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Résumé

LGIT (Leucine-rich Glioma Inactivated 1) est une glycoprotéine sécrétée dans le systéme nerveux
central. Sa perte de fonction génétique ou son ciblage par des auto-anticorps entrainent des phénotypes
pathologiques tels que I'épilepsie autosomique dominante du lobe temporal latéral ou I'encéphalite
limbique (LE) avec des crises focales fréquentes, respectivement. En conséquence, une activité épileptiforme
est observée chez des souris knock-out pour LGI1 et dans une tranche d'hippocampe traitée avec des auto-
anticorps LGI1. Composé d’'un domaine “Leucine Rich Repeat” (LRR) et “Epitempin™ (EPTP), LGI1 forme
un complexe transsynaptique au niveau des synapses excitatrices, qui comprend des canaux présynaptiques
Kvl.1, une sous-unité de canal potassique dépendant du voltage portant un courant lp atténuant
l'excitabilité intrinseque (IE) et la libération de glutamate. Il a été montré que la perturbation de LGl

modifie I'lE et Ip.

Le but de mon travail était de vérifier si LGI1 pouvait controler I'lE via la régulation du courant
porté par les Kv1.1. L'expression de LGI1 a été restaurée dans les neurones CA3 de souris KO (neurones
KO/LGIT). I'lE de type sauvage a été retrouvée par la restauration des Kvl1.1 fonctionnels au niveau du
segment initial de I'axone. La sécrétion de LGI1 par les neurones KO/LGI1 a été corrélée a la restauration

partielle de I'lE et Ip dans les neurones adjacents.

Dans la LE, les mécanismes induits par les anticorps anti-LGl1 doivent étre clarifiés. J'ai essayé de
comprendre comment le ciblage de domaines spécifiques de LGI1 pouvaient induire de ['activité
épileptiforme. J'ai trouvé une augmentation de I'lE corrélée a un changement des Kv1.1 fonctionnels dans
les neurones de CA3 traités avec un anticorps monoclonal anti-LRR (mAb), mais pas avec un mAb anti-

EPTP, par rapport au contréle.

Dans I'ensemble, mon travail a apporté de nouvelles connaissances dans la compréhension des
mécanismes par lesquels LGIT contrdle I'excitabilité neuronale et comment leur perturbation pourrait

expliquer I'activité épileptiforme chez les patients ADLTE et LE.

Mots clés : LGI1, Excitabilité intrinséque, Canaux potassiques Kvl.1, Epilepsie



Abstract

Leucine-rich Glioma Inactivated 1 (LGI1) is a secreted glycoprotein in the central nervous
system. lts genetic loss of function or its targeting by autoantibodies results in pathological
phenotypes such as Autosomal Dominant Lateral Temporal Lobe Epilepsy or Limbic Encephalitis
(LE) with frequent focal seizures, respectively. Accordingly, epileptiform activity is observed in
LGI1 knock-out mice and in hippocampal slice treated with LGI1 autoantibodies. Composed of
a Leucine Rich Repeat (LRR) and an Epitempin (EPTP) domain, LGI1 form a transsynaptic
complex at excitatory synapses, that include presynaptic Kvl.1 channels, a voltage-gated
potassium channel subunit carrying ID current that dampens intrinsic excitability (IE) and

glutamate release. It was shown that LGI1 disruption alter IE and ID.

The aim of my work was to check whether LGI1 could control IE through the regulation
of Kv1 channel-mediated ID current. LGI1 expression was restored in CA3 neurons of KO mice
(KO/LGIT neurons). This rescued IE by a recovery of Kvl.1-containing channel expression at the
axon initial segment. As LGI1 is released extracellularly, a partial rescue was also observed in

neurons adjacent to the KO/LGI1 neurons.

In LE, mechanisms induced by LGI1 antibodies need to be clarified. | tried to understand
how domain-specific LGll-autoantibodies could induce epileptiform activities. | found an
increase of IE correlated with a change in Kvl.1-containing channels in CA3 hippocampal
neurons treated with a LRR-monoclonal Antibody (mAb), but not with a EPTP-mAb, compared

to the control.

Overall, my work brought new insight in the understanding of mechanisms by which LGI1
control neuronal excitability and how their disruption could explain epileptiform activities in

ADLTE and LE patients.

Mots clés : LGI1, Intrinsic Excitability, Kv1.1-containing potassium channels, Epilepsy
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Abréviations

ACSF : Artificial Cerebrospinal Fluid
ADAM : A Desintegrin And Metalloprotease

ADLTE : « Autosomal Dominant Lateral and Temporal lobe Epilepsy » (Epilepsie

autosomique dominante du lobe temporal et latéral)
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
AlS : Axon Initial Segment (Segment Initial de I’Axone)
AMPA : a-Amino-3-hydroxy-5-Méthylisoazol-4-Propionate
ARNmM : Acide Ribonucléique messager
ARNsh : Acide Ribonucléique short hairpin
Ca?*: Calcium
Cd?*: Cadmium
Caspr 2 : Contactin-associated protein-like 2

d-ADF : dépolarisation induced analog-digital facilitation (plasticité analogue-digitale

induite par la dépolarisation)
DG : Dantate Gyrus (Gyrus Denté)
DIV : Day In Vitro
DTx-K : Dendrotoxine-K (bloqueur spécifique des Kv1.1)
EEG : Electroencéphalogramme
EPSC : Excitatory Post-Synaptic Current (Courant postsynaptique excitateur)

EPTP : Epitempin (domaine Epitempin)



FBDS : faciobrachial dystonic seizure (crises dystoniques faciobrachiale)

GABA : Acide y-aminobutyrique

HC : Healthy Control antibodies (anticorps de patient sain)

Ip : Courant de type D porté par les canaux Kv1.1, Kv1.2 et Kv1.6

IgG : Immunoglobuline

ILAE : International League Against Epilepsy (Ligue internationale contre I'épilepsie)

IPSC : Courant postsynaptique inhibiteur

KO : Knock-Out

KO-Lgil : souris ou neurones Knock-Out du géne Lgil

KO/Lgil : neurones Knock-Out électroporés avec un géne codant pour LGI1

KO/GFP : neurones Knock-Out électroporés avec un géne codant pour GFP

KO/D,-Lgil : neurones Knock-Out électroporés avec un géne codant pour D,-LGI1

Kv1.1 : Sous-unité des canaux potassiques voltage-dépendants (KCNA1)

LCR : Liquide CéphaloRachidien

LGI1 : Leucine-rich Glioma Inactivated 1 (LGIT = protéine ; Lgil = geéne)

LE : « Limbic Encephalitis » (Encéphalite Limbique)

LRR : Leucine Rich Repeat (domaine riche en répétition leucine)

LTP : Long Term Potentiation (Potentialisation a Long Terme)

mADb : monoclonal Antibody (Anticorps monoclonal)

Na+* : Sodium
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Ni2+ : Nickel

NMDA : N-méthyl-D-aspartate

PA : Potentiel d’action

PDZ : PSD-95/Disc large/zona occludens-1

PSD : Post-Synaptic Density (Densité postsynaptique)

RE : Réticulum Endoplasmique

RT : Room Temperature

SCE : Single Cell Electroporation (Electroporation sur Cellule Unique)

SNC : Systéme nerveux central

Tag-1 : Transiently expressed Axonal Glycoprotein 1

TLE : Temporal Lobe Epilepsy (Epilepsie du Lobe Temporal)

TTX : Tetrodotoxine

VGIC : Voltage Gated lonic Channel

WT : Wild-Type (Type-Sauvage)
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1. L’hippocampe

1.1 Structure anatomique

L’hippocampe est une structure limbique du systéme nerveux central (SNC) impliquée dans

I’apprentissage, la mémorisation et les processus de navigation dans I’environnement. Selon

I’lhémisphére, il contrdlerait le stockage des informations spatiales et visuelles ou linguistiques.

En interaction perpétuelle avec les autres structures cérébrales, I'hippocampe permet de traiter

des informations provenant d’aires associatives des cortex visuel, auditif, préfrontal, pariétal et

temporal. 1l recoit spécifiquement des afférences du cortex entorhinal médial et latéral et envoie

des projections dans le subiculum, le cortex entorhinal et les structures parahippocampiques

(Figure

Figure 1.

1; Rolls, 2013).

Meocortex
Parietal Prefrontal Temporal
13 Y ) i
Y i ;
\.\. \ | 4
N \. : f .ﬁ’
%X ' i g
A 4 L ¥ i
Parahippocampal Perirhinal
gyrus cortex
R\ 7
2 ;’f
N v
Entorhinal
Cortex
i
Dentate / \\
Granule | ] Subiculum
Cells \ /
CA3 CA1

Schéma des connexions de I’hippocampe avec les aires associatives du néocortex et de la
boucle multi-synaptique intra-hippocampique (Rolls, 2013)

Le transfert des informations au sein de I'hippocampe repose sur la boucle multi-

synaptique dont il est composé : le gyrus-denté (DG : Dentate Gyrus) est la structure d’entrée
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composée de cellules granulaires qui envoient des afférences a I’aire CA3 par les fibres moussues.
Ces fibres moussues forment des boutons « en passant » préférentiellement dans les structures
post-synaptiques complexes appelées « thorny excrescences » des neurones pyramidaux présents
principalement dans CA3 dorsal (Witter, 2007) ; I'aire CA3 ou se trouvent les neurones
pyramidaux de la couche moléculaire envoie des projections dans I'aire CA1 par les collatérales
de Schaffer ; I'aire CAT1 assure la sortie de I'axe tri-synaptique en projetant dans le subiculum ou
le cortex entorhinal (Figure 1 ; Rolls, 2013). Des études récentes soulignent des différences
morphologiques des cellules de I’hippocampe selon I'axe dorso-ventral (Figure 2), de sorte que
la longueur transverse de la couche pyramidale augmente du c6té dorsal au c6té ventral, ou
que I'arborisation dendritique soit plus complexe dans le c6té ventral par rapport au c6té dorsal
dans CA3. Ce phénomeéne est également observé dans CAl, mais de facon opposé dans I'axe-
dorso-ventral. L’hétérogénéité morphologique et fonctionnelle reste relativement peu explorée

dans CA3 comparé a CAl (Sun et al., 2020; Witter, 2007).

Figure 2. Image représentative d’une coupe transversale de I'hippocampe (gauche) et des cellules
pyramidale de CA3 a fort grossissement (droite), dans la partie dorsale et ventrale (Sun et al., 2020).
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Au centre de ce circuit, I'aire CA3 compte de nombreuses interconnections parmi les

cellules principales, a partir d’'un systéme de collatérales récurrentes (Figure 3). Elle forme a elle

seule un réseau avec 2% de connectivité entre les différents neurones de CA3, avec connexions

bilatérales (Rolls, 2013). Elle recoit également des afférences directes du cortex entorhinal par la

voie perforante, permet la transmission de I'information a la suite du circuit et assure un contréle

« feedback » en projetant des voies excitatrices sur les cellules granulaires du gyrus denté (Kesner,

2007).

Figure 3.
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Schéma du systéme de collatérales récurrentes dans CA3 (Rolls, 2013)

Le systeme de collatérales récurrentes spécifique a I'aire CA3 est surnommé réseau auto-

associatif. Les interconnexions CA3-CA3 sous-jacentes conférent a cette structure, un réle dans

le codage des nouvelles informations spatiales temporaires. Elle est ainsi sollicitée lorsque

I’animal fait appel a la mémoire de travail, pour maintenir des informations pendant une courte

période durant laquelle I'information est traitée ou mise en relation avec une autre. Le systéme

de collatérales récurrentes permettrait ainsi I’association bidirectionnelle entre 2 stimuli (Kesner,

2007).
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1.2 Mécanismes de plasticité

Le potentiel d’action (PA) est une brusque variation du potentiel de membrane d’une
cellule caractérisée par une dépolarisation suivie d’une repolarisation et d’'une hyperpolarisation
dus a une entrée d’ions sodium suivie d’une sortie d’ions potassiums. Lorsque le PA arrive dans
la terminaison synaptique, la libération de neurotransmetteur dans la synapse conduit a une
réponse de I'élément post-synaptique sous forme de potentiel/courant post-synaptique

excitateur (EPSP/C) ou inhibiteur (IPSP/C).

Dans le SNC, l'information transmise d’'un neurone présynaptique a un neurone post-
synaptique n’est pas uniquement portée par un signal « tout ou rien » que représente le PA (Beck
and Yaari, 2008). Le message nerveux peut étre codé par la fréquence ou le temps d’occurrence
des PA, par leur forme, leur capacité de propagation le long de I'axone, mais également par le
potentiel sous-seuil et la résistance intracellulaire (Debanne, 2004). Ces caractéristiques
faconnent le profil de décharge des neurones et dépendent de leurs propriétés moléculaires et
morphologiques. La pluralité des pattern électrophysiologiques présents dans I’hippocampe
permet de coder le stockage d’informations. Ces derniers font intervenir des processus de
plasticité hautement retrouvées dans I’hippocampe, permettant la sélection d’informations au

détriment d’autres (Rolls, 2013; Zhang and Linden, 2003).

La plasticité cérébrale désigne la faculté des neurones a induire des modifications en
réponse a l’adaptation de son environnement ou de changements internes (Daoudal and
Debanne, 2003). Du fait de sa capacité a traiter les informations en fonctions de modifications
environnementales, I’hippocampe est une structure sujette a de nombreuses modifications a

I’échelle neuronale et du réseau formé par les interconnexions neuronales.

La plasticité peut étre d’origine neurodéveloppementale, homéostatique ou intégrative
face a des variations d’activité. Au cours du développement surviennent des modifications
morphologiques dans un objectif de maturation du réseau neuronal. Le nombre de synapse est

diminué par un processus appelé « I'élagage synaptique » et la croissance axonale est modulée
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pour établir des connexions sélectives et persistantes (Homma et al., 2018). La plasticité
homéostatique est responsable d’un maintien de I’état stable des fonctions et du réseau neuronal
lors d’activités excessives anormales (Beck and Yaari, 2008). Dans [I’hippocampe, les
composantes intégratives sont médiées par des modifications de la force synaptique ou de

I’excitabilité intrinséque des neurones.

La transmission synaptique peut étre modulée dépendamment de I'expérience. Selon les
stimuli, I'efficacité synaptique est amplifiée (long term potentiation : LTP) ou diminuée (long
term depression : LTD) sur du long terme. Ces changements synaptiques dans I’hippocampe
dureraient le temps de I'intégration et la consolidation des informations dans I’hippocampe et
le cortex. La régulation de la LTP et la LTD en association est essentielle pour permettre un
apprentissage efficace (Martin and Morris, 2002). Les changements synaptiques fréquemment
évalués dans I’hippocampe comprennent les modifications d’expression post-synaptique des
récepteurs AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-Méthylisoazol-4-Propionate) et NMDA (N-méthyl-D-
aspartate) et la régulation de la libération de neurotransmetteurs au niveau présynaptique
(Foster et al., 2000; Nakazawa et al., 2003). Il est souvent souligné que méme si le blocage de
la plasticité synaptique est fortement susceptible d’empécher I'apprentissage, des perturbations
de 'apprentissage ne sont pas toujours causées par un défaut de plasticité synaptique (Martin
and Morris, 2002). Cela peut s’expliquer par I'interaction de différentes formes de plasticité

dans ’hippocampe (Daoudal and Debanne, 2003).

L’excitabilité intrinséque se définit par la capacité du potentiel de membrane d’un neurone
a émettre un PA en réponse a une entrée excitatrice. Ce paramétre dépend uniquement de
I’équipement du neurone en canaux dépendants du voltage (VGIC : Voltage Gated lonic

Channels). La nature de la composition en VGIC détermine la transduction du signal PSP/PA :
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d’un signal entrant a un signal sortant. Les changements de I'excitabilité intrinséque jouent un
role important dans le stockage de la mémoire, mais sont également cruciaux pour stabiliser
I’excitabilité du réseau en réponse a de I'activité persistante prolongée (Beck and Yaari, 2008;

Desai et al., 1999).

L’excitabilité du neurone peut étre modifiée par la régulation des propriétés cinétiques des
VGIC ou leur densité d’expression répartie dans un compartiment spécifique du neurone. La
régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle sont donc mis en jeu lors de modification
de lactivité du réseau. Dans les dendrites et le soma, ils permettent de potentialiser ou
d’atténuer le signal porté par I'EPSP alors que dans le segment initial de I'axone (AlS), ils
participent a I'initiation du PA et a I'ajustement du couplage soma/AlS (Daoudal and Debanne,
2003; Ovsepian et al., 2016). Dans la synapse, ils affectent I’exocytose des vésicules contentant

les neurotransmetteurs (Bialowas et al., 2015).
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Figure 4. Schéma représentant différents mécanismes qui modulent la fonction entrée-sortie d’un

signal (Debanne et al., 2019)

Les parameétres pouvant étre modifiées par les VGIC peuvent étre associés a :

- La régulation de propriétés actives tels qu’'une modulation de la forme de I'EPSP (Figure
4b), du seuil de déclenchement du PA (Figure 4c) ou la forme du PA (I'amplitude, la

largeur).
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- La régulation des propriétés passives du neurone tel que le potentiel de repos (Figure

4d)

- Le profil de décharge tels que la pente précédant le PA, I'after-dépolarisation (cellules
burstantes), ou I'after-hyperpolarisation (Beck and Yaari, 2008; Daoudal and Debanne,

2003; Morgan et al., 2019).

Les modifications de I'excitabilité a partir de I'activité du réseau peuvent complémenter la
plasticité synaptique de facon synergique dans le site post-synaptique des neurones
glutamatergiques de I’hippocampe. Dans ce sens, il a été suggéré que I’excitabilité intrinseque
permettrait de faciliter les modifications de la force synaptique lors d'un processus
d’apprentissage. Par exemple, I'excitabilité intrinséque participerait localement a la sélection
d’entrées synaptiques lors du processus de plasticité qui implique le couplage EPSP/PA (Daoudal
and Debanne, 2003). Une modification de I'excitabilité intrinseque a partir de la modulation
des canaux potassiques dépendant du voltage Kvl.1 dans les « place cells » ou cellules de lieu a
été associée a des modifications de la force synaptique et de modifications homéostatiques lors
de I'exploration d’un nouvel environnement (Morgan et al., 2019). Par ailleurs, une diminution
de l'atténuation du PA dépendant des récepteurs NMDA associée a I'exploration de
I’environnement a été observée (Quirk et al., 2001). Ainsi, toutes ces formes de plasticité sont

interdépendantes.

Dans I'hippocampe, le contrdle de ces formes de plasticité est critique pour éviter la
synchronisation de décharges des populations neuronales observée dans des conditions

pathologiques telle que I'épilepsie (Wellmer et al., 2002).

2. Les épilepsies

2.1 Définitions

L’établissement clair d’'un diagnostic nécessite une définition précise de la pathologie.
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En 2005, la Ligue internationale contre l'épilepsie (ILAE) a formulé des définitions
conceptuelles de « épilepsie » et de « crise ». L’épilepsie se définit comme un trouble du cerveau
caractérisé par une prédisposition durable a générer des crises d’épilepsie et par les conséquences
neurobiologiques, cognitives, psychologiques et sociales de cette maladie. Une crise d'épilepsie
est une apparition transitoire de signes et/ou de symptomes dus a une activité neuronale
anormale excessive ou synchrone dans le cerveau. La définition de I'épilepsie nécessite la
survenue d'au moins une crise d'épilepsie. Le nombre de crises induites chez un patient, multiplie
les chances d’en provoquer une suivante. C'est pourquoi la définition de I'épilepsie a été mise

a jour en 2014.
Des lors, 3 conditions s’appliquent pour définir I’épilepsie :

(1) Au moins deux crises non provoquées se produisant a plus de 24 h d'intervalle ; (2)
une crise non provoquée et une probabilité de nouvelles crises similaire au risque général de
récidive (au moins 60 %) aprés deux crises non provoquées, survenant au cours des 10

prochaines années ; (3) diagnostic d'un syndrome épileptique (Fisher et al., 2014).

2.2 Les épilepsies
La description et classification des pathologies associées a I'épilepsie dépend de plusieurs
caractéristiques. Celles-ci contribuent a la diversité des phénotypes observés, d’ou I'utilisation

du pluriel dans le terme « épilepsies ».

A la différence des crises généralisées qui sont initiées et propagées dans des réseaux
distribués bilatéralement, les crises focales restent limitées a des réseaux d’'un hémisphére de
facon localisée ou plus largement distribuée. Selon la localisation et I'état de propagation de la

crise, une rupture de la conscience ou des troubles cognitifs seront observés (Berg et al., 2010).

Des facteurs transitoires provoquent des crises dites « réactives », lorsqu’ils abaissent le seuil

de crise de facon temporaire. Au contraire, selon I'étiologie des crises, la susceptibilité a la
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survenue des crises peut perdurer (Fisher et al., 2014). Un individu peut étre atteint d’épilepsie

selon les causalités suivantes :
- Une mutation génétique, bien qu’un facteur environnemental soit a prendre en compte.

- Des lésions structurales ou des perturbations métaboliques telles que des attaques

cérébrales, traumas, infections, réactions auto-immunes ou malformations génétiques.
- Inconnue

La combinaison de symptémes épileptiques reconnaissables forme un groupe d’entité
clinique appelée « syndrome épileptique » qui peut étre complété selon la spécificité de la Iésion
de I'individu par exemple. L’age d’apparition des crises, la présence de perturbations cognitives,
développementales, motrices, sensorielles, le profil EEG et d’occurrence des crises discriminent

.....

peut également provoquer ces dysfonctionnements (Berg et al., 2010).

2.3 Activité épileptiforme
L’activité ictale est I'activité neuronale enregistrée par électroencéphalogramme (EEG)
dans la structure concernée lors d’une crise épileptique (Chabrol et al., 2010). Elle prend en
compte l'activité épileptiforme qui se caractérise par des décharges synchronisées spontanées

dans les populations neuronales (Figure 5).

GI .....
Hp -
Hp .- .
1000 pV
1 sec
Figure 5. Activité EEG ictale dans le cortex et I’hippocampe (Chabrol et al., 2010)
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La génération et le maintien de cette activité est le reflet de I’hyperexcitabilité neuronale.
Ces décharges spontanées peuvent également étre observées /n vitro, dans I’hippocampe de

modéles murins épileptiques (Figure 6 ; Hochman et al., 1999).

A 20 mV

CA1: Intracellular

yv

CA1: Field 10 seconds

Figure 6. Enregistrement intracellulaire (en haut) et de champ (en bas) de neurones pyramidaux de
CA1l (Hochman et al., 1999)

Des manifestations comportementales correspondent au profil d’activité neuronal
déclenché par I'initiation de la crise. Il peut s’agir d’hyperextension des membres (crise tonique)
ou de mouvements incontrdlés par secousses rythmiques (crise clonique), d’'une combinaison
des deux ou de rupture de conscience sans caractéristique observable (absence) chez I’homme
(Berg et al., 2010). Les modéles murins épileptiques présentent également des mouvements

toniques et cloniques, en plus de courses rapides, et d’automatismes oro-alimentaires.

Apreés la crise, I'activité ictale prend fin avec une longue dépression de I'activité EEG
jusqu’a I'expression d’activité interictale qui différe d’un sujet sain par la présence de PA de forte
amplitude ou d’ondes de multi-PA (« polyspike waves ») sans manifestations comportementales

(Figure 7 ; Chabrol et al., 2010).

Cx
Hp
H -
P 11000 pVv
1 sec
Figure 7. Activité EEG interictale dans le cortex et I’hippocampe (Chabrol et al., 2010)
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2.4 L’hippocampe, un foyer épileptogéne

L’hippocampe est une structure particulierement sujette aux crises d’épilepsie induisant des
changements fonctionnels et structuraux durables (Khrestchatisky et al., 1995). L’épilepsie du
lobe temporal (TLE : temporal lobe epilepsy) est I'épilepsie a crises focales observée a I'dge
adulte la plus connue. Toute perturbation de I'équilibre excitation/inhibition dans un réseau
neuronal résulte d’'une hyperexcitabilité synchrone incontrélée causée soit par une
potentialisation des stimuli excitateurs, soit un affaiblissement des stimuli inhibiteurs (Steinlein,
2004). Cet équilibre peut facilement vaciller dans I’hippocampe, non seulement par une

perturbation des systémes de plasticité, mais surtout du fait de sa particularité structurale.

