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Résumé

L’épilepsie est une maladie neurologique chronique qui touche jusqu’a 3 % de la population
au moins une fois dans leur vie. Bien que les crises puissent généralement étre controlées par
la prise de médicament, il y a environ 30 % de patients pour qui les traitements
pharmacologiques sont inefficaces. Les épilepsies pharmacorésistantes (PR) sont associées a
un haut taux de comorbidité et de mortalité, causant des cotits humains et monétaires élevés.
La mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie (MSIE) est la cause de 50 % des décés chez les
patients PR. Le plus haut taux de pharmacorésistance est associé¢ aux épilepsies d’origines
focales. L’épilepsie du lobe temporal (ELT) est la forme la plus fréquente d’épilepsie
d’origine focale, et elle est fréquemment associée a de la sclérose de I’hippocampe, une
pathologie caractérisée par de la perte neuronale et de la gliose. Cette forme d’épilepsie était
initialement considérée comme une forme d’épilepsie symptomatique acquise, mais nous
savons aujourd’hui que la génétique joue un réle important dans le développement de la
maladie. Dans ce contexte, il est essentiel pour la compréhension de ces maladies d’étudier les
mécanismes moléculaires menant au développement des épilepsies d’origines focales et au
développement des pathologies qui y sont associés. L’objectif général de cette thése est donc
d’évaluer les composantes génétiques des épilepsies focales grace a deux approches

différentes : I’étude de la génétique humaine et I’expérimentation animale.

Grace a I’avénement des nouvelles technologies de séquengage a haut débit, de nouveaux
genes associés a des syndromes épileptiques d’origine focale ont été identifiés. Dans le
premier chapitre de cette these, il sera question de I’importance des mutations dans le géne
DEPDCS5 dans une cohorte Canadienne-Francaise d’épilepsie familiale & foyers variables et
d’épilepsie d’origine focale. Nous avons découvert qu’une nouvelle mutation, de méme
qu’une mutation récurrente dans la population Canadienne-Frangaise, explique 5 % de nos cas
d’¢épilepsie focale. Le second chapitre abordera les facteurs génétiques associés a la sclérose
de I’hippocampe dans les modeles animaux d’épilepsie du lobe temporal. Nous avons en effet
démontré que le géne Galrl jouait un role essentiel dans la susceptibilité a la mort neuronale
chez des souches consanguines de rats. La troisiéme partie de cette thése portera quant a elle

sur la mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie, une complication courante des épilepsies



focales pharmacorésistantes. Un nouveau modéle de MSIE sera présenté. En effet, les rats de
la souche consanguine SHR sont susceptibles de mourir subitement suite & une crise
d’épilepsie prolongée. Ces résultats suggerent fortement que le substratum génétique des
animaux joue un role important dans la susceptibilité a la MSIE. Une combinaison entre des

problémes cardiaques et respiratoires serait responsable de ces déces.

Nos résultats permettent ainsi de mieux comprendre les mécanismes moléculaires qui sous-
tendent les épilepsies d’origine focale. De plus, grace a I'utilisation d’animaux de souches
consanguines, nous avons démontré I’importance des facteurs génétiques dans le
développement de la sclérose de I’hippocampe et de la MSIE. Ces nouveaux modéles animaux
consanguins faciliteront la découverte de génes impliqués dans la susceptibilit¢ a la mort

neuronale dans I’hippocampe de méme qu’au risque de déces prématuré chez les épileptiques.

Mots-clés : Epilepsie focale, épilepsie du lobe temporal, sclérose de 1’hippocampe, génétique,

modéles animaux, mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie (MSIE)
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Abstract

Epilepsy is a chronic neurological disease affecting approximately 3% of individuals at some
time in their life. While seizures can generally be controlled with pharmacological treatments,
there are 30% of epileptic patients that are not responding to any medication. These pharmaco-
resistant epilepsies are associated with high morbidity and mortality resulting in massive
human and societal costs. Sudden unexpected death in epilepsy (SUDEP) is responsible for up
to 50% of death in pharmaco-resistant patients. The highest level of pharmaco-resistance is
associated with focal epilepsies. Temporal lobe epilepsy (TLE), the most frequent focal
epilepsy, is often associated with hippocampal sclerosis (HS), a pathology characterized by
neuronal loss and gliosis. Initially considered as a symptomatic and acquired form of epilepsy,
we now know that genetic factors play a major role in the development of TLE and HS. In this
context, it is of great interest to study the molecular mechanisms underlying focal epilepsies
and their associated pathologies in order to better understand the disease. The main goal of this
thesis is to assess the genetic components of these epilepsies using two different approaches:

the study of human genetic and experimentation using animal models.

Due to the advances of new sequencing technologies, several new genes have been associated
with focal epilepsies. In the first chapter of this thesis, we assess the importance of mutations
in the DEPDCS5 gene in our French-Canadian cohort of focal epilepsy and familial focal
epilepsy with variable foci. We discovered a new mutation as well as a recurrent mutation
explaining 5% of our cases with focal epilepsy. The second chapter focus on genetic factors
associated with hippocampal sclerosis in animal models of TLE. We demonstrated that the
Galrl gene plays an important role in the susceptibility to neuronal death in inbred strains of
rats. The third part of this thesis aim at describing a new animal model of SUDEP, which is a
common complication of pharmaco-resistant focal epilepsies. Indeed, SHR rats, an inbred
strain of rats, dies suddenly following prolonged generalized tonico-clonic seizures. We
therefore show that genetic background plays an important role in the susceptibility to
SUDEP. We suggest that a combination of cardiac and respiratory abnormalities is responsible

for the death of the animal.
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Our results allow a better understanding of the molecular mechanisms underlying focal
epilepsies. Furthermore, using inbred strains of rats, we demonstrated the importance of
genetic factors for the development of prolonged seizure-induced cell death and SUDEP.
These new inbred animal models will eventually lead to the findings of new genes associated
with the susceptibility to neuronal death as well as the risk of premature death in epileptic

patients.

Keywords: Focal epilepsy, temporal lobe epilepsy, hippocampal sclerosis, genetic, animal

models, SUDEP
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Chapitre 1 : Introduction

L’épilepsie est une des maladies neurologiques les plus fréquentes. Elle touche jusqu’a 3 % de
la population a un moment ou ’autre de leur vie. Selon I’Organisation mondiale de la Santé
(OSM), c’est environ 50 millions de personnes qui en seraient atteintes dans le monde'. Au
Canada, c’est plus de 300 000 personnes qui en souffriraient *. Bien que prés de 70 % des
épileptiques sont contrdlés par la prise de médicaments anticonvulsifs, il reste une proportion
non négligeable de patients pour qui les traitements usuels ne sont pas efficaces **. Les crises
d’origines focales sont celles qui sont les plus difficiles a controler °. Ces épilepsies
pharmacorésistantes sont associées a des coflits monétaires élevés. En effet, 85 % des colts
médicaux engendrés par les patients épileptiques proviennent des patients pharmacorésistants
367 Au-dela de ce fardeau monétaire, il y a bien entendu le colit humain. En effet, il est
important de noter que la mort subite inexpliquée de 1’épilepsie est la cause de 15 % des déces
chez les patients épileptiques, et que chez les patients qui sont justement pharmacorésistants,
cette proportion augmente a 50 % *°. L’épilepsie représente donc un lourd fardeau autant

. . . 110,11
économique que social .

Dans ce contexte, il est indispensable d’étudier les mécanismes moléculaires menant au
développement des épilepsies d’origines focales afin de comprendre la maladie. Dans cette
these, il sera donc question d’épilepsies d’origines focales, avec une emphase sur I’épilepsie
du lobe temporal, de méme que sur les mécanismes responsables de la mort subite et

inexpliquée de 1’épilepsie.



1.1 Présentation clinique

La ligue internationale contre 1’épilepsie (ILAE) définit 1’épilepsie comme une maladie
caractérisée par une prédisposition soutenue a souffrir de crises épileptiques 2. Depuis 2005,

pour étre considéré épileptique, un patient doit rencontrer 1’un des trois critéres suivants :

1) avoir souffert d’au moins deux crises non provoquées espacées de plus de 24 heures,

2) avoir présenté une crise non provoquée et que la probabilité de souffrir d’une
deuxiéme crise soit considérée aussi élevée qu’aprés deux crises, basée sur différents
critéres cliniques et électroencéphalographiques;

3) présenter les critéres cliniques et électroencéphalographiques pour un syndrome

épileptique spécifique 2.

L’épilepsie n’est pas une condition unique, mais bien un groupe hétérogéne de syndromes
dont le point commun est la propension a souffrir de crises d’épilepsie. Une crise épileptique
est quant a elle définie comme un état transitoire de décharges électriques excessives dans le
cerveau (ILAE 2005). Ces décharges sont la conséquence d’un déséquilibre entre 1’excitation
et D’inhibition neuronale. Les manifestations cliniques de ces crises varient grandement
puisque ces dernieres peuvent débuter dans différentes parties du cerveau. L’intensité des
décharges et le patron de propagation de 1’activité électrique détermineront les manifestations
cliniques et électroencéphalographiques. Les crises qui n’affectent qu’un ensemble de
neurones dans un hémisphére sont dites partielles (ou focales). Ces crises peuvent étre, ou non,

accompagnées de perte de consciences. Lorsque la crise affecte simultanément les deux



hémispheres cérébraux, la crise est dite généralisée et celle-ci est toujours accompagnée de

perte de conscience.

En somme, il faut savoir que 1’épilepsie est une maladie caractérisée par une grande
hétérogénéité de syndromes. Pour pouvoir développer des traitements efficaces, il est
primordial de bien comprendre les mécanismes pathogéniques derriére ces différentes formes
d’épilepsie, et plus particulicrement les épilepsies d’origines focales chez qui le taux de
pharmacorésistance est le plus élevé. A cette fin, la découverte de génes prédisposant a ces
pathologies est une stratégie qui est robuste. Il sera donc, dans la section suivante, question des

principaux facteurs génétiques pouvant mener au développement de ces épilepsies.

1.2 Epilepsie génétique chez ’humain

Le role de la génétique dans 1’épilepsie n’est plus a prouver. Grace a de nombreuses études
¢pidémiologiques sur des jumeaux de méme que sur de grandes familles d’épileptiques, nous
savons maintenant que le risque est de deux a quatre fois supérieur d’étre atteint si un membre
de la famille, au premier degré, est également épileptique’> *°. Les épilepsies génétiques
peuvent étre regroupées en trois grands groupes, soit les épilepsies généralisées génétiques, les
encéphalopathies épileptiques et les épilepsies d’origines focales. Depuis une vingtaine
d’années, il y a eu de grandes avancées dans la découverte de génes d’épilepsie mendélienne
(Tableau 1.2.1). Dans les années 90, ce sont les études de liaison et de cartographie génique,
appliquées a de grandes familles d’épileptiques, qui ont permis la découverte de plusieurs

genes d’épilepsie. C’est en 1995 que le premier géne est découvert. En effet, en 1994 Ia



premiére forme familiale d’épilepsie focale est décrite®’, et I’année suivante, un premier géne,
codant pour la sous-unité alpha 4 du récepteur acétylcholinergique nicotinique (CHRNA4), est
associ¢ a cette forme d’épilepsie focale : 1’épilepsie frontale nocturne autosomique dominante
(EFNAD) **. Par la suite, d’autres mutations dans différents récepteurs acétylcholinergiques
nicotiniques sont découvertes chez des familles EFNAD, permettant d’expliquer pres de 20 %

o 23-28
de ces cas familiaux

. Peu de temps apres, un locus sur le chromosome 20 est associé a des
cas familiaux de convulsions néonatales bénignes et en 1998, des mutations dans le géne
KCNQ?2 sont rapportées >°. La méme approche méthodologique permet notamment, en 2002,
la découverte d’'un gene majeur d’épilepsie génétique généralisée : la sous-unité al du
récepteur a 1’acide gamma-aminobutyrique (GABRAI)’'. Les récepteurs GABA, sont des
canaux chloriques impliqués dans I’inhibition neuronale. De nombreuses mutations dans les
sous-unités y2 (GABRG2)*?*, & (GABRD)* et B3 (GABRB3)’™?° (voir annexe 1) de ce
récepteur sont par la suite découvertes. De la méme facon, des mutations dans les canaux

sodiques et potassiques voltages-dépendant ont ét¢ identifiées comme étant responsables de

différentes formes familiales d’épilepsies généralisées avec ou sans convulsions fébriles

29,30,40-43

Les études de variations structurelles, telles que les insertions, délétions et duplications, ont
¢galement facilité la découverte des facteurs génétiques impliqués dans les différentes formes
d’¢épilepsie. Cette méthodologie a été particulierement utile pour I’identification des mutations
dans ces cas ou des symptomes d’autisme et/ou de déficience intellectuelle sont associés a

4446

I’épilepsie, une condition que 1’on appelle encéphalopathie épileptique Des cas

pathogéniques de variabilité dans le nombre de copies de geénes seraient notamment



46,47 .
' Des mutations dans

responsables de prés de 5 % des cas d’encéphalopathie épileptique
les geénes compris dans ces variations structurelles ont par la suite également été identifiées.

C’est le cas par exemple des génes CHD2, SLC6A1 et PURA.

Une nouvelle vague de découverte de génes de prédisposition a 1’épilepsie est venue avec
I’arrivée des nouvelles technologies de séquengage a haut débit. Un exemple important de
I’impact de ces nouvelles technologies est la découverte de mutations dans le géne DEPDCS
suite au séquencage de I’exome de patients atteints d’épilepsie familiale focale a foyers

variables (EFFFV) et d’épilepsies focales ***°

. Notre laboratoire avait par ailleurs participé a
I’identification de ce géne. Ce dernier a par la suite été impliqué dans d’autres phénotypes
épileptiques tels que 1’épilepsie focale nocturne autosomique dominante *° et I’épilepsie focale
de I’enfance °'. Dans le chapitre 2 de cette thése, nous avons vérifié I’importance de ce géne
dans une cohorte Canadienne-Francaise d’EFFFV et d’épilepsie focale, et nous avons trouvé,

en plus d’une mutation récurrente, une nouvelle mutation chez des patients atteints d’épilepsie

d’origine focale qui expliquent 5 % de nos cas avec épilepsie focale.

Bien que la découverte de ces formes monogéniques d’épilepsie ait permis d’enrichir notre
compréhension de la maladie de méme que de développer de nouveaux médicaments, il est
important de mentionner que les formes familiales d’épilepsie sont rares dans la population.
Un méme syndrome épileptique peut étre dii a des mutations dans différents génes, comme
c’est le cas pour I’épilepsie généralisée avec convulsion fébrile plus., et des mutations
différentes dans un méme geéne peuvent également donner des syndromes épileptiques

différents (ex. DEPDCS5). Une base génétique et une héritabilit¢é complexes, de méme qu’une



interaction entre I’environnement et des génes de prédisposition, seraient a 1’origine de la
majorit¢é des épilepsies. Les nouvelles technologies de séquengage permettront
vraisemblablement de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de ces €pilepsies avec
transmission génétique complexe. Une approche expérimentale complémentaire consiste en
I’étude des modéles animaux pour la maladie, qui sera décrite dans les chapitres 3 et 4 de cette

these.



Tableau 1.2.1. Liste des principaux genes de prédisposition aux é€pilepsies génétiques chez

I’humain.
Geénes Phénotypes épileptiques Références
Encéphalopathies épileptiques
GABRB3 EEIP, SLK 52,53
CDKL5 EE, SLK 5457
CHD?2 EEIP, EE, SLK 53:58-61
GRIN24 EE, SLK 62-64
KCNA?2 EE 65,66
KCNQ?2 SO, EE, EEIP 6770
PCDHI9 SD 7
PURA EEIP 7671
SCL25422 SO, EMI 7880
SCL35A42 EEIP 8182
SCNI1A SD 83785
SCN24 SO, SD, EE 86-89
SCN8A EE, EEIP 9091
STXBPI SW, SO, SD 92795
SYNGAPI EE o1
TBC1D24 EEIP, EE, SLK 96-98
WWOX EEIP, MC 99,100
Epilepsies généralisées génétiques
CACNA14 AE 101,102
CACNAIH AEE 103105
CACNB4 EJM, EGG 106-108
CLCN2 EGG 109-112
EFHCI EIM 313
GABRAI EJM, AEE, CF 3133,116-118
GABRB3 AEE avec CF 37,119,120
GABRD GEFS+ 36
GABRG?2 GEFS+, AEE avec CF 32-35121
KCNQ?2 CNFB 2930
SCN14 GEFS+ 40743
SLC2A41 AEE 122,123



Epilepsies focales

CHRNA2
CHRNA4
CHRNB?
CLCN6
DEPDC5
GAL
GRIN2A4
KCNTI1
LGII
MTOR
PRRT?2
SCN24

EFNAD
EFNAD
EFNAD
EPIB, CF
EFFFV, EF, EENAD
ELT

EF

EADCFN
ELT, EADAA
EF, DCF
EPIB

EPIB

23,2426,28
22,124-128
24,26,28,129
130
48-51,131
132

133

25

134-137
138,139
140-142
143

Abréviations : AE, absence épileptique; AEE, absence épileptique de I’enfance; ADAA,
¢épilepsie autosomique dominante avec aura auditive; CF, convulsion fébrile; CNFB,
convulsions néonatales familiales bénignes; DCF, dysplasie corticale focale; EFNAD,
épilepsie frontale nocturne autosomique dominante; EE, encéphalopathie épileptique; EEIP,
encéphalopathie épileptique infantile précoce; EF, épilepsie focale; EFFFV, épilepsie focale
familiale a foyers variables; EGG, épilepsie génétique généralisée; EJM, épilepsie juvénile
myoclonique; ELT, épilepsie du lobe temporal; EMI, encéphalopathie myoclonique infantile;
EPIB, épilepsie partielle infantile bénigne; GEFS+, épilepsie généralisée avec convulsions
fébriles plus; MC, microcéphalie; SD, syndrome de Dravet; SLK, syndrome Landau-Kleffner;
SO, syndrome Ohtahara; SW, syndrome de West.



1.3 Les épilepsies focales

1.3.1 Terminologies et concepts

Tel qu’il a été mentionné un peu plus haut, les épilepsies étaient initialement séparées en deux
grands groupes : les épilepsies focales (ou partielles) et les épilepsies généralisées '**'*°. Les
épilepsies focales regroupent les épilepsies dont les crises prennent origine dans un foyer
restreint a un seul hémisphére tandis que les celles qui sont généralisées sont caractérisées par
des crises dont les décharges paroxystiques affectent simultanément les deux hémispheres.
Depuis 2010, P'ILAE recommande de ne plus utiliser ces termes pour classer les formes
d’épilepsies puisque certaines peuvent présenter les deux types de crises, ne permettant pas
une dichotomie claire '*°. Toutefois, les termes «focale» et «généralisée» peuvent étre utilisés
pour décrire la crise épileptique en soit. Il est ainsi plus approprié de parler d’épilepsie dont
I’origine des crises est focale. Une des épilepsies d’origine focale les plus fréquentes est
1’épilepsie du lobe temporal '*". Dans les prochaines sections, il sera question de cette forme

d’épilepsie, de méme que de ses pathologies associées.

1.3.2 Epilepsie du lobe temporal

L’épilepsie du lobe temporal, reconnue depuis 1989 par 'ILAE '**, regroupe des désordres
épileptiques dont les crises surviennent dans le lobe temporal. Ce dernier étant la région la
plus épileptogeéne du cerveau, il n’est pas surprenant que I’épilepsie du lobe temporale soit la
forme la plus commune d’épilepsie d’origine focale. Il est important de noter que 60-75% des
patients pharmacorésistants qui sont référés pour une chirurgie de 1’épilepsie souffrent

d’¢épilepsie du lobe temporal '*7'%% En effet, il s’agit du syndrome épileptique ou ’on



retrouve plus haut taux de pharmacorésistance '>. Pour ce qui est des crises épileptiques qui
en résultent, elles impliquent des régions du lobe temporal telles que I’hippocampe,

144,154 : e
*°7. L’ELT est caractérisée par

I’amygdale, et les régions temporaux-latérales du cerveau
des crises partielles, simples ou complexes, et qui peuvent se généraliser. Les différentes
formes d’épilepsie du lobe temporal sont classées selon leur étiologie. L’ épilepsie peut donc

135 11 est

étre d’origine structuro-métabolique, génétique ou de cause inconnue (idiopathique)
important de noter que des lésions ou des troubles métaboliques peuvent également éEtre
d’origine génétique '*°. Lorsque I’épilepsie est due a une 1ésion cérébrale, le syndrome est dit

144 Lépilepsie du lobe temporal mésial (ELTm) est la forme d’épilepsie

symptomatique
symptomatique la plus courante. La Iésion associée a cette forme d’épilepsie est
principalement la sclérose de I’hippocampe, mais il peut parfois y avoir une deuxiéme lésion
(double pathologie) telle qu’une dysplasie corticale, un angiome caverneux, une tumeur ou
une hétérotopie du lobe temporal °”'>*. En 2010, I'ILAE reconnait I"'ELTm avec sclérose de
I’hippocampe (SH) comme un syndrome & part entiére '*°. 11 s’agit également de la forme la

plus commune d’épilepsie du lobe temporal '*°.

