophysiologique. De plus, la facilité de

culture et de transfection de ces cellules en fait un bon modeéle pour une étude de routine.
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Les cellules CHO ont été co-transfectées avec un plasmide pEGFP et les plasmides pcDNA3-
KCNQ2 sauvages ou mutés, avec ou sans le plasmide pcDNA3-KCNQ3. Nous avons mesuré le
courant |y des cellules transfectées en utilisant la technique de voltage-clamp en
configuration cellule-entiére (Figure 20). Ces expériences d’électrophysiologie ont été
réalisées a I'Institut de Neurobiologie de la Méditerranée (INMED) dans le laboratoire du
Docteur Laurent Aniksztejn. Au départ, nous avons stabilisé les cellules a un potentiel de
repos, de 'ordre de - 85 mV a - 105 mV en fonction de la mutation. Nous stimulons les
cellules par des pas de voltage croissants de + 10 mV durant 2 secondes avant de
redescendre le voltage a un potentiel de - 65 mV durant 1 seconde, ce qui nous permet
d’observer la phase de déactivation du courant. Grace a cette technique, nous étudions les
propriétés intrinséques du canal ionique Kv7.2 qui sont la dépendance au voltage, la densité

et la cinétique du courant.
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Figure 20 : Stratégie utilisée pour 1’étude des mutations de KCNQ?2 sur cellules CHO et sur neurones primaires
d’hippocampe d’embryon de rats a E18
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En parallele, des études d’expression des protéines mutées ont été réalisées. Nous avons
transfecté des cellules CHO par les plasmides pcDNA3-KCNQ2 sauvages ou mutés, avec ou
sans pcDNA3-KCNQ3. Nous avons ensuite étudié la quantité de protéines totales des cellules
CHO transfectées en utilisant la technique d’immunoblot. D’autre part, pour I'étude de
I’expression de ces protéines a la membrane plasmique, les protéines de surface ont été
marquées a la biotine. Nous avons ensuite précipité les protéines biotinylées a I'aide de
billes de streptavidine. Cette technique permet de séparer la fraction membranaire de la
fraction totale. Nous avons ensuite analysé la quantité de sous-unités Kv7.2 et/ou Kv7.3

membranaires a I'aide de la technique d’immunoblot.

En collaboration avec le Centre de Recherche en Neurobiologie et Neurophysiologie de
Marseille (CRN2M) dans le laboratoire du Docteur Jérdme Devaux, nous avons également
étudié la localisation cellulaire des canaux Kv7. Des neurones primaires hippocampiques de
rat a E18.5 ont été transfectés par des plasmides codant pour des sous-unités Kv7.2
sauvages ou mutées et marquées avec une étiquette V5. Des marquages ont permis
d’observer la localisation des protéines sauvages et mutantes en utilisant des anticorps
spécifiques anti-Ankyrine G (protéine de I'AIS) et anti-V5. Les deux études suivantes

présentent les résultats obtenus pour la caractérisation de deux mutations d’intérét.

Au cours de cette thése, j’ai réalisé une étude du courant M sur 4 mutations (Tableau 7). Il
apparait que les défauts du courant provoqués par les mutations de notre cohorte sont
fortement variables. Cette variabilité est décrite dans la littérature (Miceli, 2013 ; Orhan,
2014, Miceli, 2015). Dans ce manuscrit, je présenterai les résultats que j’ai obtenu pour deux

de ces mutations, p.A294V et p.V175L parce qu'elles sont atypiques.

Tableau 7 : Récapitulatif des effets des mutations apres étude du courant M dans des cellules transfectées
Ce tableau répertorie les effets des mutations observés sur 1’enregistrement du courant M. * : mutation

Kv7.2*
Kv7.2* Kv7.2* v wr
Mutation Kv7.2* wT Kv7.2
Kv7.2 Kv7.3 :
Kv7.3
T287N Pas de courant Pas de courant Pas de courant A tester
A294V Article 2 Article 2 Article 2 Article 2
V175L Article 3 Article 3 Article 3 Article 3
C774L fs+91X Courant similaire Courant similaire au Courant similaire A tester
au sauvage sauvage au sauvage
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Atticle history: Mutations in the KCNQ2 gene encoding the voltage-dependent potassium M channel Kv7.2 subunit cause either
Received 1 December 2014 benign epilepsy or early onset epileptic encephalopathy (EOEE). It has been proposed that the disease severity
Revised 28 March 2015 rests on the inhibitory impact of mutations on M current density. Here, we have analyzed the phenotype of 7
Accepted 15 April 2015 patients carrying the p.A294V mutation located on the S6 segment of the Kv7.2 pore domain (Kv7.242%4V). We
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Early epileptic encephalopathy
Kv7 channels

M-current

p.A294V mutation

p.A294G mutation

investigated the functional and subcellular consequences of this mutation and compared it to another mutation
(Kv7.24294C) associated with a benign epilepsy and affecting the same residue. We report that all the patients
carrying the p.A294V mutation presented the clinical and EEG characteristics of EOEE. In CHO cells, the total ex-
pression of Kv7.242°4 alone, assessed by western blotting, was only 20% compared to wild-type. No measurable
current was recorded in CHO cells expressing Kv7.242%%V channel alone. Although the total Kv7.242°%V expression
was rescued to wild-type levels in cells co-expressing the Kv7.3 subunit, the global current density was still
reduced by 83% compared to wild-type heteromeric channel. In a configuration mimicking the patients' hetero-

Subcellular channel expression zygous genotype i.e., Kv7.24294V/Kv7.2/Kv7.3, the global current density was reduced by 30%. In contrast to

Kv7.282%%V the current density of homomeric Kv7.242%4C was not significantly changed compared to wild-type
Kv7.2. However, the current density of Kv7.24294¢/Kv7.2/Kv7.3 and Kv7.2%2%46/Kv7.3 channels were reduced
by 30% and 50% respectively, compared to wild-type Kv7.2/Kv7.3. In neurons, the p.A294V mutation induced a
mislocalization of heteromeric mutant channels to the somato-dendritic compartment, while the p.A294G muta-
tion did not affect the localization of the heteromeric channels to the axon initial segment. We conclude that this
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position is a hotspot of mutation that can give rise to a severe or a benign epilepsy. The p.A294V mutation does
not exert a dominant-negative effect on wild-type subunits but alters the preferential axonal targeting of
heteromeric Kv7 channels. Our data suggest that the disease severity is not necessarily a consequence of a strong
inhibition of M current and that additional mechanisms such as abnormal subcellular distribution of Kv7

channels could be determinant.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Kv7.2-5/KCNQ2-5 channels are slow activating and non-inactivating
voltage-gated potassium channels expressed in several neuronal
populations (Jentsch, 2000; Brown and Passmore, 2009). Each subunit
consists of intracellular N and C terminal domains and 6 transmem-
brane segments forming a voltage-sensing (S1-S4) and a pore (S5-
P-S6) domains. Functional channels are formed by the homomeric
or heteromeric assemblies of 4 subunits including Kv7.2 and Kv7.3,
the two principal subunits underlying M current in many neurons
(Wang et al., 1998; Battefeld et al., 2014; but see also Soh et al.,
2014). Recent reports indicate that Kv7.2/Kv7.3 channels are selec-
tively localized at the axonal initial segments (AIS) and at nodes of
Ranvier in central and peripheral nervous systems where they are
co-clustered with Nav channels (Devaux et al., 2004; Pan et al.,
2006; Rasmussen et al., 2007; Battefeld et al., 2014). At these
positions, Kv7 channels play a crucial role in controlling neuronal
excitability (Yue and Yaari, 2006; Hu et al., 2007; Shah et al., 2008;
Battefeld et al., 2014; Soh et al., 2014).

Previously, mutations in KCNQ2 have only been reported in benign
familial neonatal seizures (BFNS) (Biervert et al., 1998; Singh et al.,
1998; Charlier et al., 1998). More recently, de novo mutations in
KCNQ2 were described in a severe form of neonatal epilepsy (early
onset epileptic encephalopathy, EOEE), characterized by an early
neonatal onset (first week) of stormy motor seizures, without any struc-
tural abnormality (but see Dalen Meurs-van der Schoor et al., 2014) and
with variable outcome (Weckhuysen et al., 2012; Kato et al., 2013; Milh
et al., 2013; Allen et al., 2014). Indeed, despite relatively similar early
clinical features, the prognosis of KCNQ2-related epilepsies is highly
variable. To date, there appears to be a broad separation between muta-
tions of KCNQ2 causing severe versus benign epilepsies but exceptions
do exist (Borgatti et al., 2004; Steinlein et al., 2007). It was therefore
proposed that the clinical variability of the KCNQ2-related epilepsy
could be related to the functional consequence of mutations on M
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current and could thus be predictive of the neurological prognosis, a
notion that was recently supported by two different studies (Miceli
et al.,, 2013; Orhan et al., 2014).

Here, we investigated the early electro-clinical features and clinical
evolution of 7 patients carrying a Kv7.2-p.A294V (Kv7.242°4V) mutation
located within the S6 pore domain and compared the functional conse-
quences of this mutation to an inherited mutation associated with BENS
(Kv7.2A294C Steinlein et al., 2007). In those patients, the p.A294V muta-
tion was always associated with severe forms of neonatal epilepsy. Both
mutations had the same functional impact on M current, and modestly
reduced the global current density by ~30% as measured in Chinese
hamster ovary cells (CHO) in the configuration mimicking the situation
found in patients. However, the p.A294V but not the p.A294G mutation
induced a redistribution of Kv7 channels to the somato-dendritic
compartment of neurons. Thus, our data indicate that the severity of
the disease is not necessarily associated with strong inhibition of M
current and we postulate that additional mechanisms such as abnormal
subcellular distribution of Kv7 channels could be determinant.

Patients and methods
Patients

KCNQ2 screening was performed for diagnosis purpose at the
“Département de Génétique Médicale” of the Timone Children's Hospi-
tal in Marseille and in the Hopital Femme-Meére-Enfant in Lyon. We re-
ceived a total of 237 patient's DNA having an early onset epileptic
encephalopathy (EOEE, n = 208) or benign familial neonatal seizures
(BENS, n = 29). We found KCNQ2 mutations in 46 patients; 23 present-
ing EOEE (see Fig. 1) and 23 presenting BFNS. Some of the EOEE and
BFNS-related mutations have already been published (Milh et al.,
2013; Soldovieri et al., 2014). We found 7 patients (5 in Marseille
and 2 in Lyon) carrying the same mutation in the KCNQ2 gene,
c.881C>T/p.A294V (NM_172107.2), and presenting an EOEE (see the

Plasma
membrane

CTT4aLfs+91X C

Fig. 1. Schematic presentation of the Kv7.2 subunit with the location of the different mutations associated with EOEE identified at the Timone Hospital in Marseille and in the Hopital
Femme-Meére-Enfant in Lyon. We analyzed the functional consequences and subcellular distribution of the Kv7.2 channel carrying the pore p.A294V mutation identified in 7 patients

of our cohort.
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Results section). The mutation p.A294V was never observed in the BFNS
patient's DNA. All blood samples were obtained after receiving informed
consent.

The pediatric neurologist ensuring the patients follow-up and the
coordinator of the clinical study examined the phenotype of each
patient, studied the retrospective clinical history and performed
additional neurological examination. We paid a specific attention to
epileptic seizures, MRI, development, evolution of head growth, age at
seizure onset, type of seizure, electroencephalographic (EEG) aspects
(suppression-burst, polymorph partial seizure), and antiepileptic drug
response. This study was approved by local ethical committee (CPP
Sud Mediterranée).

Molecular biology

Human cDNAs encoding Kv7.2 (# NM_172108.3) and Kv7.3 (# NM_
004519.3) were subcloned into pcDNA3. We introduced the c.881CT/
p.Ala294Val and ¢.881C>G/p.Ala294Gly mutation (according to NM_
172107.2) using the QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent) and verified the presence of the mutation using Sanger
sequencing.

The hKv7.2-V5, hKv7.242°4V_y5 and hKv7.2"2%4¢_V5 plasmids were
constructed using standard PCR techniques and subsequently cloned
into the pcDNA3.1/V5-His-TOPO vector for expression in mammalian
cells. The V5 tag was inserted at the C-terminus of Kv7.2 without linker
as previously described (Wen and Levitan, 2002).

Table 1
Clinical features of patients carrying the Kv7.2-p.A294V mutation.

Antibodies

A 21 amino acid peptide sequence (AGDEERKVGLAPGDVEQVTLA),
corresponding to amino acids 36-57 from the N-terminal region of
KCNQ3 was synthesized (Pan et al., 2006), conjugated to keyhole limpet
hemocyanin, and two rabbits were immunized. The antisera were
collected and purified against the peptide immunogen (Eurogentec,
Seraing, Belgium). These antisera stained cells that were transfected
with a cDNA encoding Kv7.3 but not Kv7.2 (data not shown). The rabbit
antiserum against Kv7.2 was previously characterized (Lonigro and
Devaux, 2009).

Cell culture and transfections

Chinese hamster ovary (CHO) cells were cultured at 37 °C in a
humidified atmosphere with 5% CO, with a Gibco® F-12 Nutrient
Mixture (Life Technologies) supplemented with 10% FBS (Fetal Bovine
Serum) and 100 units/mL antibiotics/antimycotics (Life Technologies).

These cells were transfected using the Neon® Transfection
System (Life Technologies) according to the manufacturer's protocol.
Briefly, 100000 cells in suspension were transfected with a total
amount of 1 pg of DNA containing a reporter plasmid with the RFP
gene (1:5) and cDNA constructs as followed: Kv7.2 (1); Kv7.24294V
(1); Kv7.3 (1); Kv7.2 + Kv7.229% (1:1); Kv7.2 + Kv7.3 (1:1);
Kv7.3 + Kv7.2829% (1:1); Kv7.2 + Kv7.2829% 4 Kv7.3 (1:1:2);
Kv7.2A2946 (1); Kv7.2 + Kv7.22%C (1:1); Kv7.3 + Kv7.2/%%4¢ (1:1);

HCat Seizure Initial seizure type Mode of  Seizure offset: EEG: first week Development at
birth  onset beginning yes/no last evaluation
(cm)  (days) (age, treatment) (age of evaluation)
Patient 1 35 3 Tonic asymmetric: left or Stormy Yes: 2 m, PHT Suppression-burst until Unable to sit. Poor
right head deviation, tonic 3rd week. communication (1y).
extension of the four limbs 3 weeks to 2 m: continuous
traces, bilateral frontal and
temporal spikes.
>2 m: progressive decrease
in spikes frequency.
Normal sleep organization.
Patient 2 (Milh et al,, 345 2 Left and right clonic jerks,  Subtile Yes: 3 m, ND Suppression-burst. Poor head control, unable
2013, patient 6) facial cyanosis to sit, no voluntary
movement, no language
(2y).
Patient 3 (Milh et al., 36 1 Tonic contractions of one Stormy No: 7 m, epileptic Suppression-burst. Establishes eye contact.
2013, patient 7) or several limbs, cyanosis spasms Strabismus.
2-9y, seizure free Unable to sit, no speech
>9y, monthly GTC (11y).
seizures
Patient 4 (Milh et al., 29(30 8 Myoclonic jerks, multiple ~ Stormy Yes: 3 m, VPA Suppression-burst. Unable to sit.
2013, patient 15) weeks seizures daily Unable to walk.
GA at Uses a few words
birth) (2-3 words).
Understands simple orders.
Strabismus, nystagmus
(3y).
Patient 5 35 1 Prolonged dystonic posture Stormy Unknown, death at 6 Discontinuous, then NA
(opistotonos), then tonic weeks suppression-burst until
asymmetric seizures. death.
Paucisymptomatic seizures
(EEG recordings only)
Patient 6 37 1 Tonic asymmetric and Stormy Yes: 3 weeks, VPA Slow background activity. ~ Walk with aid. No language
tonic—clonic Bilateral paroxysmal (16 m).
discharges.
One tonic seizure.
Patient 7 37 3 Tonic seizures Stormy Yes: 4 m, TPM + LVT Suppression-burst. Severe global delay

harmonious.
Unable to sit.
Poor hand use (16 m).

Bilateral paroxysmal
discharges predominantly
in the right
fronto-temporal region.

EEG: electro-encephalogram; GA: gestational age; GTC: generalized tonic-clonic seizures; HC: head circumference; LVT: levetiracetam; m: months; NA: not available; ND: not deter-

mined; PHT: phenytoin; TPM: topiramate; VPA: valproic acid; y: year.
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Table 2
Major clinical features in patients with the p.A294V mutation.
Normal HC at birth 7/7
Seizure onset before day 4 6/7
Predominant initial seizure type: tonic asymmetric 5/7
Initial EEG: suppression-burst 6/7
Seizure withdrawal before 6 months 5/7 (1 death)
Developmental delay 7/7
Walk with aid 1/7
Normal HC at the end of the follow up 7/7

EEG: electro-encephalogram; HC: head circumference.

and Kv7.2 + Kv7.242%4C 4 Ky7.3 (1:1:2). Electroporation configuration
was: 1400 V, 1 pulse, 20 ms. Following electroporation, cells were
cultured on pre-coated glass coverslips and maintained at 37 °C and
5% CO, with a complete medium for 2 days before recordings.

Electrophysiology

The electrophysiological analysis of each of the p.A294V and
p.A294G mutant channels was performed on the same day than the
analysis of the wild-type control channels (Kv7.2 and Kv7.2 + Kv7.3)
with the same batch of CHO cells. Cells were perfused at 1-2 ml/min
with a solution of the following composition (in mM): 135 NaCl, 3.5
KCl, 5 NaHCOs, 0.5 NaH,PO4, 1 MgCl,, 1.5 CaCl,, 10 HEPES, 10 glucose,
and pH 7.3 adjusted with NaOH. Whole-cell patch-clamp recordings
were performed with microelectrodes (borosilicate glass capillaries GC
150F-15, Harvard apparatus) filled with a solution containing (in
mM): 135 KCl, 0.1 CaCl,, 1.1 EGTA, 10 HEPES, 3 Mg?"ATP, 0.3
Na™GTP, 4 phosphocreatinine, pH 7.3 adjusted with KOH and a resis-
tance of 4-6 MQ. Data were sampled at 10 kHz and filtered with a
cut-off frequency of 3 kHz using an EPC-9 amplifier (HEKA Electronik).
Cell capacitance was determined with the whole cell capacitance
compensation circuit of the EPC-9 amplifier. Overall, the mean value

Fp1-T3

{

B e

was 31.6 £ 1.72 pF (n = 242 cells). Voltage steps of 10 mV increment
during 2 s from holding potential of —85 mV (or — 105 mV in retigabine
experiments) and up to +45 mV followed by a pulse to —65 mV for 1 s
were applied to the cells in order to analyze the conductance-voltage
(G-V) relationships and the kinetics of activation and deactivation of
the channels. G values were obtained from peak amplitudes of
the slow outward current divided by the driving force for K* ions
with Ex ~ — 93 mV, a value close to that measured in our electrophysio-
logical recordings (see Fig. 4D) and normalized to the maximal conduc-
tance. Plotted points were fitted with a Boltzmann function: G/
Gmax = 1/ [1 4+ exp(Vi2 — Vi) / k] to yield the voltage for
half-maximum activation (V;,2) and the slope factor (k) values.
To measure the channel kinetics, current traces were fitted with
a single or a double exponential function of the following form:
y= Afastexp(T / Tfast) + Aslowexp(T / Tslow) (Where Afast and Aslow are
the fractions of the fast and slow component of the current and T,
and Tgow are the respective fast and slow time constant). The time
constant representing the weighted average of the fast and slow com-
ponents of current activation or deactivation was calculated with the
fOHOWing Equation: T = (TfastAfast + TslowAslow) / (Afast + Aslow)-
Currents were analyzed using Origin 8.0 software. Analyses were
performed after offline leak current subtraction. Membrane potentials
were corrected for liquid junction potential (~5 mV).

Western blotting

One million CHO cells were transfected with 5 pig of pcDNA3-Kv7.2
(Kv7.2), pcDNA3-Kv7.2-p.A294V (Kv7.24294V) pcDNA3-Kv7.2-
p.A294G (Kv7.242946) or pcDNA3-Kv7.3 (Kv7.3) plasmids using the
jetPEI® transfection reagent (Polyplus-transfection™) in 6 wells plate,
according to the manufacturer's instructions. Forty-eight hours post-
transfection, cells were washed three times with cold phosphate-
buffered saline (PBS), then lysed with a lysis buffer containing 1%
Triton-X100, 140 mM NaCl, 20 mM Tris, 2 mM EDTA pH 7.4, protease

Subtile signs : modification of breathing.
Some non rythmic clonic jerks

Fig. 2. Representative epileptic features during the neonatal period. A) First interictal EEG of patient 5 showing a suppression-burst pattern with bursts of activity that lasted longer than
the silent periods, in average. The majority of the bursts was generalized to all the electrodes and was not associated with any movement. B) The interictal EEG tend to be more continuous,
but still abnormal. C) Typical seizure recorded at day 5 (patient 5), with initial asymmetric tonic posture, while EEG shows generalized tonic discharge that seems to begin in the left hemi-

sphere. Seizure was followed by a global flattening of the traces.
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and phosphatase inhibitors (Pierce), for 30 min at 4 °C under agitation.
Cells were then harvested and centrifugated at 13,000 g for 30 min.
Denaturated samples were loaded on a SDS-PAGE tris-glycine gel.
After migration, proteins were transferred onto a nitrocellulose mem-
brane. Blots were saturated for 1 h in 5% non-fat milk in Tris-buffered
saline (TBS) + Tween 0.05% and incubated overnight with a rabbit
antisera against Kv7.2 (1:2000; Lonigro and Devaux, 2009), a rabbit
antisera against Kv7.3 (1:2000), or anti-actin antibodies (1/2000;
Sigma-Aldrich, ref. A5060). We washed the membranes three times
with TBS + tween 0.05% and incubated the membranes for 1 h with
1:10,000 HRP conjugated secondary antibodies. Blots were revealed
with Luminata forte (Millipore) and visualized with a Bio-Rad XRS
system.

Hippocampal cell culture

Primary hippocampal cell cultures were prepared as previously
described (Liu and Devaux, 2014). Neurons were transfected using
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) at 7 days in vitro (DIV) with
V5-tagged Kv7.2 constructs together with hKv7.3 and pEGFP. For immu-
nostaining, cells were fixed at DIV9 with 2% paraformaldehyde in PBS
for 20 min at room temperature. Cells were washed three times in
PBS, permeabilized with a solution containing 5% fish skin gelatin and
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0.1% Triton X-100 in PBS for 30 min, then incubated for 1 h with rabbit
antibodies against V5 (1:1000; V8137, Sigma-Aldrich) and mouse
monoclonal antibodies against ankyrin-G (1:100; UC Davis/NINDS/
NIMH NeuroMab Facility). The cells were then washed and revealed
with the appropriate Alexa conjugated secondary antibodies (1:500;
Jackson Immunoresearch) for 30 min. After several washes in PBS,
cells were stained with DAPI, and mounted with Mowiol plus 4%
DABCO (Sigma-Aldrich). Confocal image acquisition was performed on
a Zeiss LSM780 laser scanning microscope equipped with a 63 x (1.4
n.a.) oil immersion lens. Measurements were made on gray-scale confo-
cal sections (8-bit) using Image] version 1.43u software (National Insti-
tutes of Health). Using the images of ankyrin-G staining, 20-30 um long
segments (“freehand” selection) were traced along the AIS then trans-
ferred to the images of V5 labeling for intensity measurements. Using
GFP staining, regions of interest were manually selected in the middle
of the soma (50 um? square selection) or along proximal dendrites
(20-30 um long “freehand” selection) and were reported on the V5
staining for intensity measurements at soma and dendrites, respective-
ly. Black pixels were eliminated (fluorescence = 0), and the mean pixel
intensity per unit area was measured for each AlS, soma, and dendrite.
Fluorescence ratios were calculated in 29 to 36 neurons for each
construct. Digital images were processed into figures with Adobe
Photoshop (Adobe Systems Inc.).
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Fig. 3. Functional consequences of the pore p.A294V mutation on homomeric Kv7.2 channels. A) Current responses to 10 mV incremental depolarizing voltage step-command from
—85mV to +45 mV for 2 s followed by a 1 s hyperpolarizing voltage step to —65 mV in CHO cells transfected with wild-type Kv7.2 (left), Kv7.242°# (middle), and both Kv7.2A294V/
Kv7.2 (right). B) Conductance-voltage relationship of homomeric Kv7.2 channels (black square, n = 11 cells) and Kv7.242%*V/Kv7.2 (empty circle, n = 11 cells) each normalized to
their maximal conductance. Continuous lines represent Boltzmann fits to the experimental data. Histograms show the average of V;, and slope factor (k) of homomeric Kv7.2 and
Kv7.2A294V/Kv7.2 channels calculated from 20 and 22 series of depolarizing voltage steps respectively. C) Relative current density measured at all voltage steps and showing that the
mutation does not exert a dominant-negative effect. All values were normalized to the mean current density measured at 45 mV in CHO expressing the wild-type Kv7.2 subunit.
D) Channel kinetics. Left: Weight average time constant of current activation measured at membrane potential (Vm) indicated in the abscissa. Homomeric Kv7.2 channels (wild-type
or associated with the pore mutation) displayed a single exponential activation kinetic. Right: Weight average time constant of current deactivation of both channels. Vm indicated in
the abscissa are values reached by the depolarizing voltage steps before the hyperpolarization to —65 mV. Superimposed traces in the inset are from (A) and represent tail currents
after a step from — 25 to —65 mV. They are scaled to show that the deactivation of the current in CHO expressing Kv7.22%4V/Kv7.2 subunits (gray) is faster than that of wild-type

Kv7.2 (black).
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Statistical analysis

Data are represented as means + s.e.m. When the data's distribution
was normal, we used a Student's t-test to compare means of two groups
or the one-way ANOVA followed by Bonferroni test as mentioned.
When the normality test failed, we used the non-parametric Mann-
Whitney test for two independent samples. Statistical analysis was
performed using Graphpad Prism software. ns: not significant;
*p < 0.05; **p <0.01; and ***p < 0.001.

Results
The p.A294V mutation is associated with a severe clinical phenotype

Clinical and epileptic features of the patients are summarized in
Tables 1 and 2. KCNQ2 mutations were found de novo, except for two pa-
tients (1 and 6) who inherited the mutation from one mosaic parent.
Clinical presentation at onset was notably stereotyped, with an
initial stormy phase of epileptic seizures, mostly consisting of tonic
asymmetric seizures beginning during the first days of life, and with a
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suppression-burst pattern on the interictal EEG (6/7 patients, Fig. 2).
Epileptic activity stopped between 3 and 25 weeks of age in five
patients, one patient died at 6 weeks (sudden unexpected death in ep-
ilepsy, SUDEP) and one patient was still epileptic at 12 years of age
(Tables 1 and 2). Cessation of epilepsy was consecutive to sodium
valproate administration in two patients, levetiracetam in one patient
and phenytoin in one patient. Despite rapid offset of epilepsy in all
patients but one, they all evolved to a severe phenotype. Only one pa-
tient was able to walk before 2 years of age but none of them acquired
functional language. Overall, the phenotype associated with the recur-
rent Kv7.22%4V mutation in our patient series was never benign and
consisted mostly in an EOEE with a suppression-burst EEG pattern and
poor developmental progression.

The p.A294V mutation has no dominant-negative effect on heteromeric
Kv7.2/Kv7.3 channels

In a first set of experiments, CHO cells were transfected with

plasmids expressing the wild-type Kv7.2 subunit to study homomeric
Kv7.2 channels. Application of depolarizing voltage steps activated
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Fig. 4. Functional consequences of the pore p.A294V mutation on heteromeric channels. A) Representative current responses to depolarizing voltage steps observed in CHO cells
transfected with Kv7.3 only; wild-type Kv7.2 + Kv7.3 (ratio 1:1); Kv7.242%4 + Kv7.3 (ratio 1:1); Kv7.242°% 4 Kv7.2 4 Kv7.3 (ratio 1:1:2) plasmids. B) Conductance-voltage relationships
of wild-type heteromeric (black square, n = 25 cells), mutant heteromeric (open triangle, n = 14 cells) and mutant + wild-type heteromeric channels (gray diamond, n = 31 cells) nor-
malized as in Fig. 2B. Averaged V; , and k values are calculated from 42, 25 and 56 series of depolarizing voltage steps in the 3 conditions respectively. C) Relative current density measured
in CHO cells transfected with the Kv7.3 (stars, n = 5) and with the different associations of Kv7.2 subunits. All values are normalized to the mean current density measured at +45 mV in
CHO expressing the wild-type Kv7.2/Kv7.3 subunits. The slope of each graph was calculated after linear fit of data from —45 to +45 mV. The values are 0.0106, 0.0019 and 0.0075 for cells
transfected with wild-type Kv7.2/Kv7.3, Kv7.24294V/Kv7.3 and Kv7.242°4/Kv7.2/Kv7.3 plasmids respectively. Thus, this pore mutation reduces by 83% and 30% M current density for the
two last associations. D) Tail currents observed after a 1 s hyperpolarizing voltage step command from + 5 mV to membrane potentials ranging from —25 mV to —95 mV. The amplitude
of the currents were measured in cells expressing heteromeric wild-type subunits (black square) and Kv7.242°4V/Kv7.3 subunits (open triangle) and plotted in the graph (left). Currents in
both configurations reverse polarity at ~—90 mV, a value closed to the reversal potential calculated by Nernst equation. E) Channel kinetics. Weight average time constant of current ac-
tivation (left) and deactivation (right). The mutation does not significantly impact the activation and deactivation processes (ANOVA followed by Bonferroni's test with multiple
comparisons).
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outward currents (Fig. 3A). Homomeric channels displayed a single
exponential activation kinetic for currents evoked by depolarizing
steps up to — 10 mV and a double exponential for currents evoked by
steps above — 10 mV which accounted for 10-15% of the current activa-
tion process. Consistent with other studies (Maljevic et al., 2008; Orhan
et al., 2014), the activation kinetic was voltage sensitive with time
constant decreasing with the depolarization (Fig. 3D). Cell hyperpolari-
zation to — 65 mV leads to current deactivation which displayed a single
exponential kinetic whatever the pre-hyperpolarizing membrane
potential value (Fig. 3D). Full abolition of the current by XE-991
(10 uM, n = 3/3 cells, data not shown) confirmed the M current identi-
ty. Then, CHO cells were transfected either with Kv7.24294V expressing
plasmid alone or with the Kv7.2#2°4V and Kv7.2 subunits expressing
plasmids in a 1:1 ratio. We did not observe any currents in cells
transfected with the mutant subunit only (n = 8/8 cells, Fig. 3A). In
contrast, in Kv7.2 + Kv7.222%V expressing cells, depolarizing voltage
steps produced currents with a similar global density compared to
those generated in homomeric Kv7.2 expressing CHO cells (Figs. 3A to
C) but the kinetics of activation and deactivation were significantly
faster for Kv7.242°4V/Kv7.2 channels (p < 0.01 and p < 0.0001 respec-
tively, Mann-Whitney test, Fig. 3D). These data indicated that
Kv7.28294V does not exert a dominant-negative effect on wild-type
Kv7.2. The Kv7.242%4V/Kv7 2 association leads to the formation of a func-
tional channel with significantly faster kinetics.