Lorsque I’équilibre du réseau CA3 tend vers de I’excitabilité excessive, un renforcement
persistant des synapses actives a feedback positif peut entrainer la synchronisation des
populations de neurones du réseau. La structure en boucles neuronales CA3-CA3 formées par
les synapses des collatérales récurrentes des neurones principaux serait responsable d’un passage
totalement actif en un passage totalement quiescent du réseau dans le cas d’un tel déséquilibre,
concordant a la transition de I'activité ictale en activité post-ictale (Bains et al., 1999). Cette
organisation de type feedback récurrent, cruciale pour les fonctions comportementales, serait
donc fortement sensible a I'initiation ou la propagation d’une activité épileptiforme. En accord
avec ces observations, le développement de contacts aberrants par les fibres moussues
concomitant avec de la mort neuronale a été noté aprés un « status epilepticus » caractéristique
dans la TLE (Khrestchatisky et al., 1995). Les fibres moussues projetant majoritairement sur les
interneurones inhibiteurs GABA dans CA3, la lésion induite par I'épilepsie conduirait a la perte
d’innervation de leur cible et la formation de connexions récurrentes excitatrice anormale avec

les cellules granulaires, caractéristique de futures crises d’épilepsies (Frotscher et al., 2006).

Ainsi, I'apprentissage n’est pas le seul processus géré par des formes de plasticité
dépendante de I'expérience dans I’hippocampe. Des facteurs génétiques et métaboliques

produisent des modifications de I'excitabilité et de la synapse a la base d’'un phénotype
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épileptique (Steinlein, 2004). De plus, les modifications persistantes de la fonction synaptique,
de l'excitabilité intrinséque ou structurales aprés un « status epilepticus » conduisent a des
conditions permanentes épileptiques. Cette plasticité dite « réactive » est la conséquence de crises

d’épilepsie. (Khrestchatisky et al., 1995; Wellmer et al., 2002).

Les canalopathies sont des pathologies résultantes d’'une mutation du géne codant pour
un canal ionique ou un récepteur canal (Steinlein, 2004), de la perturbation de sa régulation
transcriptionnelle, traductionnelle ou post-traductionnelle (Bernard et al., 2004; Jung et al.,
2007) ou du blocage de sa fonction par auto-immunité (Haselmann et al., 2018). Des
changements des propriétés intrinseques et synaptiques en découlent, modifiant I'activité des
neurones touchés selon I'expression du canal ionique perturbé et déséquilibrant la stabilité
excitation/inhibition. Ces patients présentent des crises d’épilepsie, dont le traitement a pour
cibles pharmacologiques les canaux ioniques ou récepteurs canal, mais présentent le plus souvent

une résistance a ces antiepileptiques (Yokoi et al., 2015).

Bien que la plupart des formes familiales de I'épilepsie soit générées par des mutations de
canal ionique, la mutation de la Leucine-rich Glioma Inactivated 1 (LGI1), une protéine sécrétée
dans le SNC (Senechal et al., 2005), est connue pour causer I’épilepsie du lobe temporal latérale
autosomique dominante (ADLTE : Autosomal Dominant Lateral and Temporal lobe Epilepsy)
(Kalachikov et al., 2002). Elle a également été montré comme étant la cible d’auto-anticorps

chez les patients atteints d’encéphalite limbique (Lai et al., 2010).

Au cours de ma these, j’ai étudié les modifications des propriétés intrinseques associées a
ces pathologies afin d’en apprendre davantage sur les mécanismes contribuant au phénotype

épileptique.
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3. LGI1 dans le SNC

3.1 Structure de LGI1

La LGIT est une glycoprotéine exprimée dans le SNC (Head et al., 2007) premiérement
identifiée comme suppresseur de métastases dans les glioblastomes (Kunapuli et al., 2003),
jouant également un réle dans la migration et la maturation neuronale (Feng et al., 2019;
Kalachikov et al., 2002; Zhou et al., 2009) et impliquée dans les pathologies associées a des
troubles épileptiques (Chabrol et al., 2010; Lalic et al., 2011; Staub et al., 2002). Elle est
composée d’'un domaine riche en leucine (LRR : Leucine-rich repeats) et d’'un domaine
Epitempin (EPTP) (Figure 8). Le géne Lgil localisé sur le chromosome 1024 code pour une
protéine de 63KDa comptant un peptide signal dans les 35 premiers résidus en N-terminal
responsable de sa sécrétion (Leonardi et al., 2011). De nombreux sites de N-glycosylations sont
essentiels pour sa sécrétion (Sirerol-Piquer et al., 2006). Cinqg répétitions riches en leucines sont
flanquées par 2 régions riches en cystéines dans la région N-terminale (Figure 8). Des ponts
disulfures prodiguent une stabilité de la structure aux extrémités N- et C- terminales du domaine
LRR également maintenus par des résidus chargés négativement exposés aux solvants. Le
domaine EPTP se trouve dans la partie C-terminal et se compose de 7 répétitions en tandem de
50 acides aminés (Figure 8). Ces répétitions se replient en feuillets § formant une hélice (Leonardi
et al., 2011; Staub et al., 2002; Yamagata and Fukai, 2020). Le domaine EPTP posséde une zone
de résidus hydrophobes au centre de I’hélice 8 formée par les pales de feuillets B et des résidus

qui conferent une charge positive a I'extérieur de I'hélice. L'opposition de charge des deux

domaines permet de stabiliser sa structure (Leonardi et al., 2011).
LRR domain EPTP or EAR domain

Figure 8. Représentation prédictive de la protéine LGI1 (Kegel et al., 2013)
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3.2 Famille LGl

Lgil partage 97% de similitude entre le géne murin et son homologue humain. LGI1 fait
partie d’une famille de protéines dont les génes paralogues ont un haut degré de similarité de
séquence, appelés Lgi2, Lgi3 et Lgi4. De facon intéressante, ces 4 protéines sont issues de génes
paralogues situés sur 4 chromosomes différents chez la souris comme chez 'homme (Gu et al.,
2002). Elles sont chacune également composées de domaines LRR et EPTP. Une région plus
spécialisée dans la partie N-terminal de LRR et des substitutions d’acides aminés dans le domaine
EPTP différencient les membres de la famille Lgi. Par exemple, une mutation de type insertion
dans une boucle située dans la 4¢me répétition EPTP chez Lgil se trouve absente chez les autres
membres de la famille Lgi, qui dépasse du c6té hydrophobe et confére une spécificité

fonctionnelle a LGI1. (Leonardi et al., 2011).

Ces protéines ont toutes une implication dans le développement neuronal, c’est pourquoi
I'expression de leur transcrits prédomine dans le cerveau a des stades critiques des processus de
maturation (Zhou et al., 2009). Ceux de Lgi2 sont également retrouvés dans le cceur et le
placenta et ceux de Lgi3 dans tous les tissus (Gu et al., 2002; Kalachikov et al., 2002). Dans le
cerveau, '’ARNm de Lgil est retrouvé dans les structures néocorticales et limbiques et trés
rarement dans le systéme périphérique, avec une prédominance dans le cortex ventral par
rapport au cortex dorsal (Kalachikov et al., 2002). L'expression de son transcrit augmente
pendant la lére semaine post-natale dans I'aire CA3 et pendant la 2éme semaine post-natale
dans le gyrus denté de I’hippocampe suggérant un role de la LGI1 dans la maturation neuronale

(Smedfors et al., 2018).

En effet, il a été montré que LGI1 est impliquée dans la croissance neuritique dans
I’hippocampe et la migration neuronale dans le cortex et sa perte de fonction dans ces processus
causerait des crises épileptiques (Feng et al., 2019; Owuor et al., 2009). La perte de fonction de
LGI2 est associée a des troubles épileptiques survenant durant I'enfance et disparaissant

spontanément aux alentours de 10 ans. Un réle de LGI2 dans la protection du cerveau au cours
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de la mise en place des réseaux neuronaux et de I'élagage synaptique serait initié & un stade
développemental précoce. Cette hypothése suggére également que LGI1 participerait en aval de
LGI2, au remodelage du réseau dans des conditions protectrices d'un déséquilibre
excitation/inhibition (Seppéla et al., 2011). LGI3 est également exprimée au début de la phase
d’élagage synaptique et intervient dans la croissance neuritique (Park et al., 2010). Malgré un
croisement des fonctions de ces 3 protéines dans la maturation du réseau neuronal, il a été
montré que LGI3 ne peut pas compenser la perte de LGI1 (Fukata et al., 2010). Concernant
LGl4, davantage de similitudes seraient partagées avec LGI3 qu’avec LGI1 du point de vu évolutif
(Leonardi et al., 2011). Par ailleurs, LGI4 semble présenter un rdle focalisé dans le systeme
nerveux périphérique en régulant I'activité des cellules de Schwann pour la myélinisation des
nerfs périphériques en développement (Ozkaynak et al., 2010) ou dans la gliogénése du systéme

nerveux entérique (Nishino et al., 2010).

3.3 Partenaires d’interaction de LGI1

Linteraction de LGI1 avec ses récepteurs transmembranaires A Desintegrin And
Metalloprotease 22, 23 et 11 (ADAM22 ADAM23 et ADAMII) a partir de I’hélice B du domaine
EPTP a fréquemment été mis en évidence dans la littérature (Fukata et al., 2006, 2010; Owuor
et al., 2009; Sagane et al., 2008; Yamagata and Fukai, 2020). Les ADAM contiennent une partie
métalloprotéase inactive et sont enrichies dans le cerveau (Owuor et al., 2009). L’expression de
’ARNmM de ADAM22 suit le profil d’expression de Lgil dans I'hippocampe (Smedfors et al.,
2018). L’interaction du complexe LGII/ADAM22 a été confirmée par cristallographie et le type
de liaisons a été caractérisé, menant a la conclusion que LGI1 interagit de la méme maniére avec
ADAM23. Une poche hydrophobe se formerait dans I’hélice du domaine EPTP de LGI1 pour se
lier a son récepteur ADAM22 ou ADAM23 (Yamagata et al., 2018). Ainsi, de nombreuse études
soutiennent I’hypothése d’un réle de LGI1 dans le maintien d’'un complexe trans-synaptique
tripartite avec ADAM23 sur le versant présynaptique et ADAM22 sur le versant post-synaptique

(Figure 9 ; Fukata et al., 2021, 2010; Yamagata and Fukai, 2020). La longueur de ce complexe
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peut atteindre la taille d’'une fente synaptique. Il s’agirait d’'un assemblage hétéro-tétramérique
qui serait assurée par la dimérisation de 2 LGI1 par le domaine LRR de I'une et le domaine EPTP

de l'autre : ADAM22-LGI1-LGIT-ADAM22/23 (Y Fukata et al., 2021; Yamagata et al., 2018).

Figure 9. Modéle du complexe transsynaptique tripartite ADAM22-LGI1,-ADAM22/23 dans la
synapse excitatrice (Yamagata and Fukai, 2020)

Au niveau post-synaptique, ADAM22 selon son épissage, est capable de lier la protéine
PSD-95 (Post-Synaptic Density 95) dans sa partie intracellulaire par son motif de liaison au PDZ
(PSD-95/Disc large/zona occludens-1) présent au niveau C-terminal. Ainsi, ADAM22, LGlII, et
PSD-95 ont été trouvés colocalisées dans les synapses de I’hippocampe (Fukata et al., 2006). Il
a été montré que la présence de LGI1 et son interaction avec ADAM22 sont cruciales pour
maintenir une transmission synaptique fonctionnelle médiée par les récepteurs AMPA et NMDA.
Cela dépendrait de la stabilisation des protéines MAGUK telle que PSD-95 (Fukata et al., 2010;
Y Fukata et al., 2021; Lovero et al., 2015). Au contraire, ADAM23 ne possede pas de motif de
liaison au PDZ mais son interaction avec LGI1 contribue tout de méme au maintien de la stabilité
morphologique et fonctionnelle des neurones dont la perturbation peut conduire a un

phénotype épileptique (Owuor et al., 2009).

L’analyse protéomique de LGI1 a également révélé la présence des canaux potassiques de

type Kvl dans un complexe avec ADAM22, ADAM23, PSD-93 et PSD-95 (Fukata et al., 2010).
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Ainsi, il a été suggéré que LGlI1 lie les canaux Kvl indirectement par ADAM22 ou ADAM23
(Fukata et al., 2021, 2010). Le consensus décrivant le complexe trans-synaptique tripartite
comptant les canaux Kvl dans la terminaison pré-synaptique, LGI1 dans la synapse et ADAM22
et PSD-95 dans le versant post-synaptique est trés fréquemment proposé. Cependant, les études
discutent plus rarement de la présence d’'un complexe formé par LGIl1, ses partenaires
d’interaction et les canaux Kv1 dans I'axone. Pourtant, ADAM22 et ADAM23 sont enrichis dans
I’AlS (Figure 10). Un réle de chaperone a été suggéré par ADAM22 et ADAM23, favorisant la
sortie de LGIT du Réticulum Endoplasmique (RE) et contrélant son trafic intracellulaire. En
culture primaire d’hippocampe, il semble que ADAM23 favoriserait le transport de LGI1 vers la
terminaison présynaptique alors que ADAM22 permettrait davantage un transport
bidirectionnel. ADAM22, nécessaire a I'adressage de LGI1 a I'AlS contrairement a8 ADAM23, se
trouve également colocalisé avec les canaux Kvl dans ce compartiment des neurones de
I’hippocampe (Figure 10 ; Hivert et al., 2018). Les molécules d’adhésion cellulaire CASPR2 et
Tag-1 sont également retrouvées dans le complexe axonal avec les Kvl. Tag-1 est co-
immunoprécipité avec ADAM22 et LGI1 et enrichi avec les Kvl dans I’AlS en culture primaire

d’hippocampe (Figure 10 ; Hivert et al., 2018; Ogawa et al., 2008).

Myslinating cell

Figure 10. Modéle du complexe 3:3LGIT/ADAM22 dans I'AlS (Yamagata and Fukai, 2020)
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LGI1 contrdlerait I'expression ou la cinétique d’activation des Kvl dans ces complexes
(Schulte et al., 2006; Seagar et al., 2017), mais les mécanismes liés a ce processus restent peu
clair. La régulation des Kvl dépend d’une multitude de mécanismes dans lesquels pourrait

intervenir LGI1, que je décrirai ultérieurement.

4. Les canaux potassiques Kvl, membre des complexes trans-
synaptiques et axonaux avec LGl1

Les canaux potassium dépendant du voltage Kvl contribuent a la régulation de
I'excitabilité des neurones dans le SNC selon leur composition en sous-unités, leur profil
d’expression spatial et temporel et leur cinétique d’activation. Il est a présent connu que LGlI1
intervient dans ce processus de régulation en modulant les propriétés d’activation ou
d’expression des Kvl (Schulte et al., 2006; Seagar et al., 2017). Cependant, LGI1 est sécrétée
dans la matrice extracellulaire alors que les processus de régulation des Kv1 se produisent dans
le cytosol de la cellule. Les mécanismes qui sous-tendent un réle dans une fonction commune

de ces deux protéines qui subsiste malgré leur compartimentation restent a déterminer.

4.1 Structure

Les canaux Kvl sont codés par les genes de la famille Shaker ou KCNA. lls sont exprimés
a la membrane majoritairement sous forme hétéro-tétramérique, ou parfois homo-tétramérique,
et peuvent étre composés des sous-unités al a a8. Chaque sous-unité a posséde 6 segments
transmembranaires liés par des boucles hydrophiles intra et extracellulaires (Figure 11). Les 4
premiers segments de la partie N-terminale, $1-S4, participent a la sensibilité aux variations du

potentiel de membrane.

Figure 11. Schéma d’une sous-unité a (selon Ovsepian et al., 2016)

32



L’assemblage sélectif des sous-unités a en hétéro- ou homo-tétraméres forme le pore du

canal a partir des segments transmembranaires S5 et $6 dans la partie C-terminale (Figure 11 et
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Figure 12. Représentation cristallographique de 4 sous-unités akKvl et Kvg (selon Ovsepian et al.,
2016)

Les sous-unités majoritairement représentées dans le SNC sont les Kv1.2, puis les Kv1.1, les
Kv1.6 et les Kv1.4 (Scott et al., 1994). L'ouverture du pore peut étre régulée par les quatre sous-

unités B présentes sur la face intracellulaire (Ovsepian et al., 2016).

4.2 Profil d’expression

Dans I’hippocampe, les sous-unités Kvl.1, Kv1.2 et Kvl.4 sont retrouvés en importante
quantité dans les terminaisons axonales de la voie perforante, des fibres moussues et des
collatérales de Schaffer, des entrées axonales provenant du cortex enthorinal, du gyrus denté et
de CA3 respectivement (Trimmer and Rhodes, 2004). Les Kvl ont un pattern d’expression
spécifique dans le SNC, principalement localisée dans I'AlS, I'axone, et les terminaisons
synaptiques (Ogawa et al., 2008; Ovsepian et al., 2016 ; Trimmer and Rhodes, 2004). Dans les
axones myélinisés de I’hippocampe, les Kv1 sont regroupés dans les régions juxtaparanodales
(Gu and Barry, 2011). L'immunohistochimie des Kv1.1 dans I’hippocampe montre que la sous-
unité est présente sous forme hétéro-tétramérique avec Kvl.4 ou Kvl.2 majoritairement dans
CA3 (Trimmer and Rhodes, 2004). Les Kv1.1 sont exprimés dans I'aire CA3 a un stade précoce
(6 jours post-natal : P6) contrairement a I'aire CA1 qui n’exprime des Kv1.1 fonctionnels qu’a un

stade développemental plus avancé (P21) (Rama et al., 2017). Dans les cellules pyramidales de
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I’hippocampe, I'immunomarquage des Kvl.1 se trouve dans le soma, a I’ AlS et le long de I'axone
(Rama et al., 2017). Les Kv1.1 sont particuliérement concentrés dans les zones d’accumulation

de vésicules synaptiques dans la terminaison présynaptique (Smart et al., 1998).

4.3 Régulation de I’activation et de I’expression membranaire des Kv1

Le profil de distribution de LGI1 se superpose a celui des sous-unités o Kvl.1 et Kvl.4 et a
celui de la sous-unité KvR1 dans I’hippocampe (Trimmer and Rhodes, 2004 ; Smedfors et al.,
2018). 1l a été montré que LGI1 prolonge I'activation des canaux Kv1.1/Kv1.4 en bloquant les

Kvf31 ayant pour fonction d’accélérer I'inactivation des sous-unités a (Schulte et al., 2006).

Le rble des sous-unités auxiliaires f§ ne se limite pas a la régulation de I'activité du canal
aKvl. En particulier, elles entrent en jeux dans la régulation de leur trafic ou de leur adressage
membranaire. Par exemple, la sous-unité 82 potentialiserait I’expression membranaire des Kv1.2
(Shi et al., 1996). En outre, elle interagirait avec les protéines EB1 et KIF3A/kinésine Il pour gérer
le transport antérograde axonal des Kvl. Leur adressage dans I’axone dépendrait de I'interaction
des Kv§ avec le segment ST des aKvl (Gu and Barry, 2011). La phosphorylation de KvB2 ou de
Kv1.2 par des kinases telle que des tyrosine-kinases régulerait également I'adressage ou
I’endocytose des Kvl respectivement. Par ailleurs, I'adressage des Kv1.2 peut dépendre de la
calnexine, une chaperone du RE ou de molécules d’adhésion dans les parties juxta-paranodale

(Gu and Barry, 2011).

Contrairement a d’autres protéines dont I'assemblage multimérique doit étre conforme
pour I'export du RE et I'expression a la surface membranaire des cellules, I'adressage ou la
mobilité intracellulaire des aKv1 dépend de la composition en sous-unité. Parmi les sous-unités
principales, les Kv1.1 portent un signal permettant la rétention au RE codé par les résidus de la
boucle extracellulaire entre S1 et $2 du canal (Manganas and Trimmer, 2000). Le masquage du
signal de rétention se produirait lors de I'assemblage des sous-unités pour assurer I’adressage du

canal hétérotétramérique. Ce mécanisme pourrait expliquer I'absence de complexe homo-
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tétramérique de type Kvl.1 dans le SNC des mamiféres (Ovsepian et al., 2016; Trimmer and
Rhodes, 2004). 1l est intéressant de noter que la complexité du repliement et de I'assemblage
des sous-unité Kvl augmente le temps de transit dans le RE par rapport a d’autres protéines
membranaires simples (Manganas and Trimmer, 2000). Ainsi, la capacité des canaux Kv1 a étre
correctement exprimés et fonctionnels serait propre aux sous-unités qui les composent. Afin de
favoriser I'expression de canaux fonctionnels, la majorité des Kvl.l, Kvl.4 et Kvl.6
s’hétéromérise avec la sous-unité Kv1.2 dont le trafic cellulaire est plus malléable (Manganas and

Trimmer, 2000; Ovsepian et al., 2016).

Bien que le motif de rétention au RE de la sous-unité Kvl.1 et les sous-unités Kvf3 ont un
rble important dans le contrdle de I'adressage des canaux Kvl (Ovsepian et al., 2016), d’autres

mécanismes entrent en ligne de compte dans I'établissement du pattern d’expression des Kvl.

La clusterisation des Kvl dans leur lieu d’adressage peut dépendre de leur liaison a la
famille protéique des membrane-associated guanylate kinases (MAGUK) a partir du domaine de
liaison au PDZ dans leur partie C-terminale (Kim et al., 1995). Ce mécanisme implique la
présence de PSD-95 sur le versant post-synaptique (Y Fukata et al., 2021; Tiffany et al., 2000)
et PSD-93 au niveau de I'AlS (Ogawa et al., 2008). PSD-95 participerait a la clusterisation des
sous-unités Kvl.4 et Kv1.2 mais pas Kvl.1 dans la membrane de cellules COS-1 sans avoir d’effet
sur le trafic intracellulaire (Tiffany et al., 2000). D’autre part, la clusterisation des 3 sous-unités
dans I'AlS reposerait sur PSD-93 indépendamment d’un autre membre MAGUK présent a I'AlS,
Caspr2 (Ogawa et al., 2008; Rasband et al., 2002). Au contraire, les Kv1 seraient enrichis au
niveau juxtaparanodal par Caspr2 méme en absence de ADAM22 ou PSD-93 et PSD-95 (Faivre-
Sarrailh and Devaux, 2013). Finalement, une étude récente a montré que les MAGUKS
permettraient le maintien de la nano-organisation du complexe transsynaptique avec LGlI1 et les

canaux Kv1 pré-synaptique dans les neurones d’hippocampe (Yuko Fukata et al., 2021).

Ces mécanismes qui régulent I’expression des canaux Kv1 a la membrane des neurones de

I’hippocampe sont nombreux. Il est possible que LGI1 intervienne de facon indirecte par ses
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récepteurs transmembranaires tels que les ADAM ou de fa¢on directe lors de sa sortie du RE
avant sa libération extracellulaire, pour réguler I'expression, I'adressage, le recyclage, la

clusterisation ou la régulation cinétique des canaux Kv1.

4.4 Les canaux Kv1 dans I’excitabilité

Lors de I'activation des canaux potassiques dépendant du voltage, la partie senseur du
canal chargée positivement pivote aprés I'accumulation de charges positives induite par la
dépolarisation, conduisant a I’ouverture du canal (Grizel et al., 2014). Le flux d’ion potassique
sortant porté par les Kvl correspond a un courant qui présente une cinétique d’activation et
d’inactivation différente selon la composition en sous-unités du canal. Le courant de type D (lp)
est porté par les sous-unités Kvl.1, Kvl.2 et Kvl.6 qui ont une haute affinité de liaison a la
dendrotoxine-1 (DTx-1), issue du venin de serpent (Owen et al., 1997), qui agit comme bloqueur
du courant lp. La dendrotoxine-K (DTx-K) permet le blocage du courant lp en se fixant
spécifiquement sur les sous-unités Kv1.1. Ce courant Ip est responsable du délai avant le
déclenchement de la décharge de PA en réponse a un courant dépolarisant, absent dans les
neurones n’exprimant pas les sous-unités Kv1.1, Kv1.2 et Kv1.6. Ce profil de décharge est appelé

« Ramp & Delay » (Figure 13 ; Cudmore et al., 2010; Storm, 1988).
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Figure 13. Profil de décharge « Ramp & Delay » (R. H. Cudmore et al., 2010)

Contrairement aux sous-unités Kv1.4 qui sont associées a un courant a inactivation rapide,

les Kv1.1 et Kv1.2 conferent au canal Kv1 un seuil d’activation bas (-45mV), une activation rapide
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et une inactivation lente, ce qui contribue au délai observé avant le déclenchement du PA
(Maarten H.P. Kole et al., 2007; Ovsepian et al., 2016). Dans I’hippocampe, lors d’une
dépolarisation, les canaux Kvl composés de Kv1.1 sont les premiers a s’activer, ce qui leur confére
un rble immédiat dans la temporisation de [I'activité du réseau impliquant les cellules

pyramidales (Gu and Barry, 2011; Ovsepian et al., 2016).