1.3.3 Pathologie associée : sclérose de I’hippocampe

La sclérose de I’hippocampe est la pathologie la plus fréquente chez les patients atteints
d’ELT qui sont référés pour des chirurgies de I’épilepsie. On parle alors d’épilepsie du lobe
temporal mésial (ELTm). Cette pathologie a été décrite pour la premiére fois en 1825 ', 1l a
toutefois fallu attendre jusqu’en 1935 pour qu’un lien clair entre la sclérose de I’hippocampe

161

et ’épilepsie soit établi (voir review ). L hippocampe, situé¢ dans le systéme limbique, est

composé de trois unités principales, soit le gyrus dentelé, la corne d’Ammon et le subiculum

10



12 La corne d’Ammon est quant a elle divisée en quatre sections distinctes : CA1 au CA4.

L’hippocampe est décrit comme ayant un circuit trisynaptique. En premier lieu, les axones
provenant du cortex entorhinal entrent en contact avec les cellules granulaires du gyrus denté.
On parle ici de la voie perforante. Ensuite, les neurones du gyrus denté vont projeter leurs
axones, les fibres moussues, vers les régions CA3 et CA4 ou il y aura synapse avec les cellules
pyramidales. Les axones de ces cellules pyramidales, que ’on appelle les collatérales de
Schaffer, vont projeter vers d’autres cellules pyramidales dans la région CA1l. Finalement, ces
derni¢res vont projeter en dehors de I’hippocampe, soit vers le cortex entorhinal, ou

indirectement par le subiculum. (Figure 1.3.3.1).

Figure 1.3.3.1. Schéma simplifié¢ de I’hippocampe et de la boucle trisynaptique.

Vers I’extérieur
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La sclérose de I’hippocampe est une lésion caractérisée par une mort neuronale importante
ainsi que la présence de gliose. Le CA1 est la région qui est généralement la plus affectée,
suivis par le CA3 et le CA4 ou la perte neuronale est intermédiaire, et finalement le CA2 qui

' Des patrons différents de perte neuronale

est la région la plus épargnée par la sclérose
peuvent toutefois étre observés. Lors de la commission de 'ILAE en 2013, un nouveau
systéme de classification des scléroses de I’hippocampe dans 'ELTm a été proposé '**. Les

quatre grandes classes de sclérose de I’hippocampe dans I’ELT proposées par I'ILAE sont les

suivantes :

1- SH ILAE type 1 : Cette classe regroupe le patron de mort neuronale classique ou

totale. Il se retrouve dans plus de 60 % des cas de chirurgies de 1’épilepsie. Elle est
caractérisée par de la mort neuronale sévére dans le CA1 et intermédiaire a sévere
dans le CA2, 3 et 4. Les cellules granuleuses du gyrus denté peuvent également étre
affectées, mais ce, dans des proportions variables. Cette classe inclut également les
SH dites totales, ou la mort neuronale sévere affecte I’ensemble des régions de
I’hippocampe.

2- SH ILAE type 2 : Ce type de sclérose hippocampique affecte entre 5 et 10 % des

patients qui doivent subir une chirurgie. Il est caractérisé par de la mort neuronale
sévere dans I’ensemble du CAl, les autres sections ne montrant qu’une mort
neuronale légére (moins de 25 %). De ’astrogliose peut étre observée, mais elle

n’est pas obligatoire pour faire partie de ce groupe.

12



3- SH ILAE type 3: Ce type de SH est le moins fréquent, avec une incidence

d’environ 5 % chez les patients souffrant d’ELTm et qui subissent une chirurgie. Il
est caractérisé par de la mort neuronale dans la région CA4 et dans le gyrus denté.
Les autres régions étant beaucoup moins affectées.

4- Gliose sans SH : Ce dernier type de pathologie a une incidence d’environ 20 % des

cas d’ELTm. Contrairement aux trois autres classes, il n’y a que peu ou pas de mort

neuronale (<10 %). Toutefois, de la gliose est présente dans le foyer épileptique.

Avec les avancées technologiques dans les domaines d’imagerie et d’histologie, le diagnostic
de sclérose de I’hippocampe est de plus en plus facile a faire. Par contre, I’étiologie de la cette
derniére demeure quant a elle encore controversée. Il y a un débat dans la communauté
scientifique et médicale a savoir si cette sclérose est la cause ou plutdt un effet des crises
épileptiques.  Pour répondre a cette question, il importe de revoir le processus

d’épileptogénése, soit le développement du cerveau sain, en cerveau épileptique.

1.3.4 Epileptogénése

Tel que mentionné précédemment, les épilepsies peuvent étre divisées en trois catégories selon
leur étiologie. L’épilepsie peut étre génétique, idiopathique ou structuro-métabolique. Cette
derni¢re catégorie comprend les ¢épilepsies dites symptomatiques ou probablement
symptomatiques '**. Elles se référent au fait qu’une Iésion, responsable du déclenchement des
crises, est visible dans le cerveau du patient. Dans certains cas, les techniques d’imagerie ne

permettent pas de voir la Iésion, mais elle est fortement soupgonnée, d’ou le terme

13



«probablement symptomatiquey '

. La Iésion peut elle-méme avoir plusieurs origines. Elle
peut étre causée par une insulte initiale comme un traumatisme cranien, un accident vasculaire
cérébral (AVC), une infection, un status epilepticus, etc., mais elle peut également étre

166

d’origine génétique ou développementale L’¢épileptogénese est un procédé qui est

. s o . . . 145
principalement associé a ces épilepsies dites symptomatiques .

L’¢épileptogénese est défini comme le processus moléculaire dynamique, qui menera un

. \ ’ . y . . I3 157
cerveau sain a développer des crises épileptiques spontanées .

C’est la période, entre
I’insulte initiale et I’apparition de crises €pileptiques récurrentes, ou il y aura des changements
moléculaires et structurels dans le cerveau. Les épilepsies symptomatiques se développent
généralement en trois phases. Il y a d’abord I’insulte initiale (traumatisme cranien, convulsions
fébriles, infection, etc.). Il s’agit de 1’¢lément déclencheur du processus d’épileptogénese. Par
la suite, il y a une période de latence ou aucune crise n’est observée. Cette période, ou se
produisent divers changements dans le cerveau, va mener a la maturation du foyer épileptique
et a I’apparition de 1’épilepsie caractérisée par des crises spontanées et récurrentes. On parlera
alors de la phase chronique de 1’épilepsie symptomatique. Les études ont toutefois démontré
que les changements moléculaires et cellulaires se poursuivaient méme apres le début des

167

crises récurrentes. Certains auteurs parleront d’épileptogénése secondaire ', alors que

d’autres proposeront plutdt d’étendre le principe d’épileptogénese a la progression compléte

de la maladie "%,

Les changements qui se produisent dans le cerveau sont variés et inclus de
la neurodégénération, de la gliose, de la neurogénese et de la croissance axonale, modifiant

ainsi 1’architecture moléculaire et organisationnelle des cellules neuronales '*’.
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1.3.4.1 Neurodégenérescence

La mort neuronale, qui est une des principales caractéristiques de la sclérose hippocampique
associée a I’ELT, est probablement le changement le plus fréquent et le mieux caractérisé de
I’épileptogénese. Bien qu’elle soit fréquemment observée dans 1’hippocampe, de Ia
neurodégénérescence peut également éEtre présente dans 1’amygdale, les cortex

parahippocampiques, le thalamus et le cervelet '*

. Est-ce que ce sont les crises récurrentes qui
causent la neurodégénération? Ou bien est-ce la neurodégénérescence qui est responsable des
crises? De I’atrophie de I’hippocampe a déja été vue par IRM chez des patients avant méme le
début des crises. Toutefois, plusieurs études, autant chez ’humain que chez les animaux, ont
démontré que les crises pouvaient causer la neurodégénération '°. En particulier, il a été bien
démontré que le status epilepticus chez les rongeurs meéne a la mort neuronale, avant
I’apparition de crises récurrentes. Deux hypothéses sont proposées pour expliquer la raison
pour laquelle la mort neuronale est nécessaire dans le processus d’épileptogénése . La
premicre hypothése suggére que la perte de transmission synaptique causée par la mort des
neurones envoie des signaux qui déclencheraient la réorganisation synaptique de méme que le
bourgeonnement axonal, créant ainsi des circuits aberrants aggravant I’hyperexcitabilité. La
deuxieme hypothése suggere quant a elle que 1’épileptogénese n’est pas une conséquence
directe de la mort neuronale, mais bien des modifications biochimiques causées par de la
neurodégénérescence programmée. A ce jour, aucune des deux hypothéses ne semble faire

I’unanimité dans la communauté scientifique, mais une combinaison des deux est

envisageable.
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1.3.4.2 Gliose

La formation de gliose est une autre caractéristique de 1’épileptogénese. Les analyses de profil
d’expression génique dans les modéles animaux d’épilepsie induite et dans le tissu de patients
épileptiques ont révélé une surexpression marquée de genes codant pour des marqueurs de

. .. . , - . .. 172.173
cellules gliales ainsi qu’une augmentation de protéines produites par ces dernieres '~ . L

es
astrocytes et les microglies sont les deux types de cellules gliales les plus étudi¢es dans les
processus épileptogéniques. Les astrocytes, suite & une blessure au niveau du cerveau, vont
venir former une barriére autour de la 1ésion pour permettre une meilleure réparation '™, Ils
sont également impliqués dans la réponse immunitaire suite a une insulte, en produisant des
médiateurs inflammatoires dés I’apparition de la blessure '”°. Outre leur réle protecteur, les
astrocytes contribuent également a I’activité épileptique en modulant les niveaux
extracellulaires des neurotransmetteurs '"°. Les microglies sont quant a elles activées suite a
une insulte. Ces derniéres sont déja visibles de 12 a 24h apres I’insulte, et peuvent le demeurer

177

pendant plusieurs semaines ''. Une fois activées, elles vont sécréter différents facteurs de

. . . . T 178,179
croissance qui ont un effet neuroprotecteur et qui favorisent la régénération neuronale "™ .
Toutefois, les microglies activées sécretent également des composés nocifs pour les neurones

tels que des cytokines pro-inflammatoires, des protéases et de I’oxyde nitrique '**'*!. L effet

bénéfique net de I’activation des microglies reste ainsi controverseé.

1.3.4.3 Neurogénese
Une autre caractéristique de 1’épileptogénese est la présence de neurogénése. Des cellules
précurseures neuronales ont en effet été isolées a partir de tissus cérébraux obtenus sur des

patients atteints d’épilepsie réfractaire du lobe temporal '*2. Chez les modéles animaux, le
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status epilepticus engendre une augmentation de la neurogénese. L’activité épileptique aura
toutefois un impact négatif sur la croissance et la migration de ces nouveaux neurones, créant

. . . . s1:. 2 183
ainsi des connexions aberrantes et une augmentation de I’excitabilité ™.

1.3.4.4 Croissance axonale

Le bourgeonnement des fibres moussues et des axones des cellules glutaminergiques et
GABAergiques est presque toujours observé suite a un status epilepticus dans les modeles
animaux. Ce phénoméne a également été décrit dans les tissus réséqué de patients épileptiques
184185 1 ¢ role fonctionnel de ces bourgeonnements dans le processus épileptogénique n’est a
ce jour pas trés bien compris. Toutefois, il a ét¢ démontré expérimentalement qu’une
augmentation de ces croissances axonales pouvait faciliter la récupération suite a une insulte
18 Rao et al. (2006)"*" ont quant & eux réussi a diminuer la fréquence des crises récurrentes
chez leurs rats suite a un SE, en redirigeant les fibres moussues du gyrus dentelé au CA3. Une

meilleure compréhension de I’impact de ces bourgeonnements pourrait ainsi ouvrir la porte a

de nouveaux traitements antiépileptogéniques.

1.4 Modé¢les animaux de I’épilepsie du lobe temporal

1.4.1 Utilisation des modéles animaux : réle et importance

Tel que discuté précédemment, 1’épilepsie du lobe temporal est associée a des changements
moléculaires et physiologiques importants. Puisque ces changements se font graduellement, la
compréhension des mécanismes moléculaires complexes qui sont impliqués ne peut étre

¢tudiée simplement chez ’humain dans un contexte de recherches cliniques. L’utilisation de
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différents modeles animaux aide, et ce depuis pres d’un siécle , les scientifiques a mieux

189-191 192-195 196-200

comprendre les modifications anatomiques , biochimiques et génétiques

associés a diverses formes d’épilepsie.

Bien que les premieres études se faisaient principalement sur des animaux tel que le chien, le
chat, le cochon d’Inde ou les primates non-humains, de nos jours, ce sont les rongeurs qui

, . . 188
prédominent dans les études

. Leur petite taille, leur faible cot et la facilité a les maintenir
en laboratoire en ont fait des animaux de prédilection en recherche médicale. Les différents
mode¢les animaux peuvent étre classés en différentes catégories (Figure 1.4.1.1). Il peut s’agir
d’animaux qui sont épileptiques de manicre spontanée, ou d’animaux dont les crises sont
induites, soit a I’aide de drogue ou de stimulations ¢électriques. Ensuite, les mod¢les peuvent
présenter des crises uniques, ou des crises récurrentes. Pour 1’étude de ’épilepsie du lobe
temporal, ce sont les modeles animaux d’épilepsie acquise qui sont les plus communs en
recherche expérimentale. Ces modéles permettent de recréer, le plus fidélement possible, les
phases de développement de la maladie. Pour ce faire, 1’animal doit subir une insulte initiale,
que ce soit par stimulations électriques ou par injection de drogue convulsivante. Il y aura
ensuite apparition de crises récurrentes, avec ou sans lésions apparentes. L’avantage de ces
modeles est qu’ils reproduisent le phénoméene d’épileptogéneése vu chez les patients
épileptiques. Ce sont donc des modéles de choix pour 1’é¢tude des mécanismes
d’épileptogénése, et également pour tester de nouveaux médicaments antiépileptiques **' 2%

Deux grandes catégories de modéles sont fréquemment utilisées pour étudier ’ELT: le modéle

«kindling» et les modéeles post-status epilepticus (post-SE).
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Modeles génétiques

il

Crises
spontanées

i}

Crises réflexes

Souches épileptiques

- Genetic absence epilepsy
rats (GAERS) *”°

- Souris Stargazer*®

- Etc.

Génétiquement modifié

- Souris mutée SCN1A4
(syndrome Dravet)***

- Souris mutée LGI1*%°

- Rat muté LGIT*"

- Souris KO TRIP8b*"

- Rat KO Kcnal*™

- Etc.

Figure 1.4.1.1. Schéma résumé des modéles animaux en épilepsie.

Mode¢les d’épilepsie induite

[
]

U

Stimulations
¢lectriques

Réflexe au son

- Souris: DBA/I et
DBA/2*!

- Rat : WAG/Rij,
Genetically epilepsy-
prone rat (GEPR)*™,
Wistar audiogenic rat
(WAR)*”, Krushinsky-
Molodkina™®

il

Crise aigué

- Maximal
electroshock seizure
(MES)™™

Kindling (modéle
ELT/épileptogénése)

- Protocole rapide®™

- Protocole lent*™

Drogues Traumatisme
Kindling - —
Traumatisme induit
pharmacologique .
PTZ2! expérimentalement
- Flurothy®®' - Convulsions fébrile
- Etc. par hyperthermie®®
- Hypoxie®®
- Lésions au
cerveau®®’

Mod¢le ELT post-SE

- Pilocarpine®®?
- Acide kainique™*

Stimulation continue
(modéle ELT post-
SE)

- Amygdale™®

- Voie perforante
- Hippocampe™’

373
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1.4.2 Modele «kindling»

La méthode du kindling, ou théorie de I’embrasement en francais, est le mod¢le de stimulation

électrique le plus fréquemment employé dans ’étude de PELT 2%

. Décrit pour la premicre fois
en 1969 par Goddard, le kindling consiste a donner des stimulations électriques sous-
convulsives dans la région limbique du cerveau, et ce, de maniére répétée >, Au départ, ces
stimulations sous-convulsives ont peu ou pas d’effet sur le comportement de 1’animal. Avec
les répétitions, il y aura une augmentation progressive de I’excitabilité neuronale, et de ce fait,
apparaitront des décharges épileptiques localisées, puis des crises épileptiques cliniques de
plus en plus fortes et de plus en plus longues, jusqu’a I’atteinte d’un plateau. On dit que
I’animal est «kindlé» lorsqu’une seule stimulation est suffisante pour provoquer une crise
épileptique de stade 5 selon 1’échelle de Racine **°. Cette échelle originale, qui permet la
classification des crises selon la sévérité, soit : stade 1) mouvements faciaux et buccaux, stade
2) hochements de téte brusques, stade 3) clonies des pattes avant, stade 4) clonies et cambrage
de I’animal, stade 5) cambrage suivi de la chute de I’animal. Cette sensibilité a développer une
crise suite a une stimulation sous-convulsive doit également étre permanente pour considérer
que I’animal est compleétement «kindlé». Comme pour tous les modeles animaux d’épilepsie
induite, il est important de noter que la sensibilité au kindling varie d’une espece a 1’autre. Des

e . . -2 206-208
facteurs génétiques et environnementaux peuvent influencer cette sensibilité .

L’objectif de ce type d’expérimentation est de pouvoir étudier le développement graduel de la
maladie, en commencgant par 1’absence de crises épileptiques, puis par 1’apparition de crises
partielles et enfin de formes plus complexes comme celles qui sont secondairement
209

généralisées “ . Le kindling produit, de manicre reproductible, une série de changements
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moléculaires et cellulaires qui permet d’étudier les mécanismes d’épileptogénese dans le

202
temps™ .

Le modele de kindling comporte toutefois certains désavantages. En effet, le protocole
standard, qu’il soit rapide (1 stimulation/heure) ou lent (1 stimulation/jour), ne cause pas de
crises récurrentes chez I’animal. De plus, il n’y a que peu ou pas de dommage neuronal
apparent suite au kindling standard. Il ne reproduit ainsi pas tout a fait les caractéristiques
types de 'ELT avec SH*'. Il n’est donc pas considéré comme un modéle de choix pour le
développement de nouvelles cibles thérapeutiques pour les épilepsies pharmaco-résistantes”' .
Pour causer ’apparition de crises récurrentes dans ce mod¢le, il faut réaliser un protocole
prolongé de kindling. Pinel et Rovner (1978) ont ainsi réussi a créer des crises récurrentes chez
16 de leurs 18 rats apres pres de 300 stimulations de I’amygdale, et ce, sur une période de 132
jours. Brandt et al. (2004)*'* ont quant & eux réussi & en obtenir chez 50 % de leurs rats aprés

plus de 200 stimulations de I’amygdale. De la mort neuronale marquée dans le hile et le CAl

¢tait également observée suite a ce kindling prolongg.

La durée de ce protocole, les coits élevés et I’incertitude face au nombre d’animaux qui
développeront des crises récurrentes en font toutefois un modele difficile a justifier. De plus, il
est maintenant possible d’induire des crises récurrentes grace a un protocole plus léger et
moins long de stimulation ¢lectrique, soit le modéle de SE induit pas stimulation €lectrique
continue. Dans la prochaine section, nous aborderons le fonctionnement et la pertinence des

différents modeles post-SE dans I’étude de 1’épilepsie du lobe temporal.
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1.4.3 Modé¢le post-status epilepticus (SE)

Plusieurs modeles d’épilepsie se basent ainsi sur le développement de crises spontanées suite a
un status epilepticus induit soit par stimulation électrique, soit par injection de drogues
convulsivantes. Dans les modeles animaux, le status epilepticus est atteint lorsque I’animal est
en crise convulsive généralisée pendant au moins une heure, de fagon constante ou
intermittente, mais sans retour de la conscience et avec activité épileptiforme continue visible
a PEEG. Suivant le status, les crises spontanées apparaissent progressivement suite a une
période de latence qui varie selon les especes, et les souches choisies. Bien qu’aucune crise
clinique ne soit observée durant cette période, de 1’activité épileptiforme peut étre visible par
enregistrement EEG *". Un des avantages de ces modéles est la présence de caractéristiques
neuropathologiques similaires a la pathologie observée chez les patients atteints d’épilepsie du
lobe temporal mésial. En effet, la perte neuronale et la gliose, caractéristiques de la sclérose
hippocampique, sont beaucoup plus prononcées dans les modeles post-SE que dans les
modeéles standards de kindling®®. Toutefois, ces lésions varient grandement dépendamment
de I’espéce animale choisie, de la souche, de la méthode d’induction du SE, et de la sévérité et

, . 214218
de la durée de ce dernier

. Les méthodes d’inductions d’un SE les plus communes sont la
stimulation électrique continue, I’injection d’acide kainique et 1’injection de pilocarpine. Tel
que présenté dans le chapitre 3 de cette thése, nous avons opté pour I'utilisation de deux
différents modeles post-SE chez le rat: I'induction par acide kainique et I’induction par

stimulation intrahippocampique continue. Les prochaines sections seront donc consacrées a en

résumer les particularités.
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1.4.3.1 SE induit par acide kainique

L’acide kainique (AK), qui est un analogue du L-glutamate, agit comme agoniste aux
récepteurs ionotropes de ’AK *'°. C’est en 1953 que cette drogue est extraite et isolée pour la
premiére fois, a partir de 1’algue rouge tropicale, Digenea simplex **°. Cette drogue est
initialement produite pour éliminer l’ascaris, un ver intestinal, mais en 1970, son effet
excitateur sur les neurones corticaux de rat est démontré par Shinozaki et Konishi **'. C’est
grace a cette découverte que le modele d’acide kainique a été développé, quelques années plus
tard, par Ben-Ari et Lagowska **. Ces auteurs ont alors démontré que 1’administration d’AK,
directement dans I’amygdale des rats, engendrait des crises épileptiques de méme que des
lésions au niveau du CA3 de I’hippocampe. L’administration systémique d’AK, qui demande
moins d’effort et de ressources que 1’injection intracérébrale, produit sensiblement le méme
résultat, soit I’apparition d’une crise prolongée (status epilepticus) et la présence de lésions au

niveau de I’hippocampe.