In a second series of experiments, we analyzed the functional impact
of the Kv7.2%°%V subunit on heteromeric channels. Compared to
homomeric Kv7.2 channels, the current density was ~4 times larger
(176.5 + 11.1 pA/pF, n = 45 cells and 43.4 + 4.1 pA/pF, n = 30 cells
measured at +45 mV for Kv7.2/Kv7.3 and Kv7.2 channels respectively)
and the conductance-voltage relationship was shifted by ~10 mV to the
left in cells expressing wild-type heteromeric Kv7.2/Kv7.3 channels
(Figs. 3B, 4B, 5B, 6B). These effects are close to those already reported
in CHO cells by Taglialatela's group (Soldovieri et al., 2006; Miceli
et al., 2013). Moreover, heteromeric channels displayed a double

exponential deactivation kinetic with a slow time constant contributing
to 20-25% of the current deactivation process. The co-transfection of
Kv7.22%4V with Kv7.3 in a 1:1 ratio generated currents reduced by
~83% compared to Kv7.2/Kv7.3 channels (ratio of the slope after linear
fit of the data from —45 mV to +45 mV in the 2 configurations, n =
14 and 25 cells respectively, Figs. 4A to C). To ensure that co-
transfection of Kv7.24294V and Kv7.3 leads to the formation of a func-
tional heteromeric channel, we compared the current density measured
at +45 mV in CHO cells transfected with Kv7.3 only versus Kv7.24294V/
Kv7.3 subunits. We found a significant difference in the current density
confirming the existence of a functional heteromeric channel (Kv7.3:
5.9 + 1.1 pA/pF, n = 5 cells; Kv7.242°4V/Kv7.3: 25.9 4 2.3 pA/pF, n =
14 cells, p < 0.0001, Student's t-test, Figs. 4A, C). The conductance-volt-
age relationship, the activation and deactivation kinetics and the
current reversal potential were not altered compared to Kv7.2/Kv7.3
channels (Figs. 4D, E). We then examined the impact of the Kv7.24294V
subunit when co-expressed with Kv7.2 and Kv7.3 subunits in a 1:1:2
ratio (n = 31 cells), a ratio that is theoretically observed in patients.
The current density produced in such a configuration was reduced by
~30% compared to Kv7.2/Kv7.3 channels, confirming that Kv7.242°4V
mutant does not exert a dominant-negative effect (Fig. 4C). As expected,
there were no significant consequences on the conductance-voltage
relationship and on channel kinetics (Figs. 4B, E).

Retigabine has similar enhancing action on wild-type and mutant channels

We then examined retigabine effect on heteromeric mutant
channels. Retigabine has been marketed as an anti-epileptic drug for
the treatment of resistant partial onset seizures and has been shown
to enhance M current via its interaction with several specific residues
located in S5 and S6 segments (Xiong et al., 2008; Lange et al., 2009;
Orhan et al., 2014; Maljevic and Lerche, 2014). We wondered if the
potentiating action of retigabine was affected by the p.A294V mutation.
We used the same experimental procedure as above but depolarizing
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Fig. 5. The enhancing effect of retigabine on M current is not affected by the p.A294V mutation. A1) Representative experiment showing the time course of the effect of retigabine (10 uM)
on heteromeric wild-type channels Kv7.2/Kv7.3. The current is evoked every 20 s by a constant depolarizing voltage step command from — 105 mV to —45 mV. Inset depicted currents
evoked just before bath application of retigabine, at the end of drug application, and after retigabine washout. Leak current have not been subtracted. A2) Current responses to incremental
depolarizing voltage steps command from — 105 mV to —45 mV performed in the same cell before the application of retigabine (control) and before the washout of the drug (retigabine).
A3) Corresponding conductance-voltage relationships, each normalized to their maximal conductance. B-C) Summary of the effect of retigabine on the hyperpolarizing shift of channels
G-V relationships (B, ANOVA followed by Bonferroni's test with multiple comparisons) and slope factor (C, Student's t-test, control vs retigabine) resulting from the association of subunits
indicated below the histograms. D) Summary of retigabine effect on current density expressed as percentage of control (period preceding the application of the drug for each cells). The

mutation does not impair the voltage sensitive enhancing action of retigabine.
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voltage steps were applied from a holding membrane potential of
— 105 mV. Fig. 5A shows the typical effect of retigabine in a cell express-
ing heteromeric wild-type channels. Bath application of retigabine
(10 uM) rapidly and reversibly enhanced M current amplitude in a
voltage sensitive manner as shown previously (Xiong et al., 2008).
Retigabine also produced a 25 mV + 5 mV hyperpolarizing shift of
V4,2 with no significant change in the slope factor (Figs. 5B to D).
Similar effects of retigabine were observed in CHO cells expressing
heteromeric mutant channels, including the hyperpolarizing shift
of V4, and the voltage dependent increase in current density. Thus,
the potentiating effect of retigabine was maintained on mutated
heteromeric channel and indicated that Ala-294 residue in the
segment S6 is not crucial for the binding of retigabine.

The p.A294G mutation reduces global current density of the heteromeric
channels to the same extent as the p.A294V mutation

In order to determine whether these alterations were specific to
EOEE mutations, we then performed the same types of experiments
for the Kv7.22%4% 3 mutation associated with BENS and affecting the
same residue. As shown in Fig. 6, this mutation did not have any signif-
icant consequences on M current characteristics (Vy 5, k factor, current
density and kinetics) in CHO cells expressing the homomeric mutant
channels (n = 17 cells) or expressing the Kv7.242946/Kv7.2 subunits
(n = 16 cells) compared to wild-type homomeric channels (n = 19
cells). In contrast, the p.A294G mutation affected the current in cells
co-expressing the mutant subunit and Kv7.3 (Fig. 7). The global current

A

density of Kv7.24294G/Kv7.3 expressing cells was reduced by ~50% com-
pared to those expressing heteromeric wild-type channels (n = 19 and
20 cells respectively, Fig. 7C). This was not accompanied by a change in
the conductance-voltage relationship although there was a small
reduction of the slope factor (Fig. 7B). The deactivation kinetic of the
mutant channel was also slightly but significantly slower than that of
the heteromeric wild-type channels whereas the activation kinetic
was globally unchanged (Fig. 7D). The co-expression of the wild-type
Kv7.2 subunit with Kv7.2?%4¢ and Kv7.3 (n = 20 cells) led to channels
with similar activation properties and deactivation kinetics than
heteromeric wild-type channels. However, the global current density
was only partially restored and still remained ~30% less than that of
Kv7.2/Kv7.3 expressing cells. Therefore the p.A294G mutation reduces
the global current density to the same extent than the p.A294V muta-
tion in the configuration that mimics the situation in patients.

Mutation of Ala294 affects the expression level of homomeric but not
heteromeric mutant channels in CHO cells

We next analyzed the impact of the Ala294 residue mutation on
protein expression in CHO cells by western blot analysis. First, we mea-
sured the total amount of Kv7.2 proteins and compared the amount of
wild-type versus p.A294V mutated subunits (Figs. 8A, B). We found
that total Kv7.242%4V expression level was reduced by ~80% compared
to that of Kv7.2; this decrease was fully rescued by co-expression with
Kv7.3. We then performed the same experiments after co-transfection
of Kv7.242%46 in CHO cells. As for Kv7.242%4V, the p.A294G mutation
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Fig. 6. Functional consequences of the pore p.A294G mutation on homomeric Kv7.2 channels. A) Representative current responses to depolarizing voltage steps observed in CHO cells
transfected with wild-type Kv7.2 (left), Kv7.242%¢ (middle); Kv7.2 + Kv7.242%4€ (ratio 1:1 right) plasmids. B) Conductance-voltage relationships of wild-type homomeric (black square,
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different conditions. Values are normalized as in Fig. 3C. D) Weight average time constant of current activation (left) and deactivation (right).
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affected channel expression, albeit to a much lower level than p.A294V
(40% of wild-type expression). Again, the Kv7.3 subunit was able to
restore the total Kv7.24294¢ expression to wild-type levels (Figs. 8C,
D). This suggests that the assembly of both mutant subunits with
Kv7.3 prevents the degradation of the mutated protein and that conser-
vation of the Ala294 residue is important for the stability of the Kv7.2
subunit.

The p.A294V but not the p.A294G mutation induced a redistribution of Kv7
channels to the somato-dendritic compartment

After the consequence analyses of the p.A294V and p.A294G
mutations on Kv7 channel properties and expression in CHO cells, we
went on to test whether this mutation could affect the distribution of
Kv7 channels in hippocampal neurons. For this purpose, cultured hippo-
campal neurons were transfected at DIV7 with V5-tagged Kv7.2
constructs in combination with Kv7.3 and GFP to assess neuronal mor-
phology. Neurons were then immunostained 48 h later for V5 and for
ankyrin-G to label the AIS (Fig. 9A). As previously described, wild-type
Kv7.2/Kv7.3 heteromers were concentrated at the AIS and co-localized
with ankyrin-G (Devaux et al., 2004; Chung et al., 2006; Pan et al.,
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2006; Rasmussen et al., 2007; Liu and Devaux, 2014; Cavaretta et al.,
2014). By contrast, the co-expression of the Kv7.24294V with Kv7.3 or
with wild-type Kv7.2/Kv7.3 strongly affected the distribution of the
heteromeric channels in neurons and resulted in the loss of the axonal
regionalization of Kv7 subunits (Figs. 9B to C). In order to quantify
these alterations, we measured the mean fluorescence intensity of V5
staining at the AIS and compared it with the dendrites and soma
(Fig. 9F). This demonstrated that the density not only of mutant Kv7.2
channels, but also that of wild-type and mutant Kv7.2 channels, was
significantly decreased at the AIS. The mutant heteromers were instead
mostly detected in the somato-dendritic compartment leading to a
strong and significant decrease in the AlS/dendrite and AIS/soma ratios
of fluorescence for Kv7.242%4V/Kv7.3 (~60% decrease; V5-tagged
Kv7.2A294Vy and Kv7.2A294V/Kv7.2/Kv7.3 (~48% decrease; V5-tagged
Kv7.2) compared to Kv7.2/Kv7.3 (V5-tagged Kv7.2) (Fig. 9F). Interest-
ingly, these diminutions were not significantly different from each
other. In contrast, the distribution of Kv7 channels carrying the
p.A294G mutation was similar to that of wild-type channels with a
strong concentration of the Kv7.2A2%4¢/Kv7.3 or Kv7.2294C/Kv7.2/
Kv7.3 at the AIS (Figs. 9D-E) and no alterations of the AIS/dendrite or
AlS/soma ratios (Fig. 9F).
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relationships of wild-type heteromeric (black square, n = 19 cells), mutant heteromeric (white triangle, n = 20 cells) and mutant + wild-type heteromeric channels (gray hexagon,
n = 20 cells). Averaged V; » and k values are calculated from 38, 37 and 40 series of depolarizing voltage steps in the three conditions respectively. C) Relative current density measured
in CHO cells transfected with the three different associations of plasmids. Values are normalized as in Fig. 3C. The slope of each graph was calculated after linear fit of data from —45 to
+45 mV. The values are 0.0103, 0.0051 and 0.0074 for cells transfected with wild-type Kv7.2/Kv7.3, Kv7.242%4¢/Kv7.3 and Kv7.242%4C/Kv7.2/Kv7.3 plasmids respectively. This pore mu-
tation reduces by 50% and 29% M current density for the two last associations. D) Weight average time constant of current activation (left) and deactivation (right). Superimposed traces
in the inset are from (A) and represent tail currents after a step from — 25 to —65 mV. They are scaled to show that the deactivation of the currents in CHO expressing Kv7.2A2%¢/Kv7.3

subunits (gray) are slower than that of wild-type Kv7.2/Kv7.3 (black).
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Fig. 8. The two pore p.A294V and p.A294G mutations affect the expression of homomeric but not of heteromeric mutant channels in CHO cells. We performed western blot analysis by
revealing Kv7.2 (92 kDa), Kv7.3 (96 kDa) or actin (42 kDa), as loading control (A, left and middle) western blot analysis of total input of untransfected, transfected CHO cells with
Kv7.2 or Kv7.2A%°4V, with Kv7.2/Kv7.3 or Kv7.242%4V/Kv7.3 revealed with a Kv7.2 antibody. (A, right) Same blot as middle treated with stripping buffer and reprobed with the Kv7.3 an-
tibody only. Note that Kv7.3 prevents Kv7.242%4V degradation. (B) Total protein expression was analyzed by normalizing total Kv7.2 to the corresponding actin signal. We performed 6 and
7 independent experiments for homo and heteromeric channels respectively (Mann-Whitney test). (C-D) Comparison of Kv7.242%4¢ subunit expression as in A and B. For this mutation,
we performed 5 and 4 independent experiments for homomeric and heteromeric channels respectively (Mann-Whitney test).

Discussion

Mutations in KCNQ2 lead to neonatal epilepsies that have drastically
different prognoses, ranging from benign (BFNS) to severe (EOEE) evo-
lutions in children with KCNQ2-related epilepsy. With rare exceptions
(Borgatti et al., 2004; Steinlein et al., 2007), most of the KCNQ2 muta-
tions associated with BENS are, to date, distinct from those found in
EOEE. Therefore, the variability of KCNQ2-related epileptic phenotypes
could be a direct consequence of the functional alterations in the M-
current, which then would be predictive of the patients' neurological
evolution. Here, we studied the recurrent p.A294V mutation located in
the S6 segment of the protein that we identified in 7 patients; we
compared its functional consequences with those of the p.A294G muta-
tion, an inherited mutation associated with BFNS (Steinlein et al., 2007).
First, the electro-clinical features and clinical evolution of the patients
carrying the mutation p.A294V were characteristic of an EOEE. Although
we found some degree of variability in the neurological evolution, all
patients described here had a severe encephalopathy with intellectual
disabilities and/or motor impairments. A similar phenotype was associ-
ated with the same mutation in three previously reported patients
(Kato et al., 2013; Allen et al., 2014). Thus, p.A294V is a frequent
mutation that gives rise to a severe form of neonatal epilepsy, mostly as-
sociated with an initial suppression-burst pattern of the EEG, profound
motor and cognitive impairment despite the short course of epilepsy.

Second, we observed that the mutation of the Ala294 residue has
functional consequences on Kv7 channels. No currents were detected
in cells expressing the Kv7.2*2°4V subunit only and the current
amplitude was reduced when this mutant or the Kv7.2"2%4¢ subunit
was co-expressed with wild-type Kv7.3 or Kv7.2/Kv7.3 subunits.
Given the important role played by M current not only in controlling
cortical network activities in adult but also in the developing brain
(Peters et al,, 2005; Safiulina et al.,, 2008), it is likely that the reduction
of current density may be one important cause in both diseases. Howev-
er, M current density was similarly reduced by 30%, when each mutant
was co-expressed with Kv7.2/Kv7.3 subunits in a 1:1:2 ratio, supposed

to replicate the expression ratio existing in patients. This reduction
amplitude is close to that reported for most of KCNQ2-related BFNS
mutations (~25-30%, Maljevic et al., 2008; Maljevic and Lerche, 2014;
Soldovieri et al., 2014) and that observed with the p.A294G mutation.
Therefore, while the clinical consequences of the p.A294V mutation
are severe, its impact on the M current is moderate, suggesting that
this mutation may act through other mechanisms than a simple func-
tional alteration. Our study contrasts with other studies in which muta-
tions associated with EOEE and located in the pore region or S4 segment
have dominant-negative effects and reduce current density by 50-70%
(Miceli et al.,, 2013; Orhan et al.,, 2014). However, Orhan and collabora-
tors also reported two other EOEE mutations localized in the C-terminal
domain of Kv7.2 subunit (p.M518V and p.R532W) characterized by
global M current densities reduced by only 25%. Therefore, in
accordance with the present study, we postulate that the degree of M
current inhibition, measured in non-neuronal expressing systems, is
not always predictive of the disease severity. This is further supported
by a very recent study showing even a gain of function induced by
mutations located in the voltage sensor domain and associated with
EOEE (Miceli et al.,, 2015).

We also observed that the p.A294V mutation reduced the total
expression of Kv7.2 subunits by ~80%, while the protein was normally
expressed in cells co-transfected with the mutant and Kv7.3 subunits.
This suggests that the mutation could alter protein folding and/or
increase endoplasmic reticulum degradation and that the association
of the mutant subunit with Kv7.3 may be protective. Such a protective
effect of Kv7.3 has also been described on the c.2043AT frameshift
mutation located in the C-terminal domain of Kv7.2 (Coppola et al.,
2003; Soldovieri et al., 2006). In our study, in spite of the restoration
of Kv7.24294V protein to wild-type levels, current density in cells co-
expressing Kv7.24294V/Kv7.3 was strongly reduced (~80%) compared
to wild-type heteromeric channel. In contrast to the p.A294V mutation,
we did not observe any effect of the p.A294G mutation on the
homomeric Kv7.2 channel, although we found an ~40% decrease in
total channel expression by western blotting. The pA294G channel
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appears less sensitive to intracellular degradation than the pA294V
channel, and more efficient at reaching the cell membrane by itself
since it generates a current identical to that of the wild-type Kv7.2 sub-
unit. However, in the situation where Kv7.2 is expressed with Kv7.3 and
a mutated subunit, both mutations behave similarly and lead to an
equivalent decrease in M current, thus unmasking the functional im-
pairment in Kv7.24294C_ This suggests that Ala294 may be an important
residue for pore formation and heteromeric channel activity. As a conse-
quence, the bulkier Val residue in Kv7.2294V would be more deleterious
than the smaller Gly in Kv7.242%46,

The heterologous expression in hippocampal neurons further indi-
cated that the p.A294V but not the p.A294G mutation strongly affects
the neuronal localization of Kv7.242°4V/Kv7.3 channels. In neurons,
channel composed of p.A294V mutated subunit presented a decreased
density at the AIS and were mostly detected within the somato-
dendritic compartment. Interestingly, the decrease in AlS/dendrite
ratio was not significantly different in neurons transfected with
Kv7.2/2%4V/Kv7.3 or with Kv7.24?%4V/Kv7.2/Kv7.3, indicating that wild-
type Kv7.2 or Kv7.3 subunits were not able to restore the normal
location of the channels. Axonal targeting defects have also been de-
scribed in some BFNS cases (Chung et al.,, 2006; Cavaretta et al., 2014;
Liu and Devaux, 2014). However, to our knowledge, such influence
exerted by a mutant subunit on the heteromeric channel targeting has
never been described in severe KCNQ2-related epilepsies and in config-
uration mimicking the patients' heterozygous genotype. It is although
unclear how the p.A294V mutation may selectively affect the axonal
targeting of M channels. Indeed, molecules involved in channels
targeting, such as calmodulin and ankyrin-G, bind the C-terminus of
Kv7.2 subunit (Devaux et al., 2004; Pan et al., 2006; Rasmussen et al.,
2007; Etxeberria et al., 2008; Liu and Devaux, 2014; Cavaretta et al.,
2014), including the proximal domain (amino acids 323-500) but not
the segment S6. Therefore, our current hypothesis is that the substitu-
tion of Ala294 by valine, but not by glycine residue, indirectly affects
the binding of regulatory proteins involved in channel targeting to the
C-terminal domain or even at position 294 of Kv7.2.

This new data provides an additional mechanism that could play a
crucial role in the severity of the disease, although the electrophysiolog-
ical consequences may be complex. Indeed, while a decreased expres-
sion and a reduced current density at the AIS may favor neuronal
firing (Yue and Yaari, 2006; Hu et al., 2007; Shah et al., 2008; Battefeld
et al.,, 2014; Soh et al., 2014), an increase in channel expression at the
dendritic level may lower the dendritic input resistance, dampening
dendrite excitability. Further studies are required to understand the
functional consequences of this dendritic localization of Kv7 channels
with a specific attention on synaptic integration of excitatory inputs
and temporal summation of excitatory post-synaptic potentials that
are likely to be impacted by this channel redistribution (Magee, 2000;
Shah et al.,, 2011). In contrast, for the BENS mutation A294G, our data
suggest that this mutation might affect the function of the heteromeric
channels in their normal neuronal location (i.e., the AIS).

How could we treat the patients? Recently, the interest in retigabine
as a potential treatment was raised for some KCNQ2 mutations altering
the current density. However, it is likely that retigabine is of lesser interest
here, since the main effect of KCNQ2 mutation we observed was on chan-
nel targeting and not on Iy, current (with Kv7.2294V/Kv7.2/Kv7.3), and
that such a treatment may potentially induce a more important dampen-
ing of dendritic excitability. Carbamazepine has been shown to be effec-

tive in some KCNQ2-related epileptic encephalopathies (Kato et al.,
2013; Numis et al.,, 2014). Here, we cannot clearly attribute the cessation
of epilepsy to any particular anti-epileptic drug since very different proto-
cols were used for each patient. However, we confirmed that the neuro-
logical prognosis may be very poor despite the short duration of the
epilepsy (Kato et al,, 2013; Milh et al., 2013). This would tend to confirm
that neurological disability is not just a sequel of neonatal seizures and
raise the question of the appropriateness of the term “epileptic encepha-
lopathy” to characterize the severe forms of KCNQ2-related epilepsies.
More than the epileptic and/or interictal activity per se, the KCNQ2 “chan-
nelopathy” may cause a developmental impairment via permanent dis-
ruption of neuronal networks. In theory, the effects of the p.A294V
mutation could be reduced using molecules preventing the targeting of
the channel to the somato-dendritic compartment. To our knowledge,
such molecules have not yet been uncovered. A better understanding of
Kv7.2 targeting and pre-clinical pharmacological studies remains instru-
mental to develop new treatments.

Conclusions

We conclude that p.A294V is a frequent mutation that always gives
rise to a severe phenotype. This mutation has a strong impact on the
mutant subunit expression and its function. In a configuration that is
theoretically observed in patients, the mutant subunit reduces global
current density to the same extent as a BFNS mutation involving the
same residue. However, we found that the p.A294V mutation specifical-
ly affects the targeting of the channel to the AIS. To our knowledge, such
an effect has never been described for previously documented KCNQ2
mutations. Altogether, we suggest that the disease severity may not
necessarily result from a strong impairment of the M current and it is
likely that the reorganization of channel distribution is also important.
Therefore, the subcellular analysis of Kv7 channel expression should
be taken into consideration for future studies on KCNQ2 mutations
and future treatment development.
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Fig. 9. The pore p.A294V mutation increases Kv7 channels expression in the somato-dendritic compartment.(A-E) Hippocampal neurons (DIV9) were transfected with GFP (green) and
V5-tagged Kv7.2 (A), Kv7.242%%/Kv7.2 (B), Kv7.22%% (C), Kv7.2A2%46/Kv7.2 (D) or Kv7.2"2%4C (E) together with Kv7.3 constructs, then were immunostained for V5 (red) and ankyrin-G
(blue) to label the AIS (arrowheads). Wild-type Kv7.2/Kv7.3 channels are selectively addressed at the AIS and co-localize with ankyrin-G. The heteromeric association of the
mutant Kv7.242°4V subunit with wild-type Kv7.3 or Kv7.2/Kv7.3 subunits leads to a reduction in the fluorescence density at the AIS. Instead, the mutant channels are predominantly
localized in the somato-dendritic compartment (arrows). By contrast, the heteromeric association of the mutant Kv7.2?°4¢ subunit with wild-type Kv7.3 or Kv7.2/Kv7.3 subunits did
not affect the localization of the channels at AIS. Isolated AIS labeling are shown at a higher magnification in the left panels. F) The intensity of V5 staining was measured along a
20-30 pum long selection (dashed lines) within the AIS, dendrites and soma, and the fluorescence ratio AlS/dendrite and AIS/soma were calculated (n = 29 to 36 neurons from 4 different
sets of experiments for each condition). ANOVA followed by Bonferroni's test with multiple-comparisons. Scale bars: 10 pm.
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A recurrent KCNQ2 pore mutation causing early onset epileptic encephalopathy has a
moderate effect on M current but alters subcellular localization of Kv7 channels
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[I.L3. ETUDE D’UNE MUTATION RECURRENTE DANS LE GENE KCNQZ2

(ARTICLE 2 : ABIDI ET AL, 2015)

La mutation p.A294V (c.881C>T) a particulierement retenu notre attention car elle est
présente chez 5 patients de notre cohorte. Nous avons établi une collaboration avec une
équipe lyonnaise. Cette équipe a rassemblé une cohorte de patients porteurs de mutations
dans le gene KCNQ2. La mutation p.A294V a été retrouvée chez deux patients de cette

cohorte lyonnaise. Elle a aussi été décrite 3 fois dans la littérature (Kato, 2013 ; Allen, 2014).

Cette mutation est de novo pour tous les patients décrits dans I’Article 2 sauf deux patients
EEP qui I'ont hérité d’'un parent porteur de la mutation a I’état mosaique. Les patients sont
tous atteints d’EEP, leur tableau clinique est sévere et tres similaire. lls ont tous présenté
une épilepsie débutant durant la premiére semaine de vie (entre 1 jour et 8 jours), avec des
crises fréquentes qui se sont arrétées apres quelques mois (entre 2 mois et 7 mois) de facon
spontanée ou apres traitement. L'EEG initial de ces patients était de type suppression-burst
pour la majorité des patients (6/7 patients). Les patients ont tous des déficits cognitifs et
moteurs importants, avec une incapacité a se déplacer ou méme a s’asseoir. Ces patients ont
donc un profil clinique similaire mais une variabilité clinique existe néanmoins puisque le
patient 6 peut se déplacer a 'aide d’'une aide (phénotype le moins sévére) tandis que le
patient 5 est décédé a 6 mois (phénotype le plus sévere). Une autre mutation, p.A294G, a
été décrite dans la littérature et serait responsable d’une épilepsie familiale bénigne
(Steinlein, 2007). Il semblerait que le développement du patient porteur de la mutation
p.A294G soit normal apres I'arrét des crises. Cette localisation a la position 881 sur ’ADNc

serait donc un point chaud (hot spot) mutationnel.

Il nous a semblé essentiel de comparer les mécanismes pathologiques pour ces deux
mutations. Nous avions émis I'hypotheése qu’une mutation localisée dans le pore du canal
conduirait a une altération de la densité de courant. Nous avons voulu étudier si les
conséquences sur le courant |y des mutations responsables d’EEP sont plus déléteres que
pour les mutations responsables de BFNS. Cette hypothése étant sous-tendue par des

travaux présentés dans deux publications (Orhan, 2014 ; Miceli 2013).
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Nous avons étudié I'influence des deux mutations p.A294V (Kv7.2-EEP) et p.A294G (Kv7.2-
BFNS) sur les propriétés du canal KCNQ/M, son expression protéique ainsi que sur son

adressage a I’AlS.

Apres analyse de I'effet de ces deux mutations sur le courant, nous avons pu démontrer que:

- Sous forme homomérique Kv7.2*, il y a un effet de la mutation p.A294V sur la
densité et la dépendance au voltage du courant Iy tandis qu’il n’y a aucun effet de la
mutation p.A294G. Lorsqu’il y a co-expression des sous-unités Kv7.2 et Kv7.2*, il y a
restauration compléte du courant Iy pour la mutation p.A294V. Cependant, sous cette
derniere configuration, il existe une différence significative dans la cinétique du courant Iy
pour la mutation p.A294V et le canal est plus rapide a I'activation et a la déactivation (p<0,01

et p<0,001 avec un test de Mann-Whitney ; Figure 3 de I'article 2). La dépendance au voltage

(V172 et pente k) n’est affectée pour aucune des deux mutations dans la configuration Kv7.2-

Kv7.2* (Tableau 8 et Figure 3 de I'article 2)

- Sous forme hétéromérique, la densité de courant est la principale propriété du canal
qui est affectée de fagon statistiquement significative. La diminution est de 83% pour la
configuration Kv7.2*2°*-Kv7.3 contre 50% pour la configuration Kv7.2*?**°-Kv7.3. Ces
diminutions par rapport a la configuration sauvage (Kv7.2-Kv7.3) sont statistiquement
significatives (p<0,001, test de Kruskal Wallis et p<0,01, ANOVA ; respectivement). Les sous-
unités sauvages transfectées en configuration Kv7.2*-Kv7.2-Kv7.3 de proportion 1 :1 :2
permettent une restauration du courant avec une diminution qui n’est plus que de 30% pour
les deux mutations p.A294V (p<0,05 , test de Kruskal Wallis) et p.A294G (p<0,05, ANOVA)

(Tableau 8 et Figure 4 de I'article 2). Ces deux mutations entrainent donc une diminution

similaire de la densité de courant dans une configuration reproduisant le génotype du

patient. La dépendance au voltage ainsi que la cinétique ne sont affectées dans aucune des

A294V

configurations hétéromériques que ce soit avec les sous-unités Kv7.2 ou avec les sous-

A294G

unités Kv7.2 (Tableau 8 et Figure 4 de I'article 2).
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Tableau 8 : Etude du courant par électrophysiologie sur cellules CHO transfectées par les plasmides pcDNA3-KCNQ2
sauvage, p.A294V ou p.A294G avec ou sans le plasmide pcDNA3-KCNQ3.