Les canaux Kv1 contrdlent la forme, la force synaptique et la propagation du PA dans
I’axone des neurones pyramidaux de I’hippocampe (Bialowas et al., 2015; Monaghan et al.,
n.d.; Rama et al., 2017). Concentrés dans I'AlS, ils permettent aussi de déterminer la fréquence
de décharge, la précision et I'initiation du PA en régulant I'occurrence du PA (R. H. Cudmore et
al., 2010; Storm, 1988) et en accélérant la phase de repolarisation (Foust et al., 2011; Maarten
H.P. Kole et al., 2007). Ainsi, dans les axones myélinisés et non myélinisés ils empéchent les
décharges répétitives et aberrantes en amenant le potentiel de repos vers des potentiels
hyperpolarisés et évitent la synchronisation de réseaux neuronaux (Cudmore et al., 2010; Faivre-

Sarrailh and Devaux, 2013 ; Gu and Barry, 2011).

Les mécanismes par lesquels les canaux Kvl modulent la force synaptique sont a présent
bien connus. Les Kvl situés au niveau des terminaisons synaptiques, de I'AlS et de I'axone
proximal accélérent la repolarisation du PA, le rendant plus étroit. Cette caractéristique permet
de réguler la libération des neurotransmetteurs dans la synapse a la baisse (Bialowas et al., 2015;
Ovsepian et al., 2016; Shu et al., 2007; Trimmer and Rhodes, 2004). En effet, I'inactivation des
Kv1 dans I’AlS ou I'axone proximal par une dépolarisation somatique induit I’élargissement du
PA axonal facilitant la transmission synaptique (Maarten H.P. Kole et al., 2007). Cette
facilitation a court terme de la transmission est dite analogue-digitale, puisqu’elle prend en
compte le message digital quest le PA mais également sa forme, un signal analogique. Apreés
dépolarisation dans le soma, les Kv1 s’inactivent jusqu’a des parties distales de I'axone (au-dela
de 300 um). L'inactivation des Kvl ralentis la repolarisation du PA, se caractérisant par son
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élargissement. Cette modulation potentialise I'influx intracellulaire transitoire de calcium de la
terminaison synaptique entrainant la libération du contenu des vésicules. La transmission est
ainsi facilitée a une constante de temps de dépolarisation de 3.7s qui correspond au temps

d’inactivation du courant Ip (Bialowas et al., 2015).

L'inhibition localisée des Kv1.1 a démontré leur nécessité fonctionnelle dans I'axone et
dans I'AlS pour réguler I'excitabilité des cellules pyramidales de CA3 (Rama et al., 2017). Le
courant lp affecterait I’excitabilité en modulant la pente et la trajectoire précédant le PA. Dans
d’autres structures, les canaux Kv1.2 des terminaisons présynaptiques auraient pour rdle de
diminuer I’hyperexcitabilité (Dodson et al., 2003). Le rdle des Kvl dans la régulation de
I'excitabilité peut étre considéré dans un cadre pathologique puisque leur blocage
pharmacologique favorise I'activité épileptiforme et la mort neuronale dans I’hippocampe

(Bagetta et al., 1992; Smart et al., 1998).

4.5 Pathologies associée aux Kvl.1

La singularité caractéristique des sous-unités Kv1.1, toujours exprimées a la membrane sous
forme hétérotétramérique, suggere une difficulté a assurer des compensations fonctionnelles
rendant I'activité neuronale du réseau plus sensible a une dérégulation de cette sous-unité
(Ovsepian et al., 2016). La mutation du gene KCNAT codant pour les sous-unités Kvl.1 a été
identifiée chez les patients souffrant d’ataxie épisodique (EAT1 : episodic ataxia 1) avec des crises
d’épilepsie (Browne et al., 1994). Les symptdmes seraient causés par la perturbation des
propriétés biophysiques du canal composé des Kv1.1 et/ou de leur expression membranaire dans

les neurones du SNC (Ovsepian et al., 2016).

Le modéle de souris KO Kvl.1 est létal, si bien que 50% des animaux meurent entre la
3¢me et la 5%me semaine post-natale a cause de crises d’épilepsie. Ces souris présentent un
phénotype de crises limbiques similaire a celui de la TLE avec des crises récurrentes spontanée

(Robbins and Tempel, 2012). L’excitabilité du réseau dans I'aire CA3 est potentialisée chez ces
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animaux sans modification des propriétés passives de la membrane (Smart et al., 1998). Par
ailleurs, la déplétion aiglie des Kvl.1 par injection intraventriculaire d’un
oligodeoxyribonucleotide antisens ciblant leur ARN messager a montré une atteinte de la
mémoire spatiale non associée a de la dérégulation de la LTP dans le DG ou dans CAl (Meiri et

al., 1997).

Le phénotype épileptique et cognitif que présente le modéle KO Kv1.1 et observé chez les
patients EA1 ressemble également a celui observé dans les pathologies associées a la perte de
fonction de LGI1. En effet, I'implication des Kv1.1 dans I’encéphalite limbique a auto-anticorps
anti-LGI1 et dans I'’ADLTE a récemment été investigué (Petit-Pedrol et al., 2018; Seagar et al.,
2017a). Les patients présentent des défauts cognitifs, des pertes de mémoire et des crises

d’épilepsie (Feng et al., 2019; Michael et al., 2020; Striano et al., 2011).

5. Auto-anticorps anti-LGl1

5.1 LGI1 dans les encéphalopathies

Des autoanticorps ciblant la protéine LGI1 sont exprimés chez des patients souffrant
d’encéphalite limbique (LE : Limbic Encephalitis). Les premiéres études concernant ces auto-
anticorps autrefois considéraient les canaux potassiques dépendant du voltage Kvl comme
épitopes cibles aprés qu’un dosage radioimmunologique d’auto-anticorps de patients ait montré
une précipitation avec de la a-DTX iodée. Actuellement, il est connu que LGI1 retrouvé dans des
complexes axonaux et synaptiques avec les Kv1 est ciblée par les auto-anticorps chez les patients
atteints de LE (Lai et al., 2010; Michael et al., 2020) : des tests ELISA a partir de sérum de patients
montrent une contribution majoritaire des autoanticorps anti-LGl1 a induire la LE (Kornau et al.,
2020; Ohkawa et al., 2013). Au contraire, des auto-anticorps dirigés contre le domaine
intracellulaire des canaux Kv1.1, Kv1.2 ou Kv1.6 chez des patients LE ne semblent pas avoir de
potentiel pathogéniques (Michael et al., 2020). Chez les patients atteints de Neuromyotonie,

les auto-anticorps anti CASPR2 induisent majoritairement les troubles causés par une
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hyperexcitabilité des nerfs périphériques, mais des niveaux modérés d’auto-anticorps anti-LGl1
ont été trouvé chez ces patients. D’importants taux d’anticorps anti-LGI1 sont également trouvés
dans le liquide céphalorachidien (LCR) des patients atteints du syndrome de Morvan (Michael

et al., 2020).

La sémiologie de type épileptique est particuliérement exprimée par les patients
produisant des auto-anticorps anti-LGI1, ainsi que de [I'amnésie, des confusions, de
I’hyponatrémie. Cependant ces symptomes peuvent étre parfois retrouvés chez des patients
exprimant des anticorps anti-CASPR2 (Irani et al., 2010). 1l a été suggéré que certains anticorps
seraient capables de bloquer le complexe comprenant ces deux protéines, expliquant le

chevauchement des phénotypes exprimés (Irani et al., 2012).

5.2 Encéphalite Limbique associée a LGlI1

Les patients atteints de LE causée par les auto-anticorps anti-LGI1 ont en général plus de
60 ans et 50% de ces individus présentent des crises dystoniques faciobrachiale (FBDS :
faciobrachial dystonic seizure) précédant les troubles cognitifs. Les études suggerent une
production des auto-anticorps contre LGI1 de facon intrathécale (Gadoth et al., 2018; Kornau
et al., 2020) ou périphérique (Ramberger et al., 2020). L’expression de LGI1 prédominant dans
I’hippocampe augmente la susceptibilité des anticorps a se fixer dans cette structure (Lalic et al.,

2011; Petit-Pedrol et al., 2018).

Les patients LE sont souvent résistants aux anti-épileptiques. Cependant, [Ieffet
pathogénique des auto-anticorps anti-LGl1 est fortement atténué apres immunothérapie (Lalic
et al., 2011; Michael et al., 2020) et réversible chez des souris aprés injection intraventriculaire
de ces anticorps (Petit-Pedrol et al., 2018). La concentration d’lgG retrouvée dans le LCR par
rapport a celle retrouvée dans le sérum de patient LE est corrélée a la sévérité de I'effet
pathogénique. Cet indice est plus élevé chez les patients LE présentant des troubles cognitifs par

rapport a ceux dépourvus de ces symptomes (Gadoth et al., 2018; Thompson et al., 2018).
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5.3 Mode d’action des auto-anticorps anti-LGl1

L’activité accrue du réseau neuronal de I’hippocampe apres traitement avec des anticorps
anti-LGl1 issus de patients LE est un sujet récurrent dans la littérature. Le traitement avec ces
anticorps /n vitro et in vivo induit une activité épileptiforme prononcée (Lalic et al., 2011;
Romoli et al., 2019) ainsi qu’une hyperexcitabilité neuronale accompagnée d’une transmission
glutamatergique potentialisée dans I'hippocampe (Petit-Pedrol et al., 2018; Romoli et al., 2019).
Ce phénotype électrophysiologique pourrait expliquer I'occurrence de crises épileptiques
associées a la LE (Lalic et al., 2011; Romoli et al., 2019). Cependant, les mécanismes par lesquels
les auto-anticorps anti-LGI1 produit chez les patients LE induisent de I’activité épileptiforme reste

encore a éclaircir.

Des hypothéses suggérent un role de la perturbation des canaux potassiques Kv1 dans les
phénotypes épileptiques observés chez les patients LE. En conséquence d’un défaut de Kvl
fonctionnels, une potentialisation de I'excitabilité neuronale et de la probabilité de libération
du glutamate dans les synapses fibre moussues-CA3 et collatéral de schaffer-CAl serait observé
(Lalic et al., 2011; Petit-Pedrol et al., 2018). Une diminution de la densité des clusters de Kv1.1
précédant une diminution des clusters de récepteurs AMPA a été mesuré dans I’hippocampe
aprés infusion d’lgGs de patient LE dans les ventricules latéraux de souris (Petit-Pedrol et al.,
2018). La diminution des clusters de récepteurs AMPA comme conséquence directe de la
diminution des clusters de Kvl serait une hypothése a explorer (Ohkawa et al., 2013; Petit-
Pedrol et al., 2018; Seagar et al., 2017a). De séveres troubles de la mémoire concordent a un
défaut d’induction de la LTP, conduisant a la conclusion que I'incorporation des récepteurs
AMPA et leur clusterisation dans la synapse serait entravées par I'absence de LGI1 dans les
synapses excitatrices de I’hippocampe perturbant les capacités mnésiques des souris (Petit-Pedrol

et al., 2018; Yamagata and Fukai, 2020).
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Pour décortiquer le rbéle des anticorps anti-LGI1 de patient LE dans les changements
d’expression des canaux Kvl et des récepteurs AMPA, il faut prendre en considération qu’un
seul et méme patient LE peut produire des anticorps polyclonaux dirigés a la fois contre le
domaine LRR et contre le domaine EPTP (Kornau et al., 2020; Ohkawa et al., 2013; Ramberger
et al., 2020). Plus rarement, certains patients expriment des anticorps polyclonaux anti-LGl1
dirigés exclusivement contre le domaine LRR ou le domaine EPTP (Ramberger et al., 2020). Le
nombre important d’hypermutations somatiques des chaines lourdes et légéres des anticorps
anti-LGI1 observé chez les patients LE indique un stade de maturation avancé, justifiant la
pluralité des épitopes ciblés (Kornau et al., 2020). La diversité des épitopes cibles et le
chevauchement de liaison par les anticorps d’'un méme patient a également été mis en évidence
par des expériences de compétition croisée (Ramberger et al., 2020). Les études précédemment
décrites testent I’effet d’auto-anticorps purifiés a partir de sérum ou LCR de patients LE sans
connaitre leur épitope spécifique (Lalic et al., 2011; Ohkawa et al., 2013; Petit-Pedrol et al.,
2018; Romoli et al., 2019). L’étude de ces anticorps polyclonaux limite la compréhension des

mécanismes impliqués dans I’hyperexcitabilité et les changements synaptiques observés.

Ainsi, les derniéres études se sont intéressées aux auto-anticorps monoclonaux exprimés
chez les patients LE, ciblant chacun un domaine spécifique de LGIl. A la différence d’une
application de sérum ou d’anticorps purifiés de LCR des patients LE, deux équipes de chercheurs
ont isolé chaque clone d’anticorps produit chez les patients LE et identifié leur cible. A partir de
I’ARN des cellules sécrétrices d’anticorps et des cellules B prélevés dans le LCR (Kornau et al.,
2020) ou le sang périphérique (Ramberger et al., 2020) de patient LE, les IgGs recombinant
monoclonaux ont été produit in vitro. Chaque anticorps monoclonal a été identifié comme
étant dirigé contre LGI1 bloquant ou non I'interaction avec ADAM22, ciblant le domaine LRR

ou le domaine EPTP (Kornau et al., 2020; Ramberger et al., 2020).
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L'implication du domaine LRR en tant qu’épitope des auto-anticorps anti-LGI1 a suscité
un grand intérét puisque les anticorps anti-LRR se fixent a leur épitope in vitro et in vivo. En
effet, le blocage spécifique du domaine LRR de LGI1 par les anticorps recombinants
monoclonaux de patients LE a montré une internalisation de LGI1 avec ADAM22 et ADAM23
dans les cellules HEK293T, les coupes de cerveau et les cultures de neurones d’hippocampes
(Ramberger et al., 2020). Linternalisation de LGI1 I'empécherait d’assurer sa fonction
physiologique, en impactant sur celle de ses partenaires d’interaction dans le milieu
extracellulaire. Ainsi, il a été montré que le blocage du domaine LRR par les anticorps induit une
augmentation de I'excitabilité des cellules de CA3 in vitro corrélées a une diminution du courant
potassique porté par les canaux Kvl1.1 et de leur nombre dans I’'hippocampe, a plus forte échelle
que le blocage du domaine EPTP (Kornau et al., 2020 ; Ramberger et al., 2020). Par ailleurs les
anticorps anti-LRR et anti-EPTP augmenterait la transmission synaptique excitatrice conduisant
a un échec de l'induction de la LTP dans la synapse collatérale de schaffer-CAl. Un test
comportemental évaluant la mémorisation de I’animal a montré une faculté affaiblie de la
reconnaissance du nouvel objet chez les souris ayant subi une injection stéréotaxique des

anticorps anti-LRR dans CA3 (Ramberger et al., 2020).

A la différence des anticorps anti-LRR, les anticorps anti-EPTP induisent peu de
changements fonctionnels in vitro et in vivo. Un grand questionnement s’est posé sur
I'implication des anticorps anti-EPTP dans la pathologie. 1l a pu étre mis en évidence que
I'interaction LGIT/ADAM22 ou LGII/ADAM23 médiée par le domaine EPTP de LGI1 est
perturbée par la pré-incubation avec des anticorps de patient LE (Kornau et al., 2020; Ohkawa
et al., 2013; Petit-Pedrol et al., 2018; Ramberger et al., 2020a). En effet, I'hypothése d’une
compétition du site cible de LGI1 entre les anticorps anti-EPTP et les récepteurs ADAM 22 et
ADAM 23 est souvent évoquée (Kornau et al., 2020; Ohkawa et al., 2013; Petit-Pedrol et al.,

2018; Ramberger et al., 2020) en cohérence avec les observations suivantes :
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- Les anticorps monoclonaux ciblant le domaine EPTP présentent une faible réactivité sur
tissu natif /n vivo et in vitro chez le rongeur contrairement aux anticorps anti-LRR, bien
que I’efficacité de liaison avec LGl1 soit similaire (Kornau et al., 2020; Ramberger et al.,

2020).

- Les anticorps anti-EPTP injectés dans CA3 chez la souris ne se fixent pas dans le cerveau

et sont retrouvés dans le sang contrairement aux anticorps anti-LRR.

Les répercussions de ces découvertes sont indicatives des mécanismes liés aux anticorps
anti-EPTP dans [l'induction d’'un phénotype pathogénique. Chez les patients LE, un
encombrement stérique des anticorps anti-EPTP empécherait la liaison de LGI1 a son récepteur
ADAM22 ou ADAM23 déstabilisant I’expression normale des canaux Kvl et/ou des récepteurs
AMPA dans le complexe tripartite trans-synaptique, contribuant au phénotype épileptique
(Yamagata et al., 2018). In vitro ou in vivo, le masquage du site cible de LGI1 déja recrutée par
son récepteur ADAM dans le tissu natif, empécherait I'accés des anticorps anti-EPTP
dépendamment de leur temps d’incubation (Kornau et al., 2020; Ramberger et al., 2020). La
poursuite de cette théorie serait prometteuse et I’effet pathogénique de ces anticorps reste a
confirmer sachant que l'injection d’anticorps anti-EPTP dans CA3 n’affecte pas les facultés

cognitives de la souris (Ramberger et al., 2020).

Ensemble, ces résultats soutiennent un réle dichotomique de chaque anticorps a domaine
spécifique dans la LE, avec une implication importante des anticorps anti-LRR dans les défauts
mnésiques observés chez les patients LE. Un effet cumulatif des anticorps anti-LRR et anti-EPTP
sur la perte de fonction de LGI1 et la pathogénicité résultante a été suggéré (Ramberger et al.,
2020). En plus d’un ratio élevé d’lIgG dans le LCR par rapport au sérum de patient qui refléete la
sévérité des symptomes, il se pourrait que I'effet pathogénique dépende aussi de la
complémentarité d’action de plusieurs anticorps monoclonaux. Il est donc important de

caractériser le mode d’action de chaque type d’anticorps.
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Dans notre étude nous avons effectué un traitement de longue durée pour favoriser le
turnover des protéines impliquées dans le complexe avec LGI1 et contrecarrer le masquage des
épitopes par ADAM22 ou ADAM23 (Kornau et al., 2020). Nous avons mesuré |'excitabilité
intrinséque des cellules de CA3 et évalué I'implication des canaux Kv1 dans les changements

induits par un anticorps anti-LRR et anti-EPTP respectivement.

6. ADLTE

6.1 Modéle murins KO-Lgil

L'ADLTE (Autosomal Dominant Partial Epilepsy with Auditaury Features) est une forme
rare de la TLE caractérisée par des crises d’épilepsie partielles accompagnées d’hallucinations
auditives (Chabrol et al., 2010; Kalachikov et al., 2002). Chez 'homme, les symptdmes sont
associés a I’haploinsuffisance de LGlI1. lls peuvent varier selon les individus : des auras visuelles
et auditives (Feng et al., 2019), des confusions, des déficits aphasiques (Striano et al., 2011), mais
dans la plupart des cas, des crises sont initiées a I'adolescence. Aprés les crises, un épaississement
de la matiére grise du lobe temporal latéral a pu étre observé chez certains patients (Feng et al.,

2019).

L’haploinsuffisance serait causée par des mutations non-sens ou mutations faux-sens
diminuant la disponibilité de LGIT dans le cerveau (Chabrol et al., 2010). Ainsi, selon les modéles
de souris ADLTE, une mutation de LGI1 peut causer une perte de fonction ou une action de type
dominant-négatif (Chabrol et al., 2010; Fukata et al., 2010; Yokoi et al., 2015; Zhou et al.,
2009). Les modéles ADLTE de type Knock-out pour LGIT (KO-Lgil) présentent des crises

d’épilepsie (Chabrol et al., 2010; Fukata et al., 2010; Yu et al., 2010).

Le foyer épileptique des souris KO-Lgil est I'hippocampe, et I'activité épileptiforme se
propage ensuite dans le cortex. Aprés I'apparition des crises (dés P14), I'épaisseur de la couche
granulaire est augmentée : les fibres moussues semblent créer des connexions aberrantes et une

forte perte neuronale est détectée dans CA3 (Chabrol et al., 2010).
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Un modéle de KO conditionnel embryonnaire (E10,5) a montré une pénétrance compléte
du phénotype épileptique, avec des crises sévéres récurrentes entre P16 et P21. De facon
surprenante, les KO conditionnels supprimant I’expression de la protéine a partir de 5 semaines
post-natal n’induisent des crises qu’aprés 3 a 5 mois, sans posture hypertonique ou course
hyperkynétique observées chez les souris dépourvues de I'expression de LGI1 des le stade
embryonnaire. Ces animaux KO conditionnels survivent 90 jours aprés les crises. Ce modéle
permet de suspecter un rdle neurodéveloppemental crucial de LGI1 dans I’ADLTE.
Contrairement au modéle KO conditionnel ciblant les cellules pyramidales qui présente de
I'activité épileptiforme, le KO conditionnel supprimant I’expression protéique LGI1 uniquement
dans les neurones GABAergiques exprimant la parvalbumine a permis d’écarter I'implication de

ces neurones dans ’ADLTE (Boillot et al., 2014).

6.2 Types de mutation

Bien que 43 mutations différentes soient répertoriées (Yamagata and Fukai, 2020) aucune
corrélation génotype/phénotype n’a été mise en évidence (Nobile et al., 2009). L’étude de ces
mutations a révélé que certaines ne permettent pas la sécrétion de LGI1 (sécrétion-défectueuse)
alors que d’autres LGI1 sécrétées (sécrétion-compétente) sont défectueuses dans leur interaction

protéique (Striano et al., 2011).

Des modéles murins ont été créés pour analyser I'effet de mutations trouvées dans les
formes familiales de I’ADTLE. L’équipe de M. Fukata a étudié 2 mutations représentatives de
chaque catégorie dans des lignées de souris subissant toutes deux une létalité a partir de la 3¢me
semaine. La LGI1 sécrétion-défectueuse serait recrutée au RE pour étre dégradée et n’interagirait
pas avec ses récepteurs ADAM22 et ADAM23. Par ailleurs, la LGI1 sécrétion-compétente aurait
un défaut de conformation qui entraverait sa faculté a se dimériser et réduirait ses interactions
primordiales avec ses partenaires directs et indirects tel que ADAM22, PSD-95 et Kvl (Yokoi et
al., 2015). L’effet de la perte de fonction de la LGI1 sécrétion-compétente rappelle celui du

blocage de LGI1 par les auto-anticorps de patient anti-EPTP, soulighant de nouveau son rdle
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important dans le maintien du complexe avec ses partenaires d’interaction. Récemment, une
mutation empéchant la sécrétion de LGI1 a été identifiée chez des individus atteints d’ADLTE
présentant des crises d’épilepsies évoquées chaque année (Feng et al., 2019). La mutation
sécrétion-défectueuse de LGl serait la cause d’une perte de fonction de LGIT dans le versant

extracellulaire a I'origine des symptomes épileptiques.

6.3 Conséquence dans le développement

Aprés la découverte du gene Lgil, il fallut de nombreuses années pour proposer des
hypothéses valables concernant son réle dans I'épilepsie. L’'implication de LGIT dans une
canalopathie provoquant des crises d’épilepsie n’était pas la premiére idée évoquée sachant que
Lgil n’est pas homologue & un géne codant un canal ionique. Ainsi, un rdle dans la
communication inter-neuronal dont la dysfonction perturbe [I'organisation des réseaux
neuronaux a premiérement été proposé (Kalachikov et al., 2002). Le motif LRR de LGI1 est
également retrouvé dans la protéine SLIT, qui lui confére sa capacité de signalisation répulsive
dans le guidage axonal (Battye et al., 2001). Ainsi, le groupe de T.C. Gilliam a émis I’hypothése
d’une conservation fonctionnelle du domaine LRR dans LGI1 pour le guidage du céne de
croissance et la migration (Kalachikov et al., 2002). En I’'absence de LGll1, ces processus
développementaux seraient altérés, participant a I'apparition de crises épileptiques. En accord
avec cette hypothése, une désorganisation de la couche corticale associée a une polarité
anormale des neurones la composant a été observée apreés électroporation /n utéro d’'un mutant
humain Lgil chez les rats au cours du stade embryonnaire. Cette mutation Lgil serait associée a

des crises d’épilepsie (Feng et al., 2019).