Suite a I’injection de I’AK et avant le début du stafus, une suite caractéristique de
comportements est observée. La premiére manifestation épileptique est I’apparition de crises
limbiques que 1’on appelle «wet-dog shake». Entre ces crises de trés courte durée, 1’animal ne
présente pas de signe clinique apparent. Toutefois, de 1’activité épileptiforme, visible
uniquement par enregistrement EEG, va débuter dans 1’hippocampe **. L’activité va ensuite
se propager dans les régions corticales du cerveau et I’on va voir apparaitre, chez 1’animal, des

automatismes faciaux, des clonies faciales et des myoclonies au niveau des pattes avant. Par la
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suite 1’animal souffrira de crises de stade 4 et 5 selon 1’échelle de Racine, soit des clonies des
pattes antérieures accompagnées de cambrage puis de chute de I’animal ***. C’est lorsque
I’animal présente des crises de ce type, de maniére continue pendant au moins une heure, que
I’on considére que 1’animal est en status epilepticus. Le SE induit par injection systémique
d’acide kainique produit des Iésions typiques de la sclérose de I’hippocampe, soit de la perte

224,225

neuronale au niveau du CAl, CA3 et CA4 et de la gliose . Des crises récurrentes

apparaissent généralement entre 10 et 30 jours aprés le SE, chez 60 a 80 % des animaux ****.

Un des désavantages de 1’administration systémique de drogue pour induire un SE est qu’il est
difficile de contrdler la biodisponibilité de cette derniére dans le cerveau de 1’animal. Des
doses différentes peuvent ainsi étre nécessaires pour induire un SE similaire entre les
individus. Tel que présenté dans le chapitre 3 de cette these, I'utilisation de souches
consanguines de rongeurs est un excellent moyen de diminuer le biais possible lors de la
comparaison de résultats obtenus sur différents animaux. Une autre solution pour diminuer le
biais causé par I'utilisation de composé pharmacologique est d’utilisé la stimulation électrique

pour causer le SE.

1.4.3.2 Stimulation électrique intra hippocampique continue

La stimulation électrique intra hippocampique continue (SEIHC) est une méthode d’induction
de status non-pharmacologique qui a été développée par Lothman a la fin des années 80 2.
Le modele consiste a donner une stimulation é€lectrique continue de haute intensité dans

I’hippocampe pendant au moins une heure, ou jusqu’a ce que le SE se maintienne par lui-
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méme malgré Parrét de la stimulation. La stimulation peut se faire via le CA3 ou la voie
perforante. Plusieurs études obtiennent des résultats similaires en stimulant plutot ’amygdale

228229 1 - o . o . . . L
““”. L’intensité des crises, le taux d’apparition de crises récurrentes et la durée de la période

209 L
. Encore une fois, il faut

de latence varient selon la région stimulée et selon les études
prendre en considération que la souche, 1’dge et le sexe de 1’animal peuvent influencer
grandement ces divers parameétres. Toutefois, tout comme dans le modele d’acide kainique, il
y aura, suite au SE, une période de latence suivi de I’apparition de crises récurrentes. Cette
période de latence, que 1’on retrouve uniquement dans les modeles post-SE d’épilepsie, est un
des plus grands avantages de ces derniers. Elle offre en effet une fenétre temporelle ou des

. , ) . .. . Y fa 230
traitements ou de la prévention pourraient diminuer les risques d’épileptogénese .

1.4.4 Hétérogénéité génétique dans les modeles animaux d’épilepsie du lobe
temporal.

Bien que I’on considére que les différents modéles mentionnés plus haut reproduisent assez
fidélement 1’épilepsie du lobe temporal mésial(ELTm) chez I’humain, il faut garder en téte
que les résultats obtenus peuvent grandement différer entre les especes ou les souches
utilisées. En effet, il est connu que le substratum génétique de 1’animal peut influencer la
sensibilité aux crises épileptiques, le taux de mortalité, et la pathologie associée au modéle.
Tout comme chez I’humain, la susceptibilité a développer 1’épilepsie du lobe temporal chez
les souris ou les rats est fort probablement polygénique. L utilisation de souches consanguines
peut alors servir de point de départ pour la découverte de facteurs génétiques associés a

I’ensemble des différents traits de ’ELTm.
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Plusieurs études ont comparé la sensibilité aux crises induites chez différentes souches de
souris consanguines. Les souris DBA/2J par exemple, sont plus sensibles a développer des
crises suite 4 une stimulation électrique ou pharmacologique que les souris C57BL/6J **'. Des
lignées congéniques obtenues par croisement réciproque de ces deux lignées ont permis

217,232-235

d’associer différents loci a la susceptibilité aux crises épileptiques . Des locus de

caractere quantitatif (QTL) sur les chromosomes 5 et 15 sont ceux qui auraient I’impact le plus

important sur le phénotype des souris *****

. Des différences marquées dans la susceptibilité
aux crises épileptiques induites ont également été observées dans des lignées consanguines et
non consanguines de rats. Les rats Wistar et Fisher 344 répondent en effet plus fortement a
I’acide kainique que les rats Sprague-Dawley et Long-Evans Hooded *'°. Une autre étude a
comparé¢ la sensibilité aux crises suite a I’injection de pilocarpine chez les Wistar au Long-

Evans Hooded, deux lignées de rats non consanguins. Aucune différence n’a été observée, ce

qui suggere que la celle-ci est drogue dépendante.

Le développement de la sclérose hippocampique dans les modeles animaux est également
fortement influencé par le substratum génétique de I’animal. Chez les rats Wistar, une
diminution du nombre de neurones dans la région du hilus est observée suite a un status
epilepticus induit par acide kainique. Les rats Long-Evans sont quant a eux résistants a la perte
neuronale. De plus, le bourgeonnement des fibres moussues, caractéristique de la SH, est
significativement plus ¢élevé dans le gyrus denté et dans le CA3 des Wistar comparativement
au Long-Evans *°. Chez les souris, des différences au niveau de la sensibilité a la mort
neuronale ont également été fréquemment observées. Les souris 129/SVEMS, FVB/N et

DBA/2J présentent de la mort neuronale séveére dans les régions CA3 et CAl de
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217,237,238 .
=272°%  Les souris

I’hippocampe, tandis que les souris C57BL/6 et BALB/c sont résistantes
des souches C57BL/6 et FVB/N, bien qu’ils différent au niveau de la perte neuronale, ont la
méme susceptibilité aux crises épileptiques comme telle. C’est en créant des lignées
congéniques réciproques entre ces deux souches que plusieurs loci ont pu étre associés a la

239-241

sensibilité a mort neuronale chez les souris . Par clonage positionnel, il a été démontré

que le locus ayant le LOD score le plus élevé se situait dans une région de 5SMb sur le

8 2 Le gene Galrl, situ¢ a intérieur de ce locus, était différentiellement

chromosome 1
exprimé entre les deux souches. L’étude de souris C57BL/6 chez qui le geéne avait été délété a

permis de confirmer 1’importance de celui-ci dans la susceptibilité a la mort neuronale suite a

un SE induit par AK ** .

L’utilisation de souches de souris consanguines ont permis de proposer une nouvelle
hypothése sur les mécanismes moléculaires responsables de la susceptibilit¢ a la mort
neuronale chez les souris. L utilisation de souches non-congéniques est plus fréquente chez les
rats. Cela augmente malheureusement les variations phénotypiques inter-individus, rendant la
compréhension des bases moléculaires de ’épilepsie du lobe temporal plus ardue. Dans le
chapitre 3 de cette these, nous présenterons 1’une étude de la sensibilité aux crises induites par
un status epilepticus et a la susceptibilité a la mort neuronale chez des souches consanguines

de rats.
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1.5 Mort subite inattendue et inexpliquée en épilepsie (MSIE)

1.5.1 Définition et facteurs de risques

Les traitements pour 1’épilepsie se font de plus en plus nombreux. En effet, 70 % des patients
¢épileptiques voient leur crises étre contrdlées facilement par la prise de médicaments
antiépileptiques >**. Dans la population générale, I’épilepsie est donc de moins en moins
percue comme une maladie grave ou incapacitante. Toutefois, il est important de noter que
pour les patients pour qui les traitements conventionnels sont inefficaces, il y a un haut niveau
de comorbidités **>**. 11 peut, entre autres, y avoir présence de troubles psychologiques
(dépression, anxiété), stigmatisation sociale, maladie cardiaque, diminution de la qualité de vie
et également diminution de la durée de vie **. Le taux de mortalité chez les patients
épileptiques pharmacorésistants est nettement supérieur a la moyenne. La cause de déces la
plus fréquente chez les patients épileptiques chez qui les crises ne sont pas bien contrdlées, est
la mort subite inattendue et inexpliquée en épilepsic (MSIE) **"2*. La MSIE est défini
comme une mort soudaine et inexpliquée chez un patient épileptique qui semblait pourtant en
santé *°. Le décés se produit généralement sans surveillance, la nuit, et aucune cause
apparente n’est observée lors de I’autopsie. Bien que cette morte subite puisse étre observée
chez I’ensemble des patients épileptiques, certains facteurs de risques peuvent favoriser ce

249,251,252 A 1 . . . N
9231232 1 o5 hommes agés entre 20 et 40 ans seraient ainsi plus sujet a la mort

type de déces
subite en épilepsie. Un mauvais controle des crises, plus spécifiquement les crises d’épilepsie
généralisées de type tonico-clonique, serait également un facteur de risque important. La

position alitée et la présence d’une crise avant le décés sont d’autres facteurs majeurs

reconnus. Il n’est toutefois pas possible, a ce jour, de diagnostiquer ou de prévoir la MSIE
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puisque les mécanismes physiopathologiques ne sont pas encore bien compris. Au cours des
dernic¢res années, la communauté scientifique et médicale a consacré davantage d’efforts pour
comprendre les causes de ces morts inexpliquées afin d’aider les médecins a mieux superviser

les patients a risques et éventuellement prévenir ces déces.

1.5.2 Physiopathologie

La mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie n’est pas une condition unique, mais bien une
catégorie de décés dont les mécanismes sous-jacents peuvent varier. Il y a trois hypothéses
principales qui pourraient expliquer ces cas de décés : un probléme cardiaque, respiratoire ou

253,254 . . ,
=% Celles-ci sont entre autres issues de données

une combinaison des deux
cardiorespiratoires péri-ictales, de méme que de quelques rares cas de MSIE qui se sont
produits devant témoins dans les unités cliniques de monitoring vidéo-eeg. L’étude de certains

modeles de souris transgéniques ont par ailleurs permis de soutenir certaines de ces

hypotheses.

1.5.2.1 Hypothese cardiaque

L’hypothése voulant que la mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie soit causée par un
probléme cardiaque vient du fait qu’il est fréquent d’observer différentes anomalies cardiaques
tel que de I’arythmie, de la bradycardie et de la tachycardie durant une crise d’épilepsie 2> 2%
Chez prés du tiers des patients épileptiques, une plus grande dispersion du QT, qui refléte un

29261 De plus, une étude réalisée en 2011

probléme de repolarisation cardiaque, est observée
a démontré que chez la moitié des patients épileptiques, il y avait présence de potentiels tardifs

ventriculaires (PTV) **>. Ces PTV sont entre autres associés 4 un plus grand risque de

tachyarythmie. Pourquoi les patients ¢&pileptiques présentent-ils autant d’anomalies
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cardiaques? A ce jour, la question demeure sans réponse, mais une prédisposition génétique

est fortement soupgonnée.

Le syndrome du QT long (SQTL) est une anomalie du cceur qui est associée a un haut risque

263

de syncope, de tachycardie, et de mort subite™”. Un historique de crises épileptiques est

264

¢galement présent chez pres de 30 % des patients ©". Le SQTL est généralement transmis de

manicre autosomique dominante, mais peut également, dans 5 a 10 % des cas, étre causé par

265

des mutations de novo™". Dans plus de 75 % des cas, des mutations dans les genes KCNQ/,

KCNH?2 et SCN5A4, codant pour des canaux ioniques, sont responsables de la maladie 22,
Ces genes sont exprimés a la fois dans les cellules cardiaques et dans les neurones, ce qui
suggérent un lien probable entre les crises épileptiques et les arythmies cardiaques ***. Une
¢tude génétique réalisée en 2011 sur des tissus post-mortem de patients australiens décédés de
MSIE, a d’ailleurs montré que des mutations dans ces trois importants génes étaient présents
dans 13 % des cas >®. Par ailleurs, des souris portant des mutations dans KCNQ!, reproduisent
le phénotype d’anomalies cardiaques et de mort subite, et présentent également de 1’activité

y . . . J : . r /4 M4 270,271 1
épileptiforme avec crises épileptiques partielles et généralisées ““"". Chez les souris «knock-

out» pour KCNQI, les crises sont beaucoup plus séveres et le taux de mort subite, plus élevé

272

Un autre indice suggérant le lien possible entre la MSIE et un probléme cardiaque est la
présence de mort subite chez les patients atteints du syndrome de Dravet. Ce syndrome
d’encéphalopathie épileptique, aussi appelé épilepsie myoclonique séveére du nourrisson, est

un des types d’épilepsie génétique le plus sévere de ’enfant. Il est caractérisé par des crises
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réfractaires prolongées qui peuvent mener a diverses comorbidités comme de 1’ataxie, des
troubles du sommeil, des comportements autistiques et est généralement associé a un retard

273,274

psychomoteur et de langage . Les patients atteints du syndrome de Dravet présentent

¢galement des anomalies cardiaques au niveau de la dispersion des QT et de la variabilité du

- 275,276
rythme cardiaque “'>

. Prés de 80 % des patients atteints sont porteurs de mutations dans le
géne SCNIA, qui code pour la sous-unité alpha-1 du canal sodium #7727 Ce canal
neuronal est également exprimé dans les cellules cardiaques, ce qui suggere que les mutations
pourraient étre responsables, et des crises épileptiques, et de ’arythmie cardiaque pouvant
causer la mort subite. Les modeles de souris Dravet, chez qui des mutations tronquantes dans
SCNIA ont été introduites, reproduisent le phénotype humain. Les souris décedent
généralement de bradycardie suite 4 une crise tonico-clonique généralisée prolongée®”’. Bien
que ces résultats suggérent un lien fort entre la MSIE et les problémes cardiaques, elles ne

permettent pas d’exclure une dysfonction respiratoire concomitante, que ce soit dans les

modéles animaux ou chez 1’humain.

1.5.2.2 Hypothese respiratoire

La deuxiéme grande hypothése pour expliquer la mort subite en épilepsie est le trouble
respiratoire. De I"hypoxémie est fréquemment observée chez les patients en crises *****!. Chez
des patients qui €taient suivi en vidéo-EEG-monitoring avec enregistrement de la respiration,
de I’apnée centrale était observée chez prés de 60 % des patients et ce, pour 42 % des crises
3 Un cas a d’ailleurs déja été rapporté ou un patient monitoré et ayant souffert d’apnée
durant une crise, est décédé plus tard, a la maison, de mort subite et inexpliquée 282 Dans
d’autres cas de MSIE devant témoin, de 1’apnée, de 1’obstruction des voies respiratoires et/ou

de I’cedéme pulmonaire ont été rapportés **2*°. Autre fait intéressant, Bateman et al. ont
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montré, apres avoir analysé des données de saturations de plus de 300 crises épileptiques chez
56 patients, que la désaturation en oxygéne durant la crise se poursuivait malgré une
augmentation du rythme respiratoire **’. Ces résultats suggérent que 1’hypoxémie durant une
crise épileptique chez ces patients est sans doute di a une dysfonction pulmonaire primaire
plutét qu’a de I’hypoventilation. Dans deux autres cas de MSIE qui se sont produits devant
témoin, une combinaison entre une dysfonction cardiaque et un probléme respiratoire a été
observée. Dans les deux cas, les patients souffraient d’hypoventilation et montraient des
anomalies au niveau de I’¢électrocardiogramme tel qu’une élévation du segment ST, une onde

T ample et une diminution du rythme cardiaque jusqu’a I’arrét cardiaque complet ***.

1.5.3 Modéles animaux de MSIE- souris DBA/1 et DBA/2

Les cas de mort subite inattendu et inexpliquée ne sont que trés rarement observés. Comme
vu précédemment, les hypothéses proposées pour expliquer ces déces se basent principalement
sur quelques cas isolés de MSIE qui se sont produits devant témoin, et sur les connaissances
générales des effets des crises épileptiques sur le systéme respiratoire et cardiaque.
L’utilisation de modeles animaux est donc essentielle pour mieux comprendre Ia
physiopathologie et pour développer de nouveaux moyens de préventions. Tel que discuté
précédemment, les modeles de souris transgéniques ¢Epileptiques ont fourni beaucoup
d’informations sur les mécanismes moléculaires sous-tendant certains cas particuliers de
MSIE. Toutefois, les modéles les plus répandus dans ’étude de la MSIE sont les souris
DBA/1 et DBA/2. Ces souris consanguines sont susceptibles de développer, suite a un
stimulus auditif, des crises épileptiques généralisées qui ménent, dans 75 a 100 % des cas, au
289-292

déces . Il a été établi que décés de ces souris était dii a un arrét respiratoire, menant a de
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I’arythmie, puis a I’arrét cardiaque. Si un support respiratoire est fourni durant 1’éveénement,
les décés sont évités, ce qui suggere que le probléme respiratoire est la cause primaire du
déces soudain chez les souris DBA/1 et DBA/2 *%?, Les études subséquentes suggérent que
les arréts respiratoires sont causés par un dysfonctionnement du systeme sérotoninergique
292293 En effet, lorsque les souris regoivent une injection de fluoxetine, un inhibiteur sélectif
de la recapture de sérotonine (ISRS), avant la crise, le déces est prévenu. Une sous-expression
de certaines sous-unités des récepteurs a la sérotonine dans le tronc cérébral expliquerait ce
phénotype chez les souris DBA/1 et DBA/2 ', Ces résultats sont compatibles avec les

observations qui suggerent que le systéme sérotoninergique joue un rdle important dans le

contole central de la respiration, mais également dans la propension aux crises €pileptiques.

1.5.4 Implication de la sérotonine dans la MSIE

En effet, c’est dans le tronc cérébral que se situe le sicge du contrdle de la respiration.
Plusieurs neurotransmetteurs sont impliqués dans le processus, mais la sérotonine (5-

hydroxytryptamine, 5-HT) est le plus important. En effet, le 5-HT agit en stimulant la

295297
0}

respiration en réponse a une diminution de C . La sérotonine joue également un role

dans les crises épileptiques elles-mémes. Une augmentation du niveau de 5-HT extracellulaire

298,299

permettrait d’inhiber différents types de crises épileptiques . Plusieurs médicaments

antiépileptiques, comme 1’acide valproique, la lamotrigine, la carbamazépine et la phénytoine,

300-302 . ,
. Par ailleurs, une étude a

stimulent la production et la libération de 5-HT dans le cerveau
démontré qu’il y avait une diminution de la sévérit¢ de I’hypoxémie durant les crises

épileptiques chez les patients prenant des ISRS **. L’ensemble de ces résultats suggérent donc
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que le lien entre 1’épilepsie et la mort subite causée par déficience respiratoire pourrait étre,

dans certain cas, li¢ a un dysfonctionnement du systéme sérotoninergique.

1.6 Objectifs et plan expérimental

Les épilepsies d’origine focales sont un groupe de syndromes épileptiques hétérogenes ou I’on
retrouve le plus haut taux de pharmacorésistance. Les études sur les jumeaux et les grandes
familles de patients ont montré que des facteurs génétiques pouvaient jouer un role important
dans ces épilepsies. 1l est donc primordial, dans cette optique, de découvrir ces facteurs
géniques afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires derriére le développement,
la progression et les conséquences de la maladie. Deux approches différentes ont fait leurs
preuves dans la découverte de ces facteurs : I’approche par la génétique humaine et I’approche

expérimentales a I’aide de modéles animaux.

1.6.1 Approche humaine

Comme nous ’avons vu a la section 1.2, les études de liaisons sur de grandes familles
d’¢épileptiques, les ¢tudes de variations structurelles, le séquencage de génes candidats et plus
récemment, le séquencage a haut débit ont permis la découverte de plusieurs genes
d’¢épilepsie. Plus récemment, le séquencage de I’exome entier de patients atteints d’épilepsie
focale familiale a foyers variables et d’épilepsie focale a démontré que des mutations dans le
gene DEPDCS ¢étaient a 1’origine de ces épilepsies. Notre premier objectif était donc de

vérifier la contribution de ce géne dans notre cohorte Canadienne-Francaise de patients atteints
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d’¢épilepsie focale et d’épilepsie familiale focale a foyers variables. Les résultats de cette

approche expérimentale sont présentés dans le chapitre 2 de cette these.