Les résultats obtenus pour les configurations mutées sont comparées a la forme sauvage correspondante (Kv7.2, pour la
forme homomérique et Kv7.2-Kv7.3 pour la forme hétéromérique).

Les pentes sont relevées entre — 45 mV et +45 mV.

Résultats simplifiés de I’électrophysiologie

Configuration n Vi k Densité de courant
Kv7.2°2% Pas de courant Pas de courant Pas de courant
Kv7.2°"Kv7.2 11 Non modifié Non modifié Non modifié
Kkv7.2"*"kv7.3 14 | Non modifié Non modifié 83%
Kv7.2-Kv7.2"**"-kv7.3 31 | Non modifié Non modifié 30%

Kv7.2°7%¢ 17 Non modifié Non modifié Non modifié
Kv7.2°%*¢Kv7.2 16 Non modifié Non modifié Non modifié
Kv7.2"**¢-Kv7.3 20 | Non modifié Non modifié 50%
Kv7.2-Kv7.2"**°Kv7.3 20 | Non modifié Non modifié 30%

Dans les BFNS, une diminution de densité de courant de 30% est décrite pour des
configurations hétéromériques avec les sous-unités Kv7.2 sauvages et mutées (Maljevic,
2008 ; Soldovieri 2014). Cette altération du courant est de plus, similaire entre les deux
mutations p.A294V-EEP et p.A294G-BFNS. La sévérité de la pathologie ne serait donc pas liée

a un défaut du courant Iy, plus important pour la mutation responsable d’EEP.

Nous nous sommes également intéressé aux conséquences des mutations de KCNQ2 sur
I'efficacité des médicaments antiépileptiques. En effet, certaines molécules telles que la
rétigabine, utilisée dans les épilepsies focales du nourrisson, provoquent un décalage
hyperpolarisant sur le courant Iy (Figure 21A). Ces molécules peuvent agir sur les segments
transmembranaires S5 et S6 des sous-unités Kv2 et Kv7.3 (Figure 21B; Lange, 2009). La
mutation p.A294V pourrait donc agir sur la liaison de la rétigabine a la sous-unité Kv7.2.
Nous avons donc testé in vitro l'effet de cette molécule sur les canaux ioniques
hétéromériques Kv7.2*2*-Kv7.3 et Kv7.2****V-Kv7.2-Kv7.3. De maniére étonnante, nous

avons montré que la rétigabine conservait un effet sur les canaux Kv7.2****

en configuration
hétéromérique et provoquait le méme décalage hyperpolarisant que sur les canaux Kv7.2-

Kv7.3 sauvages (Figure 5 de I’Article 2).
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Figure 21 : Effet de la rétigabine sur le canal Kv7.2-Kv7.3
(A) et représentation 3D de I’interaction de la rétigabine avec
les segments S5 et S6 (B). (Maljevic et Lerche, 2014)

Nous avons également analysé I'expression totale des sous-unités Kv7.2*2** et Kv7.2°2%%C.
Des expériences d'immunoblot ont permis de montrer une diminution de 80% des sous-

unités Kv7.2°%%

(n=6, p<0,01, test de Mann Whitney) contre une diminution de 40% pour
les sous-unités Kv7.242%46 (n=5, p<0,05, test de Mann Whitney) en configuration

homomérique (Figure 8 de I'article 2). La sous-unité Kv7.3 quant a elle restaure la quantité

totale de sous-unités Kv7.2*°* (n=5) et Kv7.2"**° (n=4). La diminution de densité de
courant a I'état hétéromérique n’est donc pas la conséquence d’une diminution de quantité

de protéines totales.

La localisation des canaux Kv7.2-Kv7.3 au niveau du segment initial de I'axone (AIS) est
indispensable a leur fonctionnement. Nous avons donc étudié cette localisation dans des
neurones primaires en culture. Les résultats simplifiés sont présentés dans le Tableau 9. Les
expériences d'immunohistochimie sur neurones en culture montrent une délocalisation des

canaux hétéromériques mutants, avec pour conséquence une altération des ratio
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AlS/dendrite ou soma (Tableau 9 et Figure 22). La diminution d’expression des canaux Kv7 a
I'AIS est la méme pour les deux configurations (Kv7.2°%°*YV5-Kv7.3 et Kv7.2***-Kv7.2V5-
Kv7.3) (Tableau 9 et Figure 22). Les sous-unités sauvages (qui sont marquées par I'étiquette

V5 et reconnues par |'anticorps anti-V5) sont donc en partie délocalisées lorsque les sous-

A294V

unités Kv7.2 sont présentes, ce qui montre un effet dominant-négatif de la sous-unité

Kv7.2*2°* sur la sous-unité sauvage Kv7.2.

Tableau 9 : Etude de localisation des sous-unités Kv7.2*%*" ou Kv7.2***¢ au segment initial de I’axone en utilisant la
technique d’immunohistochimie.

Les pourcentages de diminution sont exprimés en comparaison au controle Kv7.2-Kv7.3. Les anticorps reconnaissent la
forme marquée de Kv7.2 (ici, elle est représentée en rouge). Les analyses ont été réalisées sur n=29 a n= 36 neurones dans 4
expériences indépendantes.

Résultats simplifiés de I'immunohistochimie

Configuration Pourcentage AlS/dendrite Pourcentage AlS/soma
Kv7.2"2*v5-Kv7.3 60% 60%

Kv7.2 V5-Kv7.2"2" kv7.3 48% 48%

Kv7.27%%¢ v5-kv7.3 Non modifié Non modifié

Kv7.2 V5-Kv7.2°2%¢ Kv7.3 Non modifié Non modifié

A294V
sur

Dans des expériences indépendantes, nous avons testé I'effet des sous-unités Kv7.2
la délocalisation des sous-unités Kv7.3 (Figure 23). Pour cela, les sous-unités Kv7.3 sont
mises en évidence par une étiquette HA, les configurations testées sont Kv7.2***V-kv7.3 HA
et Kv7.2-Kv7.2*%%_Kv7.3 HA. Les sous-unités Kv7.3 sont également délocalisées en présence

de sous-unités Kv7.2°%%%

. En conclusion de ces expériences, nous avons pu mettre en
évidence qu’il y a une réduction de canaux hétéromériques au niveau du segment initial et
une augmentation au niveau du compartiment somatodendritique.

A294G

Les mémes expériences avec les sous-unités Kv7.2 montrent qu’il n’y a pas de
y

phénoméne de délocalisation (Figure 22).

Cet article nous a permis de démontrer que la mutation p.A294V localisée dans le pore du
canal Kv7.2-Kv7.3 conduit a une localisation anormale des canaux Kv7 (Figure 23). Nous
avons également montré que les mutations décrites dans les EEP ne provoquaient pas
toujours des altérations de courant |y plus importantes que celles causées par les mutations

conduisant a des BFNS.
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Figure 22 : Etude de I’expression des sous-unités Kv7.2 sauvages, p.A294V et p.A294G au segment initial de I’axone (AIS).
Les culture d’hippocampe (DIV9) ont été transfectées avec des plasmides codant pour la GFP (green fluorescent protein) et
codant les sous-unités Kv7.2-V5/Kv7.3 (A), Kv7.2*"V.V5/Kv7.3 (B), Kv7.2*** /Kv7.2-V5 /Kv7.3 (C), Kv7.2**C.y5
/Kv7.3 (D), Kv7.24%*%/Kv7.2-V5 /Kv7.3 (E). Les sous-unités étiquetées avec V5 sont marquées en rouge et 1’ Ankyrine G en
bleu pour localiser I’ AIS. Le compartiment somatodendritique est mis en évidence par des fleches tandis que I’ AIS est mis en
évidence par des triangles. (F) L’intensité du marquage de I’étiquette V5 est mesurée sur une section de 20-30pm dans I’AIS,
le compartiment somatique et les dendrites (rectangle en pointillé). Le ratio de fluorescence du marquage V5 est calculé est
en utilisant les rapport AIS/dendrite et AIS/soma (n= 29 a 36 neurones dans 4 expériences indépendantes). Le test statistique
utilisé est '’ ANOVA suivi d’une comparaison multiple de Bonferroni. Echelle : 10 uM
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Figure 23 : Représentation schématique récapitulant la délocalisation des sous-unités
Kv7.2-Kv7.3 dans un neurone (D’apres Duflocq, 2011)

(A) Localisation normale des canaux Kv7.2-Kv7.3 au segment initial de 1’axone.

(B) Délocalisation des canaux Kv7.2-Kv.3 au soma et aux dendrites
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A Kv7.2 mutation associated with early onset epileptic
encephalopathy with suppression-burst enhances Kv7/M

channel activity

*Jérome Devaux, t1Affef Abidi, §{Agathe Roubertie, #**Florence Molinari, #**Hélene Becq,
1] +1ttCaroline Lacoste, {iLaurent Villard, {{}{Mathieu Milh, and #**Laurent Aniksztejn
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doi: 10.1111/epi.13366
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SUMMARY

Mutations in the KCNQ2 gene encoding the voltage-gated potassium channel subunit
Kv7.2 cause early onset epileptic encephalopathy (EOEE). Most mutations have been
shown to induce a loss of function or to affect the subcellular distribution of Kv7 chan-
nels in neurons. Herein, we investigated functional consequences and subcellular dis-
tribution of the p.VI175L mutation of Kv7.2 (Kv7.2Y'”®") found in a patient presenting

El EOEE. We observed that the mutation produced a 25-40 mV hyperpolarizing shift of

the conductance-voltage relationship of both the homomeric Kv7.2V'”*" and hetero-
meric Kv7.2Y'7*Y/Kv7.3 channels compared to wild-type channels and a 10 mV hyper-
polarizing shift of Kv7.2V'7*/Kv7.2/ Kv7.3 channels in a I:1:2 ratio mimicking the
patient situation. Mutant channels also displayed faster activation kinetics and an
increased current density that was prevented by | pm linopirdine. The p.V175L muta-
tion did not affect the protein expression of Kv7 channels and its localization at the
axon initial segment. We conclude that p.VI75L is a gain of function mutation. This
confirms previous observations showing that mutations having opposite consequences
on M channels can produce EOEE. These findings alert us that drugs aiming to increase
Kv7 channel activity might have adverse effects in EOEE in the case of gain-of-function
variants.
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De novo mutations in KCNQ2 have been identified in
patients with early onset epileptic encephalopathy (EOEE)."
KCNQ?2 encodes the Kv7.2 protein and forms homomeric
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or, in association with Kv7.3, heteromeric voltage-gated
potassium channels responsible for the M current."> These
channels are expressed at high density at the axon initial
segment (AIS) and at the nodes of Ranvier, where they regu-
late neuronal firing.*> Each Kv7 subunit consists of intra-
cellular N- and C-terminal domains and six transmembrane
segments forming the voltage-sensing (S1-S4) and the pore
(S5-P-S6) domains. Functional analysis of EOEE muta-
tions in heterologous cells showed variable effects on the M
current. All mutations located within the S5-S6 or the

C-terminal domains decrease M-current amplitude from a

moderate (~25%) to a strong (>50%) level.*” However,
three reported mutations located in the S2 (p.R144Q) and
S4 (p.R201C and p.R201H) regions of Kv7.2 actually
increased M-current amplitude.® This suggested that EOEE
mutations located in the voltage-sensing domain can be gain
of function mutations. We recently identified the mutation
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p-V175L located in S3 region of Kv7.2 in a patient with M
EOEE.’ Herein we show that this mutation increases M- ETHODS

channel activity and does not affect channel distribution in

The experimental procedures and data analysis used in
neurons.

the present study have been described previously.’
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Kv7 Channels in Epileptic Encephalopathy

RESuULTS

Clinical features of the patient carrying the p.V175L
mutation

The female patient was born from healthy, nonconsan-
guineous parents. During pregnancy, there was a fetal
growth restriction associated with hip displacement. Fetal
karyotype was normal. The patient was born at 34 post-
conceptional weeks. At birth, the weight was 2,040 g, the
height was 44 cm, and the cranial circumference was
30 cm. The first neurologic examination was abnormal
with no arousal, no eye contact, and axial hypotonia. The
patient had a cleft palate and she became hypertonic with
pyramidal signs and global spasticity. Electroencephalog-
raphy (EEG) performed during the first day of life showed
a suppression-burst pattern with periods of silence longer
than those of burst (Fig. S1). The bursts of activity were
initially asymptomatic. Epilepsy began during the second
week of life with frequent erratic and axial myoclonic
jerks. EEG still showed a suppression-burst pattern and
symptomatic bursts of activity associated with myoclonic
jerks that lasted longer than the periods of silence. There
were no spasms or clonic seizure, only erratic and mas-
sive myoclonic jerks. Pyridoxine and pyridoxal phosphate
trials were ineffective, as was phenobarbital, vigabatrin,
and topiramate. Brain magnetic resonance imaging (MRI)
performed at day 13 did not show any brain malforma-
Bl tion. Metabolic screening and CGH were normal. Psy-
chomotor achievements were limited and progressive
spastic tetraparesis was observed. The patient needed gas-
trostomy feeding due to swallowing difficulties. The
patient died at 18 months (probable sudden unexpected
death in epilepsy [SUDEP]).

Functional consequences of p.V175L mutation
We investigated the electrophysiologic consequences of
the p.V175L mutation on homomeric Kv7.2 channels and

heteromeric Kv7.2./Kv7.3 channels expressed in Chinese
hamster ovary (CHO) cells. Homomeric Kv7.2 wild-type
channels generated a slowly activating outward current in
response to depolarizing voltage steps from a holding poten-
tial of —105 mV with a threshold potential of around
—45 mV. The V,, and K slope values were —25 + 1.9 mV
and 12.7 £ 1.04 mV/e-fold, respectively (n = 10 cells;
Fig. 1A,B). The p.V175L mutation strongly affected the
gating properties of the channel. We observed a large hyper-
polarizing shift in the conductance/voltage (G/V) relation-
ship of Kv7.2V'">" channels. The threshold potential of
Kv7.2V'7°L channels was around —75 mV with a Vi, value
of —62.3 + 1.09 mV (n = 13 cells, p < 1076, analysis of
variance [ANOVA] followed by Bonferroni test), and a K
slope factor of 13.05 + 0.89 mV/efold (not significant)
(Fig. 1B). The current density was increased by 90% (mea-
sured at +45 mV), and the activation time constant was also
twice faster at all membrane potentials (Fig. 1C,D).
Because of the negative shift, there were fewer channels that
deactivate during hyperpolarizing voltage steps applied
from +35 mV compared to wild-type channels; conse-
quently tail currents of mutant channels had lower ampli-
tude (Fig. 1E). Tail currents from both channels reversed
polarity at the same membrane potential (~—88 mV,
Fig. 1E), a value close to the equilibrium potential of K* in
our recording condition.” This indicated that the p.V175L
mutation did not affect the ionic selectively of the channels.
Deactivation channel kinetics were also not significantly
affected by the mutation at all potentials tested (data not
shown). The co-transfection of Kv7.2 with Kv7.2V'"7 % in a
1:1 ratio attenuated but did not abolish the impact of the
mutation on channel gating. The negative shift of the G/V
relationship was reduced to 10 mV, but the V,, was signifi-
cantly different from wild-type channels (—40.4 £ 2.9 mV;
n =38, p<10*). The activation time constant was also
significantly faster and the current density was significantly
increased (by 45% at +45 mV, Fig. 1B-D).

Figure I.

Electrophysiologic consequences of the p.V175L mutation on homomeric and heteromeric channels. (A) Current evoked by 10 mV
incremental depolarizing voltage steps from —105 mV to +45 mV for 2 s followed by a | s hyperpolarizing voltage step to —65 mV in
CHO cells transfected with wild-type Kv7.2 (left), Kv7.2"'7>" (middle), or Kv7.2¥'7*"/Kv7.2 (right). (B) Conductance—voltage relationship
of homomeric Kv7.2 channels (red squares), Kv7.2"'”*" (green circles), and Kv7.2¥'7*"/Kv7.2 (orange triangles) each normalized to their
maximal conductance. Continuous lines represent Boltzmann fits to the experimental data. (C) Activation time constant plotted as a
function of the membrane potential (V,,,). (D) Current densities are represented as a function of V.. Plotted data in A-D are from cur-
rents evoked by 19, 25, and 14 series of incremental depolarizing voltage steps performed in cells expressing Kv7.2 (n = 10 cells),
Kv7.2¥'7%5 (n = 13 cells), and Kv7.2/Kv7.2Y'7%" (n = 8 cells), respectively. (E) Tail currents observed after a | s hyperpolarizing voltage
steps from +35 mV to potentials ranging from +15 mV to —95 mV. Amplitude of each currents was measured and plotted as a function
of V... The data are from currents evoked by 10, 11, and 6 series of hyperpolarizing voltage steps performed in cells expressing Kv7.2
(n = 10 cells), Kv7.2¥'>" (n = 11 cells), and Kv7.2/Kv7.2"'7®" (n = 6 cells), respectively. (F-1) Same as A-D for heteromeric channels
Kv7.2/Kv7.3 (dark brown squares), Kv7.2"'7*"/Kv7.3 (blue diamonds), and Kv7.2"'"*"/Kv7.2/Kv7.3 (light orange hexagons). Plotted data
are from currents evoked by 26, 21, and 24 series of incremental depolarizing voltage steps performed in cells expressing Kv7.2/Kv7.3
(n =14 cells), Kv7.2"'®Y/Kv7.3 (n = 12 cells), and Kv7.2V'7*Y/Kv7.2/Kv7.3Kv7.2 (n = 14 cells), respectively. Statistics analysis:
*p < 0.05; **p < 0.0 (ANOVA followed by Bonferroni’s test).
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We then analyzed the consequences of the mutant subunit
associated with Kv7.3 in a 1:1 ratio (Kv7.2Y'7*%/Kv7.3) and
with both Kv7.2 and Kv7.3 subunits in a 1:1:2 ratio, a con-
figuration that is theoretically observed in patients. The
mutation induced a negative shift of the G/V relationship in
both configurations with significantly more hyperpolarized
Vi, values than that of Kv7.2/Kv7.3 channels (Fig. 1G).
The Vi, values (in mV) were of —33.5+ 0.83,
—59.5 + 1.5,and —44.7 + 1.25 for Kv7.2/Kv7.3 (n = 14),
Kv7.2V'""YKv7.3 (n = 12), and Kv7.2V'"%/Kv7.2/Kv7.3
(n = 14) channels, respectively (p < 1074, mutant channels
vs. wild-type channel). The K slope factor was significantly
decreased for Kv7.2V'7°%/Kv7.3 channels only. The K val-
ues (in mV/e-fold) were 14.1 £ 0.72, 11.2 + 0.58
(» <0.01), and 14.2 4 0.84. The activation time constants
of both Kv7.2V'/Kv7.3 and Kv7.2V'"*"/Kv7.2/Kv7.3
channels were significantly faster for currents evoked by

depolarizing voltage steps up to +15 mV and up to
—15 mV, respectively, and current densities at +45 mV
increased by 72% and 38% (Fig. 1H,I).

We then examined whether linopirdine, a cognitive
enhancer known to inhibit M current, could restore mutant
channel current density close to that of wild-type. The cur-
rent density carried by Kv7.2V'7°"/Kv7.2/Kv7.3 channels
was not significantly different from that of Kv7.2/Kv7.3
channels at 1 pm of linopirdine (Fig. 2A,C). However, lino-
pirdine did not prevent the shift of the mutant channels G/V
relationship (Fig. 2D). The V,; (in mV) were —40.5 £+ 1.4
(n=13),—41.8 £ 1.3 (n = 12),and —40.9 + 1.2 (n =10)
for 1, 3, and 10 pm of linopirdine, respectively. In contrast
to linopirdine, retigabine significantly enhanced mutant
channel current density and further shifted the V,, value to
—75.2 &+ 2.0 mV (Fig. 2C,D; n = 5). Linopirdine showed
similar effects on Kv7.2/Kv7.2Y'7" channels and restored a

A Kv7.2/Kv7.2"*/Kv7.3 B Kv7.2/Kkv7.2""/Kkv7.3
Vehicle (#) Vehicle Retigabine 10uM (x)
b, MR s S o
Lino. 10uM (@)
= -55mV
-55mVv
+45 mV e my 1nA +45 mV s my ! . 1nA
- 0.5 sec |~ 0.5sec
-105mV g5y -105 mV 95 mV
C m Kv7.2/kv7.3 D
Kv7.2/Kv7.2"""[Kv7.3 (Vehicle)
Kv7.2/|(v7.2:1:‘/l<v7.3 (Linopirdine 1uM)
Kv7.2/Kv7.27 7 [Kv7.3 tLi_nopi_rdi_ne 3uM)
* Kv7.2/l<v7.2v1m/l(v7.3 Linopirdine 10uM)
* Kv7.2/Kv7.2"""/Kv7.3 (Retigabine 10uM)
1801 Lol 7
3160‘ | : ‘ww;gzﬁ..'ﬁ!
3 140 L¥% T 0.8 ¥ o "
3 1201 * 3 "
€ 100- 1 3 4N E 0.6 &
g g0 x = ns 4 e
3 * foe x 0.4 * 4 Kv7.2/Kv7.3
o 60 - “ n ; PR e £ "
S 401 * 9 0.2 ¥
S 201 Y o 5 1
C 0] seces? 001 west
00 60"~ 30 0 40 100 -60 20 0 40
Vm{mV)} - — - Vm (mV)
Figure 2. _ _
Effects of linopirdine and Etigqbine on heteromeric mutant channels. (A and B) Currents evoked by incremental depolarizing voltage
steps in the absence (vehicle) and the in presence of linopirdine at |, 3,and 10 puM (A) or of retigabine 10 pum (B) in cells expressing Kv7.2/
— K72 LT 3channels; (C) Relative current densities measured at all voltage steps showing the effects of linopirdine at | um (yellow

triangles), 3 pm (light blue triangles), and 10 umM (dark blue diamonds) or that of retigabine 10 M (green stars) in cells expressing Kv7.2/
Kv7.2"'7*%/Kv7.3 channels. Values were normalized to the mean current density measured at +45 mV in CHO expressing wild-type

Kv7.2/Kv7.3 subunits (dark brown squares). (D) Conductance—voltage relationship of heteromeric Kv7.2/Kv7.3 and Kv7.2/Kv7.

2VI75L/

Kv7.3 in the presence of linopirdine at I, 3, 10 uM or retigabine 10 um, each normalized to their maximal conductance. Continuous lines

represent Boltzmann fits to the experimental data.
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current density close to that of Kv7.2 channels at 1 pm (data
not shown).

We then examined by western blot and biotinylation
assay whether the p.V175L mutation affected the total and
cell surface expression of both homomeric and heteromeric
proteins (Fig. S2). The p.V175L mutation did not signifi-
cantly affect the expression of the heteromeric channels, but
solely increased the surface expression of the homomeric
proteins.

We previously found that EOEE mutations affected
the targeting of Kv7.2/Kv7.3 channels at the AIS in neu-
rons.” We examined whether the p.V175L mutation also
affects the location of Kv7 channels in hippocampal neu-
rons. We found that both wild-type Kv7.2/Kv7.3 and
Kv7.2V'"Y/Kv7.3 heteromers were expressed at the AIS
and colocalized with ankyrin-G. The ratios of labeling of
heteromeric channels at AlS/dendrite or AIS/soma were

KV?.ZVl?SL/?;

(9]
&~

w

Ratio AlS/dendrite
N

=

0

q,{\')\‘\'b

&

¥
&

Figure 3.

not significantly different between wild-type and mutant
channels (Fig. 3).

Taken together, our data suggested that the mutant pro-
tein may exert a gain of function at the AIS in the patient.

Di1SCUSSION

Together with a recent study,® our data provide new evi-
dence that a gain of function mutation in Kv7.2 channels
can lead to EOEE. Of interest, we show here that this muta-
tion does not impact the protein traffic, suggesting that the
mutant protein may exert its pathogenic function at its
proper neuronal location. The epileptic features of the
patient with p.V175L mutation appeared similar to those
described in patients with loss-of-function mutations in
KCNQ2.”'” This indicated that both types of mutations
have similar deleterious consequences. It is unclear whether

Ratio AlS/soma
[y

\>
&

\\,‘:\‘9\" \1’
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The p.VI75L mutation does not affect the targeting of Kv7 channels in neurons. (A and B) Cultured hippocampal neurons were trans-
fected at 7 days in vitro with V5-tagged Kv7.2 (A) or V5-tagged Kv7.2"'7>" constructs (B) together with hKv7.3 and pEGFP (green), and H
then were immunostained 2 days later for V5 (red) and ankyrin-G (blue) to label the AlIS (arrowheads). Wild-type Kv7.2/Kv7.3 channels
(A) were selectively addressed at the AlS where they co-localized with ankyrin-G, but were not detected in dendrites (arrows). The het-

eromeric association of wild-type Kv7.3 with the mutant Kv7.

2VI75L

subunit did not affect the localization of the channels at AIS (B).

Isolated AlS labeling are shown at a higher magnification in the right panels. (C and D) The intensity of V5 staining was measured along a
20-30 um long selection (dashed lines) within the AlS, dendrites, and soma, and the fluorescence ratios AlS/dendrite (C) and AlS/soma
were calculated (n = 20 neurons for each condition). n.s. not significant (ANOVA followed by Bonferroni’s test with multiple-

comparisons). Scale bars: [0 um.
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the fetal growth restriction, cleft palate, and hip displace-
ment are related to the mutation of KCNQ2, even if some
fetal abnormalities have also been reported only in a patient
with another gain of function mutation in KCNQ2.""

The molecular mechanism by which the p.V175L muta-
tion in S3 affects the gating of Kv7 channel is not known. Of
interest, both p.V175L and p.R201H mutations induce simi-
lar changes in V;,, values in homomeric and heteromeric
channels.® It was suggested that the positively charged argi-
nine residue at position 201 in S4 contracts electrostatic
interactions with negatively charged residues in S2 (E140)
and S3 (D172), thereby leading to the stabilization of the
voltage-sensing domain at resting state.® The stability of this
domain is reduced by the replacement of the arginine by a
histidine, which is less charged at pH 7. Both valine and leu-
cine residues are not ionized at physiologic pH. These two
residues have similar properties but differ only by their radi-
cal, leucine being a bulkier residue than valine. We thus sus-
pect that this substitution may change the conformation of
S3 and impair the electrostatic interaction between the resi-
dues in S4 and S2-S3 in a manner similar to the p.R201H
mutation. In addition, we found that the p.V175L increased
the surface expression of homomeric mutant channels, but
not heteromeric channels with Kv7.3. This effect may con-
tribute to the increase in current densities observed for
homomeric mutant channels. Previously, we also found that
p-A294V mutation affected the expression of homomeric
Kv7.2 channel, but not heteromeric channels.” Together,
this suggests that the association with Kv7.3 is protective
and may partly compensate for conformational changes and
restore a normal protein sorting. However, these results
were obtained in heterologous systems and may not neces-
sarily reflect what is observed in vivo.

It is difficult to understand how the p.V175L mutation
can be responsible for the epileptic disorder since in princi-
ple, at the cellular level, the mutant channel should dampen
neuronal excitability. It may be, as suggested by Miceli
et al.,8 with other gain of function mutations that interneu-
rons are more impacted than pyramidal cells by an increase
in M current, thus creating an imbalance between excitation
and inhibition.

It is also unclear why both gain- and loss-of-function
mutations lead to the same phenotype. One may speculate
that no matter the impact on Kv7 channel activity, what is
important is that these alterations change the dynamics of
early patterns of activity that are required for proper brain
development. Such patterns of activity have been
described in both human premature brain (the delta brush)
at stages where Kv7.2 channels are expressed,'>!'® and in
rodent brain (spindle burst and early gamma oscillations)
during the first postnatal week of life.''* It has been
proposed that these patterns play an important role in the
formation of cortical circuits before the onset of any
external sensory input.'* Of interest, this developmental
stage corresponds in rodent to a critical period, where a

Epilepsia, **(*):1-7,2016
doi: 10.1111/epi.13366

dominant negative mutation in KCNQ?2 lead to an increase
in the rate of spindle burst and later to epilepsy and patho-
logic behavior."

KCNQ2-related EOEEs are resistant to many antiepilep-
tic drugs. M-current increasing compounds (i.e., retigabine,
ICA-27243, SFO034, and others) first appeared as promising
treatment tools, since most Kv7.2 mutations associated with
EOEE reduced Kv7 channel activity." In light of our results
and those of others,® these compounds may be inappropriate
and may even be more deleterious for patients, while Kv7-
channel inhibitors such as linopirdine could bring about a
potential benefit. Functional analyses of EOEE mutations
are thus critical for selecting therapeutic options. Animal
models of EOEE are also needed to unravel how KCNQ2
mutations affect brain development and to find novel thera-
peutic alternatives. '
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II.4.  ETUDE DE LA MUTATION P.V175L DU GENE KCNQ2 (ARTICLE 3:

DEVAUX ET AL, SOUS PRESSE)

J’ai souhaité étudier la mutation atypique p.V175L puisqu’elle a été identifiée dans un cas
sévere d’EEP et est située dans le segment S3 de la sous-unité Kv7.2. Des mutations dans ce
segment n’ont jusqu’a présent pas été étudiée dans la littérature, les mutations qui ont fait
I'objet d’études fonctionnelles sont le plus souvent localisées dans les segments S2, S4-S6 et

la partie C-terminale (Weckhuysen, 2012 ; Saitsu 2012 ; Milh, 2013, Tableau 4).