Dans I’hippocampe, le réle de LGI1 dans le guidage du cone de croissance et dans I’élagage
synaptique a été proposé en lien avec son pic d’expression atteint lors de la maturation
synaptique (Thomas et al., 2010, 2018; Zhou et al., 2009). LGI1 favoriserait le remodelage de
I'arborisation dendritique en diminuant les ramifications, la longueur des dendrites apicales et

la densité des épines dendritiques des cellules granulaires (Zhou et al., 2009). L’élimination
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synaptique serait également dépendante de LGI1 dans le corps géniculé latéral ce qui pourrait
expliquer la perception d’auras visuelles chez les patients ADLTE (Zhou et al., 2012).
L'implication de LGI1 a également été mise en évidence dans la signalisation médiée par NgR1,
un récepteur entravant la croissance axonale des neurones myélinisés (Thomas et al., 2010) et
limitant le nombre de synapses excitatrices durant le développement dépendant de I'activité
(Wills et al., 2012). LGI1 antagoniserait NgR1 et restreindrait I'activation de la protéine de
signalisation RhoA GTPase contrdlant le cytosquelette. Cette signalisation peut susciter un
certain intérét pour comprendre les défauts mnésiques des patients LE et ADLTE puisqu’elle serait

cruciale pour la plasticité permettant la mémorisation.
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Figure 14. Schéma de la signalisation du récepteur NgR1 (Thomas et al., 2018).

La liaison LGI1-NgR1 favoriserait la maturation de synapses lors du pic d’activation en
culture (15 jours in vitro: DIV15) et sa délétion causerait une diminution du nombre et de la
longueur des épines dendritiques de type « mushroom » dans les cellules de CA1 (Figure 14 ;
Thomas et al., 2018). De plus, 'homologue le plus proche de ADAM22, ADAM23 serait crucial
pour la potentialisation de LGI1 dans la croissance axonale et I'arborisation dendritique des
neurones pyramidaux de CAl (Owuor et al., 2009). La fonction commune de LGI1/ADAMs et

LGI1/NgR1 dans CAl suggere que ces deux voies de signalisation s’entrecroisent. Ainsi, il a été
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suggéré que NgR1 potentialise la fonction de ADAM22 dans le cerveau de rat en développement

(Thomas et al., 2010).

Bien que I'effet de LGIT sur I’élimination synaptique et la densité des épines dendritiques
difféere de facon opposé entre le groupe de recherche de M.P. Anderson qui préne une
régulation a la baisse et le groupe de P.A. Barker observant une régulation a la hausse, le role
de maturation synaptique médié par LGI1 est I'idée principalement maintenue (Zhou et al.,
2009 ; Thomas et al., 2018). Cette différence de régulation pourrait étre associée a la variation

du mode de maturation synaptique selon la structure et le neurone cible.

Dans ces études, le réle de LGI1 dans la morphologie des neurones a été associé a la
perturbation de I'activité du réseau neuronal de I’hippocampe. Cette hypothése serait soutenue
par une augmentation de la susceptibilité aux crises observée chez les souris mutantes pour LGI1
(Zhou et al., 2009), un état caractérisé de pré-épileptique chez les souris KO-Lgil (Thomas et
al., 2018) et des crises épileptiques chez les KO ADAM23 (Owuor et al., 2009). Ces résultats,
avec la viabilité d’'un modeéle KO conditionnel adulte (Boillot et al., 2014) confortent I'idée d’un
défaut du développement neuronal a la base de I'induction des crises d’épilepsie chez les patients

ADLTE.

En plus de modifications morphologiques, I'’équipe de M.P. Anderson a montré que LGI1
coordonnait la maturation fonctionnelle post-natal pré- (via Kvl.1) et post- (via NMDA)
synaptique dans la fibre perforante médiale projetant sur les cellules granulaires (Zhou et al.,
2009). De plus, les changements morphologiques associés a un défaut de maturation synaptique
en absence de LGI1 ne sont pas toujours observés dans d’autres études (Boillot et al., 2016; Petit-
Pedrol et al., 2018). Les mécanismes a |'origine de ces modifications morphologiques restent
encore a élucider pour découvrir s’ils sont réellement impliqués dans les phénotypes épileptiques

létaux associés a LGlI1.
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6.4 Effet dans la synapse

Pour comprendre comment la délétion de Lgil favoriserait une activité électrique accrue
du réseau hippocampique conduisant aux crises d’épilepsie, I’hypothése d’'un défaut de la
transmission synaptique a longtemps été explorée. En effet, lors de la phase développementale
durant laquelle LGI1 est exprimée, la phorphorylation des tyrosines des protéines retrouvées
dans la synapse diminue (Cudmore and Gurd, 1991) suggérant un role important de LGI1 dans
la maturation des protéines synaptiques. De plus, I'interaction ADAM22/LGlI1 serait nécessaire
pour la maturation de la synapse en régulant la stabilité du complexe avec PSD-95 (Lovero et

al., 2015).

Pourtant souvent contradictoires, les hypothéses qui concernent un défaut de la fonction
synaptique dans I'induction des crises épileptiques chez les patients ADLTE soutiennent
majoritairement une modulation des EPSC médiés par AMPA et NMDA et/ou de la libération

de glutamate par la terminaison présynaptique.

Comparant le profil épileptique spontané létale retrouvé chez les KO ADAM22 (Fukata
et al., 2017) et KO ADAM23 (Owuor et al., 2009) a celui des KO-Lgil, le groupe de M. Fukata
place ces 3 protéines au centre d’un role crucial dans le maintien d’une transmission synaptique
médié par les récepteurs AMPA, et dont la perturbation causerait les crises d’épilepsie (Fukata
et al., 2010). LGI1 favoriserait I’expression des récepteurs AMPA dans la synapse et ces derniers
diffuseraient hors de la synapses au dépend de la perte d’interaction ADAM22/LGI1 dans les
souris KO-Lgil (Lovero et al., 2015). Ainsi, la surexpression de LGI1 augmente le ratio des EPSC
médié par AMPA/NMDA dans I'hippocampe de rat, sans changement de la fonction
présynaptique (Fukata et al., 2006), et sa délétion chez les KO-Lgil induit une réduction des
EPSC médiés par AMPA et du ratio AMPA/NMDA dans I'aire CAl et le DG /n vitro (Fukata et
al., 2010 ; Lovero et al., 2015). En 2021, ils suggerent qu’un mauvais alignement du complexe
trans-synaptique avec ADAM22, LGlI1 et les protéines MAGUK est responsable de la réduction

de la transmission synaptique dans les cultures orgranotypiques d’hippocampe (Y Fukata et al.,

50



2021). La réduction synaptique des récepteurs AMPA dans un contexte épileptique ou I'activité
des neurones est accrue est difficile a interpréter. De plus, une augmentation de la force
synaptique est observée par la délétion génétique ou le blocage de LGI1 par des auto-anticorps
de patient LE dans d’autres études (Petit-pedrol, Boillot et al., 2016, Yu E et al., 2010). L’équipe
de M. Fukata a pourtant proposé I’hypothése selon laquelle la perturbation de la transmission
synaptique des interneurones inhibiteurs produirait une désinhibition du réseau. Cependant,
nous avons vu précédemment que les neurones GABAergiques exprimant la Parvalbumine ne
sont pas impliqués dans les processus conduisant au phénotype épileptique (Boillot et al., 2014).
En outre, aucune différence des IPSP des neurones GABA entre les KO-Lgil et les WT dans CAl
n'a été observé (Yu et al., 2010). L’analyse du comportement électrophysiologique d’autres

interneurones que ceux exprimant la parvalbumine n’as pas été davantage approfondie.

La diminution de I'expression des récepteurs AMPA dans les synapses de I'hippocampe
des souris K-Lgil, également observée lors du blocage de LGI1 par les auto-anticorps de patient
LE pourrait correspondre a une réponse homéostatique a I'augmentation de I’activité des
neurones (Ohkawa et al., 2013; Petit-Pedrol et al., 2018; Seagar et al., 2017). La modification
des propriétés des neurones précédant la diminution des récepteurs AMPA dans la synapse

pourrait étre une modulation de I’excitabilité du neurone présynaptique induite par la

dérégulation des Kv1, ou une augmentation de la libération de glutamate.

Ainsi, deux autres groupes de chercheurs ont plutét observé qu’'une modulation de la
libération de glutamate des synapses excitatrices résulte d’une délétion de Lgil avec une
augmentation de la taille des quanta de glutamate dans les synapses de I'aire CA1 (Boillot et al.,

2016) et une augmentation des EPSC médié par AMPA et NMDA (Yu E et al., 2010).

Les résultats de toutes ces études suggerent que I'augmentation de la libération de
glutamate dans I'aire CAl résulterait d’'une modulation de [I'excitabilité des neurones
présynaptiques dans CA3 en amont de modification d’expression des récepteurs AMPA dans les

neurones post-synaptiques.
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La variabilité des résultats obtenus peut dépendre du modéle animal, du type de mutation,
de la structure hippocampique et du stade développemental étudié. Aucun schéma temporel
décrivant les mécanismes séquentiels conduisant au phénotype ADLTE n’a encore été établit

dans un méme modéle, en prenant en considération les conséquences post-crises épileptiques.

6.5 Modulation de I’excitabilité

La modulation de I’excitabilité intrinséque de neurones de souris KO-Lgil a récemment été
étudiée (Seagar et al., 2017; Zhou et al., 2018). Il a été montré que les neurones de CA3
deviennent peu excitables aprés incubation avec une LGI1 recombinante et qu’ils sont plus
excitables dans les souris KO-Lgil (Seagar et al., 2017). Les cellules pyramidales du cortex
temporal sont également hyperexcitables dans les KO-Lgil (Zhou et al., 2018). Dans ces deux
études, la délétion de Lgil augmenterait I’excitabilité neuronale par une diminution d’expression

de Kv1.1 ou Kv1.2 fonctionnels.

En effet, 'implication des Kv1.1 dans I’ADLTE est concevable puisque leur délétion dans
un modéle KO Kv1.1 induit une augmentation d’excitabilité des neurones pyramidaux de CA3
associée a un phénotype épileptique (Smart et al., 1998). Le lien biophysique entre LGI1 et les
Kv1.1 a été mis en évidence par leur présence dans un méme complexe. De plus, I'effet de LGI1
dans le ralentissement de I'inactivation des Kv1.1 par la sous-unité Kv3§1 (Schulte et al., 2006)
démontre que I'appartenance de Kvl.1 a un complexe avec LGIl a des conséquences
fonctionnels. D’autre indices soutiennent une action partenaire de LGI1 et des Kvl.1, tels que
leur pattern d’expression spatial et temporel commun. Par exemple, dans la fibre perforante
médiale projetant dans les cellules granulaires, la probabilité de libération de glutamate serait
diminuée au cours du développement, en paralléle d’une augmentation de Kv1.1 fonctionnels

et du pic d’expression de LGI1 (Zhou et al., 2009).

Plus récemment, un effet pathogénique due a la perte des Kvl dans un modéle KO-Lgil a

été démontré. La suppression de l'activité d’un facteur pro-inflammatoire permettrait de
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récupérer les Kv1.2 fonctionnels et restaurer |'excitabilité des neurones pyramidaux de la couche
2/3 du cortex temporal des souris KO-Lgil. Cependant, la récupération du phénotype de ces
cellules ne serait pas suffisante pour atténuer les crises aprés P20, n’évitant pas la mort des souris
(Zhou et al., 2018). La cible de la restauration du phénotype épileptique étant le facteur pro-
inflammatoire induit par I'occurrence des crises, I'implication de LGI1 dans la perte de fonction

des Kv1.2 n’est pas directement démontré.

Par contre, la perte de fonction des Kvl.1 a 'AlS corrélée a I'augmentation d’excitabilité
des neurones de CA3 de souris KO-Lgil est davantage en faveur d’une implication de LGI1 dans
la modulation de I'excitabilité par la régulation des Kv1.1 dans un cadre pathologique (Seagar
et al., 2017). En accords avec ces résultats, LGII/ADAM22 co-localisent dans I’AlS avec les Kvl
qui permettent la régulation de I’excitabilité intrinséque des neurones de CA3 (Hivert et al.,

2018 ; Rama et al., 2017).

La régulation des canaux Kvl.1 au niveau présynaptique par LGI1 est également une
possibilité. Une augmentation de la facilitation a court terme occlue par la DTx-k a été mesurée
dans les synapses fibres moussues-CA3 apres délétion subaiglie de Lgil ciblée par un ARNsh
(Lugara et al., 2020). De méme, I'application de DTx-k occlue I'effet de la délétion de Lgil sur

I’amplitude d’EPSC évoqués dans les neurones de CA3 (Seagar et al., 2017).

7. Problématique :

Il est possible que la diminution des canaux Kvl.1 dans I'AIS et I'augmentation
d’excitabilité résultante des neurones de CA3 de souris KO-Lgil soient une conséquence
neurodéveloppementale due a I'absence de LGI1 dés le stade embryonnaire. J’ai donc vérifié si
LGIT était capable de contrdler I'excitabilité intrinseque de facon aiglie par la régulation de
I’expression des Kvl.1 portant le courant Ip, en restaurant I'expression de LGI1 dans des neurones

de CA3 de souris KO-Lgil. J’ai pour cela utilisé la technique d’électroporation sur cellule unique
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afin de réintégrer un géne codant pour LGI1 dans les neurones KO-Lgil sélectionnés (neurones

KO/Lgil).

LGI1 est également impliquée dans la LE, une pathologie qui présente de nombreuses
caractéristiques phénotypiques communes avec ’ADLTE. Pour comprendre les mécanismes par
lesquels la perte de fonction de LGI1 induit de I'activité épileptiforme, jai évalué ['effet
fonctionnel d’un auto-anticorps monoclonal de patients LE ciblant le domaine LRR et d’un autre
ciblant le domaine EPTP. Jai vérifié si ces deux anticorps a domaine spécifique altérent

I’excitabilité intrinséque des cellules de CA3 par la régulation du courant porté par les Kv1.1.

Dans le modéle KO-Lgil, j’ai utilisé la plasticité analogue-digitale induite par la
dépolarisation (d-ADF) comme outil pour identifier la localisation de la perte de Kvl.1
fonctionnels. Cette technique m’a permis d’évaluer I'implication des canaux Kv1.1 axonaux dans

I’excitabilité accrue observé dans les neurones de CA3 de souris KO-Lgil.
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1. Modéle d’étude
Toutes les expériences ont été réalisées selon les directives européennes et institutionnelles
pour le soin et l'utilisation des animaux de laboratoire (Directive du Conseil 86/609/CEE et
Conseil National de la Recherche) et approuvées par l'autorité sanitaire locale (D13055-08,

Préfecture des Bouches du Rhéne).

1.1 Production de souris KO-Lgil

Des souris hétérozygotes Lgil*- ont été croisées pour générer des congénéres Lgil” (ou
KO), Lgil+- et Lgil*+ (WT). Les souris WT et KO ont été sélectionnées en analysant le profil
d'amplification de la Polymerase Chain Reaction (PCR). Aprés prélevement sur des souris agées
de 7 jours, I'ADN est dénaturé par variation thermique dans un mélange de 0,5 ul de “DNA
release” dilué dans 20 ul de tampon de dilution (Master mix, ThermoFisher). 1ul d'ADN extrait
de chaque échantillon est amplifié avec 0,25 ul d'amorce (concentration finale de 0,3 uM pour
chaque amorce: les 2 amorces inverses WT et les 2 amorces inverses KO), 10 ul de Phire
contenant de I'ADN polymérase (Master mix, ThermoFisher) et 8,75 ul d'eau dans le
thermocycleur (systeme PCR ProFlex, life technologies). Les produits de PCR sont mis a migrer
sur un gel d'agarose (2 %) et les bandes de migration résultantes sont visualisées a 120 pb (bande

WT) et 200 pb (bande KO) avec une bande de biomarqueur comme référence de taille.

1.2 Caractérisation du modéle KO-Lgil

Le modele de souris KO-Lgil utilisé au cours de ma thése cible la délétion totale de Lgil
dés le stade embryonnaire. La perte homozygote de la protéine n’est pas |étale dés la naissance
bien que les souris aient un poids significativement diminué a P14 et un ralentissement du
développement. Les souris KO présentent des crises d’épilepsie dés P10 avec un nouveau pic de
pourcentage de souris touchés a P14 (Chabrol et al.,, 2010). Cette fenétre de temps
correspondrait au pic d’expression de LGI1 dans le cerveau (Ribeiro et al., 2008). Les crises sont

caractérisées par des mouvements d’arrét, des secousses des membres, un course hyperkinétique,
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des mouvements cloniques, de la perte d’équilibre posturale, des postures hypertoniques
asymétriques et de I'activité ictale et inter-ictale a I'EEG. La mort a P16 est déclenchée par les
épisodes hypertoniques. Au contraire, les souris hétérozygotes ne présentent pas de crises ni de
mort prématurée, mais ont un seuil de tolérance a I'induction des crises plus faible (Chabrol et
al., 2010). Toutes ces caractéristiques sont communes a tous les modéles KO-Lgil étudiés (Fukata

et al., 2010; Yu et al., 2010).

1.3 Cultures organotypique d'hippocampe

Des souris KO-Lgil, WT ou rat Wistar (P7-P10) ont été sacrifiés par décapitation, le cerveau
a été prélevé et chaque hippocampe disséqué. Des coupes d'hippocampe de 350 um ont été
obtenues a l'aide d'un Vibratome (Leica, VT1200S). Elles ont été placées sur des membranes en
latex de 20 mm (Millicell) elles méme introduites dans des boites de Pétri de 35 mm de diamétre
contenant 1 ml de milieu de culture et maintenues jusqu'a 21 jours dans un incubateur a 34 °C,
95% O, — 5% CO.. Le milieu de culture contenait 25ml de MEM, 12,5ml de HBSS, 12,5ml de
sérum de cheval, 0,5ml de pénicilline/streptomycine, 0,8ml de glucose (1 M), 0,1 ml d’acide

ascorbique (1 mg/ml), 0,4ml d’Hepes (1 M), 0,5ml de B27, et 8,95ml d’eau stérile.

Dans les cultures organotypiques de rat, 5 uM d'Ara-C etait ajouté au milieu de culture a

partir de DIV 4 pendant 24h pour limiter la prolifération gliale.

2. Traitements

2.1 Electroporation sur cellule unique

La transfection a été réalisée au moyen de la technique d’électroporation sur cellule unique
dans les cultures organotypiques d’hippocampe de souris KO-Lgil. Nous avons utilisé cette
technique (Rathenberg et al., 2003) pour intégrer la construction d'expression d'ADN
plasmidique de 9227 pb (pIND-LGI1-Tet-IRES-eGFP) qui permet aux neurones sélectionnés
d’exprimer a la fois la protéine LGI1 et la protéine GFP (Green Fluorescent Protein). Le plasmide
était composé d'un promoteur du cytomégalovirus dont le niveau d'activation dépend du
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systéme opérateur Tet inductible par la tétracycline. En condition contréle, nous avons utilisé
une construction d'expression d'ADN plasmidique de 7556 pb (pIND-Tet-IRES-eGFP) pour
exprimer uniquement la GFP dans les neurones électroporés. Pour vérifier I'étendue de la
sécrétion de la protéine LGl1, nous avons utilisé un vecteur exprimant la protéine LGIT taguée
d’une séquence Dendra2 (D2-Lgl) (pIND-AIRES-Dendra-LGl1). L’attribution d’un tag Dendra2 a
LGI1 nous a permis d’utiliser des anticorps ciblant le tag qui se fixe correctement sur les cultures
organotypiques et n’induisent pas d’effet pathogeéne contrairement a des anticorps ciblant LGI1
directement. Nous avons également utilisé la construction plasmidique de 5442 pb (pTomato)

exprimant la dtTomato pour identifier la morphologie du neurone électroporé.

Avant la procédure d'électroporation, la solution de plasmide était centrifugée a 10000 g
pendant 5 minutes pour éviter I'obstruction de la micropipette par des débris provenant
possiblement de contaminations bactériennes accumulés dans les aliquots d’ADN plasmidique.
Dans les trois conditions, la doxycycline a été appliquée dans le milieu de culture cellulaire a
une concentration finale de 0,3 ug/ml pendant 3 jours immédiatement aprés la procédure

d'électroporation sur cellule unique (Single Cell Electroporation, SCE).

La doxycycline est une tétracycline artificielle qui permet I'activation du promoteur du

cytomégalovirus pour induire I'expression du gene Lgil.

Pour la procédure de SCE, la chambre du microscope est constituée d'une boite de Pétri
stérile de 60 mm. Les constructions d'ADN plasmidique ont été diluées a une concentration
finale de 33 ng/ul dans la solution de patch, une solution électrolytique adaptée aux
concentrations retrouvées dans le milieu intracellulaire contenant: du K-gluconate a 120mM, du
KCl & 20 mM, de I'Hepes a 10 mM, de 'EGTA a 0,5 mM, du MgCI2 a 2 mM, du Na2ATP a 2
mM et du NaGTP a 0,3 mM (pH 7.4). Des micropipettes (7-10 MQ) ont été remplies de cette
préparation d'ADN aprés filtration avec un filtre Acrodisc pour seringue stérile (pores de 0,2 um

de diamétre).
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Au cours de la procédure de SCE, la culture organotypique (DIV4-5) est positionnée dans
une boite de Pétri et recouverte d'une solution d’ACSF (Artificial Cerebro-Spinal Fluid)
préchauffée a 34°C et filtrée contenant: du NaCl a 125 mM, du NaHCO3 a 26 mM, du CaCl; a
3 mM, du KCl a 2,5 mM, du MgCl, a 2 mM, du NaH,PO4 a 0,8 mM et du D-glucose a 10 mM,
équilibrés avec 95% d'O; a 5% de CO.,. L'électrode de masse et la microélectrode sont
connectées a un générateur de tension isolé (Axoporator 800A, Molecular Devices). Sous
guidage visuel, la micropipette est positionnée par un micromanipulateur trois axes prés du
corps cellulaire des neurones de CA3 sélectionnés. La pression est contrdlée pour avoir un joint
lache entre la micropipette et la membrane plasmique. Lorsque la résistance d’accés de la pipette
surveillée atteint 25-40 MQ, j’active I'’envoi d’un train d'impulsions de -12 V pendant 500 ms
(largeur d'impulsion: 0,5 ms, fréquence: 50 Hz). Chaque culture organotypique a subi une
procédure de SCE pour 8 a 10 neurones sélectionnés pendant un temps limité de 30 min et a

ensuite été transférée dans l'incubateur.

2.2 Application des mAbs

Des mAbs (monoclonal Antibodies) recombinants anti-LGI1 ont été obtenus /n vitro par
clonage vectoriel a partir de '’ADN des cellules B humaines activées comme décrit dans
Ramberger et al. 2020. Des 1gGs polyclonales purifiées a partir de sérum total humain sain
(Protein G Sepharose 4 Fast Flow, 17-0618-01, Cytiva) ont été utilisées comme contréle (Healthy
Control : HC). L'effet électrophysiologique du mAbO1 recombinant anti-LRR et celui du
mAb6212 recombinant anti-EPTP a été évalué individuellement dans les neurones pyramidaux
de CA3 issus de cultures organotypiques d’hippocampe de rat. Des 1gGs HC et des mAbs anti-
LGI1 ont été appliqués chaque jour a une concentration finale de 4 ng/ul dans le milieu de
culture, en contact direct avec les cultures organotypiques hippocampiques, de DIV4 jusqu'au

jour de l'expérience (DIV7-DIV8).
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3. Electrophysiologie
Les enregistrements en patch-clamp ont été effectués en configuration cellule-entiére dans
les neurones pyramidaux de CA3 issus de cultures organotypiques de souris KO-Lgil, souris WT
ou rats Wistar. Dans chaque cas, des pipettes de patch (7-10 MQ) ont été remplies d’une solution
de patch contenant: du K-gluconate a 120 mM, du KCl & 20 mM, de I'Hepes & 10 mM, de
I’EGTA a 0,5 mM, du MgCI2 a 2 mM, du Na2ATP a 2 mM et du NaGTP a 0,3 mM (pH 7.4).
Tous les enregistrements ont été effectués a 29 °C dans une chambre d'enregistrement a

température contrdlée (Luigs & Neumann) perfusée avec la méme solution d’ACSF que pour la

SCE.