1.6.2 Approche animale

Les facteurs génétiques jouent donc un rdle important dans les différentes formes d’épilepsie.
Bien que I’identification de génes dans des grandes familles d’épileptique ait fait ses preuves,
le succes de ces études est limité a quelques rares cas d’épilepsies monogéniques. Tel que
mentionné plus tot, 1I’épilepsie du lobe temporal associée a la sclérose hippocampique, une des
épilepsies les plus fréquentes et les plus difficiles a traiter, est influencée par une combinaison
de facteurs génétiques et environnementaux. L’étude de la génétique humaine ne permet
actuellement pas d’explorer cette interaction geéne-environnement de facon précise. Pour
permettre de distinguer la contribution génétique de la contribution environnementale dans le
développement de D’épilepsie du lobe temporal mésial, 1’utilisation de modeles animaux
consanguins est une méthode expérimentale robuste. Elle permet, grice a des techniques de
substitution chromosomique (création de souches congéniques), d’¢lucider cette relation
complexe entre des génes spécifiques, et I’environnement. Comparativement a la génétique
humaine, cette méthode permet une évaluation objective et quantitative des différents
phénotypes associés aux maladies a traits complexes. Il est alors possible, par clonage
positionnel et par la suite, par création de souches congéniques, d’isoler les génes impliqués
dans les différents phénotypes de la maladie. C’est dans cette optique que nous avons voulu

vérifier si la sclérose hippocampique est effectivement un trait génétiquement déterminé chez
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différentes souches de rats consanguins, afin d’en déterminer les bases moléculaires. Les

résultats de cette approche expérimentale sont présentés dans le chapitre 3 de cette thése.

Lors de la réalisation de I’étude sur la susceptibilit¢ a la mort neuronale chez des souches
consanguines de rats, nous avons découvert que les rats SHR mouraient systématiquement
suite a une crise généralisée induite par I’acide kainique. Nous avons alors émis [’hypothese
que la mort subite et inexpliquée de 1’épilepsie pouvait également Etre un trait génétiquement
déterminé. Notre objectif était donc, en premier lieu, de déterminer les mécanismes
physiologiques menant au déces chez ces rats afin d’éventuellement orienter les recherches les
mécanismes moléculaires sous-jacents. Les résultats préliminaires de cette derniere étude sont

présentés dans le chapitre 4 de cette these.
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Chapitre 2 : Reséquencage de DEPDCS dans la population

Canadienne-Francaise avec épilepsies focales.

2.1 Présentation de article
C’est a la fin des années 90 que I’épilepsie focale familiale a foyers variables (EFFFV) a

d’abord été décrite **

. Il s’agit d’une épilepsie autosomique dominante qui se distingue par le
fait que les crises focales émanent de différentes régions du cerveau selon 1’individu atteint.

Dans une méme famille, certains individus présenteront des crises focales temporales,

pariétales ou méme occipitales.

L’article présenté ici fait suite a la publication de deux études, publiées dans Nature Genetics

en 2013, dans lesquelles de nouvelles mutations par perte de fonction dans DEPDCS5 étaient

48,49

décrites chez des familles atteintes d’EFFFV et d’épilepsie focale . De ces familles, trois

étaient d’origines Canadienne-Frangaise®. Nous avons donc entrepris de cribler notre cohorte
de patients atteints d’épilepsie familiale a foyers variables et d’épilepsie focale pour le gene

DEPDCS.

2.2 Contribution des auteurs

Planification de 1’é¢tude: C.Ma., C.Me. et P.C.

Collecte de patients, information cliniques et données : C.Ma., C.Me., E.A., L.C., D.K.N. et
M.G.

Analyse et interprétation des résultats : C.Ma., C.Me. et P.C.
Ecriture du manuscript : C.Ma., C.Me. et P.C.

Support matériel, technique et administratif : M.G, E.A. et P.C.
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2.3.1 Abstract

Familial focal epilepsy with variable foci (FFEVF) is a heterogeneous epilepsy syndrome
originally described in the French-Canadian (FC) population. Mutations in DEPDCS5 have
recently been identified in multiple cases of FFEVF as well as in a wide spectrum of other
familial focal epilepsies. In this study, we aimed to determine the frequency of mutation of
this gene in our large cohort of FC individuals with FFEVF, as well as familial and sporadic
cases with focal epilepsy. We report a recurrent p.R843X protein-truncating mutation
segregating in one large FFEVF and two small focal epilepsy FC families. Fine genotyping
suggests an ancestral allele. A new p.T864M variant, predicted to be disease-causing, was also
identified in a small FC family. Overall, we identified DEPDC5 mutations in 5% of our

familial and sporadic focal epilepsy cases (4/79). Our results support the view that mutations
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in the DEPDC5 gene are an important cause of autosomal dominant focal epilepsies in the FC
population, including a founder mutation that is specific to this population. These findings

may facilitate molecular diagnosis in clinical practice.

2.3.2 Introduction

Epilepsy is a common and disabling neurological disorder affecting approximately 3% of
individuals at some time in their life. The disease is characterized by recurrent episodes of
neurological dysfunction caused by excessive electrical discharges in the brain. In a significant
proportion of common epilepsy syndromes there is no lesion detectable by magnetic resonance
imaging (MRI) and inherited factors appear to be most important. Several non-lesional focal
epilepsies have been described: autosomal dominant nocturnal frontal lobe epilepsy
(ADNFLE; MIM 600513), familial temporal lobe epilepsy (FTLE; MIM 600512), autosomal
dominant epilepsy with auditory features (ADEAF; MIM 604619), and familial focal epilepsy
with variable foci (FFEVF; MIM 604364). Mutations identified in the CHRNA4, CHRNA2,
CHRNB2 and KCNT1 genes were found to cause ADNFLE *** and mutations in LGI1 have

been found in ADEAF patients *.

FFEVF is an autosomal dominant form of epilepsy with incomplete penetrance. This
syndrome, originally described in the French-Canadian (FC) population, is characterized by a
marked intrafamilial variation. The seizures may arise from the frontal, temporal, fronto-
temporal, parietal and occipital cortical regions. The seizure onset varies from infancy to adult
life. Affected individuals have no structural brain lesions and they usually have normal

intellect, although a few exhibit intellectual disability or autism spectrum disorder. A locus for
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306-308 48,49
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FFEVF has previously been linked to chromosome 22ql . Recently, two groups
have found mutations in the DEPDCS5 gene encoding the poorly characterized DEP domain-
containing 5 protein, in FFEVF families as well as in other individuals with inherited focal
epilepsies. Dibbens et al.*’ identified three mutations in five FC families with FFEVF. In this

study, we undertook the screening of the DEPDCS5 gene in our large cohort of FC epilepsy

patients, including FFEVF families as well as other individuals with focal epilepsy.

2.3.3 Materials and Methods

Subjects

We screened the complete open reading frame of DEPDCS in 79 unrelated individuals with
focal epilepsy. Of these, 76 had a familial history of focal epilepsy without any detectable
structural etiology and 65 were of FC origin. An informed consent was obtained from each
individual before blood samples were collected and genomic DNA was extracted according to

standard protocols.
Sequencing and genotyping

Of the five isoforms of DEPDCS5 reported in the RefSeq collection, we screened isoform 4
(reference transcript, NM_001242896.1; reference protein, NP_001229825.1) by amplifying
by polymerase chain reaction (PCR) all the coding regions of this gene. We designed all
primers at least 50 bp from the exon—intron boundaries to examine the entire exonic sequences
and splice sites. Primer sequences and PCR conditions are available upon request. The

amplified fragments were sequenced on an ABI3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems,
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Burlington, ON, Canada). All variants were confirmed by resequencing and the segregation

with the phenotype within the families was tested when possible.

The microsatellite markers used to determine the haplotype encompassing the DEPDCS5 locus
were genotyped by PCR incorporating primers with fluorescently labeled M13mp18 sequence

tails (primers and PCR details available upon request), as described elsewhere .

2.3.4 Results

We found a heterozygous nonsense mutation in the DEPDCS5 gene (¢.2527C>T, p.R843X) in
three affected individuals from three different families. Additional family members were
available to test the cosegregation of the mutation with the phenotype (Fig. 1). In family 1, we
found this mutation in 11 additional individuals: 5 were affected, 1 had febrile seizures and 5
were asymptomatic. The FFEVF syndrome was diagnosed in this family. Affected members
had seizures arising from different brain cortical regions with an average age of onset of 18.75
years (5.5-32 years, Table 1). In family 2, the mutation was found in one affected individual
as well as in his asymptomatic father. This family is too small to clinically diagnose FFEVF.
In family 3, we found the same mutation in two affected and one asymptomatic individual.
Individual IV.9 had seizures originating from different foci whereas individual IV.12 had
partial seizures with secondary generalized seizures. Interestingly, these three families
originated from the same region (Granby) in Quebec, Canada. To determine whether the
families share the mutation because of a genetic link, we performed haplotype analysis around
the DEPDCS5 locus. The haplotype analysis indicates that all three families share a

chromosomal segment of at least 5.5 Mb suggesting identity by descent (Fig. S1 and S2).
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Another variant (c.2591C>T; p.T864M) was found in one affected individual with left centro-
temporal complex partial seizures with secondary generalized seizures. We only had the
unaffected father's DNA and he did not have the variant. This missense was not present in
dbSNP137, the 1000 Genome Project database or the EVS database. This variant was found in
exon 28 like the previous mutation but was not in a domain of known function. A multiple-
protein alignment shows that the threonine residue at position 864 is well-conserved across
species, from Xenopus tropicalis to Homo sapiens. The threonine-to-methionine alteration was
predicted to be probably damaging with a score of 0.996, possibly damaging at 0.742, disease-
causing, and not tolerated, using the different prediction tools polyphen 2 humdiv, polyphen 2
huvar, mutationtaster and sift, respectively. Mutations in the DEPDCS5 gene were therefore

found in 5% or our focal epilepsy cohort (4/79).

2.3.5 Discussion

Recently, mutations in DEPDC5 have been found to be a major cause of familial focal

epilepsy. Dibbens et al. ¥

identified mutations in seven of eight families diagnosed with
FFEVF and linked to 22q. They also sequenced 82 probands from smaller families of focal
epilepsies, and 12% had mutations in DEPDCS. Ishida et al. * found DEPDC5 mutations in
three of their five FFEVF families. They also sequenced 11 smaller families with different

focal epilepsies and found new mutations in three of them (27%).

In this study, we report a recurrent p.R843X mutation in DEPDCS5 segregating with the focal
epilepsy phenotypes in three FC families. Fine genotyping of the three families revealed that

the mutation occurred on the same haplotype suggesting a common ancestor. The
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identification of recurrent mutations in specific population may facilitate molecular diagnosis
in clinical practice. Indeed, the same mutation was found by Dibbens et al. * and seems to be
specific to the FC population. As in their study, our families had variable foci, mostly
nocturnal frontal and temporal epilepsy. They also found a deletion mutation p.Fl164del in
three families sharing ancestors from Saint-Raymond (Quebec, Canada), although this later
mutation was not found in our study. Many founder mutations have been previously identified
in the FC population, even though they are mostly associated with recessive diseases. Other
examples of autosomal dominant diseases have been described in this population, such as

Clouston's hidrotic ectodermal dysplasia *'°.

Another new variant p.T864M, predicted to be damaging, was identified in an additional FC
family. Other potentially damaging variants in DEPDCS5 have been reported in the Exome
Variant Server although they could be false positive. However, there are no reliable
phenotypic characterizations available with respect to epilepsy that can help to understand the

significance of these findings. As in the previous studies ***

, our results suggest that
mutations in DEPDCS are not only common in FFEVF cases but also in a wide spectrum of
familial focal epilepsies. FFEVF is characterized by various epileptic foci within the same
family. Because of the specific clinical features that define this syndrome, more specifically its
interfamilial phenotypic and genetic heterogeneity, FFEVF prevalence might be
underestimated, especially in small families ****"’. It is therefore impossible to rule out the
diagnosis of FFEVF in the three small focal epilepsy families with DEPDCS5 mutations

described here. Finally, based on the families we studied here the penetrance of the DEPDCS5

mutations appears to be very low, ranging from 45% to 67%.
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The DEPDCS5 gene encodes a 1603 amino acid protein of unknown function that is expressed
in neurons throughout brain development. The protein has a DEP domain (Disheveled, Egl-10
and Pleckstrin domain) which is a globular protein domain of about 80 amino acids that is
found in over 50 proteins involved in G-protein signaling pathways, as well as a DUF3608
domain. The function of the protein remains largely unknown, but recently Bar-Peled et al. *''
suggest that the protein could interact with the mTOR pathway, which plays a major role in
cell growth. Further research is needed to see if a dysregulation in the mTOR pathway could
be a pathogenic mechanism in focal epilepsies. In this study we identified a p.R843X protein-
truncating mutation as well as a p. T864M missense mutation predicted to be damaging, in four
families with partial epilepsy. Our results therefore support previously published studies
suggesting that disruption of DEPDCS5 function is implicated in the development of dominant
focal epilepsies. Understanding the molecular mechanism by which mutated DEPDCS leads to
the pathogenesis of focal epilepsy constitutes an essential step toward improved diagnosis and
prognosis of the disease, as well as a new therapeutic avenue targeting DEPDCS or its related
signaling pathways.

ACKNOWLEDGEMENTS: P. C. and C. Ma. are supported by the Fonds de Recherche du
Québec - Santé¢ (FRQS) and the Savoy Foundation. This project is funded by the Canadian
Institutes of Health Research (CIHR) and Genome Canada. We thank the patients and their
relatives for participating in the study, and Ronald G. Lafreniére for editorial assistance with

the manuscript. P. C. had full access to all the data in the study and takes responsibility for the
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2.3.7 Tableaux et figures

Tableau 2.3.7.1 Table 1. Clinical manifestations of DEPDC5 mutation positive affected

individuals
Family ID Ageof  Mutation Focus Simple or Secondary Diurnal or
onset Complex generalized nocturnal
1 I1.2 (21274) 12 R843X  Left parieto-occipital c yes n
1 I11.5 (21047) 15 R843X Left frontal c yes n
1 I1.7 (21036) 32 R843X  Left fronto-temporal c yes n
1 V.12 (21043) 10 R843X Right frontal c yes n
1 V.19 (21039)* 55 R843X Left centro-tempo s yes d,n
2 I11.2 (24798) 1.5 R843X Left temporal c no d, n
3 1V.9 (23636) 2 R843X Variable foci c yes d,n
3 V.12 (24096) 8 R843X n/a c yes d,n
4 IV.1 (12507) n/a T864M n/a c yes n/a

*attention deficit, c: complex, s: simple, n: nocturnal, d: diurnal, n/a: not available
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Figure 2.3.7.2 Figure 1. Pedigree of the families

Family 1
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Figure 1. Pedigree of the families. Pedigree of families 1, 2 and 3: samples with the arrow were used for
sequencing. The mutation p.R843X is carried by all affected individuals for whom DNA samples were available.
Pedigree of family 4. The mutation is p.T864M.
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Figure 2.3.7.3 Figure 2. DEPDCS mutations
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Figure 2. DEPDCS5 mutations. (a) DEPDCS5 protein with the positions of alterations indicated
(NP_001229825.1). (b) Multiple-protein alignment of DEPDCS orthologs showing conservation of residues near
threonine 864 in different species.
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Figure 2.3.7.3 eFigure 1. Pedigree of family 1

Family 1
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eFigure 1. Pedigree of family 1 with haplotypes on chromosome 22q11-q12. The disease-associated haplotype is
boxed. The arrow indicates the proband. Inferred haplotypes are in parentheses.
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Figure 2.3.7.4 eFigure 2. Pedigrees of family 2 and 3

Family 2 Family 3
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eFigure 2. Pedigrees of family 2 and 3 with haplotypes on chromosome 22ql1-ql2. The disease-associated
haplotype is boxed. The arrow indicates the proband. Inferred haplotypes are in parentheses.
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Chapitre 3 : Description d’un nouveau modéle animal de

sensibilité a 1a mort neuronale suite a un status epilepticus.

3.1 Présentation de P’article

L’épilepsie du lobe temporal avec sclérose de I’hippocampe (ELT-SH) est la forme d’épilepsie
la plus commune et est associée a un haut niveau de pharmacorésistance. Il y a un grand
intérét dans la communauté scientifique et médicale pour comprendre les mécanismes
moléculaires et physiologiques qui sous-tendent I’ELT-SH. Pourquoi certains individus
développent-ils cette forme d’épilepsie suite a une insulte initiale? Quels sont les mécanismes
moléculaires responsables de ce processus d’épileptogénese? Ultimement, y aurait-il moyen
d’empécher ou de freiner 1’évolution de cette maladie? Les modeles animaux, comme le rat,
sont I’'un des moyens les plus efficaces pour étudier ce phénomeéne et tenter de répondre a ces
questions. Toutefois, les études précédentes ont démontré que les phénotypes variaient
énormément selon les souches utilisées. De plus, jusqu’a ce jour, la majorité des souches de
rats utilisés dans les différents modéles d’ELT-SH sont des rats non consanguins. Une
approche expérimentale robuste dans 1’étude de maladies complexes est 1’utilisation de
souches consanguines de rongeurs. En effet, ceux-ci, de par leur homogénéité génétique,
facilitent la détection de locus et de geénes responsables des différents phénotypes observés.
Ces animaux consanguins deviennent ainsi d’excellents outils pour la compréhension des
mécanismes moléculaires responsables des différents traits génétiques et permettent également

d’évaluer la composante environnementale associée a ces maladies.
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Notre hypothése de travail est que certaines souches de rats sont prédisposées a développer
I’épilepsie du lobe temporal avec sclérose de 1’hippocampe suite a une insulte initiale, tandis
que d’autres pouvaient étre résistantes et que cette susceptibilité est en grande partie d’origine
génétique. Nous avons donc testé différentes souches de rats consanguins afin de vérifier leur

sensibilité & développer I’'ELT-SH suite & un status epilepticus.

3.2 Contribution des auteurs

Planification de 1’é¢tude : C.Ma., M.P., L.C., et P.C.
Expérimentation animale : C.Ma., M.P., C.Me. et M.C.D.
Volet moléculaire et histologique: C.Ma., M.P. et C.Me.
Analyse et interprétation des résultats : C.Ma.

Ecriture du manuscript : C.Ma. et P.C.
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3.3 Galrl expression level determines differential susceptibility to
status epilepticus-induced cell death in Dahl and Lewis rat strains.
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°CHU Sainte-Justine, Montréal, Québec, Canada.

Article prét a la soumission

3.3.1 Abstract

Rodents are excellent models for studying temporal lobe epilepsy with hippocampal sclerosis
(TLE-HS) as they can mimic the evolution of the disease following an induced status
epilepticus (SE). The clinical and pathophysiological manifestations differ between different
strains of rats or mice, making it a challenge to pinpoint the molecular mechanism responsible
for TLE-HS. In this study, we aimed at screening different strains of inbred rats to see if they
differ in their susceptibility to induce status epilepticus cell death, as inbred rats are useful
tools in the molecular studies of complex diseases. Dahl rats showed severe neuronal loss
following SE induced by kainate acid, or continuous intra hippocampal electrical stimulation
CIHES). Lewis rats, on the other hand, were resistant to neuronal loss induced by SE. A
congenic strain of rats (Dahl/Lew.Chr18b5) were also resistant to SE-induced cell death,

demonstrating that a 20 Mb locus on chromosome 18, containing the Galrl gene, was
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sufficient to protect against cell death. Decreased expression of Galrl suggests that this

receptor is important in the susceptibility to seizure-induced cell death.

3.3.2 Introduction

Temporal lobe epilepsy is the most common epilepsy syndrome affecting approximately 25%

of all epileptic individual *'"

. TLE 1is characterized by partial seizures with secondary
generalizations. Seizures arise from the medial temporal lobe structures: the hippocampus, the
amygdala or the parahippocampal gyrus. Pharmaco-resistance is observed in more than 25%

of all TLE patients °'*. In these cases, neurosurgery is the treatment of choice in order to

control the seizures. Although efficient, it is nonetheless an invasive treatment.

Hippocampal sclerosis (HS) is one of the major pathogenic features of drug-resistant temporal
lobe epilepsy. HS is characterized by 1) pyramidal neuronal loss and degeneration in the CAl
and the CA3 of the hippocampus, CA2 usually being spared, 2) increase glial reaction or

157,163,314 .
222 The use of animal

gliosis, and 3) reorganization of neuronal networks (sprouting)
models for studying temporal lobe epilepsy with HS is critical for the understanding of TLE as
the mechanisms underlying epileptogenesis and HS cannot be fully investigated by clinical
studies. Using electrical stimulations or chemoconvulsants like kainic acid (KA) or
. . .. 202,224,225 C e 1 . .
pilocarpine, rodents can mimic TLE . After the initial insult, or SE, a latent period is
observed, followed by recurrent spontaneous seizures. Most importantly, histopathological
features observed in these models correlate well with hippocampal sclerosis found in human

. . 202
surgical specimen “°.
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From the previous humans and animal studies, it remains undetermined whether hippocampal
cell death is caused by seizures or if it is the cell loss that participates in the development and
recurrence of seizures *'*. The use of inbred or transgenic rodent strains is useful not only to
pinpoint the molecular processes of epileptogenesis, but also to demonstrate the genetic
contribution underlying the development of HS. It is known that inbred mouse strains differ in

217,237

their sensitivity to cell death induced by SE . Using cross-breeding between a resistant

(C57BL/6) and a sensitive (FVB/N) strains of mice, different loci were determined for the

sensitivity to SE induced cell death *****!

. Galanin receptor 1 gene (GalR1), found on the
chromosome 18 locus, was differentially expressed between those two murine strains and is
believed to underlie this genetic predisposition since galanin is a neuropeptide known to have

a protective effect on excitotoxic induced cell-death®**>".

So far, no systematic screening of inbred rat strains had been done to determine their
sensitivity to the development of HS in the TLE model. The rat is larger, well characterized,

316

and closer to humans physiologically *°. For those reasons, rats are largely used as models of

201

epilepsy and development of new antiepileptic drugs = . Therefore, discovering new inbred

rats model for the study of TLE and HS is of great interest.