La patiente porteuse de la mutation p.V175L est une fille dont le phénotype clinique est le
plus sévere de la cohorte EEP. Dés son premier jour de vie, cette patiente était hypertonique
et 'EEG présentait un profil de suppression-burst avec des périodes de silence plus longues

que les périodes d’activité (Figure 1 supplémentaire de I'article 3). Les crises ont commencé

des la deuxieme semaine de vie avec des myoclonies associées a un profil EEG toujours
altéré de type suppression-burst ainsi que des pics d’activités symptomatiques. La patiente

est décédée a 18 mois d’'une mort subite et inexpliquée en épilepsie (SUDEP).

Nous avons d’abord étudié les propriétés intrinseques du courant porté par le canal muté,
apres transfection et enregistrement de cellules CHO en culture.

V7L avec ou sans la sous-unité Kv7.2

- En configuration homomérique, le courant Kv7.2
provoque un déplacement de la courbe de potentiel vers des valeurs plus hyperpolarisées

(Tableau 10 et Figure 1 de I’Article 3). Lors de ces expériences, nous avons modifié le

protocole présenté plus haut, en commengant les stimulations de voltage a un potentiel de

V175L

repos de -105 mV. En effet, les canaux comportant des sous-unités Kv7.2 sont déja actifs

aux premiers pas de potentiel utilisés pour la mutation p.A294V (-85 mV) ce qui ne permet

pas d’obtenir un courant analysable dans sa globalité. Pour la configuration Kv7.2"'"*", nous

avons constaté un décalage de -37 mV et pour la configuration Kv7.2'*">"

-Kv7.2, un décalage
de -15 mV pour la Vi/; en comparaison a la configuration sauvage. Les sous-unités Kv7.2

sauvages ne restaurent donc pas completement le courant. De plus, nous avons observé une
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V175L et

augmentation de densité de courant de 90 % et 45% pour la configuration Kv7.2
Kv7.2"7°'-Kv7.2 a +45 mV, respectivement. La cinétique du canal, quant a elle, est plus

rapide pour les canaux mutés (Figure 1C de I'article 3).

- En configuration hétéromérique, la mutation p.V175L provoque également un

déplacement de la courbe de potentiel vers des valeurs plus hyperpolarisées. Ce

V175L

déplacement est de -26 mV pour la configuration Kv7.2 -Kv7.3 et de -11 mV pour la

V175L

configuration Kv7.2 -Kv7.2-Kv7.3. La cinétique du canal est également plus rapide pour

les configurations hétéromériques (Tableau 10 ; Figure 1H de I'article 3).

Nos expériences montrent que la mutation p.V175L augmente la densité de courant et la
cinétique d’ouverture du canal KCNQ2 quelle que soit la configuration testée, ce qui indique
gue cette mutation est de type gain de fonction. Des mutations de type gain de fonction ont
été récemment décrites dans la littérature et sont localisées dans les segments S2 et S4

(Miceli, 2015).

Tableau 10 : Etude du courant par électrophysiologie sur cellules CHO transfectées par les plasmides pcDNA3-KCNQ2
sauvage, p.V175L avec ou sans le plasmide pcDNA3-KCNQ3

Les résultats obtenus pour les configurations mutées sont comparées a la forme sauvage correspondante (Kv7.2, pour la
forme homomérique et Kv7.2-Kv7.3 pour la forme hétéromérique). Les densités sont comparées a +45mV.

Résultats simplifiés de I’électrophysiologie

Configuration N Vi, (mV) k (mV/e-fold) Densité de courant
Kv7.2 10 -25+/-1.9 12.7 +/- 1.04 -

Kv7.2" 13 -62.3 +/- 1.09 13.05 +/- 0.89 90%

Kv7.2"7"* Kv7.2 8 -40.4 +/-2.9 13.63 +/- 0.49 45%

Kv7.2 -Kv7.3 14 -33.5 +/- 0.83 14.1 +/- 0.72 -

Kv7.2"*" kv7.3 12 -59.5 +/- 1.5 11.2 +/- 0.58 72%

Kv7.2- Kv7.2"*" -kv7.3 14 -44.7 +/-1.25 14.2 +/-0.84 38%

Pour ce gain de fonction, nous avons également testé une

molécule thérapeutique, la

linopirdine a différentes concentrations (1, 3 et 10 uM) (Figure 2 de I'article 3). Nous avons

choisi cette molécule car elle permet de provoquer un décalage dépolarisant de la courbe de
dépendance au voltage des canaux KCNQ/M, ce qui aurait en théorie la capacité de bloquer
I'effet hyperpolarisant de la mutation p.V175L. En configuration homomérique Kv7.2"*"",
nous avons remarqué que la linopirdine est effective des 1 uM sur la densité de courant.
Cependant, elle ne permet pas de retrouver une dépendance au voltage similaire au canal

sauvage. En configuration hétéromérique, la linorpidine permet de diminuer également la
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densité de courant des 1 uM et le décalage hyperpolarisant de la courbe de dépendance au
voltage reste conservé. Cette molécule est donc partiellement efficace pour bloquer les

effets de la mutation p.V175L puisqu’elle permet de restaurer la densité de courant.

Dans toutes les configurations, nous avons observé une augmentation de densité de courant
qui pourrait étre due a une quantité plus importante de protéines au niveau de la membrane
plasmique. Des expériences d'immunoblot et de biotinylation des protéines de surface ont

donc été réalisées (Figure supplémentaire 2 de I'article 3). Les résultats montrent que la

mutation p.V175L augmente la quantité de canaux homomériques a la surface de la cellule
mais qu’elle n’a pas d’effet sur les canaux hétéromériques. L’augmentation de courant n’est
donc pas uniquement due a une quantité plus importante de protéine a la membrane
plasmique mais pourrait étre également due a des défauts de dépendance au voltage. Cette
derniere hypothese est soutenue par le fait que la courbe de dépendance au voltage est

décalée vers des valeurs hyperpolarisées pour la mutation p.V175L.

Pour compléter I'étude de cette mutation, nous avons souhaité observer si la localisation
des canaux pouvait étre modifié par la mutation p.V175L, comme ce que nous avons décrit
pour la mutation p.A294V. Nous avons donc réalisé les mémes expériences de localisation a
I’AIS. Pour toutes les configurations testées, il y a une conservation de la localisation des
canaux mutés a I'AlS. La mutation p.V175L n’impacte donc pas la localisation des canaux a

I’AIS (Figure 3 de l'article 3).

Cet article nous a permis de démontrer que la mutation p.V175L localisée dans le segment

S3 sous-unité Kv7.2 était une mutation gain de fonction.
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lll. Développement de nouveaux modeles pour ['étude

fonctionnelle de KCNQ2 et la recherche préclinique

[1I.L1. MISE EN PLACE D’UN MODELE DE LIGNEES STABLES POUR LA

RECHERCHE DE NOUVELLES MOLECULES THERAPEUTIQUES

Le mécanisme de délocalisation des canaux au compartiment somatodendritique que nous
avons découvert pour la mutation p.A294V n’est pas observable pour toutes les autres
mutations comme le montrent les expériences sur la mutation p.V175L. Un défaut dans les
propriétés du courant ly reste aujourd’hui le mécanisme pathologique le plus représenté
parmi ceux provoqués par les mutations de Kv7.2. Il est donc nécessaire de rechercher des
molécules capables de moduler le courant M des canaux Kv7.2 et Kv7.3. Jusqu’a aujourd’hui,
il n"existe pas de solution thérapeutique pour les patients porteurs de mutations dans le
gene KCNQ2. L'utilisation de la rétigabine est restreinte par la Haute Autorité de Santé (HAS)
dans un avis du 2 avril 2014 et ne peut étre utilisée en pédiatrie car les patients traités
peuvent présenter des effets secondaires importants tels qu’une pigmentation d'origine

inconnue des tissus oculaires, de la peau, des lévres et des ongles chez les patients traités.

Au cours de ma derniere année de thése, j'ai souhaité mettre au point un modéle afin de
tester plus rapidement et efficacement de nouvelles molécules agissant sur les canaux
potassiques. J'ai sélectionné le kit FluxOR™ Potassium lon Channel Assay (Lifetechnologie).
Le principe de ce kit est présenté Figure 24. Des cellules exprimant a leur membrane des
canaux potassiques sont incubés avec le réactif FluxOR™ sensible au thallium et non
fluorescent. Ce réactif est un acétoxyméthyl (AM) ester non fluorescent qui péneétre dans les
cellules par perméabilité membranaire. A l'intérieur du cytoplasme, il est clivé par les
estérases endogenes en un réactif sensible au thallium. Un composant chimique, la
probénécide qui permet de bloquer les pompes a anions organiques est ajoutée aux cellules
et permet de bloquer son extrusion. Les cellules sont ensuite incubées avec le thallium et un
stimulus (le potassium) permet d’activer la membrane en créant une légere dépolarisation.

Les canaux potassiques vont s’ouvrir et le thallium va donc diffuser en fonction de son
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gradient de concentration a l'intérieur de la cellule. Il va ensuite réagir avec le réactif
FluxOR™ sensible au thallium. Cette réaction va provoquer I'’émission d’une fluorescence,
proportionnelle au nombre de canaux ouverts. Cette fluorescence peut ensuite étre
reconnue par un lecteur approprié. Ce kit est utilisable sur cellules cultivées en plaque 96 ou
384 puits et permettrait donc de tester rapidement lI'effet de nombreuses molécules

thérapeutiques sur I'ouverture des canaux potassiques.

Repos Stimulé
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Figure 24 : Représentation schématique du principe du kit FluxOR™ Potassium lon Channel Assay (Life technologies).

Pour réaliser ces expériences, il était nécessaire de générer des lignées de cellules exprimant
la protéine Kv7.2 de fagon stable et non transitoire afin d’assurer I'obtention d’un signal
comparable entre les expériences en s’affranchissant de la variabilité du taux de
transfection. J’ai initié la mise en place de ce nouveau modeéle. Tout d’abord, j’ai choisi deux
mutations connues pour abolir le courant de maniere dominant-négative, les mutations
p.T287N et p.T274M. J'ai souhaité ainsi agir en premiere intention sur les mutations les plus
séveres de notre cohorte et permettre la restauration d’un courant complétement aboli. Je
n’ai pas sélectionné la mutation p.A294V car elle ne réduit pas suffisamment le courant pour
observer une différence, ni la mutation p.V175L car le canal pourrait étre actif dans les
conditions expérimentales utilisées. Nous avions en notre possession un plasmide pcDNA3-
KCNQ2 ou une cassette de résistance a la néomycine permet la sélection des cellules en

culture. Nous avons souhaité réaliser des co-transfections avec le plasmide pcDNA-KCNQ3
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afin d’obtenir un courant potassique d’amplitude plus importante. Le courant M généré par
les configurations hétéromériques permet d’amplifier le signal. Pour cela, il était nécessaire
gue le plasmide codant la protéine Kv7.3 ait une autre cassette de résistance que la
néomycine. J'ai donc sous-cloné I’ADNc du gene KCNQ3 dans le plasmide pCMV-
hygromycine qui possede le géne de résistance pour I’hygromycine et le promoteur fort du

cytomégalovirus.

En parallele, jai testé I'effet de ces deux antibiotiques (hygromycine et néomycine) sur les
cellules CHO non transfectées en culture afin d’observer la concentration minimale ou les
cellules ne sont plus résistantes a l'antibiotique. Puis, j'ai réalisé des transfections du
plasmide pcDNA3-KCNQ2 avec ou sans le plasmide pcDNA3-KCNQ3. J'ai sélectionné ensuite
les clones par dilution limite sur plaque 96 puits. Les résultats de cette mise au point sont
présentés dans le Tableau 11. Les expériences de sélection pour la mutation p.T274M sont

encore en cours.

Tableau 11 : Liste des clones obtenus aprés transfection et
sélection par les antibiotiques Néomycine et Hygromycine

Configuration Nombre de clones sélectionnés
Kv7.2 3

Kv7.2™%™ 3

Kv7.2™"*M En cours

Kv7.3 3

Kv7.2-Kv7.3 3

Kv7.2"*"Nkv7.3 3

Kv7.2"™"*"M Kkv7.3 En cours

A la suite de cette sélection, nous souhaitons confirmer la présence de I'intégration du cDNA
humain de KCNQ2 dans I’ADN génomique des cellules CHO en utilisant la PCR, vérifier la
présence de I'expression de la protéine en utilisant la technique d'immunoblot et tester le

courant potassique ly a I'aide de la technique de patch-clamp sur cellule entiere.

Mon équipe utilisera ces lignées stables avec le kit FluxOR™ Potassium lon Channel Assay,

pour tester des banques de molécules thérapeutiques.
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[11.2.  MISE EN PLACE D’UN MODELE NEURONAL POUR L’ETUDE DE L' IMPACT

DES MUTATIONS DE KCNQ2

Les modeles utilisés actuellement pour I'étude des mutations de KCNQ2 sont les lignées
cellulaires (CHO, HEK293, oocytes de xénope...) et les neurones primaires issus de souris
sauvages. Le modeéle de cellules CHO est tres utile pour la caractérisation rapide des canaux
cependant, l'utilisation de cellules non neuronales, non excitables et surexprimant la
protéine Kv7.2 pose de nombreux problemes de relevance physiologique. Les neurones
primaires issus de souris sauvages expriment déja la forme sauvage de Kv7.2-Kv7.3 lorsqu’ils
sont transfectés par les plasmides codant pour Kv7.2 et Kv7.3. Ce modele présente
I’avantage d’un contexte neuronal mais il reste limité par ['utilisation de protéines

étiquetées (V5 ou HA) et de dosage génique non controlé.

Les cellules souches pluripotentes induites (iPS) sont désormais utilisées dans de
nombreuses études (Liu, 2013). Dans notre cas, elles permettront d’établir un modéle plus
pertinent, en permettant I'obtention des neurones issus de patients EEP. J’ai commencé la
différenciation en neurones de cellules iPS humaines issues de patients atteints d’EEP. Nous
avons choisi deux patients porteurs respectivement des mutations p.T287N et p.L203P.

Cette étude s’est déroulée en plusieurs étapes :
1- des biopsies de peau ont été réalisées sur deux patients a I’hdpital de la Timone ;

2- les fibroblastes des patients ont été mis en culture a I’h6pital de la Timone puis transférés
dans notre laboratoire qui dispose d’'une plateforme spécialisée dans la production et la

caractérisation de cellules iPS.

3- les fibroblastes des patients ont été reprogrammeés en cellules iPS sur notre plateforme.
Lors de la reprogrammation, des clones apparaissent et sont sélectionnés sur des criteres de

capacité de multiplication sans différenciation aléatoire et de stabilité de la pluripotence.

Deux clones ont été choisis pour chaque lignée issue de patients et certains sont encore en

cours de caractérisation (Tableau 12).
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Tableau 12 : Liste des clones de cellules souches
pluripotentes induites obtenus apres
reprogrammation par la plateforme spécialisée
dans la biologie cellulaires des cellules iPS
(UMRS_910)

Les quatre clones en gras et soulignés
correspondent a ceux choisi pour la différenciation

Liste des clones Mutation
16312-AA
16312-Ks
16312-Bs
16312-I
16312-D
16312-M
16312-EE
16312-P
16312-F
16312-Qs
16312-Gs
16312-Us
16312-Vs
16312 N
16312 TS
12528-As
12528-Es
12528-F
12528-g
12528-H
12528-I

dgoz1d

Nz8zlLd

Pour la différenciation en neurones, j’ai souhaité commencé par le clone 16312-TS qui a été
le premier a étre caractérisé. En parallele, j’ai utilisé un clone contréle (Hff-19) fourni par

notre plateforme.

Au sein de notre unité de recherche, une équipe travaille sur la différenciation de cellules iPS
en neurones. Cette équipe a mis au point un protocole de différenciation (Badja, 2014) qui
est désormais utilisé en routine au sein du laboratoire. Ce protocole permet la
différenciation des cellules iPS en neurones dopaminergiques en deux étapes successives : 1-
production de progéniteurs neuronaux, 2- maturation de ces progéniteurs en neurones

dopaminergiques (Figure 24).
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Figure 24 : Protocole simplifié¢ de la technique utilisée pour la différenciation des cellules souches
pluripotentes induites en neurones dopaminergiques (D’apres Badja, 2014). Les cellules iPS sont mises
en culture dans le milieu NB (avec des facteurs de croissance FGF et EGF) contenant 2% de DMSO sur
des plaques prétraitées au Matrigel. Les cellules progénitrices sont ensuite passées dans le milieu NB
(avec des facteurs de croissance FGF et EGF) sur des boites contenant une matrice de fibronectine. Les
cellules sont cultivées en changeant le milieu NB (avec des facteurs de croissance FGF et EGF) tous les
jours. La maturation s’effectue ensuite en induisant les cellules en utilisant un milieu sans facteurs de
croissance et en ajoutant des facteurs pour guider les cellules vers la voie de maturation choisie (ici, les
neurones dopaminergiques en utilisant le FGF8). NB : neurobasal

Nous avons débuté la premiere étape de ce protocole en induisant les cellules iPS 16312-TS
et Hff-19 dans un milieu neurobasal complet contenant les facteurs de prolifération EGF et
FGF (Figure 25). Nous avons observé progressivement un changement dans la forme de ces
cellules. En effet, les cellules iPS sont rondes et poussent en colonie, lors de I'induction de la
différenciation neuronale, elles deviennent progressivement plus allongées (Figure 25B). Les
cellules sont cultivées jusqu’a confluence, puis elles sont détachées du support a I'aide d’'une
enzyme, la dispase, qui permet d’obtenir des cellules en amas. Elles sont ensuite remises en
culture sur des boites qui ont été préalablement recouvertes d’'une matrice de fibronectine
et de poly- D-lysine. Les cellules se divisent, s’isolent et commencent a former des colonies
appelées neurosphéres (Figure 25C). Le protocole développé par Badja et al. (2014) permet

la formation de cellules mésenchymateuses (progéniteurs musculaires) et de progéniteurs
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neuronaux en méme temps. Les deux types ne se mélangent pas, n‘ont pas la méme
réfringence a la lumiére et il est possible de les séparer de fagon mécanique, en choisissant
des neurospheres (Figure 25C) ou une zone de cellules neuronales (Figure 25D). Aprés
plusieurs essais, nous avons sélectionné principalement des neurosphéres qui sont
facilement visualisables et accessibles. Celles-ci ont ensuite été traitées a l'aide d’une
enzyme, l'accutase, afin de les séparer et de remettre en culture des cellules isolées. Cette
technique est reproduite plusieurs fois pour exclure les progéniteurs musculaires de
I’échantillon. Aprés de nombreux passages, nous avons pu obtenir des progéniteurs
neuronaux uniqguement pour la lignée 16312-TS. Pour la lignée contréle Hff-19, je n’ai pas pu
sélectionner des progéniteurs neuronaux qui étaient déja trop peu nombreux lors de
I'induction des cellules iPS par le milieu neurobasal. Avant de procéder a la deuxieme étape
correspondant a la maturation de ces progéniteurs en neurones dopaminergiques, nous
avons souhaité tester leur engagement dans la voie neuronale. Nous avons donc réalisé des
études d’expression et des marquages immunocytochimiques (ICC) (Tableau 13). La
caractérisation de ces cellules me permet de vérifier I'engagement dans la lignée neuronale,
de confirmer la sélection des progéniteurs neuronaux en comparaison aux progéniteurs

mésenchymateux et d’éliminer la présence d’autres types cellulaires.

. et SRS P IR e Sy - ¥ S i O e S
Figure 25 : Etude par microscopie optique en lumiére blanche de la morphologie des cellules iPS du clone 16312-TS (A)
et morphologie des progéniteurs neuronaux et musculaires (B-F)

Les images sont prises a 0 jours (A), 5 jours (B), 15 jours (C), 21 jours (D), 21 jours (E) et 35 jours (F) aprés induction

de la différenciation. PM : progéniteurs musculaires PN progéniteurs neuronaux Grossissement x40
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Pour I'étude d’expression, nous avons réalisé une extraction des ARN des progéniteurs
neuronaux de la lignée 16312-TS, puis nous avons utilisé la technique de transcription
inverse (RT) pour produire des ADNc. Nous avons ensuite amplifié par PCR classique les
ADNc en utilisant des amorces spécifiques de chaque marqueur (Annexe 1). Pour la

caractérisation, nous avons choisi les marqueurs suivants (Tableau 13) :

- Des marqueurs de progéniteurs neuronaux précoces et tardifs (beta lll-tubuline,

nestine, NCAM, PAX6, SOX1, DCX, MAP2).

Des marqueurs de cellules mésenchymateuses (CAV-3, HDAC-5, MUSK).

Un marqueur de cellules gliales (GFAP)

Des marqueurs de cellules ganglionnaires de la rétine (OPSIN-1, RAX2).

Des marqueurs de différents tissus (KRT19, HNF1B, SOX1).

Tableau 13 : Caractérisation des progéniteurs obtenus apres différenciation du clone TS de la lignée 16312 en utilisant la

technique de RT-PCR et la technique d’immunocytochimie.

Marqueurs Type de cellules exprimant le marqueur Cellules positives ?
Immunocytochimie

Beta lll-tubuline Progéniteurs neuronaux tardifs +
nestine Progéniteurs neuronaux +++
vimentine Progéniteurs neuronaux et gliales ++
MAP2 (Microtubule-associated protein 2) Progéniteurs neuronaux tardifs

GFAP (Glial fibrillary acidic protein) Progéniteurs de cellules gliales

Cav-3 Progéniteurs musculaires

Kv7.2 Protéine d’intérét ++
RT-PCR

Beta lll-tubuline Progéniteurs neuronaux tardifs +
nestine Progéniteurs neuronaux +
NCAM (Neural cell adhesion molecule) Progéniteurs neuronaux +
PAXG6 (Paired box protein Pax-6) Progéniteurs neuronaux +
SOX1 (Sex determining region Y-box 1) Progéniteurs neuronaux +
DCX (Doublecortin) Progéniteurs neuronaux +
MAP2 Progéniteurs neuronaux En cours
CAV-3 (Caveolin-3) Progéniteurs musculaires -
HDAC-5 (Histone deacetylase 5) Progéniteurs musculaires -
MUSK (Muscle-Specific Kinase) Progéniteurs musculaires -
Opsin-1 (géne OPNIMW ) Cellules ganglionnaires de la rétine -
RAX-2 (Retina And Anterior Neural Fold Cellules ganglionnaires de la rétine -
Homeobox 2)

KRT19 (Keratin 19, Type ) Progéniteurs des cellules épithéliales -
HNF1B (Hepatocyte nuclear factor-1-beta) Progéniteurs, du foie, du rein et du pancréas | -
Sox17 (SRY (Sex Determining Region Y)-Box 17) Cellules de I'intestin primitif postérieur -
Kv7.2 Protéine d’intérét ++
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Nous avons pu ainsi confirmer que les cellules 16312-TS différenciées par notre protocole
sont bien des progéniteurs neuronaux. Par cette technique, il apparait néanmoins que des
cellules expriment des marqueurs appartenant a des cellules gliales. J’ai montré qu’il n’y
avait aucune expression de marqueurs de cellules ganglionnaires de la rétine, cellules qui
peuvent avoir la méme morphologie que des progéniteurs neuronaux. De plus, il n’y a
aucune expression de marqueurs non-neuronaux (KRT19, HNF1B, SOX1), éliminant ainsi la
possibilité d’avoir ces autres lignées cellulaires. L'absence d’expression de marqueurs
musculaires permet d’appuyer que la sélection mécanique réalisée sur les neurosphéres a

permis de sélectionner les lignées de cellules progénitrices obtenues.

La caractérisation des progéniteurs neuronaux a également été réalisée a l'aide de la
technique d’immunocytochimie (ICC) afin d’observer de facon individuelle les cellules
exprimant les différents marqueurs. J'ai également réalisé des ICC en utilisant des anticorps
reconnaissant des protéines neuronales (beta Ill-tubuline, nestine, vimentine, MAP2), un
marqueur des cellules gliales (GFAP, vimentine) et un marqueur des progéniteurs
musculaires précoces (CAV3). J’ai obtenu les résultats qui sont synthétisés dans le tableau
13. Ainsi, j’ai montré que les progéniteurs neuronaux de la lignée 16312-TS expriment les
protéines vimentine et nestine (Figure 26 A et C). Les protéines beta lll-tubuline et MAP2 qui
sont exprimées de fagon plus tardive lorsque les neurones commencent a présenter des
prolongements, s’exprime également dans quelques progéniteurs neuronaux (Figure 26E et
G). Cette expression indique que certains progéniteurs neuronaux sont déja en voie de
maturation. En ICC, il est possible de voir une expression de la GFAP indiquant la présence de
qguelques cellules gliales (Figure 26E) et de la protéine cavéoline-3 qui est un marqueur de
cellules musculaires précoces (Figure 26G). Cette derniére apparaissait négative dans les
études de RT-PCR. Il est donc possible qu’il y ait un nombre tres faible de cellules exprimant
la cavéoline-3. Ces cellules sont toutefois différentes des cellules exprimant la beta lll-

tubuline déja engagées dans une voie de différenciation.

En parallele de cette étude, nous avons souhaité confirmer la présence de la protéine Kv7.2
dans les progéniteurs neuronaux. Nous avons réalisé des marquages de la protéine Kv7.2 en

utilisant la technique d’ICC et nous en avons également étudié I'expression a I'aide d’une RT-
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PCR sur les ADNc issus des progéniteurs de la lignée 16312-TS. Les résultats de ces deux
techniques m’ont permis de confirmer la présence de la protéine Kv7.2 par RT-PCR (Tableau
13) et par ICC (Figure 26 | et J). De plus, les co-marquages en immunocytochimie de la
protéine Kv7.2 et de la vimentine montrent que la protéine Kv7.2 est exprimée dans les

progéniteurs neuronaux.
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Figure 26 Etude de I’expression par immunocytochimie des protéines vimentine et MAP2 (A, B), nestine (C, D),
GFAP et Betalll-tubuline (betalll-tub) (E,F), Cav-3 et betalll-tub (G,H), Kv7.2 et Vimentine (I,J) sur des
progéniteurs neuronaux de la lignée 16312 TS Neg : négatif sans anticorps primaire mais avec l’anticorps
secondaire

En conclusion, ces études bien que préliminaires m’ont permis de confirmer |'obtention de
progéniteurs neuronaux en utilisant le protocole de différenciation de Badja et al. (2014). La
caractérisation sera complétée en réalisant d’autres marquages immunocytochimiques pour
vérifier I'absence de protéine CAV-3 dans les progéniteurs neuronaux exprimant la
vimentine et la nestine. Pour compléter la caractérisation des progéniteurs neuronaux, nous
souhaitons utiliser la technique de cytométrie de flux afin de quantifier, sur des cellules
perméabilisées, le pourcentage de cellule exprimant la nestine mais également la protéine

CAV-3 et la protéine GFAP par rapport aux progéniteurs neuronaux.

L’étape suivante sera la maturation en neurones des progéniteurs obtenus. Nous avons
choisi la maturation en neurones dopaminergiques tout d’abord, car ce protocole est utilisé
au sein de notre laboratoire. Cependant, nous souhaitons en parallele tester d’autres
protocoles de différenciation et en particulier ceux conduisant aux neurones
glutamatergiques qui semblent un meilleur modele pour étudier I'épilepsie (Dingledine,

2012).
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DISCUSSION

Mon travail de these a eu pour objectif de contribuer a une meilleure compréhension des
bases génétiques des encéphalopathies épileptiques précoces (EEP) en se placant aux
niveaux clinique, génétique et cellulaire. Ainsi, j’ai utilisé une approche intégrée allant de la
recherche de nouveaux genes impliqués dans les EEP a la caractérisation fonctionnelle de
mutations et a l'identification de composés pharmacologiques sur modeles cellulaires. Ce
travail a soulevé de nombreuses questions, principalement sur la variabilité qui existe dans
ces pathologies neurologiques et du lien possible entre le génotype et phénotype. Cette
variabilité est a la fois clinique, différents phénotypes pour un méme gene, mais également
génétique, différents genes pour un méme phénotype.

Tout d’abord, je me suis intéressée au géne WDR45 et a son implication dans deux
pathologies, les EEP et les BPAN, qui different dans leurs symptdmes associés mais
également dans les catégories d’age qui sont touchées. Cette variabilité a également été au
cceur des investigations que j'ai menées pour I'étude fonctionnelle du gene KCNQ2 et ses
mutations. Jusqu’au début de ma these, I'idée qu’il existait une corrélation génotype-
phénotype pour les patients porteurs de mutations dans le gene KCNQ2 était assez
fréquente. Or, nous avons montré que cette corrélation était tres difficile a prouver puisque
nos résultats mettent en évidence que, d’une part, des mutations EEP et BPAN peuvent avoir
les mémes conséquences et que, d’autre part, des mutations du méme géne, KCNQ2, sont
responsables d’'une méme pathologie mais peuvent avoir des conséquences opposées sur la
fonction du canal.

Tout au long de ce travail, je me suis interrogée sur les raisons qui conduisent a l'arrét de
I’épilepsie chez une majorité de patients atteints d’EEP, alors que leur pronostic
neurologique reste séverement engagé. Une des questions principales est de comprendre si
la survenue de crises dans un cerveau immature est directement responsable des déficits
cognitifs et moteurs observés chez les patients ou si les mécanismes pathologiques
provoqués par les mutations entrainent directement les déficits cognitifs et moteurs qui sont
également accompagnés d’une épilepsie. Pour cela, je me suis attelée a la compréhension

des mécanismes moléculaires dans ces épilepsies ce qui ouvre de nombreuses pistes pour
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progresser encore dans ce domaine. La réponse aux questions soulevées aura des
conséquences importantes en terme de recherche préclinique et de développement

thérapeutique.