3.1 Enregistrement de I’excitabilité intrinséque

Aprés trois jours d’incubation des cultures électroporées avec la doxycycline suivant la
SCE, les neurones électroporés ont pu étre identifiés par l'expression de la GFP. Les neurones
ont été enregistrés en courant-imposé ou en voltage-imposé avec un amplificateur Multiclamp
700B (Axon Instruments, Molecular Devices). L'excitabilité a été mesurée en délivrant une
gamme de longues impulsions de courant dépolarisant (1 s) (10 a 250 pA, par incréments de 10
pA) et en comptant le nombre de potentiels d'action évoqués. Lors de ces expériences, les
récepteurs ionotropiques du glutamate et du GABA étaient bloqués par I'ajout de 2 a 4 mM de
kynurénate et 100 uM de picrotoxine respectivement. Des courbes entrée-sortie ont été
déterminées pour chaque neurone et trois paramétres ont été examinés: la rhéobase (le courant
minimal nécessaire pour induire au moins un potentiel d'action), le gain (le facteur de linéarité
obtenu sur chaque cellule par la mesure du nombre de PA en fonction de I'impulsion de courant)
et la latence du premier PA (temps de dépolarisation avant que le premier PA soit évoqué par
un courant de rhéobase n’induisant qu'un seul PA). La sensibilité a la dendrotoxine K (DTx-K),
bloqueur sélectif de la sous-unité Kvl.1 du canal potassique dépendant du voltage, a été

déterminée par enregistrement en courant-imposé avant et aprés I'application de la DTX-K (100
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nM) dans le bain. Les protocoles de voltage imposé pour mesurer le courant médié par les
canaux contenant la sous-unité Kv1.1 consistaient en une série de sauts de potentiel a partir d'un
potentiel maintenu a -90 mV (pas de -80 a +10 mV par incréments de 10 mV). Pour bloquer les
courants Ca%* et Na* dépendants du voltage, 200 uM de Ni?+, 50 uM de Cd?** et 0,5 uM de
TTX ont été ajoutés a la solution extracellulaire d’ACSF. L'isolement algébrique du courant
potassique de type lp porté par les Kv1.1 a été réalisé en soustrayant les courants évoqués en
présence de la DTX-K, aux courants évoqués dans la solution d’ACSF contréle. La conductance
de type D a été calculée a partir du pic maximal de courant sensible a la DTx-k obtenu et du
gradient electrochimique du potassium dans nos conditions d'enregistrement (potentiel
d’équilibre du potassium Ex;=-105,09 mV). Dans toutes les expériences de voltage imposé, la
soustraction du courant de fuite et de capacitance a été effectuée en utilisant un protocole p/n
(n = 4). Pour chaque enregistrement, l'acquisition du signal a été réalisée avec une fréquence
d’échantillonnage de 10 kHz a I'aide du logiciel pClamp10 (Axon Instruments). Les données ont
été analysées a I'aide des logiciels ClampFit (Axon Instruments) et IgorPro6 (Wavemetrics). Les
données groupées sont présentées sous forme de moyenne * SEM et l'analyse statistique a été
réalisée a l'aide du test U de Mann-Whitney, du test de Wilcoxon et du test de Kruskal-Wallis et

Mann-whitney en post-hoc pour les multi-comparaison.

Les enregistrements des neurones de CA3 issus des cultures organotypiques de rat Wistar
traités avec les 1gGs ont été réalisés a DIV7 et DIV8 dans une limite de 6 h aprés la derniere
application. Les cultures ont été brievement rincées avec la solution externe d’ACSF dans la
chambre d'enregistrement puis les neurones ont été enregistrés en courant-imposé et |'excitabilité
a été mesurée de la méme maniére que dans les neurones électroporés des souris KO-Lgil. Les
courbes entrée/sortie, la rhéobase, la latence du premier PA et la sensibilité de ces paramétres a

la DTx-K ont été obtenus.
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3.2 Induction de la plasticité a court terme (d-ADF)

La facilitation analogue-digitale a été utilisé comme outil pour mesurer I'effet de
I'inactivation des canaux Kv1 dans les neurones KO-Lgil et WT. L’enregistrement de paires de
neurones a été effectué dans CA3 entre DIV11 et DIV14 pour augmenter la probabilité d’une
connexion entre les deux neurones. Au cours de I'enregistrement, le neurone présynaptique est
enregistré en courant-imposé et son potentiel de membrane est maintenu ente -70mV et -75mV.
Deux PA sont évoqués dans le neurone présynaptique par I'induction de rapides créneaux de
courant dépolarisant (5 ms) dont I'intensité varie selon I'excitabilité du neurone présynaptique.
A la différence du premier PA induit a partir d’'un potentiel de membrane basal, le second PA
est évoqué a la suite d’'une longue dépolarisation sous-seuil de 10 s. L’intensité du courant
dépolarisant de 10 s est modulé de sorte que le potentiel de membrane du neurone n’atteigne
pas le seuil de déclenchement du PA (-45mV/-50mV). Le neurone post-synaptique est enregistré
en voltage-imposé. Les EPSC évoqués dans le neurone post-synaptique par chaque PA émis dans
le neurone présynaptique sont moyennés sur 40 a 70 traces aprés alignement des PA
présynaptiques et I'amplitude est mesurée. Le 2¢mEPSC évoqué est normalisé en fonction du
1e'EPSC évoqué de sorte que les valeurs d’amplitude au-dela de 100% indiquent une facilitation

de la transmission synaptique.

4. Immunohistochimie

4.1 Protocole d’immunomarquage des Kvl.1 et de la D>-LGl1

Les cultures organotypiques de souris KO-Lgil ont été fixées dans une solution contenant
4% de paraformaldéhyde dans du PBS pendant 15 min a 4°C, 3 jours apreés la SCE dans le cas
de la quantification des canaux Kv1.1 a I’AlS et 7 jours apreés la SCE pour visualiser clairement la
sécrétion de la protéine D,-LGl1 par le neurone électroporé. Les cultures ont ensuite été incubées
dans du NH4Cl & 50 mM dilué dans du PBS pendant 15 min a température ambiante (RT) dans
le but d’éliminer le bruit de fond causée par le PFA. Les sites non spécifiques ont été bloqués

une nuit a 4°C dans une solution contenant 5% de sérum de chévre (Normal Goat Serum, NGS,
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Vector laboratories) et 0,5% de Triton X-100 dans du PBS. Aprés ce processus, les cultures
organotypiques ont été incubées (24h; 4°C) avec des anticorps primaires dans une solution
contenant 0,5% de triton X-100 et 2% de NGS dans du PBS. Les anticorps suivants ont été
utilisés: anti-ankG de cochon d’inde (1:400, Synaptic Systems, 386005, RRID: AB_2737033),
anti-GFP de lapin (1:500, Synaptic Systems, 132003, RRID: AB_1834147), anti-Kvl.1 de souris
(1:200, Antibodies Incorporated, 75-105, RRID: AB_10673166) ou anti-ankG de souris (1:400,
Antibodies integrated, 75-147, RRID: AB_10675130), anti-Dendra2 de lapin (1: 200, Antibodies
online, ABIN361314, RRID: AB_10789591). Ensuite, les cultures organotypiques ont été lavées
4 fois pendant 20 min dans du PBS contenant 0,5% de Triton X-100 puis incubées avec les
anticorps secondaires appropriés pendant 2h (RT) dans une solution contenant 0,5% de Triton
X-100 et 2% NGS dans du PBS. Les anticorps suivants ont été utilisés: Alexa Fluor 647 chévre
anti-cochon d'Inde (1:150, Jackson Immunoresearch), Alexa Fluor 488 chévre anti-lapin (1:200,
Jackson Immunoresearch) et Alexa Fluor 594 chévre anti-souris (1:200, Jackson
Immunoresearch) ou Alexa Fluor 488 chévre anti-lapin (1:200, Jackson Immunoresearch), Alexa
Fluor 594 ane anti-poulet (1:400, Jackson Immunoresearch), Alexa Fluor 647 ane anti-souris
(1:400, Molecular Probes). Par la suite, les cultures ont été lavées 3 fois pendant 20 min dans
du PBS 0,5% Triton X-100. Les noyaux ont été colorés en utilisant du DAPI a une concentration
finale de 1,5 ug/ml dans du PBS pendant 10 min et lavés dans du PBS pendant 15 min. Les
tranches ont ensuite été montées dans du milieu de montage anti atténuation (Vectashield,
Vector laboratories). Des sections optiques en “Z-stacks™ (image a plusieurs plans focal) ont été

acquises sur un microscope confocal a balayage LSM780 (Zeiss).

4.2 Traitement d'images et quantification.

Le logiciel Image) (NIH) a été utilisé pour l'analyse des images et la quantification des
différents marquages. Afin de mesurer l'immunoréactivité de Kvl.1 a I'AlS, une soustraction du
bruit de fond a été effectuée sur les images a I'aide du “rolling ball algorithm”, un parametre

estimant I'intensité de fond d’une image en niveau de gris en cas d’exposition inégale. Ensuite,
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les AlS ont été identifiés en utilisant le plugin “3D object counter” dans ImagelJ sur le signal AnkG
(Bolte and Cordeliéres, 2006). Le seuil pour la détection du signal des AlS a été choisi en fonction
de l'intensité du signal de I'AnkG et cette méme valeur a été gardé pour toutes les cultures issues
de la méme expérience. La détection des AlS par le plugin “3D object counter™ a permis de créer
un masque 3D représentant le contour des AlS détectés. Ce masque a été appliqué sur le signal
Kvl.1, et le plugin “ROI 3D Manager” (Ollion et al., 2013) a été utilisé pour sélectionner les AlS
individuels dans le champ de vision du signal Kv1.1. L’intensité d'immunoréactivité Kvl.1 a été
collecté sous forme de moyenne des valeurs de gris. Pour chaque condition, l'immunoréactivité
des Kv1.1 a I'AIS a été normalisée par rapport a l'immunoréactivité des Kv1.1 a I'AlS des neurones

KO loin du neurone électroporé avec Lgil.

64



Résultat
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1. Restauration de I’excitabilité intrinséque dans les neurones
dépourvus de LGlI1

Abstract

Leucine-rich Glioma Inactivated 1 (LGI1) is a glycoprotein secreted by neurons, the deletion of
which leads to Autosomal Dominant Lateral Temporal Lobe Epilepsy. Recently, we showed that
LGI1 deficiency decreases Kvl.1 channel density at the axon initial segment (AlS) and at
presynaptic terminals, thus enhancing both intrinsic excitability and synaptic strength. Here we
show that selective expression of LGI1 in Lgil7 neurons with the use of single-cell electroporation
reduces intrinsic excitability, and increases both the Kvl.1 mediated D-type current and Kvl.1
immunostaining at the AlS. In addition, we reveal a spatial gradient of both intrinsic excitability
and Kvl1.1 immunostaining that is centred on the electroporated neuron. We conclude that
expression of LGI1 restores normal excitability through the expression of functional Kv1 channels

at the AlS.
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Introduction

LGIT (Leucine-rich glioma inactivated) is a secreted protein expressed primarily in the central
nervous system (CNS) composed of a Leucine Rich Repeat (LRR) domain and an Epitempin
(EPTP) domain. Several gene coding for proteins with EPTP domain are found in genomic region
associated with epilepsy (Staub et al., 2002). Indeed, the deletion of LGI1 protein induces
Autosomal Dominant Lateral and Temporal Lobe Epilepsy (ADLTE), a pathology characterised
by epileptic seizures with auditory disorders (Kalachikov et al., 2002). ADLTE can be induced
by homozygous deletion of LGI1 in mice (Lgil Knock-Out mice or KO mice). LGI1 functionality
requires the binding with the disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 22
(ADAM22), a non-catalytic metalloprotease-like protein which act as a receptor for LGI1. In fact,
most of LGI1 mutations prevents LGI1 secretion while mutations allowing its secretion have been
shown to disrupt the interaction between its EPTP domain and its receptor ADAM22 (Yamagata
et al.,, 2018; Yokoi et al., 2015). Subsequent loss of LGI1 function in these mice induces
epileptiform activities, seizures and premature death (Chabrol et al., 2010).

The mechanisms by which the epileptic phenotype occurs in Lgil- mice involve changes
in excitatory synaptic transmission (Boillot et al., 2016; Fukata et al., 2010, 2006; Lovero et al.,
2015), synapse maturation (Lovero et al., 2015; Thomas et al., 2018; Zhou et al., 2009), and
also changes in intrinsic excitability (Schulte et al., 2006; Seagar et al., 2017; Zhou et al., 2018).
In Kv1.4/Kv1.1 channels, LGI1 prevents N-type inactivation by the KvB1 subunit (Schulte et al.,
2006). Addition of recombinant LGI1 decreases intrinsic excitability in rat CA3 neurons whereas
CA3 neurons of Lgil”- mice are more excitable (Seagar et al., 2017). The role of LGIl in
modulating neuronal excitability was mediated by changes in voltage-gated Kvl.1-containing
potassium channels density in CA3 neurons. Specifically, Kvl.1-containing channels membrane
expression was reduced in the axon initial segment (AlS) of CA3 pyramidal neurons of Lgil”
mice (Seagar et al., 2017). Accordingly, a strong co-localization of LGI1 with its receptor
ADAM22 was found in the AlS of dissociated hippocampal neurons affecting the Kv1 potassium
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channel localization in this compartment (Hivert et al., 2019). Moreover, Kvl.l-containing
channels present in the AlS have been shown to regulate intrinsic excitability of CA3 neurons
(Rama et al., 2017). Consistent with a decrease in Kv1.1 density in CA3 neuron of Lgil” mice,
the conductance of the voltage-gated D-type potassium current carried by the Kvl channels
family was found to be reduced in Lgil/- mice (Seagar et al., 2017). The slowly inactivating D-
type current (lp) dampens action potential firing, and subsequently reduces network
synchronization (Robert H. Cudmore et al., 2010).

Understanding the mechanisms generating epileptic phenotypes when LGlI1 is deleted is
still under investigation. Rescue experiments were often carried out to clarify synaptic
mechanisms (Fukata et al., 2010; Lovero et al., 2015). However, the rescue strategy has not
been used to confirm the role of LGI1 in the control of intrinsic excitability. In particular, it is
unclear whether the rescue of Lgil gene in a single neuron is able to restore D-type potassium
conductance.

We thus examined whether intrinsic excitability is restored by LGI1 expression in selected
CA3 neurons from Lgil” mice. We show here that selective expression of LGI1 in Lgil”- neurons
using single-cell electroporation reduces intrinsic excitability, and increases both the Kvl.1
mediated D-type current and Kv1.1 immunostaining at the AlS. In addition, we reveal a spatial
gradient of both intrinsic excitability and Kvl.1 immunostaining that is centred on the
electroporated neuron. Thus, the expression of LGI1 restores normal excitability through the

expression of functional Kv1 channels at the AlS.
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Results

Reduced intrinsic excitability in KO neuron electroporated with Lgil-encoding gene.

To investigate the involvement of LGI1 protein in shaping neuronal excitability, we rescued the
expression of LGI1 protein in selected CA3 neurons from mice knocked-out for the Lgil gene
(KO neurons) using single cell electroporation of an Lgil-encoding gene in organotypic slice
cultures (KO/Lgil neurons) (Figure 1A). A vector allowing expression of the green-fluorescence
protein (GFP) only was used as a control to confirm that changes in intrinsic excitability were
not due to the single cell electroporation procedure itself (KO/GFP neurons). CA3 pyramidal
neurons were recorded in current-clamp and the number of action potentials for each increment
of injected current was counted to establish input-output curves. Excitability parameters (first
spike latency, rheobase and gain) were measured. No significant difference was observed
between KO neurons and KO/GFP neurons (Figure 1B) for the first spike latency (671 = 54 ms
n = 22vs. 630 = 50 ms n = 17, p=0.64; Figure 1C), for the rheobase (81 = 9 pA n = 22 vs.
75 = 11 pAn =17, p = 0.65; Figure 1C), nor for the gain (0.11 = 0.012 n = 22 vs. 0.12 =
0.008 n = 17, p = 0.22; Figure 1C). We therefore chose KO/GFP neurons as a control to
describe our next results.

In contrast to KO/GFP neurons, KO/Lgil neurons expressed a clear ramp-and-delay
phenotype (Figure 1B). This feature resembles to the phenotype observed in WT CA3 neurons
(Robert H. Cudmore et al., 2010; Seagar et al., 2017). According to this characteristic, we
measured an increase in the latency of the first spike in CA3 KO/Lgil neurons compared to
KO/GFP neurons (630 = 50 ms n = 17 in control vs. 844 * 27 ms n = 17 in neurons
electroporated with Lgil-encoding gene, p < 0.001; Figure 1C).

Strikingly, increase of the fist spike latency in CA3 KO/Lgil neurons corroborate with
others excitability parameters. In fact, compared to control KO/GFP neurons, the input-output
curve of CA3 KO/Lgil neurons displayed a rightward shift (Figure 1B) with a significant increase
in the rheobase (75 = 11 pA n =17 vs. 136 = 7 pA n = 17, p < 0.001; Figure 1C), and a
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significant reduction in the gain (0.12 = 0.008 n = 17 vs. 0.08 = 0.008 n = 17, p < 0.001;
Figure 1C). Furthermore, the voltage threshold of the action potential was found to be
significantly depolarized in KO/Lgil neurons compared to KO or KO/GFP neurons (-33 * 0.5
mV, n = 17 in KO/Lgil neurons vs. -36 = 0.5 mV, n = 17 in KO/GFP neurons and -35 = 0.5
mV, n = 22 in KO neurons; Figure 1D). Taken together, these data indicate that intrinsic

excitability is reduced in CA3 KO/Lgil neurons compared to KO/GFP.

Increased sensitivity to DTx-k in KO/Lgil neurons.

The ramp-and-delay phenotype observed before the evoked spike is a hallmark of slow
inactivating D-type current (Cudmore et al., 2010). As this feature was observed in WT and
KO/Lgil neurons, we examined the contribution of the D-type current to the
electrophysiological phenotype after electroporation, by measuring the sensitivity to DTx-k in
current-clamp. Only a slight difference was observed in the depolarization preceding the evoked
spike (Figure 2A) with no significant difference of the first spike latency in KO/GFP neurons after
DTx-k application (n = 6, p = 0.52; Figure 2C). In contrast, in KO/Lgil neurons, bath
application of DTx-k induced a loss of the ramp-and-delay phenotype (Figure 2B) and a
significant decrease of the latency to the first spike (n = 6, p = 0.03; Figure 2C). According to
the input-output curves (Figure 2A), a slight increase in intrinsic excitability was noticed in
KO/GFP neurons after application of DTx-k. Clearly, the input-output curve of KO/Lgil neuron
showed a more robust increase of intrinsic excitability after adding DTx-k (Figure 2B). While
DTx-k did not induce changes in the rheobase of KO/GFP neurons (n = 6, p = 0.44; Figure
2C), the rheobase of KO/Lgil neurons was significantly decreased after DTx-k application (n =
6, p = 0.03; Figure 2C). To quantify this effect, we subtracted the rheobase measured after
application of DTx-k to the rheobase before adding DTx-k. Compared to the control, a fourfold
increase of this rheobase difference was observed in KO/Lgil neurons (16.7 + 6.8 pA n = 6 vs.
67.2 = 8.7 pAn = 6, p = 0.004; Suppl. Figure 1) confirming a higher sensitivity to DTx-k in

neuron rescued with LGI1.
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Recovery of the D-type current and Kvl.1 channels at the AlS of KO/Lgil neurons.

To confirm the recovery of D-type current in KO/Lgil, we recorded neurons in voltage-clamp
to obtain D-type conductance. For the same voltage step, the outward DTx-k-sensitive current
evoked was weak in KO/GFP neurons but highly increased in KO/Lgil neurons (Figure 3A). The
D-type conductance was more than twofold in KO/Lgil neurons compared to the control (1.1
+ 0.4 nS n = 6 in KO/GFP neurons vs. 2.8 = 0.5 nS n = 8 in KO/Lgil neurons, p = 0.029;
Figure 3B). The value of DTx-k-sensitive conductance reported in KO/Igil neurons was similar
to that found in WT neurons (WT = 2.5 + 0.2 nS, n = 15) (Seagar et al., 2017).

In KO neurons, Kvl1.1-containing channels were shown to be depleted mainly in the AlS
(Seagar et al., 2017). We then evaluated Kvl.1-containing channel expression at the ankyrin G-
positive AlS of KO/GFP neurons and KO/Lgil neurons (Figure 3C, 3D). The Kv1.1 staining was
colocalised with that of Ank G and was predominant at the AlS of KO/Lgil neuron but not in
KO/GFP neuron (Figure 3C). Overall, compared to KO/GFP neurons, immunostaining of Kv1.1-
containing channel at the AlS was significantly increased in KO/Lgil neurons (1.0 = 0.1 au n =
17 in KO/GFP neurons vs. 1.4 = 0.1 au n = 19 in KO/Lgil neurons, p = 0.01; Figure 3D),
confirming that Lgil expression in CA3 neurons induced a D-type conductance recovery through

a Kvl.1-containing channel rescue at the AlS.

LGl protein expressed by an electroporated neuron can modulate the excitability of adjacent
neuron.

It is well known that LGI1 is a protein extracellularly secreted by neurons in the CNS (Fukata et
al., 2006; Hivert et al., 2019; Lovero et al., 2015; Senechal et al., 2005). In order to check
whether LGI1 secreted by a neuron could spread and affect the excitability of other neurons,
single cell electroporation of CA3 neurons from KO mice were performed with a tagged
Dendra2-LGl1 encoding-gene. Dendra2 tag was used to be targeted by antibodies as pathogenic

antibodies from patients with limbic encephalitis could induce internalization of LGlIl
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(Ramberger et al., 2020). To reliably evaluate the extracellular labelling of D,-LGI1 protein,
antibodies against Dendra2 were applied on living organotypic cultures before fixation and
permeabilisation. In these conditions, the D,-LGI1 protein immunostaining was extracellular,
confirming the ability of LGI1 to be secreted by CA3 neurons (Figure 4A). LGIT was located very
concentrated around the soma and mostly at the ankyrin G-positive AlS of the KO/D,-Lgil
neuron. Moreover, we could follow the labelling of secreted D»-LGI1 protein all along the axon,
which cross the pyramidal layer near and in parallel to the longitudinal shape of the KO/D.-Lgil
neuron. The proximal basal and apical dendrites were also enriched in secreted D.-LGI1 so that
dots of secreted D,-LGI1 form a cloud around the soma. The further we were from the KO/D--
Lgil neuron, the lesser the presence of D,-LGI1. No D,-LGI1 was detected around distant neurons
more than 200 um from the electroporated neuron. Remarkably, D»,-LGI1 was also highly
detected along the AIS of neurons adjacent to the AIS and basal dendrites of the KO/D,-Lgil
neuron (Figure 4A). To confirm that adjacent neurons of the electroporated neuron (nearby
neurons) were targeted by the D,-LGl1, we quantified D,-LGI1 immunostaining at their AlS. D,-
LGIT immunostaining at the AIS of nearby neurons did not reach that of KO/D,-Lgil neuron
(196.9 au in KO/D--Lgil neurons vs. 32.3 au in nearby AIS and 17.9 au in nearby dendrites;
Figure 4B). However, in comparison to AlS of a distant neuron, D.-LGI1 immunostaining was
more than 7 fold higher at the AlS of a nearby neuron overlapping the AlS of the KO/D,-Lgil
neuron (4.3 au in distant neuron vs. 32.3 au in nearby AlS) and 4 fold higher at the AlS of a
nearby neuron overlapping basal dendrites of the KO/D,-Lgil neuron (4.3 au in distant neuron
vs 17.9 au in nearby AlS; Figure 4B).

We then checked whether non tagged-LGl1 extracellularly secreted by KO/Lgil neurons
could affect the intrinsic excitability of nearby neurons (Figure 4C). Randomly chosen KO
neurons were recorded in current clamp within a 150 um wide field around the KO/Lgil
neurons. KO neurons recorded at a distance of more than 200 ym from the KO/Lgil neurons
were chosen as a control. Intrinsic excitability of these distant KO neurons was similar to that of

KO neurons recorded in non-electroporated organotypic cultures (Rheobase = 81 = 9 pA n =
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22 vs 73 = 3 pAn = 22, p = 0.5; Figure 1C and Figure 4C). This confirm that these neurons
were far enough away to be not impacted by LGI1 secretion from the KO/Lgil neuron as
predicted by the results of D,-LGI1 immunostaining (Figure 4A, B). However, the input-output
curve of nearby neurons presents a right shift that almost reach the curve of KO/Lgil neurons
(Figure 4C). Interestingly, rheobase of nearby neurons was significantly increased compared to
the distant KO neurons (100 = 7.0 pA n = 25 vs. 73.4 = 3.3 pA n = 22, p = 0.003; Figure
4C) but also significantly decreased compared to KO/Lgil neurons (100 = 7.0 pA n = 25 vs.
129.0 = 8.3 pA n = 29, p = 0.01; Figure 4C). This confirm the modulation by secreted LGI1 of
intrinsic excitability of nearby neurons.