In this study, we examined the sensitivity to cell death in four inbred strains (Dahl, Lewis,
Brown-Norway and SHR) of inbred rats following KA-induced SE. This strain revealed that
Dahl was sensitive to cell death while Lewis was resistant even though there was no difference
in the number of recurrent seizures. These observations were confirmed by using SE induced
by continuous intra-hippocampal electrical stimulation (CIHES). Using a congenic strain of

rats (Dahl/Lew.Chr18b5), we confirmed that the gene locus on chromosome 18 and decreased
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expression of GalR! correlated with the sensitivity to excitotoxic cell death in the Dahl strain.
Overall, these results suggest that decreased expression Gal/R/ is an important contributor to
the genetic susceptibility of neuronal death following SE in rats, which is a main component

of hippocampal sclerosis.

3.3.4 Materials and methods

Animals:

Spontaneous hypertensive rats (SHR), Brown-Norway (BN), Dahl and Lewis male rats were
purchased from Charles Rivers Laboratory at 60 days old. Rats were housed in standard
animal cages with littermates in a 12h light/dark cycle for 48h prior to experiment. Food and
water were provided ad libitum. Dahl/Lew.Chr18b5 rats were kindly gifted by Dr. Allen Deng
from the Centre de recherche du CHUM, Montréal, Canada, and afterwards bred by our team
at the same facility. This congenic strain comes from the introgression of a 20 Mb region of

the chromosome 18 of the Lewis strain into the Dahl background.

During EEG recording and CIHES, rats were transferred to custom Plexiglas cages that
allowed them to move freely yet connected via wires to the EEG system. All animals
involving procedures were approved and performed in accordance with the Canadian Council

of Animal Care (CCAC).
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KA protocol:

KA was dissolved in PBS 1X buffer and administered intraperitoneally. Animals were
weighed and injected twice with doses ranging between 5.0 and 8.0 mg/kg at 60-minute
intervals. This dose-response study aimed to define the seizure threshold, time of onset, and
duration of the SE as well as the mortality rate for each strain (Dahl, Lewis, BN, and SHR).
Status epilepticus was defined as continuous stage 4 or 5 seizures that lasted for at least 1
hour. Seizures were scored according to a modified version of the Racine’s scale. The stages
are as follows: 1) “wet-dog shakes” or isolated jerks, 2) starring and immobility, or electrical
seizures in EEG recordings, 3) forelimb clonus, 4) rearing, 5) rearing and falling, and 6)
intense and uncontrollable bouncing (popcorn). All animals were monitored for up to 8 hours
after the onset of the seizures. Animals that went to stage 6 seizures were euthanized for
ethical reasons. To ensure that the animals were protected from self-harm during seizures,

cages were padded with cotton towels during the experiment.

To see if there was a difference in the dose to achieve SE and in the latency to SE, one-way
ANOVA followed by a post-hoc test was conducted. Difference in the mortality rate between
the four strains was tested by an exact Fisher’s test. As Dahl and Lewis had the same seizure
threshold, latency to seizure and mortality rates, further experiments were conducted only in
those strains. A dose of 2 X 8 mg/kg was selected as the optimal dose. If the status lasted for
more than 3 hours, seizures were stopped with a 2% isoflurane induction for 10-15 minutes to
ease recovery. Fluids, treats, and diet gel were given to the animal twice daily to ensure
recovery from the procedure. Rats were euthanized 24 hours, 7 days, or 30 days after SE to

look at the evolution of neuronal loss. To test the implication of chromosome 18 in the
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susceptibility to SE induced cell death, another set of KA experiment was conducted on the
congenic strain Dahl/Lew.Chr18b5 using the same KA dose and protocol (n=6). Rats were

sacrificed 30 days after SE to ensure neuronal loss was visible if present.

EEG-video recording of spontaneous recurrent seizures:

In order to assess the severity and frequency of recurrent seizures in both Dahl and Lewis rats
KA-induced SE, another group of animals was EEG-video monitored for 30 days after SE.
Rats from both strains (n=6) were implanted with bipolar stainless EEG electrodes (Plastics-1
Inc., Roanoke, VA, USA) in the right hippocampus and in the overlying cortex. Animals (P50)
were anesthetized with isoflurane and place on a stereotaxic table. One contact of the electrode
was shortened at 1 mm so it could remain in the cortex. Stereotaxic coordinates with reference
to Bregma were: AP=-3.7, ML=+2.4 and DV=-3.5. A second electrode, used as a ground, was
wrapped around a screw and secured in the cranial bone over the cerebellum. Additional
screws were placed on the cranial bones and dental cement was used to make sure that both
electrodes were fixed. After a recovery period of 7 to 10 days, animals were connected to a
32-channel video-EEG recording system (Stellate Systems). Recording started 2 hours prior to
KA injection for baseline. Rats were monitored for the whole SE and then, twice per day, for
4-hour sessions (day and night) during 30 days. EEG recordings were analyzed by a blind
observer. All spontaneous recurrent seizures were noted and rated according to our modified
version of the Racine’s scale. The average number of seizures and their durations were

extrapolated from the 4-hour session to 12 hours duration (day and night).

CIHES protocol:
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To confirm our results obtained from KA-induced SE, we sought to use a non-
pharmacological method of SE induction. For this purpose, a continuous intra-hippocampal
electrical stimulation (CIHES) protocol adapted for Lothman et al.**” was used. Animals from
both strains (n=5-8) were anesthetized with isoflurane and placed on a stereotaxic table.
Polyamide covered stainless steel bipolar electrodes (Plastics 1) were inserted in both ventral
hippocampi at the following stereotaxic coordinates with reference to bregma: AP=-5.3; ML=
+4.9; DV= -5.0. As previously described, a ground electrode was wrapped around a screw
secured in the cranial bone. Animals were left to recover for a period of 7 to 10 days before

experiments.

To ensure that the electrodes were inserted in the hippocampus, after discharge (AD) was
induced using a 50 Hz biphasic square-wave pulse for 2 seconds. Stimulation began at 25pA
and was increased every ten minutes by 25pA until an AD of at least 8 seconds was observed.
If no response was measured at 200pA, the electrode was excluded for the continuous
stimulation. The after discharge threshold (ADT) was defined as the amperage necessary to
induce an AD of at least 10 seconds. Results are shown as mean + SEM. Twenty-four hours
later the animal received a 90 minutes CIHES to induced SE. Only one electrode was used for
stimulation, but both were used to monitor EEG afterwards. The stimulation consisted of a
biphasic 50 Hz, 1ms pulse width at 400pA. If an animal was not in continuous stage 4 or 5
after the first 15 minutes stimulation, amperage was increased in the following order: 400,
500, 750, 1000, 1250, 1500, 2000, 3000, 4000, 5000, 10000pA. An unpaired t-test was
conducted on the average amperage to achieve SE. Animals that did not achieve SE were
excluded from the analysis. As in the KA model, SE was stopped by isoflurane if it lasted

more than 3 hours.
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Tissue preparation and histological staining:

At 24 hours, 7 days, and 30 days after the KA injection, rats from the Dahl and the Lewis
strain were sacrificed by decapitation (n=4/strain/time-point). Dahl/Lew.Ch18b5 (n=6) were
also killed by decapitation 30 days after the SE. Brains were quickly removed on ice by
dissection and were immediately post-fixed overnight in 4% paraformaldehyde. Brains were
then transferred in PBS 1X until histological processing. The same procedures were carried
out on control rats (n=4/strain). Thirty days after CIHES induced SE, rats from each strain
(n=4-6) were anesthetized with isoflurane and perfused transcardially with 4%
paraformaldehyde 0.1M phosphate buffer and transferred in PBS 1X buffer until histological
processing. Brains were sliced on a VT 1200S vibratome (Leica) at 40um. Every sixth section
was mounted on Superfrost Plus microscope slides (Fisher Scientific) and stained with cresyl

violet to assess neuronal loss.

Neuronal loss assessment

The extent of neuronal loss in the hippocampus was visually estimated by a blind observer.
Damage score was assigned as follows: grade 0, no cell death; grade 1, <25% cell death; grade
2, 25% to 50% cell death; grade 3, 50% to 75% cell death; grade 4, 75% to 100% cell death.
The five main regions of the hippocampus that were scored are the CA1, CA2, CA3, CA4 and
dentate gyrus. More specifically, every sixth sections from the dorsal, medial and frontal
regions of the brain were analyzed and averaged. To estimate the percentage of neuronal loss,
sections were compared to a control section of the same rat strain. Neurons density in each

regions of the hippocampus was assessed using a total magnification of 200x. In both the KA
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model and the CIHES model, there was no significant difference between the two
hemispheres, therefore, results were combined and averaged. The results are shown as % of
rats exhibiting severe neuronal loss (grade 3 or 4), only for each affected regions of the

hippocampus (CA1, CA3 and CA4).

mRNA expression level:

For these expression experiments, basal mRNA levels were measured in control rats for Dahl
(n=8) and Lewis strains (n=8). RNA was extracted from the hippocampus using Trizol reagent
following manufacturer’s instruction. Total RNA was then purified with Qiagen RNeasy
MiniKit (Qiagen, USA). Quality and quantity were assessed by electrophoresis and
spectrophotometry (Ultrospec Plus spectrophotometer, Pharmacia). First-strand cDNA was
synthesized from 500 ng hippocampal RNA using random decamers with Thermoscript II1
(Invitrogen, Life technologies). The expression level for Ga/R1 was measured by qRT-PCR
using pre-designed Tagman Assays (Rn02132426 sl; Applied Biosystems). The abundantly
expressed endogenous gene, Beta-2 microglobulin (Rn00560865 ml; Applied Biosystem),
was used for normalization. qRT-PCRs were carried out in triplicate on the Applied Biosystem
7900 HT Real-time PCR system according to the manufacturer’s instructions. Relative mRNA
expression levels, as compared with the Lewis rats, were calculated using the comparative Ct
method (24°"). Statistical significance was determined using a T-test from a linear model. A

P-value <0.05 was used as the threshold for statistical significance.
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GalR1 genomic sequencing:

The complete open reading frame of GalRI as well as the 3000 bp promoter region was
sequenced in Dahl and Lewis rats. DNA was extracted from whole blood using 5 Prime kit
following the manufacturer’s protocol (Gaithersburg, USA). Primers were designed at least 50
bp from the exon-intron boundaries. Primers for the promoter regions overlapped to ensure
complete sequencing (primer sequences upon request). PCR primers were designed using
Exon primer software using the NM 012958.2 sequence. The amplicons were run on the
ABI3730 automatic sequencer (Applied Biosystems) and analyzed by Mutation Surveyor

software version 3.0.

3.3.5 Results

Strain survey KA:

After systemic injection of KA, rats were monitored for optimal dose to induce SE, latency to
SE, as well as survival rates (Table 1). Dahl and Lewis rats exhibited SE with the same and
constant dose of 16 mg/kg + 0. This dose was significantly higher than the dose to achieve SE
in Brown-Norway (12 + 3.46) and SHR (15 + 5.50) (p<0.001). Only 3 Brown-Norway
achieved SE. Therefore, limited data were collected for that strain. There was no significant
difference in the latency to SE between all strains (p=0.7629). As for survival, both Dahl and
Lewis exhibit high survival rates. One rat from each strain did not survive because of severe
SE (stage 6) and were humanely euthanized. Therefore, no significant difference was observed
in the mortality between these two strains (p=0.5761). All 3 Brown-Norway rats also survived.

As for SHR, 11/12 rats died shortly after beginning SE. Because SE was hard to achieve with
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Brown Norway, and as the majority of SHR did not survive the SE, the following experiments

were not conducted on those two strains.

Neuronal cell death in the KA model:

Neuronal cell death was assessed in Dahl and Lewis as they both had similar SE with the same
KA dose. Nissl stained sections showed that 100% of Dahl rats exhibited severe excitotoxic
cell loss (grade 3 or 4) in either the CA3 or the CA4, at each time point post-SE (Fig. 1A and 2
A-C)., A third of Dahl rats exhibited severe neuronal loss in the CA1 region at 7 days post-SE
(fig. 2b). In contrast, only half of the Lewis rats showed severe neuronal loss in the CA4, at 7

days post-SE. CA2 and dentate gyrus remained intact in both Lewis and Dahl.

Recurrent seizures:

Recurrent seizures are characteristic of the TLE model. To determine if there was a difference
in the number and intensity of recurrent seizures in both Dahl and Lewis strains. Video-EEG
monitoring was recorded for up to 30 days following KA injections. Only stages 1 to 2
seizures were seen in both strains. Video-EEG recording allowed a more precise evaluation
and count of the seizures. Electrical seizures, which were often accompanied by starring
behavior, were more easily detected (Fig. 3). No difference was observed in the amount of
stage 1 seizures and in the minutes a day spent in stage 2 seizures between the two strains

either in the daytime or the nighttimes (Fig. 4 A-B).
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CIHES:

In order to confirm the new model of genetic sensitivity to neuronal death in the Dahl strain, a
second method of SE induction was tested. This aimed to exclude that the results were only
caused by a pharmacological effect to kainate acid rather than SE itself. Previous to the SE
induction, ADT was tested. Dahl had a consistent average ADT of 25 + 0 while Lewis had an
ADT of 35.71 £ 10.71 (fig. 5a) which was not significantly different from each other (p=0.33).
To achieve SE, Dahl rats were stimulated at consistent amperage of 400pnA while Lewis rats
needed an average of 2671.43 £ 1378.18uA continuous electrical stimulation (fig. 5b). Even
though Lewis seemed to need a higher amperage to induce SE, variability within the strain did
not result in a statistical difference (p=0.1). Once in SE, no difference was observed in the

intensity of the seizures.

Neuronal cell death in the CIHES model:

Rats from both strains were kept for 30 days following SE induced by CIHES and later
assessed for neuronal cell death. The pattern of the lesion was different from the KA model as
CA1l was also highly affected with neuronal loss. 42.8% of the Dahl rats exhibited severe
neuronal loss in the CA1. CA3 and 4 remained highly affected with respectively 28.6 and
57.1% of Dahl showing severe neuronal cell death. In comparison to the KA model, neuronal
loss has not been observed in all Dahl rats. Nonetheless, it remained significantly higher than
in the Lewis strain, as no Lewis rats showed severe neuronal loss in any region of the

hippocampus (Fig. 1B)
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Dahl/Lew.Chl8b5 congenic strain:

It is known that mice differ in their sensitivity to SE-induced cell death, and that a quantitative

trait locus (QTL) has been mapped to chromosome 18 **"**

. In order to test the hypothesis
that a homologous region on chromosome 18 in our rats was also implicated in the phenotype,
a congenic strain was tested. Dahl/Lew.Chr18b5 has a Dahl background with the introgression
of a 20 MB chromosome 18 region of the Lewis strain. This 18b5 region encompasses 25
genes, including GalR1 (figure 6), the gene that is suspected to mediate the protection from
seizures induced neuronal death in the mice. Neuronal loss assessment following SE in this
congenic strain confirms the implication of the 18b5 locus in the susceptibility to seizure-
induced cell death in our model. Indeed, there was none or only mild neuronal loss (grade 0 or
1) in the congenic rats at 30 days following SE (Fig. 1C). Hippocampal injury of the

Dahl/Lew.Chr18b5 was thus not significantly different from the Lewis strain suggesting that

the Chr18b5 locus encompasses the susceptibility gene for SE-induced HS..

GalR1 expression:

GalR1 has been reported to confer protective effect from seizure-induced cell death in the
mice model. As the gene is in the 18b5 locus, we hypothesized that variation in the GalR]
expression might also determine susceptibility to KA-induced cell death in the rats. We used
quantitative real-time PCR (qRT-PCR) to measure the basal hippocampal transcript
abundances of GalRI. We found that the gene was significantly less expressed in the Dahl
compared to the Lewis strain (Fig. 7). Consistent with this observation, we found no

significant difference in the level of expression of the gene between the Lewis and the
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Dahl/Lew.Ch18b5 suggesting that decreased Galrl expression is indeed associated with the

phenotype.

GalR1 sequencing:

As decreased GalRI expression was found to be associated with the susceptibility to KA
induced cell death, we sequenced the gene in Dahl and Lewis to search for genetic variations.
No variation was found in the coding region of the gene nor in the promoter region. Variation

in the GalR1 expression is therefore not a consequence of a genetic mutation within the gene.

3.3.6 Discussion

This study shows that SE-induced cell death differs significantly in common inbred strains of
rats. BN rats showed inconsistency in their reaction to KA, whereas SH showed high mortality
rates following KA induced SE. Therefore, we could not assess the neuronal death in these
strains. SHR rats have been previously used by other research groups with the KA model
317318 - Qurprisingly, no groups reported high mortality rates following SE induction. This
difference may be because animals come from different breeders. Dahl rats showed severe
neuronal loss in the hippocampus, while Lewis rats were practically invulnerable to KA
induced cell death. This all or none phenomenon suggest that the difference SE-induced
neuronal death is entirely due to the genetic background. More detailed characterization of this
new HS model provides a unique opportunity to investigate the molecular basis underlying

neuronal cell death and hippocampal sclerosis.
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TLE with HS, in humans, is associated with intractable recurrent seizures. It is unknown what
role the pathology plays in the recurrence of seizures. In order to test if an increase neuronal
loss was associated with increase occurrence of spontaneous recurrent seizures, EEG-video
recording was performed for 30 days after SE. There was no difference in the recurrence of
seizures between the two strains. The seizures were also of mild intensity. In fact, only stages
1 and 2 seizures were observed. This result could mean two things: 1) our new model is
specific to seizure induced cell death sensitivity, or 2) the development of more severe
recurrent seizures could occur after a longer latent period. In fact, some researchers have
shown that recurrent seizures can occur in the first month, but sometimes up to 10 months

319-321

after the initial insult . Therefore, longer periods of analysis could eventually help to

address this question.

A second method of SE induction was carried out in order to see if the differential sensitivity
to seizure induced cell death was a consequence of the SE itself, or rather a pharmacological
sensitivity to KA. Sensitivity to the electrical stimulation was not significantly different
between the two strains. Lewis rats needed higher amperage to induce status epilepticus than
Dahl rats, but the difference was not statistically different due to high variation within the
strains. Nonetheless, once the seizures had started, there was no behavioral difference between
the two strains. The severity of the seizure-related pathology was similar to that observed in
the KA model. Even though the affected subfields were different from the KA model, Dahl

rats remain sensitive to seizure induced cell death and Lewis rats remains resistant. In
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conclusion, this striking difference in SE-induced neuronal death between Dahl and Lewis rats

makes an excellent model to study the molecular basis underlying excitotoxic cell death.

The results from this study are consistent with previous investigations showing that
susceptibility to seizure induced cell death was genetically determined in the murine model
217,237,322,323 .

. Schauwecker et al. (1997) showed that C57BL/6 were resistant to neuronal loss as
compared to the FVB/N mice. Using congenic strains of mice, they showed that a locus on
chromosome 18 was associated with the differential sensitivity to excitotoxic cell death **.
They investigated the genes located on the locus and showed that Ga/RI was differentially

. . 242
expressed between their two strains

. They later confirmed its role in the pathogenesis using
transgenic mice that exhibited lower GalR1 expression (Schauwecker, 2010). Surprisingly, we
were able to determine that the homologous region on chromosome 18 containing GalRI was
also a significant factor in the sensitivity to excitotoxic cell death in the Dahl strain. Using a
congenic strain of rats (Dahl/lew.Chr18b5) that contained the same homologous region as the

murine locus, we confirmed the importance of chromosome 18 in the sensitivity to seizure

induced cell death.

In order to better understand the underlying mechanism responsible for the different sensitivity
in our model, the implication of GalRI was also tested. Our results were consistant with those
of Schauwcker, therefore highly suggesting the importance of the galaninergic system in the
susceptibility to excitotoxic cell death. Basal mRNA levels of Galrl were close to 4 times the

expression in the Lewis strain as compared to the Dahl. Many studies have shown that galanin
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is a neuropeptide that has both neuroprotective and anticonvulsant effects, mainly by
inhibiting the release of glutamate at the presynaptic terminals *°~**>%. A de novo mutation
in GalR1 has recently been found in one pair of twins with temporal lobe epilepsy, confirming

the importance of the galaninergic system in the disease '*2

. The sequences of the exons, the
UTR regions as well as the promoter of Gal/RI were analyzed, but there was no genetic
variation in either strain. The genetic cause underlying the downregulation of Galrl in the
Dahl strain is yet to be determined: Gal/RI gene could be regulated by a second gene within
the locus, a variation in non-coding regions or an upstream mechanism influenced by the
Chr18b5 locus. As the introgression of the latter locus from the resistant strain into the
susceptible strain is sufficient to reverse both the neuronal death and the level of expression of
GalR1 phenotypes, we can hypothesize that the genetic mechanisms will likely be discovered

within this locus. Further genetic analysis will be necessary to pinpoint the exact mechanism

responsible for the differential expression of GalR].

In the past several decades, there has been a great interest in the conception and testing of
different pharmacological compound that target the galaninergic system. Agonists of the

galanin receptor were first tested in the mid 2000’s and showed promising results in the rat

1 324,325,328

and mice mode . Unfortunately, as galanin is implicated in a wide variety of

physiological processes, too many side effects were expected in humans. Synthetic agonists of

galanin with optimized bioavailability or with the use of allosteric modulators were tested in

329-331

animal models . Results were promising, but unfortunately to this date, these findings

332

have yet to be proven as efficient in human *°°. However, the identification of GalRI as an
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important mechanism in both murine and rat models of HS, as well as the discovery of
pathogenic mutations in human TLE reinforces the importance of galaninergic system in the

pathophysiology of the disease '**.