Variabilité clinique dans les pathologies liées a WDR45

La neurodégénérescence associée a une protéine béta-propeller (BPAN) est une pathologie
caractérisée par deux phases: une premiere phase durant I'enfance, avec un retard de
développement et une déficience intellectuelle (avec un quotient intellectuel compris entre
30 et 50) associée pour 70% des patients a une épilepsie. Ensuite, une seconde phase
apparait a I'adolescence avec une détérioration clinique caractérisée par un début de
parkinsonisme et un déclin cognitif progressif associé a une perte de langage et une dystonie
(Hayflick, 2013 ; Haack, 2012). Au cours de cette phase des dépodts de fer peuvent étre

visualisés trés tot a I'IRM dans la substance noire et le globus pallidus (Haack, 2012).

Les mutations du géne WDR45, localisées sur le chromosome X, sont impliquées dans cette
pathologie. Un biais de sex-ratio est décrit, avec de nombreux cas de filles (>30) et
uniquement 3 cas de gargons répertoriés a ce jour. Ainsi, le postulat de départ était que les
mutations du géne WDR45 pourraient étre |étales chez les garcons et que les 3 cas seraient
dus a des mutations en mosaique du gene. Au cours de ce travail, jJai montré qu’une
délétion du géne WDR45 est viable a I'état non mosaique chez un garcon et peut étre
responsable d’EEP. Le patient que nous avons examiné présente un phénotype clinique plus
sévere et plus précoce que ceux décrits pour les patients garcons ou filles présentant un
BPAN. Le phénotype clinique initial comprenait une épilepsie a trois mois et un début de

dépot de fer dans les ganglions de la base a 5 ans.

J'ai émis I'hypothése que I'absence d’expression de la protéine WDR45 chez notre patient
hémizygote pour la délétion Xpll.23 pouvait expliquer la survenue d’une ['épilepsie
néonatale. Le BPAN chez ce patient est plus sévere et accompagné de dépots de fer associés
a un défaut tres précoce des acquisitions motrices et sensorielles, sans une phase de

détérioration progressive spécifique. Les autres patients décrits dans la littérature qui

122



présentent un phénotype clinique aussi précoce et sévere sont principalement des filles

(Tableau 14).

Tableau 14 : Liste des patients diagnostiqués avec une neurodégénérescence associée a une protéine béta-propeller en pédiatrie
dans la littérature (Hoffjan, 2016)

Pediatric patients carrying WDR45 mutations (modified from Ref. [19]).

Pediatric patient Originally suspected WDR45 mutation Mutation Inheri-  Age at Sex|Age at MRI Additional MRI Micro- Epilepsy Facial
with WDR45 diagnosis type tance mutation iron findings cephaly dysmorphism
mutation detection deposition
Present study  Rett-like syndrome c440-2A> G Splicing  de novo Sy f |na. Thin corpus + + (+)
callosum, atrophy of
pons
Ohba et al. [4] Rett syndrome c830+1G>A Splicing denovo 14y f |11y - - + -
Okamoto et al. Rett syndrome c868C>T, Nonsense de novo 6y f |6y Delayed + + +
[20] p.Q290* myelination,
enlarged lateral
ventricles
Khalifa et al. Rett{-like) syndrome ¢.587-588del” Frameshift de novo 11y f |11y Thin corpus + - (=)
[21] callosum,
hypomyelination
Uchino et al. Severe developmental  ¢.1056 C > G, Nonsense de novo 9y f |9y - - + na.
[24] delay, stereotypic hand p.Y352*
movements
Hamdan et al.  Severe ID c.19 C>T, pR7* Nonsense de novo 4y f |na. - - + -
[25]
Rathore et al.  Severe ID, dystonia c345-2A>C°  Splicing denovo 15y f |13y Cerebellar atrophy, n.a. + na.
[12] hypomyelinantion
Takano et al. Severe developmental  ¢.831-1G>C Splicing  de novo 3y f By Thin corpus + — +
[19] delay callosum, delayed
myelination
Zarate et al. [10] ID ¢.161_163delTGG In-frame inherited® 14y f |14 - n.a. n.a. -
deletion
Long et al. [5]  Mild cognitive delay c251A>G, Missense de novo? 17y f |17y - - - -
p.D84G
Abidi et al. [6]  Early-onset epileptic 19.9 kb Complete de novo S5y m |5y Global brain atrophy — + na.
encephalopathy microdeletion deletion
including WDR45
Xixis et al. [22] Epileptic spasms c400C>T, Nonsense de novo 6y f |na. - n.a. + na.
p.R134*

ID: intellectual disability; y: years; ms: months; f: female, m: male; n.a.: not available.
2 Patient additionally carries three mutations in the POLR3A gene.
b Originally described as as ¢.342-2 A > C.
€ 20-year-old brother carrying the same mutation is more severely affected; mother is mosaic for the mutation.
4 Mother does not carry the mutation, father is unavailable for testing.

Cette précocité chez les filles peut étre due a un défaut d’inactivation du chromosome X, ce
qui a été confirmé pour 3 patientes qui présentent une forme tronquée de WDR45 (Saitsu,
2013). Ce défaut d’inactivation n’est jamais complet chez ces patientes ce qui peut expliquer
gue leur phénotype clinique reste moins sévere que le patient que nous avons décrit. Le
phénotype clinique de ces patientes consiste en une déficience intellectuelle sévere et un
retard de développement important débutant entre 6 et 18 mois. Le diagnostic de |'épilepsie
a été confirmé pour deux de ces patientes. Cependant, aucune IRM n’a été réalisée dans
I’enfance et ne permet d’estimer de la présence de dépots de fer précoces. Pour toutes ces
patientes, je pense que |'expression trés réduite de la protéine WDR45 sauvage (ou une
absence totale de celle-ci dans le cas de la délétion) en comparaison a la forme mutée, peut
conduire a une apparition plus précoce du phénotype clinique. Pour le confirmer, il faudra

réaliser des études systématiques du gene WDR45 chez les patients présentant un retard de
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développement précoce. Cette investigation aura pour but d’orienter ensuite les patients
des la petite enfance vers une IRM avec des séquences de susceptibilité magnétique pour
mettre en évidence les dépobts de fer. L'implication des ganglions de la base dans les
épilepsies est fortement étudiée dans la littérature (Deransart, 1998 ; Bouilleret, 2005 ;
Chen, 2014) et des anomalies de cette structure ont été montrées pour des épilepsies liées a
des mutations dans le gene KCNQ2 (Meurs-van der Schoor, 2014). Dans les autres
neurodégénérescence liées a des dépots de fer dans les ganglions de la base (NBIA)
I'épilepsie n’est pas toujours présente (Gregory et Hayflick, 2011). Ces données suggerent
que les dépobts de fer dans les ganglions de la base ne sont pas responsables de I'épilepsie
chez le patient, ce qui est appuyé par la présence de crises précoces, avant les dépots de fer,

chez les autres patients atteints de BPAN.

L'absence totale de protéine chez notre patient pourrait conduire a une accélération de
I'accumulation des dépdbts de fer et aurait pour conséquence un phénotype clinique encore
plus précoce que chez les filles avec un biais d’inactivation partiel. Le rapport entre protéine
WDR45 et dépbts de fer n’a pas encore été élucidé. Cependant, cette protéine appartient a
une famille a domaines WD (Tryptophane-Acide aspartique) qui aurait un rdle dans
I'autophagie en permettant la formation du phagophore (Figure 27 ; Tanida, 2011 ; Kiriyama
et Nochi, 2015). De plus, une réduction de l'activité autophagique dans des lignées
cellulaires lymphoblastoides de patientes a été mise en évidence (Saitsu, 2013). En outre, la
protéine WDR45 pourrait étre directement impliquée dans les dépots de fer, puisqu’il existe
un mécanisme particulier de I'autophagie appelé ferritinophagie. Cette dégradation permet
la libération de fer par dégradation de la ferritine qui lui est associé (Figure 28 ; Kaur et
Debnath, 2015). Des expériences restent nécessaires pour impliquer le role de la protéine

WDRA45 dans ce mécanisme.
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Figure 27 Représentation schématique d’une cellule montrant les différentes voies et mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les pathologies NBIA. Des mutations dans 9 génes codant pour
différentes protéines impliquées dans différentes voies métaboliques (encadré en rouge) ont été
reportées. Abréviations : ATP13A2, ATPase type 13A2; C190rf12, chromosome 19 open reading
frame 12; CoA, coenzyme A; COASY, CoA synthase; CP, ceruloplasmin; FA2H, fatty acid 2-
hydroxylase; FTL, ferritin light polypeptide; PANK?2, pantothenate kinase 2; PLA2G6, phospholipase
A2 group VI; WDR45, WD repeat domain 45. (Meyer, 2015)
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Figure 28 : Dégradation de la ferritine ou ferritinophagie

La dégradation de la ferritine permet de libérer le fer contenu dans le complexe Ferritine-fer. Elle est
réalisée par la liaison d’une protéine cargo appelée NCOA4 (nuclear receptor co-activator-4) aux
complexes Ferritine-fer. Ces complexes seront ensuite acheminés vers le phagophore et seront
reconnus par la protéine LC3-PE (microtubule-associated protein 1 light chain 3-
phosphatidylethanolamine) présente sur la membrane du phagosome en formation. Les protéines
NCO4A et la ferritine seront ensuite dégradées par 1’autolysosome qui permettra la sortie de fer libre.
La protéine WDR45 pourrait étre associée a la membrane du phagophore. (Kaur et Debnath, 2015)
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Cette diminution d’activité autophagique peut-elle étre responsable des manifestations
épileptiques et de I'encéphalopathie épileptique précoce observées chez les patients BPAN
et chez notre patient ? Depuis peu, un gargon dont le diagnostic initial a été posé a I'age de 3
ans, est décrit avec une mutation germinale du gene WDR45, c.161_163delTGG, p.V54del,
dans une fratrie de deux enfants (Zarate, 2015). Ce patient n’est pas mosaique puisque la
mere est porteuse de la mutation et qu’il souffre d’'un BPAN plus sévere et plus précoce que
dans les cas classiques. En comparaison au patient atteint d’EEP que nous avons
précédemment décrit, le patient porteur de la mutation p.V54del présente une épilepsie
plus tardive. De ce fait, il se pourrait que la délétion de WDR45 observée chez notre patient
n’ait qu’un réle mineur dans I'EEP et que la délétion des deux autres genes localisés en
Xp11.23, PRAF2 et CCDC120, participe a I'expressivité de I'épilepsie précoce. Le role de ces
deux génes est mieux connu a présent et pourrait expliquer la sévérité accrue des

symptoémes observés chez notre patient.

- CCDC120 code pour une protéine constituée de 3 motifs superhélices. Cette protéine
interagirait, via son domaine coiled-coil 1 (CC1), avec une protéine appelée Cytohesin-2 qui
permet I'échange GDP/GTP sur les protéines ARF1, ARF3 et ARF6. Cette derniére est
notamment impliquée dans le développement des dendrites et des épines dendritiques en
agissant dans le remodelage du cytosquelette d’actine (Herndndez-Deviez, 2002 ; Torii,
2014). Cette protéine pourrait donc participer également au phénotype neurologique
observé, en provoquant une atteinte des réseaux neuronaux immatures. Cette hypothese
est d’autant plus séduisante que les mutations dans le gene TBC1D24, impliquées dans une
forme d’EEP, conduisent a une protéine qui ne lie plus ARF6 et a des défauts de formation

des neurites durant le développement (Falace, 2014).

- PRAF2 code pour une protéine dont la fonction a été décrite récemment. Elle aurait un réle
inhibiteur dans I'expression a la surface cellulaire de la sous-unité GB1 du récepteur GABAg
qui participe au controle du potentiel membranaire en régulant les canaux potassiques Kir
(Kohl et Paulsen, 2010). Des souris surexprimant la protéine Praf2 dans I’aire tegmentale du
cerveau montrent une hyperactivité. Celle-ci est due a un défaut d’expression de la sous-
unité GB1 controlée par Praf2 ce qui provoquerait un défaut d’inhibition neuronale (Figure

29A; Doly, 2015). En parallele, des expériences d’inhibition de I'expression de la protéine
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Praf2 sur des neurones en culture ont montré une augmentation de I'expression des
récepteurs GABAg formés de la sous-unité GB1 uniquement. Ces récepteurs homomériques
GB1 sont non fonctionnels et ne génerent pas de courant. Chez notre patient, I'absence de la
protéine PRAF2 pourrait conduire a une augmentation de la quantité de récepteurs GABA;
membranaires (Figure 29B). L'association des sous unités GB1 et GB2 étant strictement
nécessaire pour le transport du récepteur a la membrane (Emson, 2007), il est probable
gu'une dérégulation de I'expression de GB1 perturbe I'adressage correct du récepteur et
aboutisse a un défaut d’inhibition qui pourrait diminuer les influx nerveux entre les
neurones. Ces défauts d’influx nerveux peuvent modifier les réseaux et pourraient étre
responsables directement de la déficience intellectuelle sévere chez ce patient. Néanmoins,
la délétion du gene PRAF2 ne permet pas d’expliquer I'encéphalopathie épileptique précoce.
A l'inverse, la délétion du géne CCDC120 pourrait étre I'anomalie génétique qui serait
responsable de I'EEP tandis que la délétion du gene WDR45 serait responsable du BPAN
précoce. A l'avenir, il sera intéressant d’étudier les conséquences fonctionnelles de ces
délétions et d’observer si d’autres patients avec des mutations dans I'un ou I'autre de ces

deux génes ont un phénotype similaire a celui observé chez notre patient.
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A ce jour, la physiopathologie des BPAN est complexe. En effet, le biais d’inactivation du
chromosome X chez les filles ainsi que les mosaiques somatiques chez les garcons rendent
difficile la comparaison entre patients. Nos résultats indiquent également que I’analyse
génétique systématique des mutations/délétions du géne WDR45 devrait étre effectuée
chez les patients présentant un retard de développement et une épilepsie associée. Elle
devrait étre accompagnée d’une analyse du biais d’inactivation du chromosome X chez les
filles ou de la vérification de la présence d’une mosaique somatique chez les garcons. Il sera
alors possible d’étudier la corrélation qui peut exister entre les mutations de ce gene et les

tableaux cliniques associés.

Il. Variabilité dans les épilepsies liées a KCNQ2

Au cours de cette these, j’ai pu étudier de fagon plus approfondie un autre gene impliqué
dans les EEP, le gene KCNQ2. Tout au long de mon travail, j’ai pu observer la trés grande
variabilité clinique qui existe aussi bien entre les patients porteurs d'une mutation dans ce

geéne qu’au niveau des conséquences fonctionnelles de ces mutations.

[I.1. VARIABILITE CLINIQUE DES PATIENTS PORTEURS DE MUTATIONS DANS

LE GENE KCNQ2

Mon travail de thése a étudié la mutation p.A294V présente chez 7 patients atteints d’EEP.
Ce travail a mis en évidence la variabilité qui existe dans le phénotype clinique des patients
porteurs de la méme mutation (Milh, 2013 ; Abidi, 2015). Il existe également une variabilité
clinique intrafamiliale pour la sévérité des épilepsies liées a KCNQ2 (pour les BFNS). Il en

résulte une difficulté a établir un pronostic clinique (Dedek, 2003 ; Steinlein, 2007).
La mutation p.A294V conduit a des signes cliniques communs chez les patients qui ont tous

un retard de développement et un début de crises durant les quatre premiers jours de vie.

Les crises initiales sont majoritairement de type toniques et asymétriques. Cependant, I'un
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des patients est décédé d’une mort soudaine probablement due a son épilepsie (SUDEP)
tandis que le moins séverement atteint est toujours en vie et peut se déplacer avec une aide.
Ces deux patients sont donc différents au niveau clinique et le diagnostic moléculaire a
clarifié la cause de leur épilepsie. Actuellement, il semble donc difficile de conclure a une

homogénéité de phénotype pour une méme mutation dans le gene KCNQ2.

En paralléle, il existe des cas trés particuliers de BFNS qui sont associés a un phénotype
clinique bénin et a une déficience intellectuelle (Seinlein, 2007). Dans I’étude de Steinlein et
al., les patients d’'une méme famille sont porteurs de la mutation ¢.939_940insG, or une
variabilité intrafamiliale a été relevée. Les enfants de cette fratrie présentent des différences
importantes dans le phénotype : un frere est trés séverement atteint, déficient intellectuel,
scolarisé dans un établissement spécial et sa sceur a eu quelques crises d’épilepsies a I'age
de 1 an et ne montre pas de déficience intellectuelle sévere. Leur mere a eu un
développement psychomoteur normal tandis que leur tante a eu une épilepsie sévere.
Différentes hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer cette variabilité. Tout d’abord,
mon équipe a montré qu’un mosaicisme somatique pouvait étre responsable, au sein d’une
méme famille, d’individus souffrant d’une épilepsie néonatale bénigne au cours de leur vie
et d’autres présentant une EEP (Milh, 2015). Ce type d'anomalie génétique rend le pronostic
cliniqgue plus difficile et méme impossible pour les nouvelles mutations. Il serait donc
intéressant d’observer systématiquement la relation entre les mutations associées a un

phénotype bénin-sévére et le mosaicisme.

D’autres hypothéses concerneraient I'expressivité variable des mutations décrites. Celle-ci
peut s’expliquer par la présence de genes modificateurs pouvant influencer I'excitabilité
neuronale. Les génes modificateurs pourraient agir de fagon directe ou indirecte, soit
directement par impact sur le fonctionnement du courant M, I'adressage du canal et/ou
I'interaction avec des protéines partenaires soit indirectement, en codant pour des protéines
influengant I'excitabilité neuronale déja modifiée par une mutation du gene KCNQ2. Par
exemple, un modele de souris transgéniques pour le géne Scn2a, canal sodique impliqué
dans les EEP, montre une exacerbation des crises lorsque les souris sont également mutées
pour le géne Kcnqg2. Cet effet serait expliqué par une diminution du courant M et une

susceptibilité aux crises (Kearney, 2006). Ce modele montre que des mutations dans des
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geénes codant pour des protéines impliquées dans I’excitabilité neuronale peuvent aggraver
le phénotype. Jusqu’a présent, I'implication des génes modificateurs dans les pathologies a
peu été étudiée, du fait de la multitude d’interactions qui pourraient intervenir entre les
protéines impliquées et I'absence d’outils de prédiction bioinformatique pour les détecter
rapidement. Une étude de ces genes modificateurs est possible chez I'homme, en
comparant les patients d’'une méme fratrie et chez I'animal, par comparaison de différentes
lignées de souris porteuses de la méme mutation. Pour les canaux ioniques, il est intéressant
d’étudier le « canalome » et ses mutations via les techniques de séquengage haut-débit
(Meisler, 2010). Ces études pourraient permettre de mettre en évidence les génes

modificateurs impliqués dans la modulation de la susceptibilité aux crises.

La variabilité au sein des épilepsies liées a KCNQ2 est soupconnée depuis que les mutations
du gene ont été impliquées dans les BFNS. Avant I’article décrivant pour la premiéere fois des
mutations du gene KCNQ2 dans les EEP (Weckhuysen, 2012), il existait quelques cas de
patients présentant une déficience intellectuelle (Borgatti, 2004 ; Steinlein, 2007 ; Dedek,
2003). Le phénotype clinique des mutations du géne KCNQ2 apparait comme un continuum
clinique. Il est difficile de comprendre pourquoi la variabilité intrafamiliale est aussi
importante mais cela souligne I'importance de I'étude des mutations de KCNQZ2 pour essayer

de comprendre, entre autre, les bases moléculaires de cette hétérogénéité clinique.

[1.2.  VARIABILITE DES CONSEQUENCES FONCTIONNELLES DES MUTATIONS

DU GENE KCNQ2

Le courant |y est-il vraiment le parameétre a étudier ?

Le phénotype des patients atteints d’EEP porteurs de mutations dans le géne KCNQ2 est
caractérisé par un arrét des crises apres quelques mois, mais le développement moteur et
cognitif reste séverement impacté et la déficience intellectuelle est profonde. Ainsi, I'arrét
tardif des crises ne marque pas une amélioration des symptomes cliniques. Il est donc
possible que les mutations du gene KCNQ2 aient un impact important, soit directement sur
le développement cérébral anténatal, soit indirectement via I'émergence de crises impactant

négativement le développement cérébral chez le nouveau-né. Nous avons supposé au
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départ que le degré d’altération du courant Iy, permettrait d'établir une corrélation
génotype-phénotype. En effet, le réle du courant |y est important dans le contrble des
potentiels d'action et de la phase d’hyperpolarisation. Une altération des propriétés
intrinséques du canal KCNQ/M conduisant a la diminution de la densité du courant ou
présentant un seuil d’activation a des potentiels plus dépolarisés, pourrait conduire a une
hyperexcitabilité des neurones et donc une épilepsie. Par conséquent, le degré d’altération
du courant est susceptible d'expliquer la différence entre les phénotypes BFNS et EEP. Cette
hypothése est appuyée par de nombreux articles montrant des défauts plus important dans

I'activation du courant (Miceli, 2013) ou de la densité de courant (Orhan, 2014).

Contrairement a ces résultats, nous avons montré que |'épilepsie sévére ne résulte pas
toujours d’un défaut de densité du courant plus important. Les mutations p.A294V et
p.A294G provoquent une diminution similaire de densité de courant alors qu’elles ont été
caractérisées chez des patients atteint d’EEP et de BFNS, respectivement. Le fait que la
différence de réduction du courant entre les BFNS et les EEP soit similaire, sous-tend
I’hypothese que I'altération du courant Iy n’est pas le seul parametre affecté pouvant
expliquer le phénotype plus sévere des EEP. Nous avons recherché un autre mécanisme et
dans ce cas précis, la délocalisation excessive du canal au compartiment somatodendritique
pourrait étre a I'origine du phénotype sévere. Ce mécanisme est nouveau et conduit a une
délocalisation des sous-unités sauvages. Les conséquences fonctionnelles des mutations de

KCNQ2 sont donc tres diverses et ne peuvent pas se résumer a une altération du courant.

Lors de I'étude de la mutation p.V175L, nous avons montré a nouveau qu'une diminution de
I'activité du canal n’est pas le seul mécanisme qui peut étre responsable d’EEP. Cette
mutation entraine un gain de fonction et trois autres mutations sont décrites et présentent
le méme effet gain de fonction sur le courant potassique |y (Tableau 15 ; Miceli, 2015). En
comparant le phénotype clinique des patients porteurs de ces mutations (Tableau 15), j’ai pu
noter que le pronostic vital était tres défavorable et deux patients sur les quatre sont
décédés précocement (notre patient a 17 mois et le patient 2 a 2 ans et 5 mois). De plus, les
effets de la mutation sur le courant M sont plus importants pour ces deux patients, tandis
gue le patient 4 (Tableau 16) dont I'épilepsie est survenue plus tardivement, est celui ou les

conséquences fonctionnelles sont les moins importantes. Il pourrait exister une corrélation
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entre le décalage hyperpolarisant du voltage provoqué par la mutation et le phénotype

clinique sévere chez ces patients.

De maniére intuitive, on pourrait penser qu’un gain de fonction serait plutot protecteur vis-
a-vis d’une hyperexcitabilité et non responsable d’une épilepsie. Je n’ai pas pu déterminer
comment ces mutations entrainent un décalage dans |’activation du canal vers des valeurs
plus négatives. Une hypothése serait qu’il y aurait un défaut d’interaction électrostatique
entre les segments S4 et S2-S3 a I'état de repos du canal. En effet, au niveau du segment S4,
il existe des résidus arginines qui peuvent interagir avec les résidus chargés négativement en
créant une liaison électrostatique au niveau des segments S2 (E130 et E140) et S3 (D172) ce
qui stabiliserait le canal dans a I'état de repos (Miceli, 2015). Le résidu leucine (de la
mutation p.V175L) est plus encombrant que le résidu valine, car il posséde un atome de
carbone supplémentaire. |l est proche du résidu acide aspartique 172, ce qui pourrait
conduire a une déstabilisation de I'interaction électrostatique entre S3 et S4 au potentiel de
repos du canal et conduire a une ouverture précoce. Cette hypothéese a été soulevée par
Miceli et al. (2015). Pour le démontrer, je pense qu’il serait nécessaire de réaliser des
expériences de mutagenese sur les deux segments afin d’observer si d’autres mutations

peuvent modifier I'interaction avec S4.
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Tableau 15 Profil clinique des patients présentant une mutation de KCNQ?2 de type gain de fonction ND : non décrit

Patient 1
(Milh, 2013)
Notre patient

Patient 2
(Weckhuysen, 2013)

Patient 3
(Carvill, 2013)

Patient 4
(EpidK
Consortium)

Mutation ¢.523G>T, p.V175L €.601C>T, p.Arg201Cys p.Arg201His p.Argl44GIn
Domaine de la protéine Segment S3 Segment S4 Segment S4 Segment S2
Sexe du patient F F F M

Examen clinique Détresse foetale, Normal ND Normal
a la naissance apnée, mouvements
anormaux
Age 15 jours 2 jours ND 6 mois
a la premiére crise
Type de Crise myocloniques Apnée, Spasmes Spasmes
crises initiales (pas de myoclonies myoclonies erratiques infantiles infantiles
erratiques) suivies de contractions
toniques
Suivi des crises Crises audiogéniques Spasmes infantiles ND ND
réflexes,
spasmes épileptiques
puis crises
myocloniques
EEG initial Discontinu Suppression-burst ND ND
Dernier EEG Hypsarythmies apres | Activités épileptiques ND ND
7 mois multifocales
Développement Pas de contact visuel, Hypotonie axiale, Pas de contact ND
pas de soutien de la mouvements visuel, retard
téte spontanés, global
Déces a 17 mois pas de contact visuel,
Incapacité a s’asseoir
Décésa2ansetb
mois
Résumé des études électrophysiologiques
i . Canal n’ayant plus de Décalage de Décalage de
Décalage de potentiel i ) .
Kv7.2* dépendance du potentiel de potentiel de
de -37 mV
c voltage -30 mV -20 mV
2 5 . Canal n’ayant plus de Décalage de Décalage de
s Décalage de potentiel i ) )
E Kv7.2* -Kv7.2 P — dépendance du potentiel de potentiel de
e-15m
© voltage -15 mV -11 mV
g ) . Canal n’ayant plus de Décalage de Décalage de
- Décalage de potentiel . ) .
2 Kv7.2* -Kv7.3 dépendance au potentiel de potentiel de
] de -26 mV
voltage -12 mV -9 mV
5 . Canal n’ayant plus de Décalage de
Kv7.2* -Kv7.2 - Décalage de potentiel ) ) Pas de
dépendance du potentiel de 5
Kv7.3 de -11 mV décalage
voltage -7 mV
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Perturbations dans la localisation du canal : un nouveau mécanisme responsable d’EEP ?

L’étude de la localisation des canaux Kv7.2-Kv7.3 porteurs des deux mutations, p.A294V et
p.A294G, a permis de démontrer une différence dans I'adressage des canaux au segment
initial de I'axone (AIS). La mutation p.A294V provoque une augmentation de la quantité de
sous-unités mutantes et de sous-unités sauvages au compartiment somatodendritique et
une diminution de quantité de sous-unités a I’AlS et dans |'axone. La transfection de sous-
unités sauvages avec les sous-unités mutées ne restaure pas la quantité attendue au
segment initial de I'axone. Ces expériences montrent donc que, contrairement aux résultats
d’électrophysiologie, la mutation p.A294V a un effet dominant important sur les sous-unités

Kv7.2 sauvages quant a la localisation subcellulaire des canaux (Tableau 9).

La cause de la délocalisation n’est pas encore connue, il serait possible d’expliquer ce défaut
de localisation comme la conséquence d’une altération de la liaison a des protéines
partenaires ou comme une diminution d’hétéromérisation. La sortie du réticulum
endoplasmique et I'adressage au segment initial sont contrélés par la calmoduline (Liu,
2014). Des mutations BFNS ont montré une perte d’interaction entre la sous-unité Kv7.2 et
la calmoduline (Etxeberria, 2008). La CaM se lie au domaine C-terminal de la sous-unité
Kv7.2 (Figure 10), or le domaine qui est impliqué dans le cas de la mutation p.A294V est le
segment S6. Il est connu par ailleurs qu’une déstabilisation du domaine C-terminal peut
conduire a un défaut de localisation au segment initial de I'axone (Liu et Devaux, 2014). Je
suppose que la mutation localisée dans le segment S6 conduit a un défaut de conformation
de la protéine ce qui a pour conséquence une diminution de liaison a la calmoduline. La
polarité des résidus valine et glycine ne permet pas d’expliquer une différence d’interaction
avec la CaM. En effet, les acides aminés alanine, valine et glycine sont tous les trois neutres
au pH utilisé lors de nos expériences (proche du pH physiologique pH7,3). Cependant, le
résidu valine occupe plus d’espace que les résidus alanine et glycine ce qui entraineraient un
encombrement significativement plus important. Cet encombrement pourrait avoir un

impact conformationel sur la structure de I’"hélice S6.

L’altération de l'interaction avec I'ankyrine G pourrait contribuer a une déstabilisation de la

rétention a I’AlS (Figure 30 ; Chung, 2006). Une diminution de la quantité de Kv7.2 au niveau
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de I'axone distal a été décrite pour des mutations responsables de BFNS, situées sur la
boucle P (p.Y284C) et sur le segment S6 (p.A306T) mais aucune n’a montré de diminution de
guantité de protéines a I'AlS (Chung, 2006). Le mécanisme pathologique consécutif a la
présence de la mutation p.A294V est donc différent et pourrait concerner, comme pour la

CaM, un défaut de conformation.

Pour étudier la liaison entre la sous-unité Kv7.2 et la CaM ou I'ankyrine G, des expériences
de co-immunoprécipitation sont indispensables. De plus, pour compléter cette étude, il
serait nécessaire d’observer I'impact d’autres mutations de KCNQ2 sur la localisation des
canaux afin d’observer si ce mécanisme peut étre reproduit a d’autres mutations

responsables d’EEP.