As LGI1 protein rescued in KO/Lgil neurons allowed Kv1.1-containing channel recovery
at the AlS, we measured Kv1.1 immunostaining at the AIS of nearby and distant neurons from
KO/Lgil neurons. As expected, Kvl.1 immunostaining was significantly increased in KO/Lgil
neuron compared to controls (1.48 = 0.10 pA n = 19 vs. 0.99 = 0.1 au n = 25, p = 0.002;
Figure 4E). However, although Kv1.1 labelling at the AIS of nearby neurons looks increased
compared to that of distant neurons for some cases (Figure 4D), supported by a trend in the
quantification of Kv1.1 immunostaining (Figure 4E), no significant difference was measured (1.29
+ 0.15pAn =25vs.0.99 * 0.10 au n = 25, p = 0.14; Figure 4E). Nevertheless, quantification
also revealed no significant difference between nearby and KO/Lgil neurons (1.29 * 0.15 pA n
= 25vs.1.48 = 0.10 au n = 19, p = 0.07; Figure 4E). Then, the level of Kv1.1 at the AlS of
nearby neurons changed enough to be comparable to the one of KO/Lgil neurons, suggesting
that modulation of Kv1.1-containing channel expression tuning intrinsic excitability of adjacent

neurons from KO/Lgil neurons may not be ruled out.
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Discussion

We show here that rescuing the Lgil gene in CA3 pyramidal neurons lacking LGI1 protein reduces
intrinsic neuronal excitability and increases both the DTx-k-sensitive D-type current and the
density of Kvl.1 channels at the AlS. KO/Lgil neurons displayed a higher voltage AP threshold
and a higher rheobase that was similar to that found in WT neurons (Seagar et al., 2017). In
addition, the sensitivity to DTx-k that is absent in KO/GFP neurons was rescued in KO/Lgil
neurons. As LGI1 is an extracellular protein released by neurons, we also addressed here the
spatial extent of the changes in excitability and Kv1 channel expression using the labelling of

LGIT with D,. We reveal a gradient of excitability centred on the KO/Lgil neuron.

LGI1 determines intrinsic excitability through Kvl.1 channels

So far, the effects of Lgil gene deletion have been extensively explored on both cellular
excitability and Kv1 channel expression. In fact, a reduction in both the D-type current and Kvl.1
channels at the AIS has been reported in KO CA3 pyramidal neurons (Seagar et al., 2017). In
KO-Lgil pyramidal neurons of the cortex, cellular excitability is increased due to a reduction in
the number of Kv1.2 (Zhou et al., 2018). Furthermore, the reduction in Lgil expression using
RNA silencing methods has also revealed an increase in neuronal excitability in dentate granule
cells (Lugara et al., 2020). We confirm here the link between LGI1 expression and reduction in
Kvl channel-dependent intrinsic excitability by showing that the rescue of Lgil gene reduces
neuronal excitability through an elevation in the density of Kv1.1 channels and an enhancement
of the DTx-k-sensitive D-type current.

Three lines of evidence support the fact that Kvl.1 channels are rescued in KO/Lgil
neurons. First, the density of Kv1.1 channels was found to increase by 40% in KO/Lgil neurons.
Second, the D-type current was increased by a factor 2 in KO/Lgil. Third, the excitability was
reduced and the sensitivity to DTx-k was restored. Taken together, our data indicate that LGI1
determines intrinsic excitability by the expression of Kv1.1 channels at the AlS.
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Kv1 channels are not only located at the AlS where they determine intrinsic excitability
but they are also located at presynaptic terminals where they reduce transmitter release
(Boudkkazi et al., 2011; Maarten H. P. Kole et al., 2007). Interestingly, the up-regulation of
intrinsic neuronal activity comes with a loss of Kv1 channel function at the presynaptic terminal

(Seagar et al., 2017).

Spatial extent of paracrine release of LGI1

As LGI1 is a protein released by neurons, we used a D,-Lgil construct to show that LGI1 is mainly
located at the AIS of the electroporated neuron and weakly present on the AlS of adjacent
neurons. The excitability of neurons adjacent to the electroporated cell reveals a significant
elevation of the rheobase in these neurons compared to that of more distant neurons. However,
a non-significant increase in the Kvl.1 channel density was observed in KO neurons adjacent to
KO/Lgil neurons, suggesting that electrophysiological analysis is more sensitive than
immunostaining. Presynaptic and postsynaptic paracrine effects of LGI1 have been reported on
synaptic transmission (Lovero et al., 2015). AMPA/NMDA ratio recorded in KO-Lgil neurons
neighbouring a neuron transfected with Lgil was similar to WT neurons. Furthermore, the
AMPA/NMDA ratio recorded in KO-Lgil neurons that receive inputs from CA3 neurons that
were previously transfected with LGl1-expressing lentivirus, was identical to that of WT neurons
(Lovero et al., 2015). However, in this study the spatial extent of the paracrine release of LGl1

was not tested.
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Methods

Production of KO-Lgil Mice

All experiments were carried out according to the European and Institutional guidelines for the
care and use of laboratory animals (Council Directive 86/609/EEC and French National Research
Council) and approved by the local health authority (D13055-08, Préfecture des Bouches du
Rhéne). Heterozygous Lgil*/~ mice were crossed to generate Lgil~/~ (i.e. knock out, KO), Lgil+-,
and Lgil**+ (wild type, WT) littermates. WT and KO mice were selected by analysing the
amplification profile from Polymerase Chain Reaction (PCR). After sampling from 7 days old
mice, DNA were denatured by temperature variations with a mix of 0.5 ul of DNA release
diluted in 20 ul of dilution buffer (Master mix, ThermoFisher). 1 ul of DNA extraction from each
sample was amplified with 0.25 ul of primer (final concentration of 0.3 uM for each primer:
WT F, WT R, KO F, KO R; Table 1), 10 ul of Phire containing DNA polymerase (Master mix,
ThermoFisher) and 8.75 of water in the Thermal Cycler (ProFlex PCR system, life technologies).
PCR products were migrating in agarose gel (2%) and the resulting migration bands were

visualised at 120 pb (WT band) and 200 pb (KO band) with a biomarker band as a reference.

Hippocampal slice cultures

Slices cultures were prepared as described previously (Debanne et al., 2008). Young Lgil KO
mice (P7-P10) were killed by decapitation, the brain was removed, and each hippocampus
dissected. Hippocampal slices (350 um) were obtained using a Vibratome (Leica, VT1200S).
They were placed on 20-mm latex membranes (Millicell) inserted into 35-mm Petri dishes
containing 1 ml of culture medium and maintained for up to 21 d in an incubator at 34 °C, 95%
0O>-5% CO;. The culture medium contained (in ml) 25 MEM, 12.5 HBSS, 12.5 horse serum, 0.5
penicillin/streptomycin, 0.8 glucose (1 M), 0.1 ascorbic acid (1 mg/ml), 0.4 Hepes (1 M), 0.5

B27, and 8.95 sterile H,O.
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Single cell electroporation
Electroporation-mediated transfection was carried out in organotypic slice cultures of rat
hippocampus at 4 days in vitro. Using this technique (Rathenberg et al., 2003), we integrated
plasmid DNA expression constructs of 9227 pb (pIND-LGI1-Tet-IRES-eGFP) to ensure that the
selected neurons express the protein LGI1 and GFP (Green Fluorescent Protein) (Lgil-encoding
gene). The plasmid was composed of a cytomegalovirus promotor which activation level
depend on the tetracycline inducible Tet operator system. In control condition, we used plasmid
DNA expression constructs of 7556 pb (pIND-Tet-IRES-eGFP) to express only GFP in
electroporated neurons (GFP-encoding gene). To target extracellular LGI1, we used a plasmid
DNA expression constructs of 8577 pb (pIND-A-IRES-Dendra2-LGlI1) to express Dendra2-tagged
Lgil (D,-Lgil-encoding gene). We also used a plasmid DNA construct of 5442 pb (pTomato)
allowing dtTomato expression to identify the morphology of the electroporated neuron. Before
electroporation procedure, plasmid solution was centrifuged at 10000 g for 5 minutes to avoid
obstruction of the micropipette. In each conditions, doxycycline was applied in the cell culture
medium to a final concentration of 0.3 ug/ml immediately after single-cell electroporation
procedure (Figure 1A). As an artificial tetracycline, the doxycycline allowed activation of
cytomegalovirus promotor to induce Lgil or D.-Lgil gene expression. Lgil-encoding gene and
GFP-encoding gene were expressed for 3 days, and D,-Lgil-encoding gene and dtTomato-
encoding gene for 6 days.

For single cell eletroporation, the microscope chamber was consisting of a sterile 60-mm
Petri dishes. The plasmid DNA constructs was diluted to a final concentration of 33 ng/ul in the
internal solution containing (in mM): K-gluconate 120, KCI 20, Hepes 10, EGTA 0.5, MgCl, 2,
Na,ATP 2, and NaGTP 0.3 (pH 7.4). Micropipettes (7-10 MQ) were filled with this DNA
preparation after filtration with a sterile Acrodisc Syringe Filter (0.2 um pore diameter).

During the SCE procedure, slice culture (DIV4-5) was positioned in the 60-mm Petri
dishes and covered with pre-warmed and filtered external solution containing (in mM): 125

NaCl, 26 NaHCO;, 3 CaCl,, 2.5 KCl, 2 MgCl,, 0.8 NaH.PO,, and 10 D-glucose, equilibrated
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with 95% O>-5% CO,. The ground electrode and the microelectrode were connected to an
isolated voltage stimulator (Axoporator 800A, Molecular Devices). Under visual guidance, the
micropipette was positioned by a three-axis micromanipulator near the cell body of selected
CA3 neurons. Pressure was controlled to have a loose-seal between the micropipette and the
plasma membrane. When the resistance monitored reached 25 - 40 MQ, we induced a train of
-12V pulses during 500 ms (pulse width: 0.5 ms, frequency: 50 Hz). Each organotypic slice
culture underwent SCE procedure for 8-10 selected neurons during a limited time of 30 min and

was then back transferred to the incubator.

Electrophysiology

After three days in the presence of doxycycline, whole-cell recordings were obtained from
electroporated CA3 neurons, which were identified by GFP expression. Patch pipettes (7 — 10
MQ) were filled with the internal solution containing (in mM): K-gluconate 120, KCI 20, Hepes
10, EGTA 0.5, MgCl, 2, Na,ATP 2, and NaGTP 0.3 (pH 7.4). All recordings were made at 29
°C in a temperature-controlled recording chamber (Luigs & Neumann) perfused with the same
external solution as for SCE. Liquid junction potential (~-12 mV) was not compensated in the
data reported. Neurons were recorded in current clamp or voltage clamp with a Multiclamp
700B Amplifier (Axon Instruments, Molecular Devices). Excitability was measured by delivering
a range of long (1 s) depolarizing current pulses (10 — 250 pA, by increments of 10 pA) and
counting the number of action potentials. lonotropic glutamate and GABA receptors were
blocked with 2 - 4 mM kynurenate and 100 pM picrotoxin respectively. Input-output curves
were determined for each neuron and three parameters were examined: the rheobase (the
minimal current eliciting at least one action potential), the gain (measured on each cell as the
linear fit of the spike number as a function of current pulse) and the latency of the first spike
(depolarising time before the evoked spike under rheobase current eliciting only 1 spike).

Sensitivity to Kvl-channel blocker dendrotoxin K (DTX-K) was determined by current-clamp
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recording before and after bath application of the DTX-K (100nM). Voltage-clamp protocols to
measure Kvl-channel mediated currents consisted of a family of voltage-step commands from a
holding potential of -90 mV (step from -80 to +10 mV in 10-mV increments). To block voltage
dependent Ca?* and Na* currents, 200 pM Ni?*, 50 uM Cd?+, and 0.5 uM TTX were added to
the extracellular solution. Algebraic isolation of the D-type potassium current was done by
subtracting the currents evoked in the presence of the selective blocker of Kvl.1-containing
channel DTX-K, from currents evoked in control solution. The D-type conductance was
calculated from the maximal peak of the DTX-k-sensitive current obtained and the driving force
of potassium in our recording conditions (electrochemical potential of potassium Ex,=-105.09
mV). In all voltage-clamp experiments, leak and capacitance subtraction was performed using a
p/n (n = 4) protocol. The voltage and current signals were low-pass filtered (3 - 0.4 kHz
respectively), and acquisition was performed at 10 kHz with pClampl10 (Axon Instruments).

Data were analysed with ClampFit (Axon Instruments) and lgor (Wavemetrics).

Immunohistochemistry

Organotypic cultures from Lgil-/~ mice were fixed in a solution containing 4% of
paraformaldehyde in PBS for 15 min at 4°C, incubated in 50mM NHA4CI in PBS for 15 min at
room temperature (RT), and blocked overnight at 4°C in a solution containing 5% Normal
Goat Serum (NGS, Vector laboratories) and 0.5% Triton X-100 in PBS. After blocking, slices
were incubated (24h; 4°C) with primary antibodies in a solution containing 0.5% triton X-100
and 2% NGS in PBS. The following antibodies were used: guinea pig anti-AnkG (1:400, Synaptic
Systems, 386005, RRID: AB 2737033), rabbit anti-GFP (1:500, Synaptic Systems, 132003,
RRID: AB _1834147), mouse anti-Kv1l.1 (1:200, Antibodies Incorporated, 75-105, RRID:
AB_10673166) or mouse anti-AnkG (1:400, Antibodies incorporated, 75-147, RRID:
AB_10675130), rabbit anti-Dendra2 (1:200, Antibodies online, ABIN361314, RRID:
AB_10789591), chicken anti-tdTomato (1:500, ThermoFisher, TA150089). The slices were then

washed 4 times for 20 min each time in PBS 0.5% Triton X-100 and then incubated with the
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appropriate secondary antibodies for 2h at RT in a solution containing 0.5% Triton X-100 and
2%NGS in PBS. The following antibodies were used: Alexa Fluor 647 goat anti-guinea pig
(1:150, Jackson Immunoresearch), Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (1:200, Jackson
Immunoresearch), Alexa Fluor 594 goat anti-mouse (1:200, Jackson Immunoresearch) or Alexa
Fluor 488 goat anti-rabbit (1:200, Jackson Immunoresearch), Alexa Fluor 594 donkey anti-
chicken (1:400, Jackson Immunoresearch), Alexa Fluor 647 donkey anti-mouse (1:400,
Molecular Probes). Subsequently, sections were washed 3 times for 20 min in PBS 0.5% Triton
X-100. Nuclei were stained using DAPI at a final concentration of 1.5 ug/ml in PBS for 10 min
and washed in PBS for 15 min. Slices were then mounted in Vectashield mounting medium
(Vector laboratories). Z-stacks of confocal sections were acquired on a LSM780 confocal

scanning microscope (Zeiss).

Image processing and quantification
Image) (NIH) was used for image analysis and quantification. In order to measure Kvl.1
immunostaining at the AlS, rolling ball background subtraction was performed over the images.
Then, object identification was done by using 3D object counter plugin in Image) over AnkG
signal (Bolte and Cordelieres, 2006). After object detection, this 3D mask was applied over
Kv1.1 signal or D2-Lgil signal, and the 3D ROI manager (Ollion et al., 2013) was used to
undoubtedly identify individual AlSs within the field of view. Kv1.1 or D2-Lgil Immunostaining
levels were collected as average grey values. For each condition, Kv1.1 immunostaining at the
AlS was normalized to KO neurons away from the neuron electroporated with LGI1.

For some example images, contrast was slightly modified for GFP signal between 2
comparable conditions. As it only used for the identification of the electroporated neurons, we

overcame the effect of variations in cellular machinery.
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Statistics:
Pooled data are presented as mean * SEM and statistical analysis was performed using the
Mann-Whitney U test or Wilcoxon rank signed test and Kruskal-Wallis test followed by Mann-
Whitney post-hoc test for multi-comparison. Data were considered statistically significant at
P<0.05 except for Mann-Whitney post-hoc test in which significant is reached at P<0.016
(0.05/3).

For some conditions in electrophysiology and in immunohistochemistry, a resampling
was carried out by using the boostrap method to have a comparable workforce between distant

KO neuron, nearby KO neuron, KO/Lgil neurons and KO/GFP neurons.

Figures:

Table 1:

LGIT LOXWTF |5-ATT TCC TTA GTG CCC CTG TTT TTA-3'
LGIT LOX WT R |5-TGT CTG GAT TCA ATG CTG TCT TAG A-3'
LGIT KO 2 F 5'-ACA TTT CCT TAG TGC CCC TGT TT-3'
LGIT KO 2 R 5'-CCT CTT AGC CAC TGA GGC ATC T-3'
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Figure 1. Intrinsic excitability of hippocampal CA3 neurons from KO-Lgil mice was rescued using
SCE of an Lgil-encoding gene. (A) Scheme of single-cell electroporation procedure. Top, the
time course of the experiments (dO...d7 = age of organotypic slices in culture), (1) simplified
representation of plasmid DNA constructs (UbC = eGFP constitutive promoter), (2) SCE
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protocol and (3) resulting fluorescent electroporated cell. Aex = excitation wavelength, Aem =
emission wavelength. (B) Input-output curves showing the number of spike according to
depolarising current increments and corresponding traces of representative neurons from
organotypic culture of KO-Lgil mice (black), electroporated with GFP-encoding gene (blue) or
electroporated with Lgil-encoding gene (red). Arrows indicate the rheobase. Right, averaged
input-output curves. (C) Left, first spike latency obtained at rheobase current. Midle, rheobase.
Right, gain. (D) Changes in spike threshold. Left, phase plot of action potentials recorded in a
KO neuron (black), electroporated with GFP (blue) and Lgil (red). Right, pooled data. Error

bars represent SEM. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney test and
significance was obtained at P<0.05.
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Figure 2. Sensitivity to DTx-k was higher in CA3 neurons electroporated with Lgil gene. (A) left,
Input-output curves with corresponding traces of KO/GFP (blue) and representative neurons.
DTx-k (100 nM) was bath applied on KO/GFP neurons (purple). Rheobase is indicated on graphs
by arrows. Right, Averaged input-output curves before and after bath application of DTx-k were
obtained. (B) left, Input-output curves and corresponding traces of KO/Lgil representative
neurons and right, averaged input-ouput curves between (red) and after (green) bath
application of DTx-k. (C) Top, first spike latency obtained at rheobase current. Bottom,
rheobase changes. Error bars represent SEM. Statistical analysis was performed using the
Wilcoxon rank-signed test.
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Figure 3. D-type current is larger in CA3 neurons electroporated with Lgil gene. (A)
Representative traces of D-type current evoked by a voltage step from -90 mV to -20 mV in
CA3 KO/GFP (top, blue) and KO/Lgil (bottom, red) neurons. (B) D-type conductance obtained
in these two conditions. (C) Immunostaining of Ank G (cyan), GFP (yellow) and Kv1.1 (magenta)
at the AIS of KO/GFP and KO/Lgil represented in column. Overlapping of Ank G and Kvl.1
labelling appear in white on the merge images (last row). Arrows indicate both ends of the AlS
to follow its trajectory. (D) Quantification of Kvl.1 immunoreactivity at the AlS of KO/GFP and
KO/Lgil neurons. Error bars represent SEM. Statistical analysis was performed using the Mann-
Whitney test.
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Figure 4. LGI1 rescued by the KO/Lgil neuron induce a paracrine effect of intrinsic excitability in
nearby neurons. (A) Immunostaining of Dendra,-LGI1 in organotypic culture with KO/D,-Lgil
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neurons. dtTomato (magenta), Ank G (red) and D»-LGI1 (green) labelling were represented,
with merge at the bottom right corner for the field of view containing the KO/D,-Lgil. A field
of view at around 200 um away from the KO/D»-Lgil (right) includes distant neurons from
KO/D,-Lgil. Dotted frames indicates AlS chosen for the quantification. Secreted D,-LGl1 in a
wide plan was represented at the bottom with arrows that follow AIS and axon that cross
pyramidal layer. (B) Quantification of the D,-LGIT immunoreactivity at the AlS of the KO/D,-
Lgil (red), nearby KO/D--Lgil AlS (pink), nearby KO/D,-Lgil dendrites (gray) and distant (black)
neurons. (C) Hippocampal organotypic culture with a KO/Lgil neuron (left) and field of view
of the KO/Lgil (right) with schematic pipettes corresponding to distant (black), nearby (pink)
and KO/Lgil (red) recorded neurons. Average input-output curves with corresponding traces
and rheobase of the 3 conditions (bottom). (D) Immunostaining of Ank G (cyan), GFP (yellow)
and Kvl.1 (magenta) were represented in the field of view of distant and KO/Lgil neurons. (E)
Quantification of Kv1.1 immunoreactivity at the AIS of distant, nearby and KO/Lgil neurons.
Error bars represent SEM. Statistical analysis was performed using the Mann-Whitney in post-
hoc test to Krukal-wallis test and significance was obtained at P<0.016.
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Supplementary Figure 1. Effect of DTx-k on rheobase. The DTx-k effect was obtained by
subtraction of the rheobase after adding DTx-k to the rheobase before DTx-k and compared
between KO/GFP and KO/Lgil. Error bars represent SEM. Statistical analysis was performed
using the Mann-Whitney test and significance was obtained at P<0.05.
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2. Un autoanticorps anti-LGI1 a épitope spécifique issus de patients
potentialise I’excitabilité neuronale en modulant les canaux Kv1.1

Abstract

Leucine-rich Glioma Inactivated protein 1 (LGI1) is expressed in the central nervous and genetic
loss of function is associated with epileptic disorders. Also, patients with LGl1-directed
autoantibodies have frequent focal seizures as a key feature of their disease. LGI1 is composed
of a Leucine Rich Repeat (LRR) and an Epitempin (EPTP) domain. These domains are reported
to interact with different aspects of the transsynaptic complex formed by LGI1 at excitatory
synapses, including presynaptic Kvl potassium channels. Patient-derived mAbs are ideal reagents
to study whether domain-specific LGl1-autoantibodies induce epileptiform activities in neurons,
and their downstream mechanisms. To address this question, we measured the intrinsic
excitability of CA3 pyramidal neurons in organotypic cultures from rat hippocampus treated
with either a LRR- or an EPTP- reactive patient-derived mAb. The antibodies induced changes
in neuronal intrinsic excitability which led us to measure their effects on Kvl-type potassium
currents. We found an increase of intrinsic excitability correlated with a reduction of the
sensitivity to a selective Kvl.1-channel blocker in neurons treated with the LRR mAb compared
to the control, but not in neurons treated with the EPTP mAb. Our findings suggest LRR mAbs
are able to modulate neuronal excitability that could account for epileptiform activities

observed in patients.
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Introduction

Autoantibodies directed against Leucine-rich Glioma-Inactivated protein 1 (LGI1) are found in
patients with limbic encephalitis (LE) who have frequent focal seizures and hippocampal atrophy
as hallmarks of their disease (Aurangzeb et al., 2017; Irani et al., 2011; Thompson et al., 2018).
Hyperexcitability and epileptiform activities have been recorded in the hippocampi of mice and
rats treated with serum from patients with LGll-autoantibodies, suggesting their direct
pathogenicity (Lalic et al., 2011; Petit-Pedrol et al., 2018). LGI1 is a soluble molecule composed
of a Leucine-Rich Repeat (LRR) and an Epitempin (EPTP) domain. The LRR domain is reported
to mediate transsynaptic homo-oligomerisation whereas the EPTP domain allows LGI1 to dock
on its pre- and post-synaptic receptors, ADAM23 and ADAM22, respectively (Yamagata and
Fukai, 2020). Serum LGl1-antibodies have been shown to target both the LRR and EPTP domains
of LGI1. Sera have been shown to cause both a down-regulation of two interaction partners of
LGI1: the presynaptic voltage-gated potassium channel Kvl and the postsynaptic AMPA
receptors (Kornau et al., 2020; Lalic et al., 2011; Petit-Pedrol et al., 2018; Ramberger et al.,
2020). Furthermore, polyclonal serum antibodies can prevent the interaction of LGI1 with
ADAM22 and potentiate excitatory glutamatergic synapses (Kornau et al., 2020; Ohkawa et al.,
2013; Ramberger et al., 2020).

More recent reports aimed to better characterize the relative pathogenic roles of
domain-specific antibodies by studying monoclonal LGll1-autoantibodies (mAb) derived from
patient B cells (Kornau et al., 2020; Ramberger et al., 2020). mAbs targeting the LRR domain
were shown to internalise the LGI1 protein after it docked to ADAM22/ADAM23 receptors
(Ramberger et al., 2020). In contrast, EPTP-mAbs operated by competing with LGI1 for binding
to ADAM22 (Kornau et al., 2020; Ramberger et al., 2020). Both mAb categories were shown
to modulate neuronal excitability, but LRR-mAbs induced more robust effects and behavioural

deficits (Kornau et al., 2020; Ramberger et al., 2020).
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In order to directly compare the electrophysiolgical effects of LRR- and EPTP-mAbs, we
measured intrinsic excitability of CA3 neurons after their application. As LGI1 can alter the
inactivation gating of the Kv1 channels (Schulte et al., 2006) which tune neuronal excitability in
CA3 pyramidal neurons (Rama et al., 2017), we tested whether the blocking the Kv1.1 subunit
with a specific antagonist, dendrotoxin-k (DTx-k), affected intrinsic excitability which could be

abrogated by the mAbs.