In summary, the present study showed that the Dahl strain of rats is more sensitive to seizure
induced cell death as compared to the Lewis strain, whether the seizures are induced by KA
administration, or IHES. Our results also suggest, similarly to mice, that this difference is due
to a decreased expression of Galrl. We believe that the use of the Dahl and Lewis inbred
strains in future studies will help to decipher the molecular pathway responsible for the

sensitivity of excitotoxic cell-death and seizure susceptibility.
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3.3.7 Tables and figures

Tableau 3.3.7.1 Table 1. Strain survey for sensitivity to SE following KA injections.

Mortality rate

Strain Minimal dose to SE (mg/k Latency to SE (min
(me/ke) Yo SE(min) ¢ iowing SE (%)
BN (n=3) 12.00 £ 3.46 107.33 £30.99 0
SHR (n=12) 13.50+2.714 113 +£40.63 91.6
Lewis (n=11) 16.00+£0 125.45 +22.57 18.2
Dahl (n=13) 16.00 + 0 112.31 +40.64 7.9
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Figure 3.3.7.2 Figure 1. Different sensitivity to SE induced cell-death.

A
Sham
24h post-SE
7 days post-SE
30 days post-SE
B

Figure 1. Different sensitivity to SE induced cell death. A) Cresyl-violet staining of horizontal sections of Lewis
and Dabhl rats at 24 hours, 7 days, and 30 days after KA-induced SE. Lesions occurred as soon as 24 hours after
the insult, and is present mainly in the CA1, CA3, and CA4 regions. B) Cresyl-violet stained sections from Lewis

and Dahl rats 30 days after CIHES-induced SE. C) Cresyl-violet stained section from the congenic strain
Dahl/Lew.Chr18b5 30 days after KA-induced SE showed no lesion.
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Figure 3.3.7.3 Figure 2. Percentage of rats exhibiting severe neuronal cell death
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Figure 2. Percentage of rats exhibiting severe neuronal cell death in the CA1, CA3, and CA4 hippocampal brain
regions. A) Results for rats 24 hours after KA induced SE. B) Results for rats 7 days after KA induced SE. C)
Results for rats 30 days after KA induced SE. D) Results for rats 30 days after CIHES induced SE. Results from
the Dahl/Lew.Ch18b5 rats are not shown as no individual showed any severe neuronal loss. Difference between
the two strains is statistically different (p<0.0001) for all regions at every time point (T-test).
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Figure 3.3.7.4 Figure 3. Representative EEG recording
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Figure 3. Representative EEG recording for A) baseline, B) typical WDS seizure, C) electrical seizure, D)
continuous status epilepticus.
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Figure 3.3.7.5 Figure 4. Analysis of recurrent seizures in both Lewis and Dahl rats during the

day and night.
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Figure 4. Analysis of the recurrent seizures in both Lewis and Dahl rats during the day and night. A) Average
number of stage 1 seizures. B) Average time a day spent in stage 2 seizures (min). Unpaired 7T-test analysis
revealed no statistical difference in the amount and duration of recurrent seizures between Dahl and Lewis rats.

74



Figure 3.3.7.6 Figure 5. Results from the continuous intra hippocampal stimulation.
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Figure 5. Results from the continuous intra hippocampal stimulation. A) After-discharge threshold presented as
mean + SEM showed no significant difference (p=0.33). B) Average amperage (LA) needed to achieve SE
showed as mean + SEM showed no significant difference (Unpaired 7-test; p=0.1).
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Figure 3.3.7.7 Figure 6. Position of the Ch.18b5 segment that contains Galrl and that is

responsible for the protection against SE-induced cell death.
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Figure 6. Position of the Ch.18b5 segment that contains Galrl and that is responsible for the protection against
SE-induced cell death.
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Figure 3.3.7.8 Figure 7. Galrl expression pattern in hippocampal tissues from Dahl, Lewis
and Dahl/lew.Chr18b5.
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Figure 7. Basal Galrl expression pattern in hippocampal tissues from Dahl, Lewis and Dalh/Lew.Chr18b5 rats
(n=8). The expression levels were normalized to beta-2 microglobulin transcripts levels (Ct methods followed by
T-test from linear model,; * p<0.05).
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Chapitre 4. Caractérisation d’un nouveau modele animal

de mort subite et inexpliquée de I’épilepsie (MSIE).

4.1 Présentation du chapitre

Dans le cadre de notre précédente étude sur la sensibilité a la mort neuronale chez des souches
de rats consanguins, nous avons fait la découverte fortuite que les rats SHR avaient un taux de
déces tres élevé des le début des crises induites par 1’injection d’acide kainique. La mort subite
et inexpliquée de I’épilepsie est une problématique importante dans la communauté médicale
et scientifique et nous avons entrepris de pousser plus loin notre investigation afin de
déterminer si le rat SHR serait un bon modéle animal de MSIE. Bien que les résultats
présentés dans ce chapitre soient préliminaires, ils suggerent que le SHR est effectivement un
excellent modéle animal consanguin de MSIE, et qu’une combinaison entre une dysfonction

cardiaque et respiratoire serait en cause dans le décés induit par les crises prolongées.

4.2 Liste et contributions des collaborateurs

Caroline Martin, B.Sc., Marilyse Piché, M.Sc., Florence Martin, Sonia Kajla, Sylvain Trahan,
MD, Patrick Cossette, MD. PhD.

Planification de I’étude : C.Ma., M.P., et P.C.
Expérimentation animale : C.Ma., M.P., S.K. et F.M.
Analyse histologique: S.T.

Analyse et interprétation des résultats : C.Ma. et S.T.
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4.3 Contexte et rationnels

L’épilepsie est I’'une des maladies neurologiques les plus fréquentes. En raison de 1’offre
grandissante de traitements pharmacologiques, 1’épilepsie est maintenant pergue comme une
maladie bénigne. En effet, plusieurs formes d’épilepsie se controlent de nos jours assez
efficacement grace a la prise de médicaments. Toutefois, il est important de se rappeler que le
taux de mortalité chez les patients épileptiques est de deux a trois fois plus élevé que dans la
population générale **>>*°. Une des causes de ces décés est la mort subite et inexpliquée de
’épilepsie (MSIE). La MSIE est un terme utilisé lorsqu’un patient épileptique meurt
soudainement de cause inconnue. Ce phénomene est responsable de 15 % des déceés chez tous

les patients épileptiques, et ce taux augmente & 50 % chez ceux qui sont pharmacorésistants *°.

Plusieurs facteurs de risques sont associés a la MSIE. En effet, les hommes, agés entre 20 et
40 ans qui souffrent de crises généralisées tonico-cloniques sont plus a risque. Un début
précoce de [D’apparition des crises, une prise irrégulicre de la médication, la
pharmacorésistance, de méme que la prise d’alcool ou de drogues sont également des facteurs

71312 De par sa gravité, la MSIE pose un défi clinique de taille. Il y a donc

de risque connus
un intérét grandissant dans la communauté scientifique sur le sujet. Les plus grands obstacles a
’étude de ce phénoméne viennent du fait que la MSIE se produit rarement devant témoin, et
qu’en plus, il n’y a pas de pathologie structurelle visible a ’autopsie. Les quelques cas de
MSIE devant témoin de méme que les cas de quasi-MSIE suggérent qu’un probléme
253'

respiratoire, cardiaque ou bien une combinaison des deux serait responsable du déces

Cependant, les mécanismes précis et la pathogenése responsables de la MSIE ne sont pas
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encore bien connus, ce qui rend difficile la mise en place de stratégies de prévention pour en

réduire I’incidence.

Les modeles animaux sont des outils indispensables, tant pour la compréhension des
mécanismes qui sous-tendent la MSIE, que pour le développement de stratégies de prévention.
Plusieurs pistes d’hypothése proviennent d’ailleurs de 1’étude de souris transgéniques

. e i 253,257
porteuses de mutations associé¢es a des syndromes particuliers “>™

. L’hypothése cardiaque
est entre autres supportée par 1’étude des souris porteuses de mutations tronquantes dans le
gene SCNIA. Ces dernieres reproduisent le phénotype du syndrome de Dravet, une forme
sévere d’encéphalopathie épileptique, et leur décés est causé par une bradycardie suite a une
crise TC ?”°. Ces observations ne permettent toutefois pas d’exclure la contribution d’une

dysfonction respiratoire dans la mort subite, que ce soit dans les divers mod¢les animaux, ou

chez ’humain.

Par ailleurs, d’autres modéles animaux suggérent un lien entre la MSIE et un probléme
respiratoire. C’est le cas des souris DBA/1 et DBA/2 qui, suite a un stimulus auditif,
développent des crises épileptiques généralisées. Dans 75 a 100 % des cas, ces crises ménent

au déces 2822

. Un arrét respiratoire menant a de I’arythmie, puis a un arrét cardiaque serait la
cause de ces déces. Un support respiratoire permettrait toutefois d’éviter le déces, ce qui

suggere que I’arrét respiratoire est la cause principale des déces subits chez les souris DBA/1

et DBA/2.
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Tout comme dans les modéles animaux, il est fort probable que la MSIE puisse étre causée par
une dysfonction cardiaque dans certains cas, un probléme pulmonaire dans d’autres, ou méme
une combinaison des deux, dépendamment du syndrome épileptique. Le développement de
nouveaux mode¢les animaux est donc essentiel afin de disséquer les diverses causes de la

MSIE, de méme que les mécanismes moléculaires les sous-tendant.

4.4 Hypothese et objectifs

Dans une étude précédente (voir chapitre 3), nous avons observé un taux élevé de déces chez
les rats consanguins de souche SHR, peu de temps apres le début des crises tonico-cloniques
(TC) induite par acide kainique. Puisque la MSIE se produit souvent suite & une crise
généralisée TC, nous avons émis 1’hypothése que les rats SHR seraient de bons modéles de
MSIE. Une nécropsie réalisée sur ces animaux ayant révélé la présence d’cedéme pulmonaire
important, nous avons voulu vérifier si une défaillance respiratoire €tait bel et bien a 1’origine
du décés. Nous avons donc entrepris d’investiguer plus en profondeur la cause du déces des
rats SHR. Nous avons notamment procédé a un monitorage cardiaque chez ces animaux, grace
a des implants radio-télémétriques, chez les rats SHR, de méme que chez des rats controles

(Dahl).
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4.5 Méthodes

Animaux

Les rats de souche SHR (n=7) et Dahl (n=2) ont ét¢ achetés au laboratoire Charles Rivers alors
qu’ils étaient agés de 60 jours. Les animaux ont été¢ gardés dans des cages standards, avec de
la nourriture ad libitum, et avec une alternance de luminosité/noirceur de 12 heures. Afin de
leur permettre de s’acclimater a leur nouvel environnement, les animaux n’ont subi aucune
manipulation pendant les 3 jours suivant leur arrivée. Suite a leurs chirurgies, les animaux ont
¢té transférés dans des cages de Plexiglas de fabrication maison qui permettent aux rats de
bouger librement, et ce, malgré les cables qui les relient au systéme d’EEG. L’ensemble des
procédures ont été approuvées et ont ¢té réalisées en conformité avec le Conseil canadien de

protection des animaux en science (CCPA).

Protocole d’injection d’acide kainique (AK)

L’acide kainique a été préalablement dissous dans du tampon PBS 1X a une concentration de
8mg/ml. Les animaux étaient ensuite pesés avant de recevoir une premiére dose de 8mg/kg. Si
le status epilepticus n’était pas entamé 60 minutes aprés la premicre injection, une seconde
dose était administrée. Le début du status epilepticus était considéré lorsque 1’animal était en
crise épileptique de stade 4 ou 5, et ce, de maniere continue. Les crises étaient donc notées
selon une modification de 1’échelle de Racine. Les stades sont les suivants: 1) «wet-dog
shakes» et/ou clonies isolées, 2) immobilité et fixation accompagnées d’activité électrique
épileptique, 3) clonies des membres antérieurs, 4) cambrage, 5) cambrage et chute, 6) sauts et

rebonds incontr6lés (popcorn). Si apres 3 heures de SE 1’animal était toujours vivant, la crise
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¢tait arrétée en anesthésiant I’animal par administration d’isoflurane a 4 %. L’animal était
ensuite euthanasié en pergant le diaphragme lors de la nécropsie. Si I’animal décédait durant la
crise épileptique, ce dernier était rapidement retiré de la cage et la nécropsie avait lieu. Au

total, 2 rats Dahl et 7 rats SHR ont été étudiés.

Electroencéphalogramme (EEG)

Afin de mieux caractériser les crises et de s’assurer de 1’atteinte du status epilepticus chez les
patients, ces derniers ont été suivis grace a un monitorage par vidéo-EEG tel que décrit dans le
chapitre 2 de cette thése. En résumé, les rats de chaque souche (n=2 Dahl et et n=7 SHR) ont
été implantés avec des électrodes bipolaires pour EEG (Plastics-1 Inc., Roanoke, VA, USA)
dans I’hippocampe droit de méme que dans le cortex le recouvrant. Les coordonnées
stéréotaxiques, en référence avec le Bregma sont: AP=-3.7, ML=+2.4 and DV=-3.5. Une
deuxiéme ¢lectrode, servant de base électrique, a été enroulée autour d’une vis puis ancrée
dans I’os cranien, au-dessus du cervelet. Des vis additionnelles ont également été placées dans
I’0os du crane puis recouvertes de ciment dentaire afin d’assurer une bonne fixation des
¢lectrodes. Les animaux ont ensuite bénéficié d’une période de récupération de 7 a 10 jours
avant la seconde chirurgie pour recevoir leur implant télémétrique pour le suivie de la pression
sanguine et/ou des données ECG. Deux heures avant I’injection d’AK, les animaux étaient
connectés a un systéme d’enregistrement EEG-vidéo de 32 canaux de la marque Stellate.
L’enregistrement a été effectué pour toute la durée du SE, pour un maximum de 3 heures, ou

jusqu’au déces de 1’animal.
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Implantation des transmetteurs radio-téléemétriques

Suite a I’implantation d’¢lectrodes pour les EEG, les animaux ont bénéficié d’une période de
récupération de 7 a 10 jours. En premier lieu, nous avons réalis€¢ un projet pilote avec un
premier groupe de 5 rats SHR. Ceux-ci ont recu un implant radio-télémétrique (PA-C40, Data
Science International) permettant un suivi de la fréquence cardiaque et de la pression
sanguine. Par la suite, afin d’obtenir de plus amples informations sur les fonctions cardiaques
des animaux durant le SE, un deuxiéme groupe, soit 3 SHR et 2 Dahl ont re¢u I’'implant radio-
télémétrique (HD-S11, Data Science international) qui permet, outre le suivie de la fréquence
cardiaque et de la pression sanguine, la transmission des données ECG de I’animal. En
résumé, ’animal était anesthésié sous isoflurane. Une incision de 2 cm était faite sur
I’abdomen. Le transmetteur de I’implant était placé dans la cavité abdominale et fixé avec des
points de suture dans les muscles abdominaux. Une seconde incision était performée sur la
cuisse gauche de 1’animal, dans le but d’en exposer I’artére fémorale. Le capteur, qui consiste
en un cathéter rempli de gel, était ensuite inséré dans la D’artére fémorale qui avait été
préalablement suturée. Les animaux étaient ensuite retournés dans des cages individuelles

pour une période de récupération minimale de 9 jours.

Pathologie

Immeédiatement apres la mort subite ou 1’euthanasie de 1’animal, les implants ont été retirés.
Pour les 2 rats Dahl et les 3 rats SHR, les poumons et les cceurs ont été prélevés. Les poumons
ont d’abord été pesés, puis les tissus ont été¢ immergés et fixés dans du PFA 4 %. Les tissus ont
ensuite ¢té traités pour I’histopathologie de maniere standard. En résumé, les tissus ont été

placés dans un bloc de paraffine puis tranchés a une épaisseur de Sum sur un microtome de
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marque Leica. Une coloration a I'hématoxyline et a I'éosine a été conduite selon un protocole
standard. Les lames d’histologie ainsi produites ont ét¢ examinées sous microscope, puis
numérisées. Les lames de poumons ont toutes été examinées par Dre. Dominique Trudel,
pathologiste a I’hopital St-Luc du centre hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM). Les
lames de coeurs ont quant a elle été examinées par Dr Sylvain Trahan, anatomopathologiste a
I’institut universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec (Hopital Laval).
L’interprétation des coupes histologiques s’est faite a 1’aveugle. Un rapport détaillé des

anomalies trouvées dans chacun des échantillons nous a ensuite directement été transmis.

Analyses des données de télemétrie

La rats SHR sont connus pour souffrir, de maniére spontanée, d’hypertension. Afin de vérifier
si cette tension artérielle élevée pouvait contribuer au décés des animaux, nous avons comparé
la tension artérielle entre les rats SHR et les témoins, les rats Dahl. Pour chaque animal, la
moyenne a été calculée a partir des résultats obtenus pour une période de 12 heures (midi a
minuit), et ce avant le traitement & I’AK. Un test de T a été réalisé sur les résultats pour
vérifier si la différence était statistiquement significative. Le seuil a été déterminé a une valeur
de P de <0.05. Afin de vérifier si une anomalie cardiaque pouvait également étre a 1’origine de
la mort subite chez nos rats, les fréquences cardiaques basales des deux souches ont également
¢té comparées. Le traitement de ces données s’est fait de la méme mani¢re que pour la
pression sanguine. Par la suite, une comparaison des fréquences cardiaques et de la pression
sanguine entre les deux souches a été réalisée durant la crise épileptique, jusqu’au déces des
animaux. Pour chacun des deux parametres, la moyenne des données a été calculée pour

chaque souche, et ce, pour les 20 derniéres minutes de la crise.
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4.6 Résultats préliminaires

Fréquence de déces

Dans une étude précédente (voir chapitre 3), nous avons démontré que le taux de décés chez
les rats SHR était de 91,7 % suite au début des crises de stades 4 ou 5. Dans la présente étude,
8 rats SHR ont a nouveau recu une injection d’acide kainique afin de déclencher les crises
épileptiques. Un seul rat a survécu au SE, ce qui donne un taux de mortalité de 85,7 %. Tous

les rats Dahl ont quant a eux survécu au SE.

Pathologie des poumons

A la nécropsie, la différence de taille entre les poumons des rats qui étaient décédés de mort
subite versus les rats contrdles, était frappante (fig. 1A). A I’observation visuelle
macroscopique, de I’écume blanchatre s’écoulait des poumons des rats SHR. Le poids moyen
des poumons des rats SHR était de 4,32g (+0,48) tandis que celui des rats Dahl était de 1,36g
(£0,02). Les poumons étaient significativement plus gros chez les rats SHR (p=0,003) (fig.
IB). Le rapport de la pathologiste a révélé que pour les 2 rats Dahl, aucune anomalie
histologique significative n’était visible. Pour les rats SHR, le poids élevé des poumons (3/3),
la présence de sérosités alvéolaires (3/3) et la présence de congestion vasculaire (1/3), sont

compatibles avec un diagnostic d’cedéme pulmonaire (fig. 1C).

Pathologie des coeurs
L’examen macroscopique des cceurs n’a révélé aucune anomalie évidente. L’analyse

microscopique des cceurs en histopathologie a quant a elle révélé la présence de plusieurs
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foyers de nécrose transmuraux dans les ventricules gauches (3/3) et dans le ventricule droit
(1/3). Les 3 rats SHR présentent donc des signes d’ischémie précoce. Aucune anomalie n’a été

observée dans les cceurs des rats Dahl.

Pression sanguine basale

Tel qu’attendu, les données de pression sanguine obtenues grace aux implants radio-
télémétriques ont démontré que les rats SHR avaient une pression sanguine significativement
plus ¢élevée que les rats Dahl (p=0.0002). La pression sanguine moyenne chez les SHR s’¢éleve

a 157,8 mmHg + 8,24 tandis que chez les rats Dahl, elle est de 120 mmHg + 17,78 (Fig. 3a).

Fréquence cardiaque basale

Pour ce qui est de la fréquence cardiaque basale, les données révelent que les rats Dahl sont
ceux chez qui elle est significativement plus élevée (p=0,0016). En effet, la fréquence
cardiaque moyenne des Dahl s’¢leve a 403 battements/minute + 39, versus 329

battements/minute + 23 chez les rats SHR (Fig. 3b).

Parametres cardiaques précédant le déces

La comparaison entre les fréquences cardiaques (FC) et les pressions sanguines (PS) durant la
crise et avant le décés, montrent que la chute de ces derniers débute, dans les deux cas, entre 6
et 7 minutes avant le décés (Fig. 4a et b). Durant la crise, la tendance suggere que la PS est
plus ¢élevé chez les rats SHR que chez les rats Dahl. Contrairement aux données basales, la

fréquence cardiaque est plus ¢élevée chez les rats SHR durant la crise que chez les rats Dahl.
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4.7 Discussion et perspectives

La présente ¢tude suggere que les rats SHR pourraient étre de bons modeles de susceptibilité
génétique a la mort subite en épilepsie. En effet, un taux de mortalité élevé chez les SHR a été
observé dans une étude précédente suite a 1’induction de crises épileptiques par injection
d’acide kainique (chapitre 3). Le fait que le modele d’AK chez des SHR ait déja été utilisé par

1 | ) . \
317318 sans évidence de MSIE suggere que la provenance

d’autres groupes de recherche
(¢élevage) des animaux pourrait étre un facteur important dans cette sensibilité. La dérive

génétique est un phénomeéne commun dans les élevages d’animaux de laboratoire, et il sera

essentiel de considérer ce point lors de la planification d’expériences futures.