Soma Segment initial de ’axone Axone
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Figure 30 : Représentation schématique du segment initial de 1’axone avec les différentes molécules
d’ancrage des canaux. Le canal Kv7.2-Kv7.3 est ancré a I’ankyrine G et a la BIV spectrine (D’apres
Rasband, 2010)
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La deuxieme hypothese concerne I’hétéromérisation des canaux par diminution de la liaison
avec la sous-unité Kv7.3. En effet, il est connu que I'homomérisation des canaux Kv7.2
provoque une localisation des canaux au niveau présynaptique et au compartiment
somatodendritique tandis que la liaison a la sous-unité Kv7.3 permet I'enrichissement a I’AlS.
Il est donc possible de supposer que cette mutation pourrait rendre défectueuse la liaison
des sous-unités Kv7.2 et Kv7.3 entre elles. Il y a cependant deux arguments en défaveur de
ce défaut de liaison. Tout d’abord, les sites de liaison pour I"hétéromérisation sont situés
dans les domaines C et D localisés dans le domaine C-terminal de la sous-unité protéique. De
plus, nos données d’électrophysiologie sur les hétéromeres Kv7.2-Kv7.3 ne sont pas en

A294V

accord avec un défaut d’hétéromérisation. En effet, si les sous-unités Kv7.2 mutantes

A28V k7.3 serait a

étaient incapables de se lier aux sous-unités Kv7.3, la configuration Kv7.2
I'origine d’un courant similaire au courant formé par les canaux Kv7.2**** homomériques ou
par les canaux Kv7.3 homomériques, le courant serait complétement aboli. Or, il persiste un
faible courant correspondant a 30% du courant généré par Kv7.2-Kv7.3 (Tableau 8). Ces
données sont donc en faveur d’une hétéromérisation possible et conservée pour les sous-
unités Kv7.2*°*. Des expériences complémentaires d’immunoprecipitation seront

nécessaires pour confirmer le fait que ces deux mutations n’altérent pas la capacité

d’hétéromérisation des sous-unités Kv7.2-Kv7.3.

La diminution d’excitabilité est-elle a I'origine d’EEP ?

Nos deux articles sur les mutations p.V175L et p.A294V, nous ont permis de mettre en
évidence un nouveau mécanisme potentiel qui pourrait expliquer la pathologie. Au niveau
du neurone, les influx nerveux appelés potentiels post-synaptiques excitateurs (PPSE) et
potentiels post-synaptiques inhibiteurs (PPSI) sont acheminés via les dendrites jusqu’au
soma (Figure 6). Puis une intégration synaptique, permettant la sommation de tous ces PPSE
et PPSI ameéne le potentiel membranaire au seuil de décharge, et permet la génération du
potentiel d’action. Les canaux Kv7.2 localisés a I'AlIS mais également au compartiment
somato-dendritique régulent physiologiquement cette intégration synaptique (Figure 31;
Shah, 2011). Le mécanisme d’action que nous avons mis en évidence pourrait intervenir

dans ce processus. En effet, une augmentation de localisation du canal Kv7.2 au niveau des
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dendrites, comme pour la mutation p.A294V, entraine une augmentation de courant qui
peut provoquer une réduction des PPSE en diminuant la résistance membranaire. Cette
diminution pourrait affecter les processus d’intégration synaptique et réduire la capacité des

PPSE a générer des potentiels d’action.

A EPSPs somatiques simulés en absence ou présence de tous les canaux Kv7

Canaux Kv7
absents A RN

Control

B EPSPs dendritiques simulés en absence ou présence de tous les canaux Kv7

\ \0.5 mV
o
yi', 100 ms "\/

a4 -70 mV -60 mV‘

C Absence de canaux Kv7 axoniques ou dendritiques dans un modéle de cellules pyramidales CA1

Canaux Kv7 somatiques absents Canaux Kv7 axoniques absents
Canaux Kv7 axoniques intacts Canaux Kv7 somatiques intacts

Figure 31 Expériences de simulation par ordinateur de I’impact des canaux Kv7 sur I’intégration synaptique

(D’apres Shah, 2011)

De facon tres similaire, le gain de fonction du canal provoqué par la mutation p.V175L peut
rendre la cellule moins excitable en hyperpolarisant le potentiel de membrane au niveau de
I’AlS mais également au niveau somatodendritique, ce qui aurait un effet sur la génération
des PA. En effet, méme s’ils sont peu nombreux, ces canaux KCNQ/M au compartiment
somatodendritique pourraient étre actifs au potentiel de repos du neurone, ce qui
entrainerait le méme effet que dans le cas de la délocalisation du canal. Ces deux

mécanismes, défaut de localisation et gain de fonction, bien que différents peuvent conduire
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probablement tous deux a une diminution de I'excitabilité et donc des influx nerveux. Ces
hypothéses n’ont pour l'instant pas été étudiées et |'utilisation de modeles plus complexes
sera nécessaire pour permettre de les valider. Ces mécanismes peuvent expliquer la
déficience intellectuelle chez les patients par diminution des influx nerveux et donc
altération des réseaux neuronaux. Cependant, ils ne peuvent expliquer I'épilepsie chez les
patients sauf a considérer I'expression des sous-unités Kv7.2 au sein des interneurones
(Saganich, 2001; Lawrence, 2006; Grigorov, 2014). Dans ces neurones, une baisse
d’excitabilité pourrait entrainer une dérégulation de la balance excitation-inhibition et
provoquer I'épilepsie chez ce patient ce qui est appuyé par une expérience de modélisation

de I'impact de ces mutations (Miceli, 2015).

Pour la formation des réseaux neuronaux chez le nouveau-né, il existe des rythmes précoces
qui participent au développement cortical au cours de la premiere semaine de vie chez les
rongeurs lorsque I'activité sensori-motrice est encore restreinte (Khazipov, 2004 ; Khazipov
et Luhmann, 2006). Parmi ces rythmes, il existe des oscillations de fréquence lente appelées
« spindle-burst » qui sont générées spontanément et également par des contractions
musculaires ou des mouvements sporadiques. Dans le cortex cérébral, la génération de ces
activités est soutenue par des influx de neurones glutamatergiques et encadrés par des
influx de neurones GABAergiques (Minlebaev, 2007). Chez 'homme, ces rythmes appelés
« delta brush » sont présents a partir de la vingt-huitieme semaine de gestation chez les
prématurés (Milh, 2007). Ces rythmes apparaissent lors de stimulations sensorielles et de
mouvements sporadiques, puis vont ensuite disparaitre chez I'adulte (Khazipov et Luhmann,
2006 ; Milh, 2007). Il est donc possible que les mutations de KCNQ2 affectent ces rythmes et
conduisent a une altération future des fonctions sensori-motrice.

Chez une souris transgénique qui présente une expression conditionnelle d’'une protéine
Kcng2 mutée et dominante-négative (Peters, 2005 ; Marguet, 2015), les activités « spindle-
burst » sont anormalement élevées et I'activité des réseaux neuronaux est altérée (Marguet,
2015). Cette augmentation de rythmes pourrait étre le reflet d’'une exacerbation de I'activité
de certains neurones d’une part, et une diminution de l'activité d’autres neurones d’autre
part, ce qui déstabiliserait la maturation cérébrale. De maniéere similaire, les mutations
p.A294V et p.V175L que nous avons étudiées pourraient influencer et déstabiliser ces

activités « delta brush » chez ’lhomme, ce qui aurait un impact sévére sur le développement

138



du cerveau et résulterait en déficits cognitifs et moteurs, comme cela a été observé chez les
patients atteints d’EEP. Dans ce cadre, I'épilepsie ne serait "que" la conséquence d’un
mécanisme pathologique plus général qui résulterait d’un défaut dans la construction des
circuits neuronaux. De plus, il est possible d’émettre I'hypothése que des mécanismes
compensateurs de la surexcitabilité tendent a se mettre en place chez le patient dont le
développement s’est constitué autour de cette dérégulation de [I'excitabilité. Cette
hypothése peut étre appuyée par le fait que I'épilepsie s’arréte rapidement chez les enfants

mais qu’ils restent cependant tres atteints.

[1.3.  LES MODELES UTILISES POUR LES ETUDES DE KCNQ2

La variabilité de I'impact des mutations de KCNQ2 est-elle due au choix du modele ?

De nombreux modeles in vitro sont utilisés pour les expériences de caractérisation des
mutations du gene KCNQ2. Ces modeles utilisent soit des lignées cellulaires (tels que les
cellules HEK, COS-7, CHO et les oocytes de xénope) ou des neurones primaires. Ces modeles
sont transfectés soit en utilisant des plasmides de surexpression (cellules CHO, HEK, COS-7,
neurones primaires) soit en utilisant des ARN (oocytes de xénope). Ils ont été utilisés car ils
sont simples et rapide a mettre en ceuvre pour une étude en série des mutations du gene
KCNQ2. De plus, en ce qui concerne les lignées cellulaires, elles n’expriment pas de canaux
dépendants au voltage. Cependant, ils entrainent des limitations qui different en fonction du
modele choisi: 1- les modeles transfectés par une forme exogene de KCNQ2, surexpriment la
protéine, 2- ce sont principalement des modeles non neuronaux ou des neurones primaires
isolés qui n’établissent pas un réseau intercellulaire représentatif de ce qui est observé dans
le cerveau, 3- ces modeles sont hétérologues, sauf pour les cellules HEK, 4- pour les modeles
hétérologues et notamment les oocytes de xénope, ils ne permettent que I'étude des
propriétés intrinseques du canal indépendamment de la présence de protéines partenaires

de Kv7.2.

Au début de cette étude, notre choix s’est orienté sur les cellules CHO, car nous souhaitions
écarter les influences des autres canaux qui peuvent parasiter le signal. L'étude des

propriétés intrinseques du canal est nécessaire, cependant, elle ne permet pas, a elle seule,
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de conclure sur la physiopathologie de la maladie. Ces cellules CHO sont transfectées par un
plasmide permettant la surexpression de la sous-unité Kv7.2 mutée et/ou sauvage. La dose
génique ne peut pas étre pleinement contrbélée et n’est pas représentative de ce que I'on

observe chez le patient a cause du taux de transfection qui peut étre variable.

Certaines cellules expriment des partenaires protéiques de Kv7.2-Kv7.3 (comme les cellules
HEK) et vont permettre une meilleure expression a la membrane plasmique que les oocytes
de xénope qui expriment peu de protéines. Ces différences peuvent avoir pour conséquence
une variabilité dans I'analyse des propriétés intrinseques du canal. La mutation p.R216Q qui
a été étudiée a la fois par Miceli et al. (Miceli, 2013) et Orhan et al. (Orhan, 2014) n’a pas
conduit aux mémes résultats pour les deux études. La densité de courant des canaux
homomériques était affectée pour Miceli et al. tandis qu’elle ne I'était pas pour Orhan et al.
Cette différence était due au choix des cellules de départ, les oocytes de xénope et les
cellules CHO respectivement. Les cellules de mammiféres (cellules CHO) pourraient diluer
I'effet de certaines mutations, en exprimant des protéines partenaires permettant un
meilleur adressage a la membrane plasmique. Ces informations posent la question de la
réalité physiologique de I'étude de ces canaux, car méme les propriétés intrinseques du

courant peuvent étre influencées par le modele.

Nous avons transfecté des neurones primaires en culture, afin d’étudier la localisation du
canal Kv7.2 et l'influence de mutations de ce canal dans I'excitabilité neuronale. La
localisation neuronale a été étudiée a l'aide d’une étiquette marquant les sous-unités
transfectées nous permettant de les distinguer des sous-unités Kv7.2 endogenes. Nous ne
pouvons donc pas écarter la possibilité qu’il y ait une dilution ou une exacerbation de la
délocalisation a cause de l'utilisation de cette étiquette et/ou de la présence de protéines
endogenes Kv7.2-Kv7.3 a I'AIS. De plus, les neurones primaires ont |I'avantage d’étre un
modele excitable et nous avons également souhaité étudier les effets des canaux Kv7.2-
Kv7.3 mutés par des études électrophysiologiques. Apres de nombreux essais en culture, il
nous a été difficile, et méme impossible, de provoquer une décharge des neurones, le profil
de décharge ressemblant a celui de neurones immatures car les sauts de potentiel

dépolarisant ne générait qu’un ou deux potentiels d’action. Ce modele de neurones aurait
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pu nous permettre d’étudier la fonction de Kv7.2 dans les cellules excitables et il aurait

également été possible d’étudier les réseaux neuronaux.

Ces lignées cellulaires permettent jusqu’a aujourd’hui une premiere approche sur I'étude
des défauts du canal. Cependant, les données générées doivent étre considérées avec

beaucoup de précaution et des études plus intégrées sont nécessaires.

Quels nouveaux modeéles sont nécessaires pour étudier les mutations de KCNQ2 et

proposer de nouvelles approches thérapeutiques ?

Au sein du laboratoire, nous avons souhaité créer des modeles qui nous permettraient de
nous affranchir des biais de la transfection que sont la surexpression protéique et la
variabilité du taux de transfection. En effet, il devient aujourd’hui nécessaire d’observer les
effets des mutations de KCNQ2 dans des cellules neuronales. Le tissu d’intérét n’étant pas
accessible chez I’humain, les cellules iPS offrent I'opportunité de travailler a la fois sur un
modeéle cellulaire, non transfecté, humain et excitable. Cette méthode est une avancée
technologique qui rend possible I'observation directe des caractéristiques des neurones. Elle
a été utilisée dans le cadre d’une autre épilepsie, le syndrome de Dravet, et a permis de

mettre en évidence un nouveau mécanisme pathologique d’hyperexcitabilité (Liu, 2013).

J’ai commencé la différenciation de progéniteurs neuronaux a partir de cellules iPS issues de
la reprogrammation des fibroblastes de patients atteint d’EEP liées a des mutations du géne
KCNQ2. Le protocole de différenciation utilisé au sein du laboratoire permet I'obtention de
neurones dopaminergiques. La facilité d’acces a ce protocole nous a donc orienté au départ
dans la maturation des progéniteurs neuronaux en neurones dopaminergiques. Chez la
souris, les neurones dopaminergiques expriment les sous-unités Kv7.2 et le courant M a un
role dans le relargage des vésicules contenant la dopamine (Martire, 2007). Il sera
intéressant d’étudier ce relargage dans les neurones dopaminergiques différenciés a partir
de cellules iPS. A terme, nous souhaitons également différencier les cellules iPS en neurones
glutamatergiques et en interneurones. En parallele de la maturation en neurones
dopaminergiques, nous allons débuter prochainement un protocole pour différencier nos
cellules en neurones glutamatergiques. Sur ces cellules, il sera intéressant de tester en

électrophysiologie si les propriétés de décharge sont affectées par les mutations du géne
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KCNQ2. De plus, nous souhaitons observer la localisation des canaux KCNQ/M dans les
cellules iPS pour ces deux mutations (p.L203P et p.T287N). Si elle est présente,
I’hyperexcitabilité pourrait avoir un impact sur I’état général des neurones et notamment sur
I'expression des génes. |l est également intéressant d’étudier I'influence des mutations du
gene KCNQ2 sur le programme transcriptionnel des neurones glutamatergiques en

comparaison a celui de neurones controles.

La caractérisation des progéniteurs neuronaux que nous avons obtenu a confirmé
I'engagement des cellules iPS vers la lignée neuronale et il semble que la sous-unité Kv7.2
soit exprimée dans les progéniteurs neuronaux. Ainsi, il serait possible dés a présent de
réaliser des études électrophysiologiques sur ces progéniteurs neuronaux pour observer le
fonctionnement du courant M muté dans les neurones immatures. Ces iPS en cours de
différenciation neuronale permettent également d’étudier I'impact des mutations du gene
KCNQ2 sur la maturation des neurones. Ces résultats permettront d’identifier des
dérégulations différentes de I'altération du courant Iy et de mieux connaitre Ia
physiopathologie pour tester de nouvelles molécules thérapeutiques. Les neurones
différenciés issus de cellules iPS permettront de mieux comprendre les mécanismes
régissant les épilepsies liées a KCNQ2 dans un modele excitable et exprimant la machinerie

protéique nécessaire au fonctionnement du canal.

Ces modeles de cellules iPS différenciées posent néanmoins de nombreuses limites
notamment en terme de différenciation ciblée. Les protocoles disponibles actuellement pour
la différenciation ne permettent pas d’obtenir des cellules d’un type neuronal homogene.
J’ai donc choisi pour la caractérisation des progéniteurs neuronaux, de nombreux marqueurs
spécifiques de plusieurs tissus. Cette caractérisation nous a permis de confirmer que méme
apres plusieurs passages, il persiste des progéniteurs musculaires et quelques cellules gliales.
Ces données seront donc a prendre en considération lors de I'étude des canaux KCNQ/M,
nous pourrons également utiliser ces cellules qui sont un autre type cellulaire pour I'étude
des mécanismes pathologiques provoqués par les mutations du gene KCNQZ2. Nous
souhaitons a terme réaliser la caractérisation des neurones différenciés a partir de cellules
iPS issus de patients, afin de déterminer précisément le pourcentage de chaque population
cellulaire et principalement neuronale (dans le cas ou plusieurs populations apparaitraient

apres maturation). Une autre limite de ce modele est la difficulté a obtenir des neurones
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complétement matures ce qui limite les expériences d’observation de |'excitabilité. Il existe
guelques protocoles de neurones différenciés issus d’iPS qui sont toutefois capables de créer
des trains de PA (Bardy, 2015). De plus, comme expliqué précédemment, il serait également
intéressant d’étudier I'effet délétere de ces mutations du géne KCNQ2 sur des neurones
moins matures afin de déterminer s’il existe des défauts anténatals dans les progéniteurs
neuronaux. La troisieme difficulté de ce modele est I'absence de réseaux neuronaux dans les
cultures in vitro. Pour compléter cette étude, nous avons généré une souris Knock-in (KI)
portant la mutation p.T274M de Kcnq2 qui est décrite chez I'homme et provoque un

phénotype sévere (Weckhuysen, 2012 ; Milh, 2013).

A I’heure actuelle, il n’existe aucune souris présentant une mutation diagnostiquée chez un
patient atteint d’EEP. Cing modeles de souris avec une mutation dans le gene Kcng2 ont été
décrits dans la littérature :

- Le premier modele qui a été créé est une souris présentant une délétion du gene Kcng2
(Knock-out pour le géne Kcng2), les souris homozygotes ne sont pas viables dans cette étude
et meurent d’atélectasie pulmonaire (affaissement des alvéoles) dés la naissance. Les souris
hétérozygotes quant a elles, n‘ont pas un phénotype sévere, elles présentent un EEG
similaire aux souris sauvages et aucune crise d’épilepsie spontanée (Watanabe, 2000). Ce
modele reproduirait les épilepsies de type BFNS, avec une délétion d’'une copie du gene
KCNQ2.

- Le deuxieme modele murin a été généré par mutagenese avec N-ethyl-N-nitrosourea
(ENU), il est porteur d’une mutation p.V182M localisée dans le segment S3 qui n’a pas été
décrite chez 'homme (Kearney, 2006). Cette souris présente le méme phénotype que pour
la délétion de Kcng2, chez les individus homozygotes et hétérozygotes (Watanabe, 2000).

- Deux souris transgéniques ont été générées avec la méme mutation p.G279S (Peters,
2005; Bi, 2011), cette mutation aurait un effet dominant-négatif sur le courant en
supprimant le courant ly. Elle n‘a pas encore été décrite chez I’homme a ce jour, il est a
noter que I'un des patients de notre cohorte présente la mutation p.G279C (Milh, 2015).
L'un de ces deux modeles a été modifié en utilisant un transgene sous le controle du
promoteur de I'alphaCAMKIlI qui permet I'expression de la forme mutée dans le

prosencéphale (Bi, 2011). Cette souris a été créée afin de permettre I'étude de la douleur
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neuropathique viscérale, néanmoins, il semblerait qu’elle présente une hyperexcitabilité
neuronale.

- L'autre modéle murin porteur de la méme mutation présente un transgéne de Kcng2%2’%
sous le controle du promoteur du virus prion avec un systéme inductible Tet-off (Peters,
2005). L'étude de cette souris transgénique conditionnelle a permis de montrer que
I’expression de ce transgene pouvait entrainer un phénomene d’hyperexcitabilité neuronale
accompagné de crises spontanées et d’une mémoire spatiale affectée (Peters, 2005 ;
Maguet, 2015). Ce modele est intéressant car il a permis de mettre en évidence une période
critique pour I'expression de la forme mutée de Kcng2. En effet, une expression du

6279 Uniquement restreinte a la premiére semaine de vie chez la souris peut

transgene Kcng2
entrainer les mémes impacts qu’une expression continue (Peters, 2005). Cette premiere
semaine de vie correspond a une période de maturation anténatale chez ’homme, ce qui a
permis d’émettre I’'hypothése que le phénotype clinique des patients serait di a des défauts
précoces au cours du développement. Cependant, ce modeéle est équivalent a la
caractérisation de la surexpression de KCNQ2 muté, ce qui ne permet pas de conclure a une
« réalité » physiologique. Néanmoins, une étude récente sur ce modele, a soulevé la
possibilité que I'utilisation de thérapies en prophylaxie pourrait restaurer les parametres
physiologiques affectés dans les encéphalopathies épileptiques liées a des mutations dans le
gene KCNQ2. La méme équipe a ainsi utilisé un traitement utilisant le bumétanide chez ces
souris agées d’une semaine. Dans ce modele, ce médicament a permis de diminuer les
anomalies structurales, physiologiques et cognitives en réduisant I'activité dépolarisante du
neurotransmetteur GABA (uniquement au cours de cette phase de développement)
(Marguet, 2015). Des études restent a réaliser en utilisant un modéle, avec des mutations
décrites chez I'homme dans le gene KCNQ2, ce qui serait plus proche de la situation
génétique des patients. De plus, chez I’'homme, I'utilisation du bumétanide ne pourrait se
faire en prophylaxie que chez la femme enceinte. Un tel traitement serait difficile a mettre
en ceuvre chez les patients, puisque les mutations sont principalement de novo.

- Un dernier modele de souris a été généré par une délétion conditionnelle de Kcng2 dans
les neurones pyramidaux du cortex (Soh, 2014). Ce modele a permis de mettre en évidence
gue le role de la protéine Kcng2 dans le contréle de I'excitabilité des neurones pyramidaux

et que son absence dans ce type de neurones conduit a wune activité
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électroencéphalographique anormale et a une mortalité précoce apres trois semaines de vie
chez la souris (Soh, 2014).

Concernant la souris que nous avons générée, nous avons choisi la mutation p.T274M car
elle est décrite comme ayant un effet dominant-négatif sur le courant. Dans un premier
temps, il sera intéressant d’étudier la présence de crises chez cette souris, celles-ci ne sont
pas forcément néonatales puisque la souris est immature au niveau cérébral jusqu’au
guatorziéme jour de vie. En paralléle, nous réaliserons sur les souris plus agées, des tests
comportementaux, permettant d’étudier la mémoire, la locomotion et I'anxiété. Les souris
seront ensuite sacrifiées et I'excitabilité neuronale sur les cerveaux de ces souris sera
étudiée en utilisant les techniques d’électrophysiologie. Il sera également intéressant de
mesurer les rythmes précoces appelé « spindle-bursts » évoqués dans le chapitre précédent.
La caractérisation du phénotype de cette souris sera nécessaire pour comprendre les

mécanismes pathologiques provoqués par cette mutation du gene KCNQ2.

[I.4. RECHERCHE DE NOUVELLES THERAPIES POUR LES PATIENTS PORTEURS

DE MUTATIONS DE KCNQ2

Actuellement, il existe peu de médicaments permettant de traiter les épilepsies des patients
atteints d’EEP et porteurs de mutations dans le gene KCNQ2. Les traitements comprennent
I'utilisation de médicaments anti-épileptiques (AED, anti-epileptic drug) a spectre large, qui
sont majoritairement des bloqueurs du canal sodique. Ces AED sont efficaces pour arréter
les crises chez 50 % des patients (Kato, 2013 ; Pisano, 2015), les patients traités ont ensuite
une évolution plus favorable avec une déficience intellectuelle modérée. L'arrét des crises
de fagon rapide permettrait d’influencer positivement le phénotype clinique (Pisano, 2015).
Le rble des bloqueurs du canal sodique dans les épilepsies liées a KCNQ2 est peu connu, la
localisation au segment initial de I'axone des canaux Nav et des canaux KCNQ/M pourrait
faciliter leur effet. L'utilisation combinée de ces AED et d’un médicament ciblant le canal
KCNQ/M (Figure 32) pourrait améliorer |'évolution clinique des patients. A ce jour, la seule
molécule utilisée en clinique est la rétigabine mais elle n’est plus autorisée chez le

nourrisson car elle provoque une pigmentation bleue définitive de la peau, des levres et de
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la rétine (Splinter, 2013). D’autres molécules sont également connues, mais ne sont
actuellement pas utilisées chez ’'homme comme AED, notamment le zinc pyrithione et le
diclofénac (Peretz, 2005 ; Xiong, 2007 ; Peretz, 2010).

La recherche de nouvelles molécules thérapeutiques est absolument nécessaire pour
répondre aux besoins des patients atteints d’EEP et porteurs de mutations dans le gene
KCNQ2. Nous avons choisi un modele permettant de sélectionner des molécules sur la base
de leur efficacité sur le courant M. Pour les mutations provoquant des altérations du courant
M, il est aisé d’agir sur le canal potassique, soit en augmentant la probabilité d’ouverture au
voltage, soit en augmentant la densité de courant. Pour tester des molécules par une
technique a haut-débit, nous avons choisi le kit fluxOR (Life Technologies) qui permet de
mesurer de fagon standardisée le courant M en utilisant des lignées de cellules CHO
exprimant de fagon stable la protéine Kv7.2 sauvage ou mutée. Ces lignées stables ont
également I'avantage de pouvoir étre utilisées dans plusieurs expériences en
s’affranchissant de la variabilité du taux de transfection présent lors d’une expression
transitoire, ce qui permet de comparer les résultats. Cette technique a déja été utilisée pour
la sélection de molécules ciblant le canal Kv7.2 et a permis d’identifier deux molécules
thérapeutiques (Yue, 2016). Nous avons souhaité rechercher de nouvelles molécules ciblant
les canaux Kv7.2-Kv7.3 sauvages mais également mutés. Notre choix s’est porté sur deux
mutations qui sont les mutations p.T274M et p.T287N qui abolissent complétement le
courant (nos résultats Tableau 7 ; Orhan, 2014), afin d’identifier s’il existe des molécules
pouvant contrecarrer les effets des mutations dominantes-négatives. Nous testerons des
molécules issues d’une bibliotheque de composés chimiques mais également des

médicaments déja utilisés chez I’homme.

Les modeéles présentés dans le chapitre précédent permettront également de mieux
connaitre la pharmacologie des canaux KCNQ/M. Les molécules qui seront découvertes par
les techniques précédentes seront ensuite validées sur les deux modeles que nous sommes
en train d’établir, les neurones différenciés issus de cellules iPS et la souris porteuse d’une
mutation dans le gene Kcng2 (Figure 32). D’une part, il sera intéressant de tester in vitro sur
les cellules iPS la capacité de ces molécules a normaliser les défauts découverts au cours de
la caractérisation initiale. D’autre part, nous testerons la capacité de ces molécules a arréter

les crises, s’il y en a, et a restaurer les capacités cognitives et motrices chez la souris.
Yy
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Test de banques de molécules a haut débit

FluxOR™ Potassium lon Channel Assay

Vérification des molécules sélectionnées

Technique de Patch-clamp (électrophysiologie)

Test sur cellules iPS Test sur souris Kl
- Electrophysiologie in vitro - Electrophysiologie in vivo
- Immunocytochimie - Electrophysiologie sur tranches
- RNA sequencing - Test comportementaux

Figure 32 Diagramme représentant la stratégie d’étude pour les molécules ciblant le canal
KCNQ/M

Cependant, ces composés ciblant la protéine Kv7.2-Kv7.3 permettront de cibler uniquement
les mutations entrainant un défaut de courant M. Pour les autres mutations, provoquant
d’autres altérations comme une délocalisation du canal, il sera nécessaire de tester des
molécules de facon spécifique et il n’est pas envisageable aujourd’hui d’utiliser pour cela des
techniques a haut-débit. Une approche intéressante pour ces mutations atypiques serait
I'utilisation de la technique d’interférence par ARN. En effet, les délétions d’une copie du
géne KCNQ2 sont responsables de BFNS. |l pourrait étre intéressant de cibler directement les
transcrits du géne KCNQ2 par des shRNA accompagné d’un transgéne exprimant une forme
sauvage de KCNQ2. Cette technique, qui est déja en cours d’étude pour d’autres pathologies

(Li, 2011), aura l'avantage de pouvoir cibler toutes les mutations du géne KCNQ2 et une
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expression de 50% de KCNQ2 sera suffisante pour éviter un phénotype sévére (comme pour

les BFNS).

Pour le moment, en l'absence de molécules thérapeutiques spécifiqgues a chaque
conséquence fonctionnelle des mutations du gene KCNQ2, il est nécessaire de rester vigilant
sur les médicaments proposés aux patients. En effet, si la rétigabine avait été utilisée chez le
patient porteur de la mutation p.V175L, les effets sur le courant auraient pu étre
dramatiques et inverses de ce qui était attendu. De plus, pour la mutation p.A294V, du fait
de la mauvaise localisation des canaux mutés, l'utilisation d’'une molécule permettant
d’augmenter le courant Iy pourrait étre délétere sur le patient par augmentation du courant
au niveau du compartiment somatodendritique. Pour ce type de mutations, il est donc
nécessaire de connaitre les mécanismes pathologiques afin de sélectionner préalablement la

molécule adaptée, ce qui est possible grace aux études fonctionnelles.