Materials & Methods

Rat hippocampal slice cultures: All experiments were carried out according to the European and
Institutional guidelines for the care and use of laboratory animals and approved by the local
health authority (D13055-08, Préfecture des Bouches-du-Rhéne). Slice cultures were prepared
as described previously (Debanne et al., 2008). In brief, young Wistar rats (P7-P10) were
anesthetized with isoflurane and killed by decapitation, the brain was removed, and each
hippocampus was dissected. Hippocampal slices (350 um) were obtained using a Vibratome
(Leica, VT1200S). They were placed on 20-mm latex membranes (Millicell) inserted into 35-mm
Petri dishes containing 1 mL of culture medium and maintained for up to 21 d in an incubator
at 34°C, 95% 0O,-5% CO,. The culture medium contained 25ml MEM, 12.5ml HBSS, 12.5ml
horse serum, 0.5ml penicillin/streptomycin, 0.8ml glucose (1 M), 0.1ml ascorbic acid (1 mg/mL),
0.4ml Hepes (1 M), 0.5ml B27, and 8.95ml sterile H.O. To limit glial proliferation, 5 uM Ara-

C was added to the culture medium starting at 4 d in vitro (DIV).

Application of the mAbs: LGl1-specific mAbs were expressed in HEK293T cells, as described in
Ramberger et al. 2020. Polyclonal 1gGs purified from total healthy human serum (Protein G
Sepharose 4 Fast Flow, 17-0618-01, Cytiva) were used as a control (Human Control: HC). The
electrophysiological effect of one recombinant LRR-mAb (mAbO1, Ramberger et al., 2020) and
one EPTP-mAb (mAb6212) were assessed individually in rat CA3 pyramidal neurons. HC 1gGs
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and LGI1-mAbs were applied daily from DIV4 until the day of the experiment, at a final
concentration of 4 ng/ul in culture medium, in direct contact with the hippocampal organotypic

cultures.

Electrophysiology: Whole-cell recordings were obtained from CA3 neurons in organotypic
cultures at DIV7 and DIV8. Recordings were carried out in a limit of 6 h after the last application
of the 1gGs. The external solution contained: 125mM NaCl, 26mM NaHCOs;, 3mM CaCly,
2.5mM KCl, 2mM MgCl,, 0.8mM NaH,PO,, and 10mM D-glucose, and was equilibrated with
95% 0O,-5% CO,. Patch pipettes (7-10 MQ) were filled with a solution containing (mM): K-
gluconate 120, KCI 20, Hepes 10, EGTA 0.5, MgCl, 2, Na,ATP 2, and NaGTP 0.3 (pH 7.4).
Organotypic cultures were quickly washed in the perfused recording chamber with the external
solution by increasing the speed of perfusion pumps to facilitate the patch-clamp procedure. All
recordings were made at 29°C in a temperature-controlled recording chamber (Luigs &
Neumann). Neurons were recorded in current clamp with a Multiclamp 700B Amplifier (Axon
Instruments, Molecular Devices). Excitability was measured by delivering a range of long (1 s)
depolarizing current pulses (10-250 pA, by increments of 10 pA) and counting the number of
action potentials. lonotropic glutamate and GABA receptors were blocked with 2-4 mM
kynurenate and 100 pM picrotoxin, respectively. Input—output curves corresponding to the
number of action potential elicited by each increment of injected current were determined for
each neuron and two parameters were examined; the rheobase (the minimal current eliciting at
least one action potential) and the first spike latency (depolarising time before the first spike
obtained under rheobase current).

Sensitivity of intrinsic excitability to the selective Kv1.1-channel blocker, dendrotoxin-K
(DTx-k) was determined by current-clamp recording before and after 5 minutes of bath
application of DTx-K (100 nM). Acquisition was performed at 10 kHz with pClamp10 (Axon

Instruments).
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Data were analysed with ClampFit (Axon Instruments) and lgorPro (Wavemetrics).
Pooled data are presented as mean * SEM and statistical analysis was performed using the

Mann-Whitney U test or Wilcoxon rank signed test.

Results

The LRR-mAD, but not the EPTP-mADb, increases intrinsic excitability in CA3 pyramidal neurons
To assess the effect of the two mAbs on neuronal excitability, we performed current-clamp
recordings from CA3 pyramidal neurons in treated organotypic cultures of rat hippocampus. A
significant decrease in the rheobase was observed after treatment with the LRR-mAb (HC IgGs:
100.1 = 7.8 pA n = 13 vs. LRR-mAb: 75.4 * 7.5 pA n = 14, Mann-Whitney, p = 0.035) but
not with the EPTP-mAb (HC IgGs: 100.1 = 7.8 pA n = 13 vs. EPTP-mAb: 110.2 = 15.6 pA n =
12, Mann-Whitney, p = 0.96) (Figure 1A). In addition, CA3 neurons treated with the LRR-mAb
showed a leftward shift of the input-output curve compared to neurons treated with HC 1gGs,
whereas input-output curves were not different between neurons treated with the EPTP-mAb
and HC IgGs (Figure 1B). These data suggest LRR-mAbs could induce an increase in intrinsic
excitability in rat CA3 neurons without differences in passive properties of recorded neurons
(input resistance: 225.85 + 7.37 MQ n = 13 vs. LRR-mAb: 222.45 + 13.09 MQ, n = 14; Mann-
Whitney, p = 0.45 or capacitance: 337.85 * 14.11 pF n = 13 vs. LRR-mAb: 329.92 + 20.45 pF

n = 14, Mann-Whitney, p = 0.68, data not shown).

The LRR-mADb increases intrinsic excitability through the modulation of the Kvl potassium
current

Recordings of HC IgGs-treated neurons showed a characteristic ramp-and-delay profile
preceding the evoked spike, strikingly observed at rheobase current (Figure 2A). This feature
also found in untreated control neurons was characterized as the hallmark of fast-activating slow
offset conductance of the D-type current carried by the voltage-gated potassium Kvl channel
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(R. H. Cudmore et al., 2010; Seagar et al., 2017). Interestingly, this profile was replaced by a
rapid depolarization eliciting the first spike in CA3 neurons treated with the LRR-mAb (Figure
2A). To evaluate this difference, we measured the latency to the first spike. CA3 neurons treated
with the LRR-mAb showed a reduced first spike latency compared to HC IgGs treated neurons
(494 £ 42 msn = 14 vs 728 = 43 ms n = 13, Mann-Whitney, p = 0.001; Figure 2A) without
significant difference between neurons treated with HC IgGs or EPTP-mADb (728 + 43 ms n =
13 vs. 762 = 57 ms n = 12, Mann-Whitney, ns; Figure 2A).

Based on these findings, we asked whether changes in the D-type potassium current
could account for the change in intrinsic excitability by measuring the sensitivity to DTx-k after
LRR-mADb treatment. In contrast to HC 1gG treated neurons (rheobase = 107 + 10 pA vs. 58 *
6 pA n = 7, Wilcoxon, p = 0.016; Figure 2B), or neurons treated with the EPTP-mAb (rheobase
=115 * 23 pA vs. 63 = 12 pA n = 9, Wilcoxon, p = 0.009; data not shown) which displayed
a robust decrease in rheobase after bath application of DTx-k, a modestly significant effect of
DTx-k was observed in neurons treated with the LRR-mAb (74 = 11 pA vs. 61 = 8 pA n = 8,
Wilcoxon, p = 0.035; Figure 2B). Moreover, bath application of DTx-k induced a loss of the
ramp-and-delay phenotype only in neurons treated with HC 1gGs whereas no difference was
observed in neurons treated with the LRR-mAb (Figure 2B). Taken together, these data suggest
that the increase of intrinsic excitability measured in CA3 neurons treated with the LRR-mAb
may be mediated by a reduction of D-type current. To confirm this, we calculated the effect of
LRR-mAb on sensitivity to DTx-k with the rheobase difference before and after adding DTx-k.
Whereas no significant difference was observed between neurons treated with HC IgGs or EPTP-
mAb (49 + 8 pA n = 7 vs. 52 = 16 pA n = 9 respectively, Wilcoxon, p = 0.56 ; data not
shown), we found a 5 fold decrease in rheobase difference in neurons treated with the LRR-
mAb compared to HC IgGs (14 = 5 pAn = 8 vs. 49 * 8 pA n = 7, respectively Mann-Whitney,
p = 0.003; Figure 2B). These data confirm that a loss of a D-type current induced by the LRR-

mAb contributes significantly to the observed increase in intrinsic excitability.
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Discussion

In our study, we investigated whether two patients—derived mAbs directed against
different epitopes on LGI1 perturb neuronal excitability. From rat hippocampal organotypic
cultures, input-output curves and rheobase currents showed an increase in intrinsic excitability
after application of the LRR-mAb but not with the EPTP-mAb. Further, treatment with the LRR-
mAb, but not the EPTP-mAb, prevented the effect of DTX-k, a blocker of the Kvl.1 voltage-
gated potassium channel. LRR-mAbs have been shown to promote LGI1-ADAM complex
internalisation (Ramberger et al., 2020) which may lead to a reduction in Kvl channel
expression at the cell membrane. This mechanism is supported by genetic deletion of LGIT which
decreases Kvl.1 density and D-type currents by more than 50% (Seagar et al., 2017). This
decrease in D-type currents is likely to increase neuronal excitability.

The molecular mechanism by which EPTP-mAbs mediate their effect is likely to occur
through the prevention of LGI1 binding to its native receptors. Very weak binding of anti-EPTP
mAbs to human LGI1 expressed with ADAM22/ADAM23 in HEK293T and rat hippocampal
cultures or on mouse brain sections has been reported (Kornau et al., 2020; Ramberger et al.,
2020). Even if differences in peptide sequences between rat LGI1 and its human homologue
could determine the ability of the antibody to have a functional effect, a lack of epitope
availability by a competition between EPTP antibodies and ADAM22/ADAM23 in these systems
could be an hypothesis to explore (Ohkawa et al., 2013; Ramberger et al., 2020). In our study,
EPTP epitope of endogenous LGI1 could be occupied by its receptors which could prevent EPTP-

mADb to have a functional effect. Further experiments are needed to elucidate these question:s.
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Fig. 1 Application of patient-derived LRR-mAb increases intrinsic excitability of hippocampal
CA3 neurons. (A, Left) Traces illustrate the rheobase current of neurons from rat hippocampal
organotypic cultures treated with the HC 1gGs (green), LRR-mAb (red) and EPTP-mAb (blue).
(A, Right) Graph of rheobase current is represented with the mean value for each condition. (B,
Left) Input-output curves showing the number of spikes according to depolarising current
increments and corresponding traces of representative neurons treated with the HC 1gG (Top)
and LRR-mAb (Bottom) recorded in current clamp. The rheobase is indicated by arrows and
illustrated by the traces. (B, Right) Averaged input-output curves of the two mAbs are compared
to control 1gGs. Error bars represent SEM. Statistical analysis was performed using the Mann-
Whitney test (graph A) and significance was obtained at P<0.05.

99



A B HC 1gG HC IgG LRR mAb LRR mAb

HCIgG LRRmAb  EPTP mAb +DTXk +DTX-k
994 ms, J 534 ms 967 msJ | AL |20 mv
b |20 mV _ ~ _/ ~ .
00 oA - [100pA
100pAL _'8opA L _140pA _ [100 pA 100 pA ~50pA = — 80pA —  70pA f1oop
300 ms 200 ms
ns * *
1500 - 150 | ‘ 100 -
—;”-\. ¥ —_—
5 = g3
= B0+ .
& 1000 o — 1004 T o
T oy te* z = = 60
= () 3 :~ s g \ S0 ° E
— o ® o® [ ] T °®
g Wt 2 T $Ze] e :
d 500 o ) £ 504 ‘%' 8% .
n . o8 = - . 8 v
i . . < S 20 o W
£ . =g SO
0 . . . 0 . : : : 0 . *e
HCIgG LRRmAb EPTPmADb HCIgG HCIgG LRR mAb LRR mAb HClgG ~ LRRmAb
(n=13) (n=14) (n=12) (n=7) +DTX-k (n=8) +DTX-k n=7) (n=8)

(n=7) (n=8)
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IgGs (green), LRR-mAb (red) and EPTP-mAb (blue). (B, Left) Graph and traces shows the
rheobase current before and after bath application of DTX-k (100 nM) after HC IgGs treatment
(green and brown) and after LRR-mADb treatment (red and purple). (B, Right) Graph highlighting
the effect of DTX-k by the subtraction of the rheobase after adding DTX-k to the rheobase
before DTX-k, after each antibody treatment. Error bars represent SEM. Statistical analysis was
performed using the Mann-Whitney test (A and B Right) and the Wilcoxon rank-signed test (B
Left) and significance was obtained at P<0.05.
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3. Analyse spatiale des mécanismes liés a la régulation des canaux Kv1.1
par LGl1

Les deux articles présentés dans ma thése montrent que LGI1 contréle I'excitabilité des
neurones de CA3 par la régulation des canaux potassiques comportant la sous-unité Kvl.1. Nos
résultats concernant la restauration de I’expression de LGI1 montrent que la récupération des
Kvl.1 fonctionnels a I'AlS est primordiale pour retrouver une excitabilité intrinseque de type
sauvage dans les neurones pyramidaux de CA3. Nous avons ensuite voulu identifier plus

largement si LGI1 favorise I’expression et I’adressage des Kvl.1 fonctionnels le long de I’axone.

Nous avons utilisé la facilitation analogue digitale de la transmission synaptique induite
par la dépolarisation (dépolarisation induced analog-digital facilitation, d-ADF ; Zbili and
Debanne, 2019) comme outil pour déterminer si 'augmentation de I'excitabilité des neurones
KO-Lgil de CA3 était due a une perte de fonction des Kvl.l axonaux et non somato-

dendritiques.

En effet, une dépolarisation sous-seuil (jusqu’aux environs de -45mV) de longue durée
dans le soma facilite la transmission synaptique entre les cellules pyramidales de CA3 (Bialowas
et al., 2015). Cette longue dépolarisation sous-seuil provoque un élargissement du PA dans
’axone due a l'inactivation des Kvl.1, ce qui augmente la libération de glutamate par la
terminaison présynaptique. Cette facilitation a court terme est observable pour les connexions

locales comme CA3-CA3 et favorisée en fonction la durée de dépolarisation (Rama et al., 2015)

Ainsi, nous avons comparé la réponse synaptique induite par un PA présynaptique aprés
une longue dépolarisation sous seuil du neurone présynaptique avec celle induite par un PA
présynaptique déclenché a partir du potentiel de repos, dans les neurones WT et les neurones
KO-Lgil (Figure 14). Sachant que 50% des Kv1.1 restent fonctionnels dans les neurones KO-Lgil
(Seagar et al., 2017), la d-ADF est toujours possible mais devrait I'étre a moins forte échelle que

dans les neurones WT.

103



La d-ADF est potentialisée lorsque la dépolarisation du neurone présynaptique dépasse 65
(Bialowas et al., 2015). Dans le cas présent, jai induit une dépolarisation de 10 s avant le
déclenchement du PA dans le neurone présynaptique. Pour s’affranchir des changements du seuil
des PA régulé par LGl1, jai ajusté la dépolarisation de -50 mV a -45 mV. Dans chaque cas, j’ai

fait en sorte de toujours garder une amplitude de dépolarisation de 25mV.

Les enregistrements de paires de neurones WT montrent une augmentation de la réponse
post-synaptique lorsque le PA présynaptique est évoqué aprés la dépolarisation de 10 s (WT =
115.3 = 4.9 % n = 12 ; Figure 15). Cette facilitation de la transmission synaptique n’est pas
observée dans les paires de neurones KO-Lgl (KO = 100.3 * 8.9 % n = 12 ; Figure 15). Bien
que la différence ne soit pas significative entre les EPSC normalisés KO et WT compte tenu de la
variabilité et du faible effectif des paires de neurones enregistrés, il semble se dégager une
tendance qui suggérerait un blocage de la d-ADF par une perte de fonction des canaux Kvl
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Figure 15. Facilitation analogue digitale de la transmission synaptique induite par la dépolarisation
dans les paires de neurones WT et KO-Lgil. Traces représentatives du PA évoqué en courant imposé
dans le neurone présynaptique (haut, gauche) au potentiel de repos (-70/-75 mV) et aprés une
dépolarisation de 10 s (-45/-50 mV) avec les réponses post-synaptique d’un neurone WT (jaune) et
d’un neurone KO-Lgil (noir). Le graphique prend en compte les valeurs d’amplitude des EPSC évoqués
apres la longue dépolarisation sous-seuil du neurone présynaptique en pourcentage de celle des EPSC
évoqués par un PA présynaptique a partir du potentiel de repos (droite).
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Au cours des enregistrements, I'absence de bloqueurs synaptiques a révélé la présence
d’activités épileptiformes dans les cultures organotypiques (Figure 16 et 17). Ce phénomeéne est
initié par une bouffée de PA spontanés a fréquence élevée dont I'amplitude diminue
progressivement. Aprés cette bouffée de PA, les neurones restent fortement dépolarisés (Figure

16). L’activité épileptiforme peut durer de 3 s a 10 s, puis le potentiel de membrane retourne a

des valeurs hyperpolarisées (-80 mV-100 mV) et atteint progressivement son potentiel de repos.

KO LG
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Figure 16. Activités épileptiformes enregistrées dans les neurones WT et KO-Lgil. Un exemple

représentatif de traces électrophysiologiques de I’enregistrement du potentiel de membrane (en haut)
et du courant transmembranaire (en bas) en absence de toute stimulation des neurones WT (jaune)
et KO (noir). Les traces présentes dans le cadre correspondent aux premieres 100 ms de I'activité
épileptiforme dans le neurone pré- et post- synaptique KO-Lgil.

actvité épileptiforme
Pas d'actvité épileptiforme

KO LGI1
(n=15)
29% 33%
71% 67%
Figure 17. Pourcentage de neurones exprimant de I'activité épileptiforme dans les paires de

neurones WT et les paires de neurones KO.

Cette activité épileptiforme a été retrouvé dans 29% des paires de neurones WT et 67%

des paires de neurones KO-Lgil (Figure 17).
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L’absence d’activité épileptiforme dans 33% des neurones KO-Lgil (Figure 17) et la forte
variabilité des résultats (Figure 16) m’ont conduit & m’interroger sur ’homogénéité de la
régulation de I'expression des canaux Kvl.1 par LGIl le long de I'axe dorso-ventral de
I’hippocampe. J'ai donc évalué la contribution des canaux Kvl.1 a la modulation de I'excitabilité
intrinséque dans I’hippocampe dorsal et ventral de neurones de CA3 WT et KO-Lgil. Pour cela,
les tranches d’hippocampes ont été triées le jour de la mise en culture et la morphologie de la

structure a été vérifiée visuellement.

L’étude de I'excitabilité le long de I'axe dorso-ventral de I'hippocampe a récemment été
étudié dans les neurones de CA3 issus de tranches aiglies d’hippocampe (Sun et al., 2020). Dans
cette étude, CA3 est partagée en 3 subdivisions selon I'axe proximo-distal de I'hippocampe.
L’analyse des courbes E/S a démontré une augmentation d’excitabilité des neurones de CA3c et
CA3b dorsal par rapport au versant ventral de I'hippocampe (Figure 18). Au cours de mes
expériences, j’ai sélectionné les neurones de facon hétérogéne dans la zone CA3b et la zone

CA3a dans chaque catégorie pour les enregistrements.
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Figure 18. L’excitabilité des neurones pyramidaux de CA3 est augmentée dans I’hippocampe dorsal

par rapport a ’hippocampe ventrale. Les courbes E/S et le profil de décharge des neurones dans la
partie dorsal (noir) et la partie ventrale (rouge) de I’hippocampe ont été obtenu pour CA3a, CA3b
et CA3c. (Sun et al., 2020)
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L’analyse de mes résultats a montré qu’il n’y a pas de différence significative entre les
courbes E/S des neurones WT dorsaux (WT D) et des neurones WT ventraux (WT V) ni dans les
mesures de rhéobase (WT D =117.2 £ 18.6 pAn =9 vs WTV 127.4 = 151 pAn =11, p=0.27 ;
Figure 19). Bien qu’une tendance suggére une augmentation de I'excitabilité intrinséque dans les
neurones WT D, je n’ai pas retrouvé I’'hétérogénéité de I'excitabilité intrinseque le long de I'axe

dorso-ventral observée dans I’étude de Sun et al., 2020.
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Figure 19. Excitabilité des neurones WT et KO-Lgil selon I'axe dorso-ventral. Courbes E/S (gauche)

représentant le nombre de PA en fonction de créneaux de courant dépolarisant croissant dans les

neurones WT dorsaux (jaune) et ventraux (rouge) et les neurones KO dorsaux (noir) et ventraux
(gris). Rhéobase (droite).

De facon surprenante, la courbe E/S obtenue pour les neurones KO dorsaux (KO D) est

décalée vers la gauche par rapport aux neurones WT D et WT V mais également par rapport

aux neurones KO ventraux (KO V) (Figure 19). Comme attendu, la rhéobase des KO D est

significativement plus faible par rapport aux WT D (KO D = 67.1 = 12.6 pA n = 10 vs WT D

+

= 117.2 £ 18.6 pA n = 12, p=0.02) et par rapport aux WTV (WTV = 1274 = 151 pAn =
12, p=0.003) (Figure 19). Cependant, la rhéobase des neurones KO V n’est pas significativement

différente de celle des neurones WTV (KOV =915 + 94 pAn=12vs WTV =127.4 = 15.1
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pA n = 12, p=0.19), et de celle des WT D (WT D = 117.2 * 18.6 pA n = 12, p=0.97), mais
une diminution significative de la rhéobase de KO D par rapport au KO V est observable (KO
D=671x126pAn=10vs KOV =91.5 + 9.4 pAn = 12, p= 0.02) (Figure 5). Ensemble,
ces données montrent que I'augmentation d’excitabilité intrinséque des neurones KO comparée
aux neurones WT déja démontrée (Seagar et al., 2017) est seulement observable dans la partie

dorsale de I’hippocampe mais pas dans la partie ventrale.

Nous avons donc examiné la contribution du courant Ip porté par les Kvl.1 dans la

différence d’excitabilité intrinséque observée selon I’axe dorso-ventral des neurones KO-Lgil.
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Figure 20. Figure 6 : Sensibilité a la DTx-k des neurones WT et KO-Lgil selon I’axe dorso-ventral.

Traces représentatives (gauche) des neurones WT dorsaux (jaune) et ventraux (rouge) et des neurones
KO dorsaux (noir) et ventraux (gris). Différence de rhéobase avant-aprés application de DTx-k dans
la chambre d’enregistrement (droite).

Pour cela, nous avons évalué la sensibilité a la DTx-k dans les neurones WT D, WT V, KO
D et KO V. En effet, la différence de rhéobase avant-apreés application de DTx-K sur les cultures
organotypiques est similaire entre les neurones WT D et les neurones WT V (WT D = 58+18.1
PAn =10vs WTV = 54.6+5.8 pA n = 7, p=0.35 ; Figure 20). Cependant, la sensibilité a la

DTx-k dans les neurones KO V est significativement plus élevée par rapport au KO D (KOV =

40.9x6 pAn =11vs KOD = 18.8+7.7 pAn = 9, p=0.03 ; Figure 20) et pas significativement
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différente des WT V (WTV = 54.6+5.8 pAn = 7, p=0.26 ; Figure 20) et des WT D (WT D =
58+18.1 pA n =10, p=0.99 ; Figure 20) suggérant la présence persistante de Kv1.1 fonctionnels

dans les neurones KO V contrairement a une nette réduction dans les neurones KO D.

Ces résultats suggerent que LGI1 contrdle I'excitabilité des neurones de CA3 par la
régulation de I'’expression de Kv1.1 fonctionnels dans la partie dorsale mais pas dans la partie

ventrale de I’'hippocampe.