Chez ’humain, bien que par définition, la cause de décés soit inconnue dans la MSIE,
I’examination post-mortem des tissus a révélé la présence d’cedéme pulmonaire dans plus de
la moitié des cas *****. L’observation macroscopique et microscopique des poumons des rats
SHR ayant succombé aux crises épileptiques a également révélé la présence d’cedéme
pulmonaire chez tous les cas étudiés. Bien que I’hypothése initiale soit qu’une dysfonction
respiratoire était a I’origine du déces des animaux, 1’étude histologique des coeurs a révélé la
présence de foyers de nécroses au niveau des ventricules. Egalement, la chute de la tension
artérielle dans les minutes précédant le déces suggere une défaillance cardiaque. L’ensemble
de nos résultats suggérent qu’une ischémie cardiaque avec défaillance serait a I’origine de
I’;edéme pulmonaire chez les SHR. Les rats SHR, ou spontaneous hypertensive rats, sont
largement utilisés dans les études sur I’hypertension. En effet, ils reproduisent plusieurs des

caractéristiques phénotypiques retrouvées dans I’hypertension humaine comme une pression
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339,340

sanguine ¢levée et une hypertrophie ventriculaire Une conséquence de cette

hypertension pathologique chez ces animaux est le déces, vers 1’age de deux ans, d’un arrét

341342 1 est intéressant de noter que, dans les cas de MSIE chez I’humain, les

cardiaque
analyses histologiques des tissus cardiaques révélaient également des changements
pathologiques, et ce, dans 33 % des cas **". Ainsi, les résultats préliminaires obtenus dans le

cadre de cette recherche suggerent que la mort subite durant une crise tonico-clonique

prolongée chez les rats SHR serait principalement causée par une dysfonction cardiaque.

A ce jour, les modéles animaux les plus utilisés dans I’étude de la MSIE sont la souris DBA/1
et DBA/2. Contrairement a ces dernieres, dont le décés est causé par un arrét respiratoire, le
modele SHR que nous présentons ici serait plus représentatif de la mort subite induite par une
défaillance cardiaque chez I’humain. La mort subite suite a une crise épileptique prolongée
serait donc un trait génétiquement déterminé chez les rats SHR. D’autres facteurs génétiques

indépendants de I’hypertension artérielle pourraient également étre en cause.

L’objectif de ce présent travail était de déterminer si les rats SHR, en déterminant la cause de
décés suite a 1’induction d’une crise épileptique prolongée, étaient de bons modéles de MSIE.
Les résultats préliminaires montrent qu’en effet, les rats SHR sont plus susceptibles de mourir
subitement suite & une crise épileptique en raison d’une défaillance cardiaque. L’analyse
détaillée des tracées d’ECG permettra de mieux caractériser la pathophysiologie associée a ces
déces et ainsi, s’assurer que la mort subite chez cette souche de rat est comparable au MSIE
observé chez les patients €pileptiquesL’utilisation des rats SHR est fréquente dans les études

génétiques d’hypertension. Si les études futures réalisées sur les rats SHR confirme la
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ressemblance avec le MSIE humain, [utilisation de cette méme souche dans un modéle de
MSIE permettrait de découvrir les mécanismes moléculaires responsables de cette

conséquence grave et relativement fréquente de 1’épilepsie.
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Figure 4.6.1. Figure 1. Observation macroscopique et analyse histologique des poumons

post-SE.
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Figure 1. Observation macroscopique et analyse histologique des poumons post-SE A. Exemple de poumon pour
un rat SHR (n=3) aprés la mort subite, et pour un rat Dahl (n=2) aprés le SE. B. Le poids moyen (:SEM) des
poumons a la nécropsie est significativement plus élevé chez les SHR (7-test non apparié; p=0.003). C. Exemple
de coupes histologiques pour les rats SHR et Dahl. La présence de sérosités alvéolaires et de congestion

vasculaire suggére un diagnostic d’cedéme pulmonaire chez les rats SHR. Aucune anomalie n’est observée chez

les rats Dahl.
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Figure 4.6.2 Figure 2. Histologie du cceur des rats SHR aprés le déces.

Figure 2. Exemple de coupe histologique d’un cceur de rat SHR aprés le décés. La présence de plusieurs foyers
de nécroses (bandes de contraction) transmuraux au niveau des ventricules suggére une ischémie précoce.

Aucune anomalie n’a été observée chez les rats controles (Dahl).
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Figure 4.6.3. Figure 3. Pression sanguine et rythme cardiaque de base chez les rats SHR et

Dahl.
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Figure 3. Pression sanguine et rythme cardiaque chez les rats SHR (n=9) et Dahl (n=2). Moyenne obtenue pour
une période de 12 heures d’enregistrement télémétrique (midi @ minuit) avant le début des expériences. Résultats
présentés sous forme de moyenne + écart-type. * p<0.05 (7-test non apparié)
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Figure 4.6.4. Figure 4. Données télémétriques des 20 dernieéres minutes du SE avant la mort

subite ou 1’euthanasie.
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Figure 4. Données télémétriques pour les 20 derniéres minutes du SE avant la mort subite chez les SHR (n=7) et
I’euthanasie chez les Dahl (n=2). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart-type.
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Chapitre S : Discussion et perspectives

5.1 Retour sur les travaux

5.2.1 Importance de DEPDC5 dans les épilepsies d’origines focales

L’épilepsie familiale focale a foyers variables (EFFFV), un syndrome épileptique autosomique
dominant, a été décrite pour la premiére fois en 1998 par Scheffer et al ***. Ce syndrome est
caractérisé par le fait que les différents membres de la famille présentent des crises d’origines
focales émanant de différentes régions corticales. Puisque ce syndrome ne peut étre identifié
que dans de grandes familles d’épilepsie d’origine focale, la prévalence exacte n’est pas
connue, et elle pourrait étre largement sous-évaluée. A ce jour, une dizaine de familles ont été
décrites. Des études de liaison ont précédemment permis de lier ’EFFFV a une région de 5.3

306-308 . . A
2 , mais ce n’est que récemment, grace aux

Mb sur la région chromosomique 22ql
nouvelles technologies de séquencgage (exome) que le geéne causatif a pu étre identifié. En
effet, deux études indépendantes, publiées en 2013 dans la revue Nature Genetics, ont rapporté
des mutations hétérozygotes dans le géne DEPDCS5 chez de grandes familles EFFFV, de

849 Des mutations

méme que chez plusieurs petites familles d’épilepsie d’origine focale
causatives dans ce géne expliquent 12 % des cas d’¢épilepsie focale familiale pour Dibbens et
al, et 37 % des cas pour Ishida et al. Fait intéressant, dans celle de Dibbens et a/ 3 laquelle a

participé notre laboratoire, une mutation récurrente (c.488 delTGT; p.Phel64del) a été

trouvée dans 3 familles Canadienne-Frangaise d’EFFFV.
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C’est a la lumiére de ces résultats que nous avons décidé de réaliser le criblage du géne
DEPDCS5 dans notre cohorte d’EFFFV et d’EF. Ce géne, qui code pour une protéine de 1604
acides aminés possédant un domaine DEP (disheveled, Egl-10, pleckstrin domain containing
5), a d’abord été séquencé chez 79 probants avec épilepsie d’origine focale. De ce nombre, 76
avait une histoire familiale. Une mutation récurrente, ¢.2527C>T, p.R843X, a été trouvée dans
trois différentes familles, soit une famille EFFFV et 2 autres avec EF. Une nouvelle mutation,
c.2591C>T; p. T864M, a également été trouvée chez un individu atteint d’épilepsie partielle
complexe du lobe temporal. L’étude des haplotypes de nos trois familles porteuses de la
mutation R843X a également démontré qu’ils possédaient un ancétre commun. Nous avons
ainsi ¢t¢ les premiers a répliquer cette étude et a confirmer I’'importance majeure de cette
découverte pour la compréhension des mécanismes moléculaires responsable de certaines

formes d’épilepsies d’origine focale.

5.2.1.1 Role de DEPDCS dans la voie de signalisation mTORC1
Au moment ou nous avons réalisé¢ ce travail, la fonction de la protéine que code DEPDCS
n’était toujours pas bien connue. Toutefois, peu de temps apres la publication des deux articles

1°'" a démontré que la protéine jouait un

dans Nature Genetics, une étude de Bar-Peled et a
role important dans la régulation de la voie de signalisation du complexe 1 de mTOR
(mammalian target of rapamycin). mTORCI, est un complexe sérine-thréonine kinase qui
régule divers procédés cellulaires et physiologiques tels que 1’autophagie, la synthese de

W Le mTORCI, une fois activé

protéines, la prolifération et surtout, la croissance cellulaire
en réponse a une augmentation de la disponibilité de nutriments tels que des acides aminés,

migrera vers la paroi des lysosomes ou il promouvra la croissance cellulaire. La déprivation en
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acide aminé enverra au contraire un signal pour inhiber la voie mTORCI1. Bar-Peled et al ont
démontré 1’existence et le role de deux nouveaux complexes dans cette boucle rétroactive
négative de mTORCI1, soit GATOR1 et GATOR2 (Fig. 5.2.1.1). Le premier est compos¢ de
trois sous-unités (Nprl2, Nprl3 et DEPDCS) et le deuxieéme, de 5 sous-unités (Mios, WDR24,
WDRS59, SehlL et Secl13). Or, si un des composants de ces complexes, comme par exemple
DEPDCS5 est manquant ou inactivé, mTORCI] résistera a une privation d’acides aminés, et la

croissance cellulaire se poursuivra malgré tout.
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Figure 5.2.1.1.1 Implication de DEPDCS dans la voie de signalisation mTORCI.
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Figure 5.2.1.1.1. Implication de DEPDCS dans la voie de signalisation mTORC1. DEPDCS5 est une des sous-
unités du complexe GATORI1. Les complexes GATORI, -2 font partie de la boucle de rétroaction négative suite
a une diminution de la disponibilité en acides aminés.
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5.2.1.3 Implication de mTOR dans les malformations corticales

Bien que la découverte du réle de DEPDCS dans la voie mTORCI1 fht nouvelle, I’implication
de mTOR dans certaines maladies neurologiques et dans I’épilepsie était déja bien connue. En
effet, une hyperactivation de cette voie est impliquée dans diverses conditions neurologiques
associées a des malformations corticales causant de 1’épilepsie réfractaire. L’expression
«mTORopathies» est d’ailleurs utilisée pour décrire ces conditions. L’identification de 7SC/
et 7SC2, deux genes causatifs de la sclérose tubéreuse (TSC), a été le point de pivot dans
I”établissement d’un lien entre la voie mTOR et 1’épilepsie **. En effet, TSCI et TSC2 codent
respectivement pour I’hamartine et la tubérine. Ces deux protéines forment ensemble un
complexe qui, tout comme GATOR1 et GATOR2, sont des inhibiteurs de I’activité de
mTORCI1 (Fig. 5.2.1.1.1). Il a été démontré que ces maladies sont associées a une incapacité a
inhiber cette voie, causant une croissance cellulaire aberrante, et I’apparition de tumeurs non
malignes dans différentes parties du corps, et des tubers dans le cerveau. Les tubers sont des
lésions hautement épileptogeénes. De ce fait, 80 % des patients atteints de sclérose tubéreuse
souffrent également de crises épileptiques. La TSC est d’ailleurs la cause principale du
syndrome de West. Un autre exemple important de I’implication de la voie mTOR en épilepsie
est la présence d’une délétion homozygote dans le géne STRADA chez les patients atteints de
PMSE (polyhydramnios, megalencephaly and symptomatic epilepsy) ***. La protéine STRADa
est une pseudokinase qui se lie et augmente I’activit¢ de LKB1, une kinase régulatrice de

activité de mTOR %

La relation entre mTOR et la tumérogénéese est donc relativement claire. Bien que ’épilepsie

puisse €tre causée par la présence de ces tumeurs ou de ces tubers anormaux, mTOR aurait
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¢galement un effet épileptogéne, indépendamment de ces pathologies. La voie mTOR est
impliquée dans un large éventail de fonctions physiologiques. La voie mTOR joue en effet un
role important dans le développement du systeme nerveux central. En plus d’étre impliquée
dans la neurogénese, le développement dendritique, la croissance axonale et la modulation de
I’activité gliale, la voie mTOR joue un role central dans le développement du cerveau en
contrdlant I’expression de diverses protéines impliquées dans la différentiation neuronale, la

3 En effet, I’activation de la voie de signalisation

synaptogénese et I’excitabilité neuronale
Ras-PI3K-Akt-mTOR promouvoit la croissance dendritique et les ramifications dans des
neurones hippocampiques en culture **. L’inhibition de cette voie améne une réduction
marquée de la taille des somas et des dendrites, de méme qu’une diminution de la complexité

¥ De ce fait, il est attendu que ces changements morphologiques puissent jouer

dendritique °
un role important dans ’activité neuronale et ainsi, étre impliqués dans 1’épilepsie. Plusieurs
laboratoires ont d’ailleurs testé cette hypothése et ont démontré qu’une hyperactivation de la
voie mTOR dans les modeles animaux engendrait 1’apparition de crises épileptiques

fne 193,347-349
spontanees .

5.2.1.2 Implication de DEPDC) dans les malformations corticales

En 2013, lors de la publication de nos résultats, des mutations dans le gene DEPDC5 n’avaient
¢été identifiées que dans des cas d’épilepsie d’origine focale non Iésionnelle. En raison du role
de la voie mTOR dans les malformations corticales, certains groupes de recherche ont émis
I’hypothése que d’autres mutations dans ce géne pouvaient également causer des syndromes
épileptiques associés a des malformations corticales. Scheffer et al.**® ont été les premiers a

démontrer que des mutations dans DEPDC5 causaient des épilepsies focales avec dysplasie
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corticale (DC). Dans une méme famille de 6 individus atteints d’épilepsie focale, 2
présentaient ¢galement de la dysplasie corticale. L’idée qu’une seule mutation dans un géne
puisse causer, et les crises d’épilepsie d’origine focale, et la malformation corticale était plutot
inhabituelle. La présence de malformations plus subtiles, et non visibles par les techniques
d’imagerie standard a été proposée pour expliquer ce phénomene. Toutefois, une étude de
Baulac et al publiée en 2015, et pour laquelle notre laboratoire a contribué, a remis en question
cette hypothése > . Le criblage du géne DEPDCS5 chez 4 familles atteintes d’épilepsie focale
avec DC a été réalisé. Les résultats ont confirmé que tous étaient porteurs de mutations
tronquantes dans le géne DEPDCS. Fait intéressant, un des patients asymptomatiques était
¢galement porteur de la mutation, mais celle-ci présentait un patron en mosaisme. Finalement,
chez un des patients, une mutation somatique de novo a également ét¢ trouvée dans le cerveau.
Ces résultats suggérent donc que le modele génétique du double hit pourrait expliquer la
présence de dysplasie corticale seulement dans une sous-population des patients porteurs de

mutations dans DEPDCS.

5.2.1.3 Perspectives

Au moment ou nous avons réalisé notre étude, peu d’information était disponible sur le rdle de
DEPDCS5 et son implication dans 1’épilepsie. Depuis, tel que discuté précédemment, des
avancées scientifiques considérables ont été réalisées. La voie mTOR, initialement impliquée
dans des syndromes épileptiques avec malformations corticales, est maintenant associée a des
épilepsies focales non Iésionnelles. D’ailleurs, une étude récente rapporte des mutations dans
les génes NPRL2 et NPRL3, faisant tous deux partie du complexe GATORI, chez des patients

atteints d’épilepsie focale **2. Il est donc fort probable que d’autres génes impliqués dans cette
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voie puissent étre responsables de divers autres syndromes épileptiques. De plus, la découverte
de mutations somatiques dans le cerveau de patients avec dysplasie corticale supporte
I’hypothese de mutations double-hit dans les épilepsies avec malformations corticales. Il serait
intéressant de vérifier la prévalence de ce type de mutations chez les patients
pharmacorésistants qui ont subi une chirurgie de I’épilepsie. Les avancées technologiques
dans le domaine du séquengage a haut débit permettraient de réaliser ces études sur de grandes
cohortes d’épilepsie réfractaire avec malformation corticale. Ces connaissances seraient un
atout de taille dans le dépistage des épilepsies, mais surtout, elles fourniraient des pistes

d’investigation pour le développement de nouveaux traitements pharmacologiques.

5.2.2 Galrl comme gene de susceptibilité a I’excitotoxicité dans un modéle

animal d’ELTm

L’épilepsie du lobe temporal avec sclérose de I’hippocampe, que 1’on appelle aussi épilepsie
du lobe temporal mésial (ELTm) est une des formes d’épilepsie la plus fréquente, et chez
laquelle on retrouve le plus haut taux de pharmacorésistance. La découverte des mécanismes
moléculaires et physiologiques la sous-jacent est donc essentielle. Comme pour la plupart des
épilepsies, ’ELT est une maladie & transmission génétique complexe ol une interaction géne-
environnement est soupconnée. Réussir a distinguer le role de chacun de ces facteurs pour le
développement de la maladie n’est malheureusement pas possible en recherche clinique. Cela

reste toutefois essentiel.
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5.2.2.1 Utilisation de souches de rat consanguins dans [’étude de maladie a traits complexes

Pour remédier a cette difficulté, I’utilisation de modéles animaux consanguins est une méthode
qui a fait ses preuves pour plusieurs traits génétiques complexes comme I’hypertension >>°~>
ou I’alcoolisme ***. Les souches consanguines sont obtenues grice aux croisements, sur 20
générations, de freéres et de sceurs d’une méme lignée. Les animaux consanguins ainsi produits
sont génétiquement identiques. Les différences observées entre les individus d’une méme
souche peuvent donc étre attribuées a I’environnement. A I’opposé, dans le cas ou
I’environnement est contrdlé, les différences entre les individus de deux souches consanguines
différentes peuvent étre attribuées a des facteurs génétiques *>*. De plus, la création de souches
congéniques, obtenues grace a des techniques de substitution chromosomiques chez ces
animaux consanguins, permet la découverte de loci, ou de geénes impliqués dans le trait étudié.

Comparativement a la génétique humaine, cette méthode permet une évaluation objective et

quantitative des différents phénotypes associés aux traits génétiques complexes.

C’est donc dans cette optique que nous avons réalisé 1’étude, présentée au chapitre 3, sur la
sensibilité a la mort neuronale induite par une crise épileptique prolongée chez des souches de
rats consanguins. Les rongeurs, suite a un status epilepticus induit par des drogues ou par des
stimulations électriques, recréent la pathologie caractéristique de 'ELTm : la sclérose de
I’hippocampe. Puisque la SH est une cause importante d’épilepsie pharmacorésistante, nous
voulions, grace a I’utilisation de souches de rats consanguins, déterminer les mécanismes

moléculaires responsables de cette pathologie.
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5.2.2.2 Implication de Galrl dans la susceptibilité a la mort neuronale dans notre modele

Lorsque nous avons entamé ce travail, I’importance du fond génétique dans la sensibilité a la
mort neuronale avait déja été démontrée chez des souches consanguines de souris, mais le

237,355 .
=2 Les travaux de Schauwecker avaient en effet

gene de susceptibilité n’était pas connu
montré que les souris C57BL/6 étaient résistantes a 1’excitotoxicité induite par un SE, tandis
que les souris FVB/N étaient sensibles. Grace a la création de souris congéniques pour les
divers chromosomes, différents loci ayant un impact sur cette susceptibilité ont été identifiés
239240356 | : L : \

. Un des plus importants, situé¢ sur le chromosome 18, contenait le géne Galrl, et
Schauwecker a par la suite démontré qu’une expression différentielle de ce gene était a

- e 242
I’origine de la différence entre les deux souches “*.

A ce jour, aucune étude systématique sur la susceptibilité & la mort neuronale n’avait encore
été réalisée chez des rats consanguins. C’est dans cette optique que nous avons décidé de tester
la susceptibilité a la mort neuronale chez 4 souches de rats consanguins. Notre choix s’est
arrété sur les rats SHR, Brown-Norway, Dahl et Lewis, puisque ces derniers sont
réguliérement utilisés comme modéle génétique dans les études sur 1’hypertension et nous
avions acces a des lignées congéniques impliquant ’ensemble du génome a des fins de
cartographie génétique. Les résultats présentés dans le chapitre 3 de cette thése ont démontré
que les rats Dahl étaient sensibles a la mort neuronale induite par un SE, tandis que les rats
Lewis ¢taient résistants. Grace a la souche congénique Dahl/lew.Chr18b5, nous avons
confirmé I’importance du chromosome 18 dans la sensibilité a la mort neuronale chez les rats.
Puisque ce locus contenait également le géne Galrl, nous avons vérifi¢é son niveau
d’expression dans les deux souches, et encore une fois, nous avons confirmé qu’il était bel et

bien différentiellement exprimé entre nos deux souches. Les résultats de notre étude renforcent
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ainsi I’idée que le systéme galaninergique pourrait jouer un rdle important dans le

développement de 1’épilepsie du lobe temporal avec sclérose de 1I’hippocampe.