La variabilité de tous ces mécanismes et notre incapacité actuelle a proposer un médicament
spécifique pour les patients porteurs de mutations dans le gene KCNQ2 dévoile I'importance
de séquencer systématiquement les patients atteints d’EEP afin de mieux comprendre le
champ mutationnel de ces pathologies. L'exemple de la variabilité clinique et fonctionnelle

des mutations du gene KCNQ2 est représentatif de ce qui est présent au sein des EEP.

lll. Variabilité clinique dans les EEP

La classification de I'épilepsie selon la cause, proposée par I'ILAE, n’est pas toujours
représentative de la pathologie. En effet, il existe des limites diagnostiques aux différents
groupes proposée par I'ILAE et séparés selon I'origine génétique, structurale/métabolique
ou inconnue (Tableau 2). Le classement se complique par I'existence d’un gene pour

plusieurs types de pathologies accompagnées ou non de syndromes épileptiques.

Le gene STXBP1 est un exemple de gene impliqué dans plusieurs pathologies épileptiques et
non épileptiques a différents ages, il est a la fois décrit dans les EEP (Saitsu, 2008), dans la
déficience intellectuelle sans épilepsie (Hamdan, 2011) et dans le syndrome de Dravet

(Carvill, 2014). De plus, un cas d’hypo-myélinisation a été décrit et est associé a une
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mutation de ce gene (Saitsu, 2008). Ces différents phénotypes correspondent donc aux
anomalies d’'un méme gene et la classification structurale versus génétique n’est finalement
gue peu utile. Des pathologies d’origine génétique peuvent étre classées comme pathologies
métaboliques, ce qui apporte encore de la complexité au diagnostic. Par exemple, des
mutations dans le gene PNPO sont responsables d’'une diminution de la synthese de I'activité
de la pyridoxamine-phosphate oxydase (Mills, 2005). Cependant, ces épilepsies sont classées
dans les épilepsies d’origine métabolique, alors que la composante génétique est essentielle.
Ces deux exemples soulignent la difficulté de constituer une classification basée sur les

catégories de type génétiques ou structural/métabolique telle que celles congue par I'ILAE.

Il existe de nombreuses disparités au sein méme des syndromes électrocliniques et de leur
période d’apparition (Tableau 2). Des pathologies génétiques auparavant décrites dans des
épilepsies plus tardives chez I’enfant sont décrites chez le nouveau-né et le nourrisson. Des
mutations du gene GABRA1 sont impliquées dans les épilepsies myocloniques avec absence
de I'enfant (Maljevic, 2006) et les épilepsies myocloniques juvéniles (Cossette, 2002). Ces
pathologies sont caractérisées par une épilepsie avec crises tonico-cloniques généralisées
durant I'enfance et a la puberté (Cossette, 2002). Des mutations de GABRA1 ont été
récemment décrites chez des patients atteints du syndrome de Dravet avec des crises
initiales entre 8 et 11 mois (Carvill, 2014). Cette variabilité souligne combien il est difficile de

relier les mutations d'un gene a un syndrome électroclinique décrit par I'lILAE.
Y

Cette notion rend nécessaire l'investigation de tous les genes d’épilepsies pour un patient
donné, indépendamment de son syndrome électro-clinique. Ces limites sont reconnues par
I'ILAE et une commission de génétique, nommée « epilepsiome » s’est récemment formée
afin de réfléchir a une classification des syndromes selon le gene impliqué. En effet, il ne
faudrait plus regrouper les épilepsies en plusieurs pathologies selon la cause ou l'age
d’apparition, mais réaliser le génotypage des patients pour des listes de genes élargies a
toutes les épilepsies et a la déficience intellectuelle. Ce travail est désormais rendu possible
par 'avenement des techniques de séquencage ciblé de génes a haut-débit (par panel),
celles-ci sont utilisées dans notre laboratoire pour le diagnostic. |l sera nécessaire de réaliser
une future classification prenant en compte des groupes de patients avec un méme gene
muté plutdt que des groupes de patients avec un profil clinique particulier. Celle-ci

permettra alors, de former des groupes de tableaux cliniques en fonction d'un géne et
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d’étudier I'évolution des patients et la réponse aux médicaments reliée a |'anomalie
génétique identifiée. A terme, ceci permettra de définir précisément la variabilité qui existe
entre les phénotypes cliniques, de comprendre les mécanismes pathologiques régissant les
différents types d’épilepsies et de réaliser un diagnostic, un pronostic, et si possible,

d’obtenir un traitement personnalisé pour chaque patient.
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IV. Conclusion

Au cours de ce travail de these, j’ai contribué a I'identification et a la validation de mutations

de deux genes impliquées dans les encéphalopathies épileptiques précoces.

Tout d’abord, j’ai montré qu’une délétion du gene WDR45 était viable chez un gargon et
pouvait étre responsable d’encéphalopathie épileptique précoce. Nous avons également mis
en évidence que ce gargon souffrait d’une neurodégénérescence avec dépots de fer dans les
ganglions de la base, pathologie auparavant décrite uniqguement chez les filles. Cette étude a
donc permis de préciser le diagnostic et de souligner I'importance du séquengage de WDR45
chez les patients atteints d’EEP.

J'ai ensuite étudié les conséquences fonctionnelles des mutations de KCNQ2, gene dont de
nombreuses mutations sont décrites dans la littérature. J’ai montré qu’un nouveau
mécanisme pathologique conduit a une relocalisation des canaux mais également, que les
mutations peuvent étre responsable d’'un gain de fonction du canal. Ces données ont

soulevé de nombreuses questions qui seront étudiées a la suite de ce travail.

A terme, de nouveaux modeles d’études vont étre mis en place pour étudier la
physiopathologie des mutations du gene KCNQ2. Ces modeles comprennent des lignées
cellulaires exprimant le gene KCNQ2 sauvage ou muté de fagon stable afin de tester de
nouvelles molécules thérapeutiques dans un systeme de mesure du courant a haut-débit.
Cette technique permettra d’étudier la pharmacologie du canal potassique. Deux autres
modeles sont en cours d’élaboration, les cellules iPS issues de fibroblastes de patients qui
seront différenciées en neurones, et une souris présentant une mutation pathogene de
Kcng2. Ces modeles sont nécessaires a la compréhension de la pathologie, a la validation des
molécules thérapeutiques mises en évidence par les tests de banques de composés

chimiques sur les lignées stables.

L’étude de ces deux genes m’a permis de montrer I'importance de I'approche génétique
dans ces pathologies. Il existerait pour un méme gene un continuum de phénotypes allant
du plus atteint au moins sévere. Ceci implique que des genes candidats importants ne sont

parfois pas étudiés car les symptomes cliniques ne correspondent pas aux cas
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précédemment répertoriés. Il est donc nécessaire que des études approfondies soient
réalisées pour comprendre la maladie, pour obtenir un diagnostic fiable et également pour

proposer aux patients le traitement adéquat.
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Annexe 1 : Liste des amorces utilisées

Amorces utilisées pour la PCR quantitative

Nom de I'amorce

Séquence

Utilisation

ADORAZ2B-2F

5-GTCACTCTTTTCCAGCCAGC-3’

PCR quantitative du géne WDR45

ADORA2B-2R

5- AAGTCTCGGTTCCGGTAAGC-3’

PCR quantitative du géne WDR45

WDR45-qPCRg-F

5’-GCAGCATCTCAGAATGGACA-3’

PCR quantitative du géne WDR45

WDR45-qPCRg-F

5 -GCTTATCGTGGAGGGTTGAA -3’

PCR quantitative du géne WDR45

GAPDHcDNAQPCR- | 5’- CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC-3’ RT-qPCR de ’ADNc de WDR45
F
GAPDHcDNAQPCR- | 5’- ACGACCAAATCCGTTGACTC-3’ RT-qPCR de ’ADNc de WDR45
R

WDR45qPCR-4F

5-GCGGTGGTAGTAGTCCCAAGT-3’

RT-qPCR de ’ADNc de WDR45

WDR45gPCR-5R

5’-ACAGAAAGCACTGGCTTGGT-3’

RT-qPCR de ’ADNc de WDR45

Amorces utilisées pour I'amplification et le séquencage des plasmides pKCNQ2 et pKCNQ3

Nom de Séquence de 'amorce sens (5’->3’) Séquence de I'amorce anti- Température

I'amorce sens (5’->3’) d’hybridation des
amorces (°C)

pKCNQ2

CMV F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG TCCGAGCTCTTCTCATACTC 60

KCNQ2-1R

KCNQ2-2 AACGCCTTCTACCGCAAGC CGCAGATGTGGCAAAGACG 60

KCNQ2-3 TGCTCATCGCCTCCATTGC AAAGTGCTTCTGCCTGTGC 58

KCNQ2-4 GCAACCTTCACCCTCATCG CTTGAGGTTCCTCAGCAGC 60

KCNQ2-5 GTGCCCATGTACAGTTCGC CTTGATGCGGAAAGCCTGG 60

KCNQ2-6 GTCTCCAAGTAAAGGCAGCC ATTCGGGACAGCATGTCCAG 62

KCNQ2-7 AGCGGAAGTTCAAGGAGAGC TCTTGACAATGCAGCCGTGC 62

KCNQ2-8 TGGAGAAGCAGGTCTTGTCC ATGGAGATGGACGTGTCGC 60

KCNQ2-9 TGTCAAGATCGTGCGCTCC ATGTAGGGCCTGACTTTGGC 60

KCNQ2-10 TTCCTTCAGCGGCTTCAGC TAGAAGGCACAGTCGAGG 60

pKCNQ3

CMV F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG GCTTGATTCTGGCTGTCCTG 58

KCNQ3-1R

KCNQ3-2 CCAGTCAAGAGAAACAACGC CCTGGTACATCGGTTTCCT 58

KCNQ3-3 AACCAAGGCAATGTTCTGGC CCTGGAGGTATTATGCTACC 58

KCNQ3-4 GAGCAACACCGTCAGAAGC GCCTACGCTTTCTGGCAGAG 60

KCNQ3-5 AAGAACCAAAGCCTGTTGGC CCAGACCATCCACATCAGAA 58

KCNQ3-6 AGTCTCAGAAAGGGTCAGC GCTTCCACCAGGTGACCATT 58

KCNQ3-7 GCAGGTCACGGAGTATTACC GCATCTCCCAGGACAGAGAT 58

KCNQ3-8F ACAGTGACACACCTCTGTCC TAGAAGGCACAGTCGAGG 58

BGH-R
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Amorces utilisées pour la mutagenése

Mutation Séquence de I'amorce sens (5’->3’) Séquence de I'amorce anti-sens (5’->3’)

p.V175L GTGTGATTGACATCATGTTGCTCATCGCCTCCATT | AATGGAGGCGATGAGCAACATGATGTCAATCACAC
p.L203P CCGCAGAATCTGCGGGAAGCGCAGGCT AGCCTGCGCTTCCCGCAGATTCTGCGG

p.G239R CACTGCCTGGTACATCCGCTTCCTTTGTCTCAT ATGAGACAAAGGAAGCGGATGTACCAGGCAGTG
p.T287N CAAGTACCCCCAGAACTGGAACGGCAGGC GCCTGCCGTTCCAGTTCTGGGGGTACTTG

p.A294V GGCAGGCTCCTTGTGGCAACCTTCACC GGTGAAGGTTGCCACAAGGAGCCTGCC

p.A294G GGTGAAGGTTGCCCCAAGGAGCCTGCC GGCAGGCTCCTTGGGGCAACCTTCACC

p.F304S CATCGGTGTCTCCTCCTTCGCGCTGCCTG CAGGCAGCGCGAAGGAGGAGACACCGATG

p.C774Lfs*91X

GGACACCCCGGGGGCTGCAGGCC

GGCCTGCAGCCCCCGGGGTGTCC

Amorces utilisées pour les RT-PCR

Nom de I'amorce | Séquence de I’lamorce sens Séquence de I'amorce anti- Température
(5’->3’) sens d’hybridation des

(5’->3’) amorces (°C)

Beta lll tubuline CAGATGTTCGATGCCAAGAA TGCTGTTCTTGCTCTGGATG 58

Nestine GTCCCCAGAGGACCATGC CCTTTCTAGTGTCTCATGGC 60

NCAM TTGTTTTTCCTGGGAACTGC ATCCTCGCCTGTAACCACAC 60

PAX6 TCTAATCGAAGGGCCAAATG TGTGAGGGCTGTGTCTGTTC 59

SOX1 CAATGCGGGGAGGAGAAGTC CTCTGGACCAAACTCTGGCG 61

DCX TGTCTGACAACATCAACCTGC GCCTGTGCACTGTTGCTGC 60

CAV3 TCGTCAAGGATATCCACTGC CTGGATCTCGATCAGGTAGC 58

HDAC-5 GTGGCTGAGCGGAGAAGC TGACCGTGGCCTGCAGC 60

MUSK AGAAGGAACTTCGTCCTGC ACTCAGGATGGTGAGGAGC 58

Opsin-1 AGATTTGATGCCAAGCTGGC GCGCTGGAGAGTTCAGAGC 60

RAX-2 TGACCCAAGTATTCTCAGGC AGTGCTCACATGGCGAGC 60

KRT19 TGACTTCCTACAGCTATCGC TGAGGTTCTGCATGGTTAGC 58

HNF1B GTGTCCAAGCTCACGTCGC AGGTGCGACTGGTTCAGGC 62

Sox17 TTGAACAGTATCTGCACTTCG TGTGTAACACTGCTTCTGGC 58

KCNQ2-3 TGCTCATCGCCTCCATTGC AAAGTGCTTCTGCCTGTGC 58
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Annexe 2 : Protocole de PCR

50 ul de Volume final

8 ul de dNTP a 5 mmol/I

5 wl de Tampon Taq a 10X

1,5 ul MgCl2 a 50 mmol/I

1 ul d’amorce sens a 25 uM

1 ul d’amorce anti-sens a 25 uM

1 ul Tag polymérase a 5U/ul

X ul d’ADN plasmidique a 10 ng/ul
X ul d’H,0 purifiée

Cycles de PCR

(Dénaturation) 95°C 45 secondes
30 cycles { (Hybridation) ~ 58-62°C 45 secondes

(Elongation) 72°C 45 secondes

Elongation finale : 72°C 7 minutes
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Annexe 3 : Liste des anticorps utilisés

Anticorps primaires

Protéine cible de I’anticorps Espéece | Fournisseur Dilution
Kv7.2 Lapin (collaborateur) 1:2000
Kv7.3 Lapin (collaborateur) 1:2000
Actine Souris | Millipore (MAB1501R) 1:2500
Ankyrine G Lapin UC Davis/NINDS/NIMH NeuroMab Facility 1:100
Etiquette V5 Lapin Sigma Aldrich (V8137) 1:100
Beta lll tubuline Lapin Cell Signaling (D71G9) 1:200
nestine Poulet | Avés Labs, INC (F-1005) 1:500
Vimentine Souris | Sigma Aldrich (V6630) 1:500
GFAP Souris | BD Pharmingen (556329) 1:400
Cav-3 Souris | BD Transduction Laboratories (610421) 1:100

Anticorps secondaires

Anticorps Espéece | Fournisseur Dilution

Anti-souris Alexa Fluor® 547 Chevre | Life technologies 1:10000
Anti-lapin Alexa Fluor® 488 Chevre | Life technologies 1:10000
Anti-poulet Cyanine 5 Ane Jackson immunoresearch 1:10000
Anti-chevre HRP Ane Santa Cruz Biotechnology, SCBT, 1:10000
Anti-lapin HRP Ane Jackson immunoresearch 1:10000
Anti-souris HRP Ane Jackson immunoresearch 1:10 000

HRP : Horseradish peroxidase
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Annexe 4 : Solutions pour 'immunoblot

Lower Tris (pour le gel de séparation)

36.3g Tris Base (Sigma Aldrich)

8ml a 10% SDS (Sigma Aldrich)

Compléter avec un volume d’H,O pour 200ml

Upper Tris (pour le gel de concentration des protéines)

12. 1 g Tris base (Sigma Aldrich)

8ml a 10% SDS stock (Sigma Aldrich)

Compléter avec un volume d’H,O pour 200ml; Ajuster le pH a 6.8

Pour un gel d’Acrylamide permettant la séparation des protéines (de concentration 7.5%)

1.0 ml d’Acrylamide a 30% (solution a 30:0.8) (Sigma Aldrich)
2.0 ml d’H,0

1.0 ml de Lower Tris

3ul de TEMED (Sigma Aldrich)

15ul de Ammonium Persulfate a 10% (Sigma Aldrich)

Pour le gel du haut permettant la concentration des protéines (de concentration 3 %)
0.25 ml d’Acrylamide a 30% (solution a 30:0.8) (Sigma Aldrich)

1.625 mld’H,O

0.625 ml de Upper Tris

3.5ul de TEMED (Sigma Aldrich)

17.5ul de Ammonium Persulfate a 10% (Sigma Aldrich)

Tampon de dénaturation 4X

20 ml Glycérol (Sigma Aldrich)

10 ml 2-betamercaptoethanol (Sigma Aldrich)
6.0g SDS (Sigma Aldrich)

25 ml de Upper Tris

Compléter avec un volume d’H,O pour 100ml

Tampon de migration Laemmli 1X

3.0g Tris base (Sigma Aldrich)

14.4g Glycine (Sigma Aldrich)

10ml a 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Sigma Aldrich)
Compléter avec un volume d’H,O pour 11

Tampon de transfert 1X

2.4¢g Tris base (Sigma Aldrich)

9g Glycine (Sigma Aldrich)

Iml & 10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Sigma Aldrich)
200 ml d’éthanol absolu (Millipore)

Compléter avec un volume d’H,O pour 11, le pH doit étre a 8.3
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Mutations in the KCNQ?2 gene, encoding a potassium channel
subunit, were reported in patients presenting epileptic pheno-
types of varying severity. Patients affected by benign familial
neonatal epilepsy (BFNE) are at the milder end of the spectrum,
they are affected by early onset epilepsy but their subsequent
neurological development is usually normal. Mutations causing
BENE are often inherited from affected parents. Early infantile
epileptic encephalopathy type 7 (EIEE7) is at the other end of the
severity spectrum and, although EIEE7 patients have early onset
epilepsy too, their neurological development is impaired and
they will present motor and intellectual deficiency. EIEE7 muta-
tions occur de novo. Electrophysiological experiments suggested
a correlation between the type of mutation and the severity of the
disease but intra and interfamilial heterogeneity exist. Here, we
describe the identification of KCNQ2 mutation carriers who had
children affected with a severe epileptic phenotype, and found
that these individuals were mosaic for the KCNQ2 mutation.
These findings have important consequences for genetic
counseling and indicate that neurological development can be
normal in the presence of somatic mosaicism for a KCNQ2
mutation. © 2015 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: BEFNE; EIEE7; encephalopathy; epilepsy; genetic
counseling; KCNQ2; somatic mosaicism

INTRODUCTION

KCNQ genes encode voltage-gated potassium channel subunits.
Functional KCNQ channels are composed of homomeric or het-
eromeric assemblies of 4 subunits. In neuronal cells, KCNQ2 and
KCNQ3 heterotetramerize to give rise to the M current (Iy), a key
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player for the regulation of neuronal excitability [Brown and
Passmore, 2009]. Until recently, KCNQ2 (OMIM 602235) and
KCNQ3 (OMIM 602232) mutations had only been reported in
benign familial neonatal epilepsy (BENE, OMIM 121200) [Biervert
etal., 1998; Singh et al., 1998] and peripheral nerve hyper excitability
or myokymia [Dedek et al., 2001]. Patients suffering from BFNE
present stormy partial motor seizures starting few days after birth,
normal or subnormal interictal EEG activity and usually normal
cognitive development. The epilepsy usually stops before the end of
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the 3rd month. In BENE, KCNQ2 mutations are transmitted from
affected individual to affected individual following a classical auto-
somal dominant inheritance mode. More recently, mutations in the
KCNQ2genewere also described in a very severe epileptic phenotype
called early infantile epileptic encephalopathy (EIEE) subtype 7
(OMIM 613720) [Dedek et al., 2003; Weckhuysen et al., 2012].
Here, contrary to what is observed in BENE, the patients present a
severe phenotype with most often a suppression burst EEG pattern
and frequent polymorphic seizures. In most cases, the evolution is
poor with severe neurological impairment accompanied by severe
intellectual deficiency. Furthermore, a proportion of patients die
within the first years of life. Mutations causing EIEE7 had occurred
de novo in most cases [Weckhuysen et al., 2012]. In most cases, the
mutations causing BFNE alter a different amino acid than the
mutations causing EIEE7, revealing a significant genotype—pheno-
type correlation for these two epileptic disorders. Given that muta-
tions causing EIEE7 are usually found to have occurred de novo, a
variant in the KCNQ?2 gene inherited from a healthy parent would
likely be considered to be a non-pathogenic variant. However, we
show here that variants in the KCNQ2 gene can be inherited from an
apparently healthy parent and yet cause a severe phenotype, a
discovery that has strong implications for pediatric neurologists,
clinical geneticists, and genetic counselors.

The samples used in this study come from a research cohort
assembled during the course of a clinical research project
(PHRC IR 2011, Marseille University Hospital) and from the
diagnostic activity of the departments of Medical Genetics of
La Timone Children’s Hospital, Marseille and Lyon University
Hospital, Lyon, France. Inclusion criteria for the patients were the
presence of recurrent seizures occurring before 1 month of age in
a patient with a normal metabolic profile and normal MRI. This
project was approved by the local ethics committee (Comité de
Protection des Personnes Sud Méditerranée II). DNA samples
were prepared using standard procedures from blood, and from
buccal cells or hair roots when possible.

Primers used to amplify KCNQ?2 exons were designed starting from
reference sequence NM_172107. All exons were amplified using
total genomic DNA (primer sequences are available upon request)
and sequenced on a 3130XL automated sequencer (Thermo Fisher
Inc., Waltham, MA). For carriers where alternative DNA sources
were available, the PCR amplicons containing the mutation
were subcloned in pGEM-T and transformed into XL1 Blue cells
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA). One hundred clones
for each transformation were sequenced using the Big Dye kit
(Thermo Fisher).

We used Sanger sequencing to screen the coding exons of KCNQ2
in DNA samples from patients suffering from epileptic encepha-
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lopathy. All patients had intellectual disability and epilepsy that
started before 1 month of age. EEG data could not be collected for
all cases. In that cohort, we identified 43 variants in the KCNQ2
gene in 208 patients (20.6%) (Table I). Among these, 21 variants
had arisen de novo, 14 variants were found to be inherited from an
unaffected parent and for the remaining eight variants, unavail-
ability of parental DNA did not allow us to determine if the
mutation was inherited or de novo. Among the variants inherited
from unaffected parents, we identified the c.881C>T/p.A294V
mutation in a child (patient 1) with a severe phenotype, with
seizure onset in the first days of life and a suppression burst EEG
pattern. Patient 1 was initially diagnosed as having Ohtahara
syndrome. She became seizure-free within the first year of life,
with global developmental delay. Interestingly, the p.A294V mu-
tation is a hotspot mutation in KCNQ?2 that has been identified five
times in our diagnostic cohorts and twice in the literature [Steinlein
et al., 2007; Kato et al., 2013]. All reported patients had de novo
occurrences and all suffered from a severe phenotype. To our
surprise, the p.A294V mutation, identified in patient 1 was also
found in his unaffected mother (data not shown). We showed that
this mutation alters the Iy; current and the localization of the
KCNQ2/KCNQ3 tetramers within neurons [Abidi et al., 2015].
The recurrence of the p.A294V mutation in patients with a similar
phenotype and its impact on the function of the KCNQ channels
made it very unlikely to be a benign variant. We thus amplified a
DNA segment containing the p.A294V mutation using DNA
prepared from buccal swabs, hair root, and the blood of the carrier
mother to study tissues of different embryonic origin. PCR prod-
ucts were prepared using two different PCR reactions and were
cloned in pGEM-T. For each tissue, 2 x 50 clones were sequenced
and the clones harboring the ¢.881C>T mutation were counted.
The results of this analysis showed that the patient’s mother carried
the mutation in 30% of clones in the PCR product originating from
blood, whereas her affected daughter has 49% of mutant clones in
similar conditions, as expected for a heterozygous carrier. The
percentage of mutant clones was 29% and 51% in the DNA
prepared from buccal cells and hair roots, respectively. These
results indicate that the mother of Patient 1 is a mosaic carrier
for the c.881C > T mutation. We went back to the available medical
files of the mother and found that she had experienced a few
neonatal seizures, diagnosed as benign neonatal epilepsy. She had
been free of seizures since then. She developed normally, with good
social integration but with low educational achievements.

Based on these findings, we retrospectively analyzed the medical
files of all the apparently healthy parents who had transmitted a
KCNQ2 variant to a severely affected child (see Table I). In our
series, we had eight maternal and six paternal transmissions in 14
patients (including the p.A294V mutation described above). All the
variants were different and seven of them were synonymous
substitutions considered to be polymorphisms although absent
from dbSNP build 141. For the remaining six missense mutations
that had been inherited from a healthy parent (p.A253T, p.P420M,
p-V4221, p.A501P, p.M551T, and p.R871S), examination of
the Sanger sequencing traces revealed similar peak intensities
between the affected child and the carrier parent. However, the
mother of Patient 2, who was a carrier for the p.A253T mutation,
had experienced neonatal seizures that lasted several days. She
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Protein variation Nucleotide variation Exon
p.M1V c.1A>G6 1
p.v175L c.523G6>T 4
p.61839V c.566G6>T 4
p.L.203P c.608T>C 4
p.R2070 c.620G>A 4
p.R207W c.619C>T 4
p.R213W c.637C>T 4
p.G239R c.7156>C 5
p.A253T c.’57G>A 5
p.A265V c.794C>T 5
p.A265V c.794C>T 5
p.T274M c.821C>T 6
p.T274M c.821C>T 6
p.6G279C c.8356>T 6
p.T287N c.860C>A 6
p.6G290S c.868G>A 6
p.A294V c.881C>T 6
p.A294V c.881C>T 6
p.A294V c.881C>T 6
p.A294V c.881C>T 6
p.A294V c.881C>T 6
p.A294V c.881C>T 6
p.G301S c.901G>A 6
p.F304S c.9117>C 6
p.A306V c.917C>T 6
p.A309V €.926C>T 6
Splicing defect €.1024-2A>G6 8
p.L351L c.1053C>T 8
p.R353H c.1058G>A 8
p.L356V c.1066C>6 8
p.S401S c.12037>C 10
p.P420M c.1259C>T 11
p.va2el c.1264G>A 11b
p.A501P c.15016>C 13
p.P534P c.1602G>A 14
p.R5416 c.1621A>6 14
p.R547R c.1644G>A 15b
p.M551T c.1652T7>C 15b
p.D563N c.1687G>A 15
p.D563D c.1689C>T 15
p.P652P c.1956G>A 17
p.C774Lfs*91 c.2318insG6 17
p.R871S c.2613G>T 17

“Denotes Predicted Pathogenicity According to dbSNP 141,

developed normally with a normal intellectual state. Her daughter
was born at term. She experienced tonic asymmetric seizures in a
stormy way beginning during the first day of life. She was admitted
in intensive neonatal care unit. Interictal EEG showed multifocal
spikes, without suppression-burst. She rapidly became seizure-free
with a normal EEG. At 3 years of age, she has a global develop-

AMERICAN JOURNAL OF MEDICAL GENETICS PART A

Inheritance dbSNP build 141
Unknown p-M1Ve, p.M1T?
De novo =
Unknown —

De novo =

De novo p.R207W?, p.R207G*
Unknown p.R2070% p.R207G*
De novo p.R213W?
De novo =
Maternal —

De novo p-A265A
Unknown p.A265A
De novo p.T1274T
De novo p.T274T
Unknown =

De novo p.1287T
De novo p.6G290D*
De novo p.A294G"
De novo p.A294G*
De novo p.A294G*
De novo p.A294G"
Paternal p.A294G*
Maternal p.A294G*
De novo —

De novo p.F304F
Unknown p.A306S?, p.A306P?, p.A306T?
De novo —
Unknown —
Maternal =

De novo p.R353G*
Unknown —
Paternal =
Paternal p.P420L°
Paternal —
Maternal p.A501A
Maternal —

De novo =
Maternal =
Paternal —

De novo p.D563E
Maternal p.D563E
Paternal —

De novo =
Maternal p.R871G*

mental delay with absence of language. Unfortunately, despite
several attempts, we were not able to obtain new samples or samples
originating from different tissues for the carrier mother of Patient 2
to study putative somatic mosaicism in different tissues.

In the cohort of patients from Lyon, we found a mosaic state in
two parents who had transmitted their respective mutation to a
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child with EIEE. Patient 3 experienced tonic and tonic-clonic
seizures at day 1. EEG showed slow background activity with
bilateral paroxysmal discharges. Seizures were controlled at 3 weeks
of age by valproate. At 16 months of age, she had slight motor and
speech delay and stereotypic movements of the hands. Brain MRI at
1 month oflife was normal. Sanger sequencing showed the presence
of the p.A294V mutation, in a 20% mosaic state in the father. He
had experienced seizures from the neonatal period that persisted
until childhood. This patient is now seizure-free and has normal
cognitive development. The second patient from Lyon was born at
31 weeks of pregnancy. She first experienced focal seizures at 1.5
months of age, corresponding to term in corrected age. She had
frequent focal tonic seizures and clusters of spasms. EEG showed
multifocal spikes. Epilepsy was initially resistant to valproate and
was controlled with vigabatrin, and levetiracetam. Brain MRI was
normal. At last examination, she was aged two. She has been free of
seizures since the age of 6 months with levetiracetam. EEG was
normal. Psychomotor development was mildly delayed. Genetic
analysis found the ¢.997C>T/p.R333W mutation. This mutation
was also found in low mosaic state (5%) by Sanger sequencing in
the mother, who had no history of neonatal seizures. Taken
together, we found three confirmed mosaic carriers of a KCNQ2
mutation and one possible carrier. Three of them were affected by
neonatal epilepsy, but with subsequently normal neurological
development.