Globalement, mes résultats montrent une restauration de I’excitabilité dans les neurones
de souris KO-Lgil électroporés avec un géne codant pour la LGI1 en régulant I'expression des
canaux Kvl.1 a I'AlS des neurones de CA3. LGI1 affecte également I’excitabilité intrinséque des
neurones adjacents des neurones électroporés. J’ai observé une augmentation d’excitabilité
intrinséque des neurones de CA3 de rat dans les cultures organotypiques traitées avec un
anticorps anti-LRR mais pas dans celles traitées avec un anticorps anti-EPTP. L’inactivation des
Kv1.1 par une dépolarisation de 10 s dans les neurones présynaptiques, facilite la réponse post-
synaptique dans les neurones WT mais pas dans les neurones KO. En cohérence avec une
diminution des Kv1.1 fonctionnels dans I'axone, et d’'une excitabilité augmentée des neurones
KO de I'aire CA3, la majorité des neurones présentent de I'activité épileptiforme. Finalement,
le mode d’action de LGI1 dans la régulation de I'excitabilité intrinséque des neurones de CA3

s’est révélé hétérogeéne selon I'axe dorso-ventral.
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Comprendre les mécanismes qui induisent des phénotypes épileptiques lors de la perte de
fonction de LGI1 par mutation génétique chez les patients ADLTE ou via son blocage par des
auto-anticorps de patient LE, est crucial pour déterminer de nouvelles options thérapeutiques.
L'implication de LGI1 dans ces pathologies a souvent fait I'objet de recherches dans la
perturbation des mécanismes de maturation du réseau neuronal (Owuor et al., 2009; Thomas et
al., 2018; Zhou et al., 2009) ou de régulation de la force synaptique dans I’hippocampe (Boillot et
al., 2016; Fukata et al., 2010, 2006; Yuko Fukata et al., 2021). Ces derniéres années, la découverte
du rbéle de LGI1 dans le contréle de I'excitabilité des neurones pyramidaux de CA3 dans
I’hippocampe (Seagar et al., 2017) et des neurones pyramidaux du cortex (Zhou et al., 2018) par
la régulation de canaux potassique Kv1l contenant la sous-unité Kv1.1 et Kv1.2 a été une avancée
primordiale pour comprendre comment le réseau neuronal peut développer une activité
anarchique a I'origine des crises d’épilepsie dans I’ADLTE. Ainsi, la restauration de I'expression
des Kv1.2 dans les neurones pyramidaux du cortex comme cible thérapeutique pour empécher
I’occurrence des crises épileptiques d’'un modéle murin ADLTE a fait ses preuves en prolongeant
I’espérance de vie de I’animal (Zhou et al., 2018). Dans nos études, nous nous sommes focalisés
sur la modulation de I'expression et de I’adressage des canaux Kvl.1 par LGI1 pour comprendre
comment une dérégulation peut induire des changements d’excitabilité associé a un phénotype
épileptique. Dans cette partie je discuterai de mes résultats qui ont permis de déceler de

nouvelles caractéristiques du mode d’action de LGI1 dans la régulation de I'excitabilité.

1. Restauration du phénotype électrophysiologique de type sauvage
Des expériences de type « rescue » selon le terme anglais, permettent le sauvetage de
I’expression d’une protéine par I'utilisation de techniques de transfections adaptées dans un
modeéle animal d’'un génotype dépourvu du géne codant pour cette protéine. Ce mode de

recherche est intéressant pour clarifier le r6le de la protéine d’intérét.
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Au cours de son étude, LGI1 a fait I'objet de multiples expériences de sauvetage qui ont

permis de :

N

- Découvrir des propriétés propres a LGI1 nécessaires a I'absence de conséquences
pathologiques liées a I’ADLTE telle que I'importance de son interaction avec ADAM22

(Fukata et al., 2010)

- ldentifier une nouvelle mutation de LGI1 (Feng et al., 2019)

- Comprendre comment LGI1 est impliquée dans la neurotransmission médiée par les

récepteurs AMPA et NMDA dans I’hippocampe (Lovero et al., 2015)

Par contre, aucune expérience de sauvetage n’avait été utilisée pour comprendre le réle

de LGI1 dans le contrdle de l'excitabilité intrinséque.

Dans notre étude, nous avons restauré I’expression de LGI1 dans les neurones pyramidaux
de CA3 dans des cultures organotypiques d’hippocampe de souris KO-Lgil. La technique
d’électroporation sur cellule unique nous a permis de choisir spécifiquement les neurones cibles
pour la restauration de LGI1. Ainsi, cette restauration a permis de retrouver une excitabilité
intrinséque de type sauvage dans les neurones de CA3 de souris KO-Lgil en restaurant le courant

Io porté par les Kvl1.1 et la réexpression de cette sous-unité a I’'AlS.

Il a déja été proposé que LGI1 participerait au processus d’adressage ou de recyclage des
canaux Kvl.1 et Kv1.2 puisque leurs transcrits ARNm sont augmentés dans les souris KO-Lgil
(Seagar et al., 2017). LGI1 aurait également un rdle de régulation de la cinétique du courant Ip en
ralentissant I'inactivation du canal potassique Kv1.1/Kv1.4 (Schulte et al., 2006). La restauration
de I'excitabilité intrinséque par la récupération totale de I'expression du courant Ip que nous
avons observée dans les neurones KO dans I'aire CA3 apreés électroporation avec le géne codant
pour LGI1, serait davantage en faveur d’une régulation de I’adressage ou du recyclage des Kv1.1

a la membrane des neurones puisque I’expression des Kv1.1 a été restauré dans I’AlS.
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La technique de restauration de I’expression de LGI1 permet également de tester I'effet
aigu de cette protéine sur I'excitabilité des neurones. En effet, en supprimant I’expression du
géne Lgil dans tout le génome dés le stade embryonnaire, il est difficile d’interpréter les
conséquences pathologiques sans prendre en compte les effets neurodéveloppementaux. En
effet, Il a été montré que la perte de fonction de LGI1 induit des modifications morphologiques
des épines dendritiques lors du stade de maturation synaptique et perturbe la croissance et
migration axonale (Boillot et al., 2014; Owuor et al., 2009; Zhou et al., 2009). Ces modifications
morphologiques pourraient participer a la modulation du phénotype électrophysiologique des
neurones touchés dans I'hippocampe. Ici, la restauration aigtie du courant Ip et de I’expression
des Kv1.1 a I'AlS par le sauvetage de LGI1 montre que sa régulation dans I'excitabilité intrinseque

est indépendante de modifications neurodéveloppementales.

2. Effet paracrine

La technique d’électroporation sur cellule unique a permis de cibler les neurones de CA3
de facon spécifique non seulement pour I'étude de la restauration de leur phénotype
électrophysiologique mais également pour évaluer I'effet paracrine de LGI1 sur la restauration
de I'excitabilité de cellules voisines. Il est bien établi que LGI1 est sécrétée par les neurones du
SNC et libérée dans la matrice extracellulaire (Fukata et al., 2006; Hivert et al., 2018; Lovero et al.,
2015; Senechal et al., 2005). Nous avons observé que I’étendue de sa libération dans le milieu
extracellulaire était focalisée autour du neurone électroporé KO/Lgil affectant I'excitabilité
intrinséque et le niveau d’expression des Kvl.1 de cellules voisines. L'effet observé était partiel,
suggérant que la LGI1 sécrétée n’était pas capable de restaurer la totalité du phénotype

électrophysiologique.

L'effet paracrine de LGI1 sur la régulation de la réponse synaptique a déja été évalué
(Lovero et al., 2015). L’expression des récepteurs AMPA/NMDA a été restaurée dans les neurones

adjacents mais pas dans les neurones transfectés avec un gene codant pour LGII. De fa¢on
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surprenante, cette restauration était possible dans CAl aprés injection d’un lentivirus permettant
I'expression de LGI1 dans CA3. Ces résultats montrent un effet paracrine de LGI1 sur la
transmission synaptique pour de longues distances. Au contraire, notre étude ne montre pas
d’effet paracrine de LGI1 sur I'excitabilité intrinséque des neurones enregistrés a plus de 200 um
des neurones KO/Lgil dans CA3. Dans I'étude de Lovero et al., I'étendue de sécrétion de LGI1
n’'a pas été évaluée, mais il n’est pas a exclure que la modulation observée au niveau post-
synaptique dans CA1l soit le résultat d’une restauration de [I'excitabilité du neurone
présynaptique dans CA3. En effet, la diminution du ratio des récepteurs AMPA/NMDA dans les
neurones KO-Lgil (Fukata et al., 2010) pourrait résulter d’'une régulation homéostatique (Petit-

Pedrol et al., 2018; Seagar et al., 2017).

Finalement, I'étude de I'immunomarquage de la D»-LGlI1 sécrétée a montré une forte
concentration au niveau des AlS des neurones KO/D.-Lgl et des AlS des neurones voisins. Ces
résultats suggérent que I'affinité de LGI1 a ses récepteurs présents a I’AlS est plus élevée que celle
dans les autres compartiments neuronaux. Cette hypothése conforte I'implication de LGI1 dans
la restauration de I’expression des Kvl1.1 spécifiquement dans I’AlS pour réguler I'excitabilité

intrinséque des neurones de CA3.

3. Anticorps de patients atteints de LE

L'encéphalite limbique associée aux auto-anticorps anti-LGl1 partage des similitudes
phénotypiques avec I'ADLTE telle que [l'activité épileptiforme dans les neurones de
I’hippocampe (Chabrol et al., 2010a; Lalic et al., 2011). L’effet de la perte de fonction de LGI1 par
I’action d’anticorps ou par mutation dans les perturbations de la transmission synaptique et la
dérégulation d’expression des récepteurs AMPA et des canaux Kv1 semblent également commun
(Fukata et al., 2010 ; Petit-Pedrol et al., 2018). Découvrir I'implication des domaines spécifiques de
LGI1 dans les conséquences pathologiques induits par des anticorps de patient LE peut également

permettre de comprendre les mécanismes associés a ’ADLTE
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Afin d’identifier le mode d’action des anticorps monoclonaux dans la LE, j’ai évalué I'effet
fonctionnel d’un anticorps anti-LRR et d’un anticorps anti-EPTP dans les neurones de CA3. Lors
de I'élaboration du protocole, nous avons pris en compte que le temps d’application avec les
anticorps anti-LGl1 peut faire varier les conséquences phénotypiques, puisque chez le patient LE,
des troubles cognitifs suivent la survenue des FBDS (Thompson et al., 2018). Nous avons ainsi
décidé de traiter les cultures organotypiques avec les anticorps de facon chronique pendant 4
jours pour maximiser leurs effets et favoriser le turnover des récepteurs ADAM22, pouvant
masquer le site d’interaction des anticorps anti-EPTP (Ramberger et al., 2020). J’ai observé une
augmentation de I'excitabilité intrinseque corrélé a une diminution de la sensibilité a la DTx-k
dans les neurones traités avec I'anticorps anti-LRR mais pas avec I'anticorps anti-EPTP. 1l serait
possible que I'application chronique des anticorps ne soit pas suffisante pour rendre I’épitope
de LGI1 disponible pour les anticorps anti-EPTP, si I'induction d’un effet fonctionnel dépend

d’une compétition entre ADAM22 et les anticorps anti-EPTP.

4. Analyse spatiale des mécanismes liés a la régulation des canaux Kvl.1
par LGI1

Jai vérifié si la d-ADF était occlue par la perte de fonction de canaux Kv1.1 axonaux dans
les neurones KO-Lgil. Les résultats ont révélé une forte variabilité dans les neurones KO-Lgil, qui
n’a pas été observée dans les neurones WT. Cette variabilité pourrait étre la conséquence de la
diversité d’expression des Kv1.1 selon les neurones choisis puisqu’environ 50% des canaux Kv1.1

restant sont encore exprimés dans les neurones KO-Lgil.

De facon intéressante, I'analyse par immunofluorescence de [|'expression de LGlI1
endogéne dans les souris WT montre I'existance d’un gradient dorso-ventral avec une expression
environ 50% fois plus faible dans I’hippocampe ventral (Jorge Ramirez-Franco et al., en
préparation). De plus, I’hétérogénéité morphologique et fonctionnelle des cellules de CA3 (Sun

et al., 2020; Witter, 2007) engage a reconsidérer la maniére d’interpréter les résultats
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initialement obtenus sans classification dorso-ventrale des neurones. Comme I'expression des
canaux Kvl.1 est régulée par LGI1 dans les neurones de CA3, la variation d’expression de LGl1
dans I’hippocampe m’a conduit a vérifier ’hypothése d’une hétérogénéité d’expression des

canaux Kvl1.1 dans les neurones KO-Lgil selon I'axe dorso-ventral.

Contrairement a ce qui a été observé précédemment (Sun et al., 2020), je n’ai pas obtenu
de différence d’excitabilité intrinseque entre les neurones WT ventraux et les neurones WT
dorsaux. Les conditions expérimentales tels que I’age plus avancé des souris, le tri cellulaire selon
les subdivisions CA3a, CA3b et CA3c, et I'absence de bloqueurs synaptiques dans cette étude de

Sun et al., pourrait expliquer cette différence.

Dans les neurones KO dorsaux, la délétion de Lgil induit une augmentation de I’excitabilité
intrinséque corrélée a une diminution de la sensibilité a la DTx-k par rapport aux neurones WT
dorsaux et ventraux, conformément a I'expression élevée de LGI1 dans I’hippocampe dorsal.
Cependant, la perte de la faible concentration de LGI1 dans I'hippocampe ventral n’affecte pas
I'excitabilité intrinséque. De plus, la sensibilité a la DTx-k des neurones KO ventraux est
équivalente a celle des neurones WT, suggérant que les canaux Kv1.1 contrélant I’excitabilité ne

sont pas régulés par LGI1 dans les neurones CA3 de I’hippocampe ventral.
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1.  Anticorps monoclonaux anti-EPTP

Les mécanismes par lesquels les auto-anticorps de patient LE anti-LRR bloquent la fonction
de LGI1 et induisent des conséquences pathologiques ont récemment été élucidés. Ces anticorps
favoriseraient I'internalisation du complexe LGIT-ADAM22 (Ramberger et al., 2020). Au contraire,
le mode d’action des anticorps anti-EPTP souléve encore des questionnements. Notamment, il
est difficile de concevoir que ces anticorps puissent avoir un effet pathologique, sachant que les
mAb anti-EPTP ne se fixent pas a LGI1-ADAM22/ADAM23 dans les cultures d’hippocampe, les
systemes hétérologues, et sur des tranches de cerveau de souris (Kornau et al., 2020; Ramberger
et al., 2020). 1l serait intéressant de confirmer que la compétition de ADAM22 avec les anticorps
anti-EPTP déterminerait la capacité de l'anticorps a avoir un effet dans la perturbation de
I'excitabilité associée a un phénotype pathologique, expliquant également son absence d’effet
in vitro et in vivo. La pré-incubation de LGI1 soluble avec les anticorps anti-EPTP empéche
l'interaction de LGI1 avec ADAM22 et ADAM23 (Ohkawa et al., 2013; Ramberger et al., 2020).
Cependant, aucune expérience n’a permis d’explorer si le blocage de LGI1 par les anticorps anti-
EPTP avant la fixation de LGI1 a ses récepteurs serait capable d’empécher une excitabilité

neuronale normale.

Une expérience dites de « sauvetage » permettrait de répondre a cette problématique.
L’ objectif serait de vérifier si ’application d’une protéine LGI1 recombinante pré-incubée avec
un anticorps anti-EPTP sur des cultures organotypiques de souris KO-Lgil serait capable de
restaurer |'excitabilité intrinséque des neurones de CA3. Comme I'apport exogéne de LGI1 par
application de LGI1 recombinante sur des cultures organotypique de rat diminue I'excitabilité
intrinséque des neurones de CA3 (Seagar et al., 2017), I'application de LGI1 recombinante non

pré-incubée sur les cultures organotypique de souris KO-Lgil serait utilisé comme contrdle.

On s’attendrait a avoir une diminution d’excitabilité intrinséque dans les neurones KO-
Lgil traités avec la LGI1 non pré-incubée. Au contraire, la LGI1 recombinante pré-incubée avec

I’anticorps anti-EPTP serait incapable de moduler I’excitabilité des neurones de CA3 dans les
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cultures organotypiques de souris KO-Lgil, démontrant que les anticorps anti-EPTP peuvent
potentiellement avoir un effet fonctionnel responsable de conséquences pathologiques dans le

cadre de I'’encéphalite limbique.

2. Régulation d es canaux Kvl.1 indépendante de LGl1

A ce jour, les profils d’expression de LGI1 et des canaux Kv1.1 le long de I'axe dorso-ventral
de I’hippocampe ne sont pas connus. J’ai observé que la régulation des canaux Kv1.1 par LGI1
est hétérogéne dans I’"hippocampe. De plus, au cours de I'étude de la restauration de LGI1 dans
les neurones CA3 KO-Lgil, j'ai constaté la présence de neurones exprimant un taux élevé
d’'immunoréactivité des Kv1.1 dans le soma et I'axone (Figure 21). Ces neurones émettent leurs
prolongements de facon perpendiculaire aux AlS des neurones pyramidaux de la couche
moléculaire de I'aire CA3. Dans ce type de neurones qui selon leurs caractéristiques
morphologiques, pourraient étre associée a des interneurones, il semble que la régulation de

I’expression des canaux Kv1.1 soit indépendante de LGI1.

Figure 21. Immunohistochimie d’une culture organotypique de souris KO-Lgil. Imnmunomarquage
de I'’AnkG (gauche) et des canaux Kv1.1 (droite). Les fleches indiquent I'AlS (gauche) et le neurone a
expression persistante des Kvl.1 (droite).

L’étude des interneurones GABA dans I’ADLTE indique qu’ils ne sont pas impliqués dans
les conséquences pathologiques observées (Boillot et al., 2014). La vérification que les neurones
KO-Lgil exprimant les canaux Kvl.1 de facon persistante soient des interneurones inhibiteurs
GABA permettrait de confirmer que I'expression des Kv1.1 dans les neurones est déterminante

pour l'initiation d’'un phénotype épileptique associé a ’ADLTE. Une immunohistochimie des
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cultures organotypiques de souris KO-Lgil évaluant I'immunoréactivité des canaux Kvl1.1 et de
I’enzyme de synthése de GABA (GAD : Glutamic Acid Decarboxylase) permettrait de confirmer

cette hypothése.

Il est également possible que la régulation des Kvl.1 dans ces neurones soit identique a
celle des neurones pyramidaux de I'aire CA3 dans I'hippocampe ventral. Ainsi, il serait
intéressant de déterminer s’il existe une protéine partenaire des canaux Kv1.1 dans ces deux cas

de figure, remplacant la fonction de LGI1 dans la régulation de leur expression.

Cet objectif nécessite I'étude de I'interactome des canaux Kvl1.1 dans la partie ventrale et
dans la partie dorsale de facon indépendante. L'immunoprécipitation des lysats des parties
dorsales et ceux des parties ventrales de I’hippocampe de souris par des anticorps anti-Kv1.1
permettrait de collecter les complexes protéiques associés aux canaux Kvl.1 issus de chaque
partie. Les membres des complexes identifiés par spectrométrie de masse seraient comparés entre
ceux retrouvés dans la partie dorsale et ceux de la partie ventrale. S’il existe des partenaires
protéiques des Kvl.1 retrouvées davantage dans les lysats d’hippocampe ventraux, nous
sélectionnerions ceux ayant une classification fonctionnelle cohérente avec un réle de régulation
d’expression des canaux Kvl.l. L’expression de ces protéines serait également évaluée par
immunohistochimie dans les neurones pyramidaux de CA3 ventraux et dorsaux et dans les
neurones KO-Lgil exprimant les Kv1.1 de facon persistante. Un modéle de délétion de ces
protéines permettrait ensuite de vérifier leur nécessité pour I'expression des canaux Kvl.1 dans

ces neurones.

3. Réle de LGI1 dans la synapse

La délétion de Lgil augmente la libération de glutamate dans les synapses excitatrices de
I'aire CA3, par la perte de fonction des canaux Kvl1.1 présynaptiques (Seagar et al., 2017). Cette
observation conduit a I’hypothése que les changements synaptiques observés dans I'hippocampe

de souris KO-Lgil sont une conséquence des modulations de I'excitabilité.
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Les études sur I'implication de la perte de fonction de LGI1 dans la modulation de la force
synaptique présentent des contradictions (Boillot et al., 2016; Fukata et al., 2010; Lovero et al., 2015;
Yu et al., 2010). Souvent, les modéles d’études différent selon I’age et I'espéce de I'animal, le type
de mutation ou le support utilisés et les conditions expérimentales changent selon les équipes

de recherche.

Afin de comprendre comment la perte de fonction de LGI1 peut conduire a une
diminution de I’expression et du courant médié par les récepteurs AMPA dans le neurone post-
synaptique (Fukata et al.,, 2010) et a l'augmentation de la libération de glutamate sans
changement dans le neurone post-synaptique (Boillot et al., 2016), I’étude de ce processus dans

un modeéle et des conditions expérimentales identiques est nécessaire.

Il serait possible que la perte de fonction de LGI1 mette en jeu un processus séquentiel de
la régulation des récepteurs AMPA et NMDA au cours du développement dans un contexte
ADLTE, en fonction des conséquences induites par les crises épileptiques. Selon cette hypothése,
la délétion de Lgil augmenterait la libération de glutamate présynaptique a un stade
développemental précoce ou avant la fin de la maturation totale des synapses (Boillot et al.,
2016), conduisant a une diminution homéostatique de I'expression des récepteurs AMPA dans
le versant post-synaptique (Fukata et al., 2010; Lovero et al., 2015). Ensuite, I'apparition de crises
d’épilepsies répétées augmenterait de nouveau la réponse de I’élément post-synaptique (Yu et

al., 2010; Zhou et al., 2009).

Pour tester ces hypothéses, I'enregistrement des réponses EPSC médié par AMPA serait
enregistrée dans les neurones pyramidaux de CA1 apreés stimulation de la collatérale de Schaffer
dans des tranches aiglies d’hippocampe de souris KO-Lgil a différent temps : P6 (stade précoce),
P9 (lors du début de la maturation synaptique, avant I'occurrence des crises épileptiques) et P14

(aprés les premieres crises épileptiques).
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L'implication de LGI1 dans I'épilepsie autosomique dominante du lobe temporal latéral
et I’encéphalite limbique (LE) fait I'objet de nombreuses études qui attribuent a la perte de
fonction de LGlI1 la perturbation des mécanismes conduisant aux crises épileptiques. Par I'étude
de modéles murins pour ces pathologies, de nombreuses avancées ont démontré que la
mutation de LGI1 ou son blocage par des anticorps de patient LE est la cause d’'un défaut de
maturation des réseaux neuronaux, de régulation de la force synaptique et de régulation de
I’excitabilité des neurones de I'hippocampe. Ces perturbations entraineraient une activité accrue
et synchrone du réseau neuronal de I'hippocampe, caractéristique de I'expression de crises
d’épilepsie. Mon travail s’est focalisé sur le réle de LGI1 dans le contrdle de I'excitabilité
intrinséque des neurones pyramidaux de CA3 par la régulation des canaux potassiques
dépendant du voltage composés de la sous-unité Kv1.1. J’ai montré que I’excitabilité intrinseque
des neurones KO-Lgil de CA3 est restaurée par I’expression des canaux Kvl.1 fonctionnels dans
I’AlS aprés restauration de I'expression de LGI1. Cette découverte met I'accent sur la capacité de
LGIT & réguler I'adressage ou le recyclage des canaux Kvl.1 indépendamment des effets
développementaux pouvant étre induits dans les neurones KO-Lgil. Le traitement de cultures
organotypiques avec des auto-anticorps ciblant la partie LRR de LGI1 augmente I'excitabilité
intrinséque des neurones de CA3 et diminue le nombre de Kvl.1 fonctionnels, ce qui n’est pas
le cas avec ceux dirigés contre la partie EPTP. J’ai ainsi relevé une différence de mode d’action
des auto-anticorps anti-LRR et anti-EPTP dans le contexte de la LE. Mes données préliminaires
montrent I'analyse spatiale des mécanismes qui mettent en jeu la régulation des canaux Kv1.1
par LGI1. La perte d’expression des canaux Kv1.1 dans les neurones KO-Lgil semble se manifester
tout au long de I'axone. A plus grande échelle, j'ai mis en évidence I’'hétérogénéité de la
régulation des Kvl1.1 par LGI1 le long de I'axe dorso-ventral de I'hippocampe. Ces derniéres
données engagent a reconsidérer I'implication de LGI1 dans la régulation de I'expression et de
I’adressage des canaux Kvl1.1 dans I’hippocampe ventral. Ensemble, mes résultats ouvrent de
nouveaux horizons pour la compréhension du réle de LGI1 dans la régulation de I'excitabilité

intrinséque des neurones de CA3 dont la perturbation conduit au phénotype épileptique.
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