Our results demonstrate that a KCNQ2 mutation can be inherited
from an apparently healthy parent and yet cause a severe neuro-
logical phenotype in the affected child. A literature survey revealed
that two previously published KCNQ2 mutations were proposed to
be mosaic. The first mutation was a ¢.854C>A/p.P285H mutation
in a patient with moderate intellectual disability at 2 years of age
[Kato et al., 2013] that was also found in her carrier mother, in
whom Sanger sequencing performed in 46 clones showed 28% of
mosaicism (13/46 clones were carrying the variant). The second
mutation was a ¢.638G>A/p.R213Q substitution but it was inher-
ited from a symptomatic carrier father, in whom the level of
mosaicism was estimated to be 30% as shown by restriction digest
of PCR fragments. The carrier father had myokymia, epilepsy
between 4 days to 11 weeks and he is still on carbamazepine
therapy at age 32 [Weckhuysen et al., 2012]. The same amino
acid was affected by the ¢.637C>T/p.R213W mutation found to
have occurred de novo in a severely affected individual in our
cohort but also in a family presenting BENE [Sadewa et al., 2008].
Analysis of the electrophysiological properties of the two mutations
suggests that the p.R213W mutation has a milder effect on the
function of the potassium channel than the p.R213Q mutation
[Miceli et al., 2008]. The presence of that same mutation in a
severely affected individual in our cohort is currently unexplained,
although intra and interfamilial variability was previously docu-
mented for KCNQ2 mutations [Soldovieri et al., 2014].

In our study, the level of mosaicism detected in blood samples
ranges from 5% to 30% of cells. The neurological development of
the mosaic carriers was normal in all cases, suggesting that up to
30% of cells carrying a mutation in KCNQ?2 is not sufficient to
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impair neurological development. In contrast, it seems that a low
rate of mutated neurons is sufficient to cause neonatal seizures.
Importantly, the transmission of these mutations to severely
affected children indicates that pediatric neurologists, clinical
geneticists, and genetic counselors need to consider mosaicism
for all inherited variants in the KCNQ2 gene. Conversely, our
results raise new questions in genetic counseling of patients pre-
senting with BENE. Genetic counseling is easy in case of a familial
transmission with all affected individuals presenting the same
benign course of the disease. However, when a de novo
KCNQ2 mutation is identified in an individual presenting with
BENE, or when family investigation is not possible, careful atten-
tion must be paid to the detection of somatic mosaicism. Such
mosaic individuals are potentially at risk of giving birth to children
suffering from EIEE7.

In conclusion, we recommend that all inherited mutations in
KCNQ2 be checked for: (1) the presence of subtle epileptic
phenotypes in early infancy in the carrier parent; (2) the uneven
distribution of the two alleles on Sanger sequencing results (or
other mutation screening techniques). Finally, these findings also
suggest that in order to cause a neurological disease, KCNQ2
mutations causing EIEE7 must be present in a sufficient proportion
of cells and that the neurological development can proceed nor-
mally after birth with up to 30% of abnormal KCNQ2 subunits.
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Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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r:;‘t’;’::)‘n p.Leu6Serfs*13 | p.Pro480Leu Intron 9 Intron16 p.Thr574Pro Intron 10 p.His103Pro | p.Arg388* p.His245Pro | p.Cys366Profs*13 | p.Gly544Arg
. Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease . . Disease
Mutation . . . . . . . . . Disease Causing .
Taster Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing score=1 Causing
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SIFT / Damaging / / Damaging / Damaging / Damaging / Damaging
score=0 score=0 score=0 score=0 score=0
Probably Probably Probably Probably Probably
PolyPhen-2 / Damaging / / Damaging / Damaging / Damaging / Damaging
score=1 score=1 score=1 score=1 score=1
. Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic
JMD Predictor / score=90 / / score=90 / score=93 score=100 score=96 / score=99
Human Splice Broken WT Broken WT Broken WT
Finder Acceptor Site Donor Site Donor Site
dbSNP No No No No No No No No No No No
ExacBrowser No No No No No No No No No No No
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Patient 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
N;iigﬁﬂe .548T>G ¢.1060T>C ¢.1060T>C ¢.568C>T c1217G>A | c.83G>A c1651C>T | Na | ¢325+4A>G | c.1439C>T | c.661G>T ¢.771dup
hg‘r‘::;‘r’ln pLeul83Arg | p.Cys354Arg | p.Cys354Arg | p.Argl90Tmp | p.Argd06His | p.Trp28* | p.Arg551Cys Intron 5 p.Pro480Leu | p.Glu221* | p.Pro258Alafs*5
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Finder New Donor
Site
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Supplementary table 1 (part 2)

Supplementary table 1 : STXBPI mutations in the 24 patients with predicted pathogenicity of the mutation according to SIFT, PolyPhen-2,

MutationTaster, UMD Predictor or HSF. The mutations are absent from dbSNP and Exac.
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Epileptic patients with de novo STXBPI mutations: Key
clinical features based on 24 cases
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SUMMARY

Objective: Mutations in the syntaxin binding protein | gene (STXBPI) have been asso-
ciated mostly with early onset epileptic encephalopathies (EOEEs) and Ohtahara syn-
drome, with a mutation detection rate of approximately 10%, depending on the
criteria of selection of patients. The aim of this study was to retrospectively describe
clinical and electroencephalography (EEG) features associated with STXBPI-related
epilepsies to orient molecular screening.

Methods: We screened STXBPI in a cohort of 284 patients with epilepsy associated
with a developmental delay/intellectual disability and brain magnetic resonance imag-
ing (MRI) without any obvious structural abnormality. We reported on patients with a
mutation and a microdeletion involving STXBP| found using array comparative geno-
mic hybridization (CGH).

Results: We found a mutation of STXBPI in 22 patients and included 2 additional
patients with a deletion including STXBPI. In 22 of them, epilepsy onset was before
3 months of age. EEG at onset was abnormal in all patients, suppression-burst and
multifocal abnormalities being the most common patterns. The rate of patients carry-
ing a mutation ranged from 25% in Ohtahara syndrome to <5% in patients with an epi-
lepsy beginning after 3 months of age. Epilepsy improved over time for most patients,
with an evolution to West syndrome in half. Patients had moderate to severe develop-
mental delay with normal head growth. Cerebellar syndrome with ataxic gait and/or
tremor was present in 60%.
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Significance: Our data confirm that STXBP| mutations are associated with neonatal-
infantile epileptic encephalopathies. The initial key features highlighted in the cohort
of early epileptic patients are motor seizures either focal or generalized, abnormal ini-
tial interictal EEG, and normal head growth. In addition, we constantly found an ongo-
ing moderate to severe developmental delay with normal head growth. Patients often
had ongoing ataxic gait with trembling gestures. Altogether these features should help
the clinician to consider STXBPI molecular screening.

KEY WORDS: Ohtahara syndrome, Early onset epileptic encephalopathy, Genetics,

Suppression-burst.

KEY POINTS

e We describe 24 patients carrying a mutation of
STXBP1, from a large cohort of 284 epileptic patients

e STXBPI mutations are found in approximately 10% of
patient with an early onset epileptic encephalopathy,
with a rate of 25% in Ohtahara syndrome

e Half of the mutated patients evolve to West syndrome,
but only one of 24 patient was diagnosed with West
syndrome from the beginning of the epilepsy

e Epilepsy improves after the first year of life in most
mutated patients

e All of them have moderate to severe developmental
delay with normal head circumference

The first mutation in the syntaxin binding protein 1 gene
(STXBP1) was described in 2008.! This mutation was a de
novo microdeletion identified using microarray technolo-
gies in a girl with early infantile epileptic encephalopathy
(EIEE) with a suppression-burst pattern on initial elec-
troencephalography (EEG). When this gene was examined
in patients with a similar phenotype, 14 of 43 unrelated
patients were found to carry an STXBPI mutation."* Clini-
cal picture at onset was quite stereotyped: neonatal onset
of epilepsy, motor seizures (clonic, tonic, and spasms)
occurring in a stormy way, abnormal EEG showing a sup-
pression-burst pattern, and normal findings on brain mag-
netic resonance imaging (MRI). The implication of
STXBPI mutations in Ohtahara syndrome (OS) has been
confirmed since then (EIEE4, MIM612164)." Longitudi-
nal follow-up of patients showed that, in most cases, sei-
zures disappeared or became rare, and EEG dramatically
improved in the first year of life. During childhood, severe
developmental disability was constant, associated with
movements disorders (dyskinesia, stereotypies, and tre-
mor), which could be sometimes misinterpreted as epilep-
tic seizures.*®

Besides this description, mutations in STXBPI were
found in various other conditions: infantile spasms with
hypsarrhythmia®® (West syndrome), early onset epileptic

Epilepsia, 56(12):1931-1940, 2015
doi: 10.1111/epi.13214

encephalopathy (EOEE) without specific epileptic syn-
drome,'®!" and late-onset infantile spasms with partial res-
piratory chain complex IV deficiency.'? Truncating
mutations have also been reported in a few patients with
nonsyndromic intellectual disability without history of epi-
lepsy.'? Recently, Carvill et al.'* described three patients
with Dravet syndrome not mutated for SCN/A but with a de
novo STXBPI mutation. Overall, the proportion of mutated
patients was highly variable, according to the clinical pre-
sentation: ~10% in cases of EOEE without specific epilep-
tic/BEG features,'® ~2% in cohorts of West syndrome,3 and
<1% in intellectual disability without epilepsy.'®'? Key
clinical features are needed to warrant molecular investiga-
tion of STXBPI and to increase the odds of finding a patho-
genic mutation.>*

The aim of this study is to identify the main clinical fea-
tures associated with STXBP-related epileptic encephalo-
pathies. For that purpose we have screened STXBPI in a
large cohort of 284 epileptic patients and studied 22 patients
with STXBPI mutations to extract common key clinical fea-
tures compared with nonmutated cases. We also reported
two additional cases in which we found a microdeletion
including STXBPI using array comparative genomic
hybridization (CGH).

PATIENTS AND METHODS

Patient selection

We received 284 requests from various pediatric neu-
rology centers in France to screen the STXBPI gene for
mutations between November 2010 and March 2014.
The DNAs were initially sent to two groups (Lyon,
n = 73; and Marseille, n = 211). The clinical data of
non-mutated patients could be retrieved for all the
patients whose DNA was sent to Marseille, since a
specific questionnaire was sent with the DNA. There
were 44 of 211 patients with Ohtahara syndrome, 45 of
211 patients with West syndrome as initial symptom
(onset before 3 months in 20 patients), 50 patients with
nonspecific EOEE, 6 patients with early myoclonic epi-
lepsy, and 66 patients with nonspecific epileptic features
beginning after 3 months. Overall, in the Marseille
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group, epilepsy began before 3 months of age in 145
patients, between 3 and 12 months in 51 patients, and
after 12 months for only 15 patients. All the patients
underwent clinical diagnostic STXBPI gene sequencing
in this study. The study was approved by the local ethics
committee (CPP Sud Méditerranée reference 1153). All
blood samples were obtained after receiving informed
consent. We included two additional patients in whom a
microdeletion including STXBPI was found using array
CGH analysis. The first (patient 3) was first addressed
for STXBPI testing (found to be negative using Sanger
sequencing); the second (patient 20), had a microdeletion
identified without any a priori on a specific abnormality.
Most of the patients in the cohort have had an array
CGH analysis, but we cannot be certain that it was the
case for all the patients. Clinicians ensuring the patient’s
follow-up described the phenotype of each patient by
studying retrospective clinical history and neurologic
examination. We paid particular attention to clinical and
paraclinical elements associated in the literature with
STXBPI1 mutation: classification in epileptic syndrome
according to the International League Against Epilepsy
(ILAE) classification'”; refractoriness of epilepsy; exis-
tence of epileptic spasms and/or hypsarrhythmic pattern
on EEG; history of status epilepticus, nonepileptic move-
ments, and fever sensitivity; and developmental status.
We also reported on other features easily obtained: evo-
lution of head growth, cerebellar signs (ataxic gait and
trembling) and initial brain magnetic resonance imaging
(MRI). We paid specific attention to characterize the
following:
(1) Age at seizure onset (before 1 week, before 1 month,
or before 3 months),
(2) Type of seizure,
(3) Number of seizures according to the age group,
(4) Electroencephalographic aspects,
(5) Antiepileptic drug response, and
(6) Age at the last seizure.

EEG

Patients with active epilepsy had electrophysiologic fol-
low-up at least once a year with awake and sleep tracings.
EEG data were analyzed by a pediatric neurologist or a neu-
rophysiologist.

MRI

A first brain MRI was performed in all patients in the first
year of the disease, and most often a control MRI was
performed a few years after. Because MRI studies were
performed in different institutions and sometimes several
years ago, the imaging sequences could be quite variable,
but all of the examinations contained anatomic sequences
(T- and T,-weighted) in the three axes (axial, coronal, and
sagittal). The MRI images were analyzed by experienced
radiologists.

Molecular analysis

DNA was extracted from peripheral blood for all patients
and their parents. The 20 exons of STXBPI were amplified
using polymerase chain reaction (PCR) (primer sequences
are available upon request) and sequenced according to
standard procedures on a 3500XL or a 3130XL automated
sequencer (Life Technologies, Carlsbad, CA, U.S.A.). All
mutations were confirmed using a second sequencing run
and compared with parental DNAS to determine inheritance
patterns. Mutations are numbered according to the Gene-
Bank reference sequence NM_003165.

Array CGH and quantitative PCR: array CGH was per-
formed using genomic DNA isolated from blood lympho-
cytes by standard methods, using Agilent 4x180K arrays
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, U.S.A.). Microar-
rays were hybridized, scanned, and analyzed according to
the manufacturer’s instructions using an Agilent microarray
analysis platform. Regions showing abnormal dosage were
compared with regions already known to represent non-
pathogenic copy number variations (CNVs) listed in the
database of genomic variants (http://projects.tcag.ca/cgi-
bin/variation/gbrowse/hg18). Deletions were confirmed
using quantitative PCR.

RESuULTS

STXBPI molecular analysis

Twenty different mutations were identified in 22 patients
(Table S1). Except for patients 14 and 15, who were twins,
patients were unrelated. The mutations were confirmed to
have occurred de novo, except for the four patients for
whom parental DNA was not available (14, 15, 18, and 22).
Eight mutations were nonsense; 10 were missense muta-
tions. Two patients had a deletion altering the STXBPI locus
detected using array CGH: patient 20 carried an intragenic
deletion of STXBPI involving exons 2-9 arr[hg19] 9q34.11
(130,384,864-130,428,601)x1, and patient 3 carried a larger
deletion involving two OMIM genes: STXBPI and LRSAM 1
arr[hgl9] 9q33.3q34.11(129,548,333-130,533,312)x1
(Table 1). There were no obvious correlations between the
mutation class and the type or severity of epilepsy. We
found only one recurrent mutation, in two unrelated patients
(patients 2 and 22).

Epilepsy features of the patients carrying a mutation of
STXBPI

A mutation in the STXBPI gene was identified in 22
patients (8%) among the 284 requests received, and in 24
patients in total if we include the patients with a microdele-
tion of STXBPI found using array CGH. The median dura-
tion of follow-up was 4.5 years (10 months to 18 years).
Table 1 summarizes clinical data from the patients.

The first neurologic symptoms were epileptic seizures in
22 of 24 patients, in 8 of 22 during the first week, in the
maternity unit, and in 14 of 22 during the first month of life,

Epilepsia, 56(12):1931-1940, 2015
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at home (Fig. 1). Two patients were already followed for a
global developmental disorder when seizure occurred. One
presented with epileptic spasms at 5 months, in the context
of a severe developmental disorder. The second patient (pa-
tient 20) had ataxic gait and intellectual disability with sei-
zure onset at 13 years (Table 1). Of interest, the molecular
diagnosis was made “by chance” using array CGH analysis
for this last patient.

50% I I
<lw <2w <lm <3m

Age at onset of epilepsy

S

>3m

Figure 1.

Cumulative distribution of mutated patients according to age of
onset of epilepsy.

Epilepsia © ILAE

The first seizures were motor seizures in all patients.
They were bilateral tonic asymmetric in three cases, clonic
in 10 cases (unilateral in eight cases), isolated spasms in 8
cases, and bilateral axial myoclonic in 3 cases. Seizures
were considered as bilateral or multifocal in 15 cases and
focal in 9 cases. The first seizures occurred in a stormy way,
but did not require an admission in intensive care unit.

Sensitivity to fever was noticed in two patients after the
age of 6 months. We did not observe a specific response to
any antiepileptic drug: we did not find any consistent effi-
cacy of one antiepileptic drug, or any consistent worsening.

Among the 22 of 24 patients with an onset of epilepsy
before 3 months of age, the initial EEG showed a suppres-
sion-burst pattern in 11 patients (50%). Multifocal asyn-
chronous spikes and slow waves without discontinuity were
present in 6 of 22 (Fig. 2), and a hypsarrhythmic pattern
was already seen from the first EEG in one at 2 months (pa-
tient 23). During the course of epilepsy, 10 of 22 patients
presented West syndrome with epileptic spasms and hypsar-
rhythmia, and 3 of 22 patients had epileptic spasms without
hypsarrhythmia. EEG normalized within the first year of life
in 11 patients (including 5 patients with initial suppression-
burst pattern). In the other cases, some focal spikes were
observed. Surprisingly, the spikes were usually of high
amplitude and resembled the so-called “functional” spikes
usually seen in partial idiopathic epilepsies (see Fig. 1).
Finally, three groups of patients could be delineated, based
on the epileptic features within the first 2 years:
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Figure 2.
Representative interictal (Top) and ictal EEG of a patient from the group 3 (Table I, patient I, | month of age), longitudinal montage.

Interictal EEG shows multifocal spikes on a globally well-organized EEG. Ictal EEG shows a focal seizure originating from the anterior part
of the left hemisphere. During the seizure, the patient has tonic asymmetric posture with clonic jerks of the right arm and head deviation.
Focal seizures originating from the right hemisphere were also recorded for this patient.
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Group 1: EIEE with a suppression-burst pattern on the
EEG leading to the diagnosis of Ohtahara syndrome
(n = 11), and improvement of all the parameters of epi-
lepsy (seizure frequency and interictal EEG) within the
first 2 years of life. Possible, but inconstant history of
West syndrome during the course of epilepsy (n = 6 of
11).
Group 2: Early onset epilepsy with focal or multifocal
features and none evolved to West syndrome during the
follow-up period (n = 6).
Group 3: West syndrome with epileptic spasms and hyp-
sarrthythmia, either after a period of focal/multifocal sei-
zures, or other pattern (n = 5).
Among the two patients with an epilepsy beginning after
3 months, one patient was diagnosed “by chance” using
array CGH to explore a case of intellectual disability with
ataxic gait (patient 20). The second patient presented West
syndrome as the first epileptic symptom in a context of ini-
tial psychomotor delay (patient 16).

Developmental features

At last evaluation, all patients had moderate to severe
developmental delay. Patients with West syndrome under-
went transient regression. Most patients had eye contact
(92%) and used this communication way in preference: only
four patients used a few words to communicate (16%).
Seven patients (29%) were able to walk and five of them
had an ataxic gait. For patient 20, this ataxic gait was the
reason for medical consultation. Patients 17, 22, and 24
could not walk but had ataxic standing.

Other features

Head circumference was normal from birth to the end of
the follow-up period for all patients (Fig. 3). Axial motor
tone was often low (Table 1), but axial hypertonia had been
reported in two cases. Spasticity was never found in these
patients.

Nonepileptic movements were described in >54%: epi-
sodes of prolonged dystonic posture that could be mistaken
for epileptic seizures were noticed in younger children;
upper limb stereotypies, dyskinetic, and choreiform move-
ments were also reported. Two thirds of cases older than
5 years of age had trembling posture of the head and trem-
bling movements/prehension (n = 8). Trembling was the
main nonepileptic movement disorder that was reported.
Overall, nonepileptic movement disorders in older children
became a major cause of concerns among parents, espe-
cially when epilepsy was controlled.

Brain MRI of patients carrying a mutation of STXBP1
Brain MRI was performed in all STXBPI-mutated cases a
few weeks after epilepsy onset (except for patient 20, who
had MRI before epilepsy onset). Brain MRI did not show
any obvious brain structural abnormality; however, patient
5 had an abnormal shape of the cortex in the right parietal

area without any signal change. The brain MRI was repeated
at least 1 year after in 17 cases. Results remained normal in
72%. We observed progressive hypomyelination in three
cases: patients 3 and 17 presented a frontoparietal
hypomyelination, patient 18 had U-fiber hypomyelination.
For patients 2, 16, and 22, diffuse cerebral atrophy was
observed on a novel brain MRI at 1-, 15-, and 4-years-old,
respectively.

Relative frequency of STXBP1 mutations according to
the epileptic features

Among all the patients of our cohort that had a suppres-
sion-burst pattern on their first EEG (n = 44), 11 were
mutated for STXBPI (25%). The respective proportion of
cases carrying a mutation of STXBPI according to the
epileptic syndrome was 25% in OS, 0% in early myoclonic
epilepsy, 20% in nonspecific EOEE, and 4% in West syn-
drome as first epileptic symptoms (2/58). According to the
age of onset, the rate of mutated patients was 11% in the
group of early onset (before 3 months) and 3% in the group
of later onset.

Di1SCUSSION

In this study, we described the major clinical features of
STXBPI-related epileptic encephalopathy based on a large
cohort of 284 patients. Twenty-two patients were carrying a
mutation of STXBPI, and two patients were carrying a
microdeletion that included STXBP].

Our cohort does not reflect the relative proportion of
each epileptic syndrome beginning within the first year of
life, since the proportion of patients with an onset before
3 months is much higher than expected, and conversely
the proportion of West syndrome is much lower. This is
because our cohort was originally built to collect samples
of patients with an early onset epileptic encephalopathy.
We think that the respective rates of mutated patients are
more relevant in the group of patients that began before
3 months than in the “older” group. Another study
addressing specifically the question of the rate of mutated
patients among epileptic syndrome beginning after
3 months of age would be useful to confirm that the muta-
tion rate is much lower.

In our study, the initial EEG was abnormal in all patients.
Suppression-burst and multifocal abnormalities were the
most common patterns observed. When a suppression-burst
was not found, EEG findings were still abnormal, showing
multifocal paroxysmal abnormalities. This kind of abnor-
mality is much less specific and was described in several
other genetic EIEEs. However, these data allow distinguish-
ing between STXBPI- and CDKL5-related -epileptic
encephalopathy, since in this later condition, interictal EEG
is usually normal when the seizures begin.'®

A major finding of our work is the head growth study:
even with severe intellectual and motor disabilities, all

Epilepsia, 56(12):1931-1940, 2015
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patients had a normal head circumference from birth to the
end of the follow-up. This parameter is easy to record, even
for providers who are not epilepsy specialists. These data
will allow the clinician not to indicate an STXBPI screening
in cases of epileptic encephalopathy with microcephaly, or
intellectual disability with acquired or prenatal micro-
cephaly.

More than half of the patients had nonepileptic move-
ments. The most frequent were stereotypies, focused on the
upper limbs, as described previously.® Patients with a muta-
tion in STXBPI present severe developmental delay with
limited autonomy in most cases. A small group of four
patients seems to emerge, however: they display ambulatory

Epilepsia, 56(12):1931-1940, 2015
doi: 10.1111/epi.13214

ability with walking and possible communication by oral
language. There seems to be no obvious correlation between
this less severe phenotype and the type of mutation in
STXBPI.

We did not find any brain structural or signal abnormality
on the initial MRI, consistent with previous data from Saitsu
et al.? Brain MRI performed later in the course of the dis-
ease found progressive diffuse hypomyelination in 3 of 24
cases, and cerebral atrophy in 3 of 24 cases. These last three
patients were not more severe than the others; two of them
were able to walk.

The prospective follow-up allowed us to describe
movement disorders that progressively became the major
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paroxysmal symptom in several patients: fluctuant and
action-mediated trembling (reported in 11 of 24 cases),
ataxic gait (reported in 9 of 24 cases), paroxysmal move-
ments involving the face, neck, or extremities with stereo-
typical pattern (reported in 14 of 24 cases) often
consistent with choreoballism as reported previously.®®!”
These additional features helped us to make the diagnosis
of STXBPI-related encephalopathy in at least one child
with severe congenital ataxia, action-related tremor
involving the head, normal head circumference, and nor-
mal brain MRI (patient 22).

More recently, de novo mutations of KCNQ?2 have been
reported in EIEES.'® The initial electroclinical presentation
is similar to that of patients mutated in STXBP1, but seems
to be more stereotyped: in our cohort, 16 patients carried a
mutation of KCNQ2, and for 15 of them, epilepsy started
within the first week of life in a stormy way with asymmet-
ric tonic or clonic seizures and discontinuous EEG.'® This
was the case for only 50% of patients mutated in STXBP].
Thus the STXBPI-related epileptic encephalopathy seems
to be more heterogeneous than KCNQ2-related epileptic
encephalopathy. Together, STXBPI and KCNQZ2 are
mutated in more than half of patients with an Ohtahara Syn-
drome. On the other hand, an early onset epilepsy that is not
associated with a discontinuous or suppression-burst pattern
on the EEG, or that begins after the first week of life, is more
probably in relation with a mutation in STXBPI than with
one in KCNQ?2.

We noticed a clear sensitivity to fever in three patients
but none of them could, be diagnosis as Dravet syndrome,
since they had developmental delay and abnormal interictal
EEG from the beginning of the epilepsy.

Patient 20 had a clearly different phenotype: intellectual
disability, congenital ataxia, and some epileptic seizures
from adolescence. Of interest, the exonic deletion of
STXBPI has been identified “by chance,” using array
CGH. Patient 20 is in fact the only patient in the cohort
not specifically addressed for an analysis of STXBPI. It is
therefore very likely that this study underestimates the fre-
quency of such phenotypes because the patients of our
cohort were primarily sent for severe, early onset
epilepsy.

In conclusion, we have shown that STXBP] is mutated in
approximately 10% of patient with an EOEE, and have
found that they endure motor seizure, have an abnormal ini-
tial interictal EEG showing a suppression-burst pattern in
half of the cases, an abnormal neurologic examination from
the beginning of the disease, and a normal head circumfer-
ence. Within the first year, half of them evolve to West syn-
drome. Subsequently, the epilepsy dramatically improves in
the majority of cases, sometimes replaced by nonepileptic
movements, and all of them have ongoing moderate to sev-
ere developmental delay with normal head growth. Alto-
gether these features should lead the clinician to consider
STXBPI molecular screening.
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Patient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nucleotide c.15delC c1439C>T | Na | ¢795-2A>G | c.1461+5G>A | c.1720A>C | c902+1G>A | c308A>C c.1162C>T c.734A>C ¢1093_1094 ¢.1630G>C
mutation delCT
r:;‘t’;’::)‘n p.Leu6Serfs*13 | p.Pro480Leu Intron 9 Intron16 p.Thr574Pro Intron 10 p.His103Pro | p.Arg388* p.His245Pro | p.Cys366Profs*13 | p.Gly544Arg
. Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease . . Disease
Mutation . . . . . . . . . Disease Causing .
Taster Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing score=1 Causing
score=1 score=0,99 score=1 score=1 score=0,99 score=1 score=0,99 score=1 score=0,99 score=0,99
SIFT / Damaging / / Damaging / Damaging / Damaging / Damaging
score=0 score=0 score=0 score=0 score=0
Probably Probably Probably Probably Probably
PolyPhen-2 / Damaging / / Damaging / Damaging / Damaging / Damaging
score=1 score=1 score=1 score=1 score=1
. Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic
JMD Predictor / score=90 / / score=90 / score=93 score=100 score=96 / score=99
Human Splice Broken WT Broken WT Broken WT
Finder Acceptor Site Donor Site Donor Site
dbSNP No No No No No No No No No No No
ExacBrowser No No No No No No No No No No No

Supplementary table 1 (part 1)




Patient 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
N;iigﬁﬂe .548T>G ¢.1060T>C ¢.1060T>C ¢.568C>T c1217G>A | c.83G>A c1651C>T | Na | ¢325+4A>G | c.1439C>T | c.661G>T ¢.771dup
hg‘r‘::;‘r’ln pLeul83Arg | p.Cys354Arg | p.Cys354Arg | p.Argl90Tmp | p.Argd06His | p.Trp28* | p.Arg551Cys Intron 5 p.Pro480Leu | p.Glu221* | p.Pro258Alafs*5

Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Disease Discase Causin
Mutation Taster Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing Causing score=1 &
score=0,99 score=0,99 score=0,99 score=0,99 score=0,99 score=1 score=0,99 score=1 score=0,99 score=1
Damaging Damaging Damaging Damaging Damaging Damaging Damaging
SIFT ~ ~ ~ ~ ~ / il / ~ / /
score=0 score=0 score=0 score=0 score=0 score=0 score=0
Probably Probably Probably Probably Probably Probably Probably
PolyPhen-2 Damaging Damaging Damaging Damaging Damaging / Damaging / Damaging / /
score=1 score=1 score=1 score=1 score=1 score=1 score=1
UMD Predictor Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic Pathogenic / Pathogenic Pathogenic /
score=99 score=96 score=96 score=100 score=81 score=100 score=99 score=90 score=100
Broken WT
Human Splice Donor Site -
Finder New Donor
Site
dbSNP No No No No No No No No No No No
ExacBrowser No No No No No No No No No No No

Supplementary table 1 (part 2)

Supplementary table 1 : STXBPI mutations in the 24 patients with predicted pathogenicity of the mutation according to SIFT, PolyPhen-2,

MutationTaster, UMD Predictor or HSF. The mutations are absent from dbSNP and Exac.