5.2.2.3 Role de la galanine dans I’épilepsie

La galanine est un peptide de 30 acides aminés (29 chez le rat) qui intervient dans la
régulation de divers procédés physiologiques tels que 1’appétit, I’émotion, la douleur et la
mémoire. Il a également ét¢ démontré qu’il agissait comme modulateur de [’excitabilité

397338 En effet, 1’application d’agoniste au récepteur a la

neuronale dans 1’hippocampe
galanine sur des coupes organotypiques d’hippocampe de rats inhibe le relachement de
glutamate lors de la dépolarisation ***. La galanine aurait donc un effet inhibiteur sur la
neurotransmission glutaminergique excitatrice. En 1992, Mazarati et ses collégues ont
démontré pour la premiere fois, I’effet anticonvulsif de la galanine dans un modéle de rats
kindlés *¥. Les souris KO pour le géne Galrl, en plus de souffrir de crises partielles
spontanées, sont plus susceptibles de développer des Iésions neuronales suite a

325,327

I’administration d’excitotoxine . Dans le méme ordre d’idée, une surexpression de la

315,326 -
=", La raison pour laquelle

galanine diminue la perte neuronale suite a des crises limbiques
le systéme galaninergique semble important dans la pathophysiologie du lobe temporal vient
du fait que le gyrus dentelé, qui regoit les signaux excitateurs via la voie perforante et qui joue

un role important dans la propagation des crises, est également la partie qui regoit le plus

d’innervations galaninergiques .
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Dans notre étude, le niveau d’expression de la Galrl était 4 fois plus élevé chez les rats Lewis
en comparaison aux rats Dahl. Ce résultat est consistant avec les observations faites chez la
souris, mais dans un autre modele : le rat. Ainsi, I’ensemble de nos résultats suggérent que la
diminution d’expression du récepteur 1 a la galanine entrainera une diminution de 1’activité
galaninergique. Une diminution de I’effet inhibiteur de la galanine sur la neurotransmission

glutaminergique serait donc ainsi associée a une hyperexcitabilité neuronale.

5.2.2.2 Perspectives

Au moment ou nous avons réalisé notre étude, bien que le réle du systéme galaninergique dans
I’épilepsie avait été largement démontré dans les modéles animaux, son réle dans 1’épilepsie
humaine demeurait hypothétique. Toutefois, une étude a récemment publié le premier cas de
mutations dans le géne Gal (codant pour la galanine), chez des patients atteints d’épilepsie du

lobe temporal 2.

La prévalence de mutation dans ce géne semble toutefois relativement
faible. Nous avions d’ailleurs réalis¢ le criblage du géne Gal et Galrl dans notre cohorte de 95
patients atteints d’épilepsie du lobe temporal et d’épilepsie focale, et aucune mutation n’avait
été trouvée (données non présentées dans cette thése). De la méme maniére, le séquengage du
gene Galrl chez nos deux souches de rats n’a permis de déceler aucune mutation. Il est fort
possible qu'un second géne ou une variation dans les régions non codantes situées dans la
région d’intérét soient responsables du niveau d’expression de Galrl. Un phénomene
semblable pourrait également étre impliqué dans I’ELT chez I’humain. De ce fait, le
séquencage du génome complet des rats Dahl et Lewis, avec une attention particuliére au

chromosome 18, devrait nous aider a découvrir la cause génétique de cette sensibilité a la mort

neuronale dans le modele d’ELTm. Ces connaissances pourraient ainsi aider la communauté
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scientifique médicale et & mieux comprendre les mécanismes moléculaires responsables du
développement de la sclérose de 1’hippocampe, ouvrant par le fait méme la porte a la

découverte de nouvelles cibles thérapeutiques.

5.2.3 Mort subite et inexpliquée en épilepsie chez les rats SHR : description
d’un nouveau modele génétique

Les épilepsies d’origines focales, qui sont au centre de cette thése, sont associées a un haut
taux de pharmacorésistance. De plus, ces patients pharmacorésistants ont de deux a trois fois

333-335

plus de chance de mourir subitement que le reste de la population . Un phénomene,

appelé mort subite et inexpliquée en épilepsie (ou MSIE), est responsable de prés de 50 % des

% 11 y a donc un fort intérét dans la communauté scientifique et

décés chez ces patients
médicale a comprendre les mécanismes qui sous-tendent la MSIE. Deux hypothéses sont
proposées pour expliquer la MSIE: une dysfonction cardiaque, ou une dysfonction
respiratoire. Dans le cadre de notre étude sur la sensibilité a la mort neuronale présentée dans
le chapitre 3, nous avons fait la découverte fortuite que les rats de souche SHR mouraient
systématiquement suite a 1’induction d’une crise généralisée prolongée. C’est dans 1’optique

de bien décrire ce nouveau modéle génétique de mort subite que nous avons entrepris

d’investiguer la cause physiologique de ces déces.

5.2.3.1 Hypothese respiratoire

La premicre hypotheése que nous avons émise était que les rats SHR mourraient durant la crise

¢épileptique suite a un arrét respiratoire. L’observation clinique des animaux suggérait des
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difficultés respiratoires avant le décés et la présence d’cedéme pulmonaire a la nécropsie. Cette
hypothése allait dans le sens de la littérature qui associe la MSIE a une dysfonction
respiratoire. De 1’hypoxémie, causée par de 1’apnée ou de I’hypoventilation, est en effet

281,287

fréquemment observée chez les patients durant une crise épileptique . De plus, des cas

documentés de MSIE ou de quasi-MSIE ont été reliés a de I’apnée centrale, une construction

283,284,286 . .
o Par ailleurs, les modéles

du larynx et/ou de I’cedéme pulmonaire neurogénique
animaux les plus utilisés dans la recherche sur la MSIE sont les souris DBA/1 et DBA/2. Ces
dernicres, suite a une crise induite par un stimulus auditif, tombent en arrét respiratoire, et

361,362

meurent si elles ne regoivent pas de support ventilatoire . Dans leur cas, une dysfonction

291,293,294 . .
“7>27% Nous avons donc voulu vérifier si

du systeéme sérotoninergique en serait responsable
notre mod¢le animal de rats présentait, comme chez la souris, des signes que le décés était
causé par une dysfonction respiratoire. L’analyse histopathologique des poumons suite au
déces subit pendant la crise épileptique tonico-clonique a révélé, tel que soupconné
cliniquement, la présence de signes d’cedéme pulmonaire sévere. Ces résultats, bien

qu’encourageants, ne permettaient en aucun cas d’exclure ’hypothese cardiaque dans notre

mode¢le, puisque 1I’cedéme est une conséquence fréquente de défaillance cardiaque.

5.2.3.2 Hypothese cardiaque

Tel que mentionné dans la section 1.5.2.1, de nombreuses études ont montré un lien fort entre
la MSIE et une dysfonction cardiaque. Tout d’abord, de 1’arythmie, de la bradycardie et de la
tachycardie sont fréquentes chez les patients durant une crise épileptique > >°. De plus,

plusieurs geénes associés a des conditions cardiaques sont également mutés chez des patients
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atteints de divers syndromes épileptiques. Un bon exemple est le syndrome du QT long, qui
est lui-méme associé a haut taux de mort subite. Egalement, 75 % des patients atteints du
SQTL sont porteurs de mutations dans des geénes codant pour des canaux potassiques
(KCNQI1, KCNH?2) ou des canaux calciques (SCN5A) 266268 g genes sont exprimés a la fois
dans le cerveau et dans les tissus cardiaques, et des mutations dans les canaux calciques et

: . . : il i e 29,30,40-43
potassiques expliquent également plusieurs formes d’épilepsies “

. Un autre exemple
intéressant est le syndrome de Dravet, qui est associ¢ a de la mort subite fréquente. Les
patients atteints de cette encéphalopathie épileptique présentent également des anomalies
cardiaques telles que de la variabilité¢ du rythme cardiaque et de la dispersion des QT. Encore
une fois, ce sont des mutations dans un canal calcique, SCN/4, qui causent la maladie chez

- 83,84,86,277,278
80% des patients "0

. Nous avons donc poursuivi 1’étude afin de vérifier la seconde
hypothése, a savoir qu’une dysfonction cardiaque était a I’origine des décés chez les rats SHR.
L’analyse histopathologique des cceurs post-déces a révélé la présence de foyers de nécroses
dans les ventricules, ce qui suggeére une ischémie cardiaque avec défaillance. La cause de
I’;edéme semble donc bel et bien d’origine cardiogénique. Par la suite, afin de mieux
caractériser la cause du déces des rats SHR, nous avons recueilli des données sur la pression
artérielle, la fréquence cardiaque et les tracés ECG chez les rats avant, et pendant la crise
épileptique grace a des implants radio-télémétriques. Une pression artérielle et une fréquence
cardiaque plus ¢€levées chez les rats SHR comparativement aux rats Dahl ont été observées
pendant la crise, et avant le déces. Bien que notre souche de rats contrdle, le Dahl, soit aussi
reconnu pour étre hypertendu, les résultats suggerent que les SHR sont plus sensibles au stress

induit par la crise. Ce phénoméne rappelle un syndrome rare, mais bien caractéris¢ chez

I’humain soit le syndrome de Takotsubo, qui est une forme de cardiomyopathie induite par un
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stress. Cette cardiomyopathie apparait chez certains patients suite a un stress émotionnel ou
physique comme des crises épileptiques ou un status epilepticus **2%. A la lumiére de ces
résultats, nous croyons que les rats SHR sont de bons modéles de MSIE dont la cause

principale est une dysfonction cardiaque.

5.2.3.1 Perspectives

Les résultats présentés dans le chapitre 4 sont préliminaires. Il s’agit en effet d’une premiere
¢tude pilote dans le but de caractériser ce possible nouveau modele génétique de susceptibilité
a la MSIE. Les résultats préliminaires ainsi obtenus devront évidemment étre confirmés chez
un plus grand nombre d’animaux. Par ailleurs, une analyse exhaustive des données d’ECG
permettra de mieux caractériser la dysfonction cardiaque responsable de la mort subite chez
les rats SHR. Un des avantages de ce modele est que les SHR sont des rats consanguins
fréquemment utilisés dans les études génétiques sur I’hypertension et plusieurs souches
congéniques de SHR sont disponibles. Vérifier si la mort subite se produit également chez ces
souches congéniques permettra de déterminer quelles régions chromosomiques sont
susceptibles d’étre responsables de ce phénotype et éventuellement identifier le ou les genes
responsables. Une combinaison entre la compréhension physiologique et génétique de la
MSIE chez les rats SHR permettra ainsi de découvrir de nouveaux facteurs de risques et de

nouvelles méthodes de préventions chez les patients atteints d’épilepsie réfractaires.
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5.2 Conclusion

Les ¢épilepsies d’origines focales sont fréquentes, souvent difficiles a controler
pharmacologiquement, et associées a un risque élevé de déces prématuré. La compréhension
des mécanismes moléculaires et physiologiques qui sous-tendent ces formes d’épilepsies est
essentielle afin d’éventuellement prévenir la morbidité et la mortalité associées a cette maladie
dévastatrice. Grace a une combinaison entre des approches humaines et animales, nous avons
contribué a développer une meilleure connaissance de ces mécanismes. En premier lieu, nous
avons confirmé 1I’importance du géne DEPDCS dans les épilepsies d’origines focales, puisque
des mutations dans ce gene expliquent 5 % de notre cohorte. Les données plus récentes de la
littérature ont montré que des mutations génétiques dans DEPDCS5, mais également dans
d’autres genes impliqués dans la voie mTOR constituent une cause importante d’épilepsie
partielle et en particulier d’épilepsie réfractaire. Par la suite, la découverte d’un nouveau
modéle génétique de rats ELT a permis de démontrer I’importance du systéme galaninergique
dans 1’épileptogénése et une des caractéristique majeure de la sclérose de I’hippocampe : la
mort neuronale. Alors que la SH est généralement considérée comme une cause
environnementale d’épilepsie du lobe temporal, notre étude a démontré que des facteurs
génétiques sont importants afin de permettre le développement de la SH chez le rat. Enfin, nos
résultats préliminaires suggerent la découverte d’un nouveau modele génétique de rats
susceptibles a la MSIE, et ces mémes résultats suggérent fortement que le décés est d’origine
cardiaque. En sommes, les résultats de notre travail présenté dans cette thése proposent de
nouvelles pistes afin d’expliquer les épilepsies d’origine focale et le développement de la SH

associé¢ a ’ELT. De plus, les nouveaux modéles génétiques présentés dans cette thése offrent
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de nouveaux outils d’investigation essentiels a la compréhension des mécanismes moléculaires

qui sous-tendent 1’épileptogénese, et la mort subite et inexpliquée en épilepsie.
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Screening of GABRB3 in French-Canadian families
with idiopathic generalized epilepsy
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SUMMARY

Mutations in the GABRB3 have been recently associated
with childhood absence epilepsy (CAE) in families from
Honduras and Mexico. In this study, we aimed to deter-
mine the frequency of mutation in this gene in our cohort
of families with CAE and other related idiopathic general-
ized epilepsy (IGE) syndromes. We screened the open
reading frame of GABRB3 in 183 French-Canadian individ-
uals with IGE, including 88 with CAE. A total of nine single
nucleotide polymorphisms (SNPs) have been identified,
five of which are novel. The previously described PIIS

missense mutation was found in three affected and one
unaffected individuals from a French-Canadian family.
However, the PI IS variant was also found in one of our
190 control individuals of French-Canadian origin, sug-
gesting that this variant is rather a rare polymorphism in
this population. Further screening of other IGE cohorts
from various ethnic origins would help to confirm the
association between this rare functional variant and
epilepsy.

KEY WORDS: Idiopathic generalized epilepsy, Childhood
absence epilepsy, Genetics, GABA, receptor, GABRB3.

Childhood absence epilepsy [CAE (ECA MIM 600131,
ECA2 MIM 607681, ECA3 MIM 607682, ECA4 MIM
611136)] is a classical idiopathic generalized epilepsy
(IGE) syndrome and accounts for up to 15% of childhood
epilepsies (Loiseau et al., 2002). CAE usually begins in
children between 2 and 8 years of age and is characterized
by frequent absence seizures associated with generalized
and symmetrical 3-Hz spike waves. Based on familial
aggregation and twin studies, genetic factors are believed to
play an important role in this epileptic syndrome (Helbig
et al., 2008). Over the last decade, several genes underlying
monogenic forms of epilepsy have been identified in fami-
lies with absence seizures. CAE also shows significant
clinical and genetic overlaps with other classical IGE syn-
dromes. More specifically, mutations in various subunits of
the y-aminobutyric acid (GABA) 4 receptor have been found
in families with generalized epilepsy with febrile seizure
plus (GEFS+) (Baulac et al., 2001; Dibbens et al., 2004),
autosomal dominant juvenile myoclonic epilepsy (Cossette
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et al., 2002), and childhood absences epilepsy with or with-
out febrile seizures (Wallace et al., 2001a; Marini et al.,
2003; Maljevic et al., 2006). Tanaka et al. (2008) recently
reported three mutations in the GABRB3 gene, encoding for
the 3 subunit of the GABA, receptor, in families with
CAE. In this study, we sought to determine the frequency of
mutation in this latter gene in our cohort of families with
CAE and other related IGE syndromes.

MATERIALS AND METHODS

We screened the complete open reading frame of
GABRB3 in 183 French-Canadian individuals with IGE,
including 88 with CAE. The methods used for the clinical
characterization of this cohort have been described previ-
ously (Kinirons et al., 2008). We amplified by polymerase
chain reaction (PCR) (Applied Biosystems 9700; Applied
Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) all the coding regions
of this gene. We designed all primers at least 50 bp from the
exon—intron boundaries to examine the entire exonic
sequences of the gene and splice sites. PCR primer pairs
were designed using the software Exon primer from the
UCSC Genome Browser database using NM_021912 and
NM_000814 sequences. Primer sequences and PCR condi-
tions are available upon request. The amplicons were run on
the ABI3730 automatic sequencer (Applied Biosystems)
and analyzed by using Mutation Surveyor software version 3.0.

1894



1895
GABRB3 in IGE Patients

All mutations and variants were confirmed by resequencing.
All novel single nucleotide polymorphisms (SNPs) and
known mutations were tested in a French-Canadian control
population of 190 individuals. In order to exclude symptoms
compatible with seizures as well as any familial history of
epilepsy, a systematic questionnaire was used with these
control individuals. The main aim of this study was to assess
whether mutations or rare variants in GABRB3 are associ-
ated with epilepsy in our cohort. We did not wish to perform
a systematic association study. However, because we gener-
ated many novel genetic variants in the GABRB3 gene, we
compared the relative frequencies of these genotypes
between affected individuals and controls, although the rel-
atively low sample size limits the power of these analyses.
The difference in the frequency of genotypes between cases
and controls was assessed by using chi-square test for SNP 1
and SNP 6. The association between these genotypes and
epilepsy was estimated by a logistic regression analysis
[odd ratios (ORs); 95% confidence interval (CI)]. The low
frequency of minor allele for the other new variants made
the statistical analysis nonapplicable.

RESULTS

We found a ¢.G31A nucleotide change located in exon
la and predicting for a P/1S§ variation, in a proband with
CAE (IV-01) (Fig. 1). This individual had typical absence
seizures starting at the age of 6, and her electroencepha-
lography (EEG) showed generalized spike and waves
(GSW) discharges enhanced by hyperventilation. The
GABRB3p;;s variant was found in two additional affected
individuals from the same family. Individual IV-02 exhib-
its abnormal EEG, showing posterior GSW discharges.
However, this latter individual remains so far without clin-
ical seizures at the age of 14. Another mutation carrier
(ITI-01) has had a total of three unprovoked seizures at the
age of 40 years old, for which no etiology could be identi-
fied. In particular, EEG and brain scan were normal. Inter-
estingly, individual II-03 also had late onset (40 yo)
generalized tonic—clonic seizures. Unfortunately, he died
prematurely from pulmonary embolism and neither addi-
tional clinical information nor DNA was available for
analysis. Finally, the GABRB3p;;s variant was also found
in an asymptomatic individual (II-02). EEG recording was
not obtained in this latter individual. In contrast to the
Mexican population (Tanaka et al., 2008), in our popula-
tion the GABRB3p; ;s variant was present in one of the 378
control chromosomes. There is thus no significant differ-
ence in the frequency of the P/1S variant between the epi-
leptic cohort and the control group (3> =0; p = 0.982;
OR = 1.033). We have also identified a total of eight other
SNPs, five of which are novel (one intronic, four silents).
The following phenotypes are associated with these novel
SNPs: CAE (n = 1) for SNP3, IGE-NOS (n = 2) and CAE
(n = 1) for SNP5, IGE-NOS (n = 11) and CAE (n = 7) for

P11S/- -/-
IV o O
PI1S/- PI1S/-

EIAsymptomatic carrier H Epilepsy - NOS

Blcsw Wlcae
Figure 1.

A French-Canadian family with CAE and related phenotypes.
The clinical features of the epileptic syndrome are heteroge-
neous in affected members of the family over three generations.
GSW, generalized spike and wave (discharges); CAE, childhood
absence epilepsy; IGE, idiopathic generalized epilepsy; NOS, not
otherwise specified.

Epilepsia © ILAE

SNP6, IGE-NOS (n = 1) for SNP7, and CAE (n = 1) for
SNP8 (Table 1). One of these novel SNPs was found in
the intron la close to the exon la and does not affect the
predicted consensus splice site. Its presence in the control
population was not assessed. We sought for the presence
of the four novel silent variations in 190 control individu-
als from the French-Canadian population. The p.T201T,
p.-F314F, and p.G335G were all detected in a single
affected individual but not in the control group. In turn,
the p.S261S was found in both the affected and control
groups. Unexpectedly, the frequency of this variant was
significantly higher in the control group (x* = 33.9;
p = 0.001; OR = 0.201) (Table 1). SNPs that were already
listed in the NCBI database were not tested in the control
population.

D1SCUSSION

Recently, Tanaka et al. (2008) showed that loss of func-
tion mutations in GABRB3 are associated with CAE, includ-
ing for the GABRB3p;;s variation found in one Mexican
family with four CAE individuals and one Mexican single-
ton. In this study, we report the same P//S variation in
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Table I. Inventory of the GABRB3 variants found in our IGE cohort
Allele Maf Odds ratio
SNPs Nucleotide genomic major/minor AA Rs IGE/CAE Controls i p-Value (95% ClI)
SNPI g.chr15:24569934 G/A p.P11S rs25409 0.003 0.003 0.001 0.982 1.033
(0.107-9.929)
SNP2 g.chr15:24569890 C/IT p.P25P rs20318 0.147
SNP3 g.chr15:24569069 cIT - - 0.003
SNP4 g.chr15:24568629 CIT - rs8179186 0.063
SNP5 g.chr15:24376638 crT p.T201T - 0.008 NA NA NA NA
SNPé g.chr15:24363873 G/A p.S261S - 0.049 0.176 33.855 0 0.201
(0.114-0.355)
SNP7 g.chr15:24357310 CIT p.F314F - 0.003 NA NA NA NA
SNP8 g.chr15:24357247 cIT p.G335G - 0.003 NA NA NA NA
SNP9 g.chr15:24357157 T/IC - rs3751582 0.243
Relative frequencies of the GABRB3 variants in IGE versus control individuals.
Maf = Frequency of the minor allele.

GABRB3 in four individuals from a French-Canadian fam-
ily. In contrast to the Mexican families, in the French-Cana-
dian family described here, only one GABRB3p, ;s mutation
carrier is affected with CAE, whereas the other affected car-
rier exhibit nonspecific and late-onset generalized epilepsy.
Among the two asymptomatic carriers, one shows GSW dis-
charges. Although we cannot exclude that GSW discharges
may have been present during childhood in the three addi-
tional carriers, this observation suggests that the GAB-
RB3p;;s mutation may be associated with different epilepsy
phenotypes, together with low penetrance of the epileptic
trait. Such a reduced penetrance of mutations associated
with familial epilepsy has been reported previously (Stein-
lein et al., 1995; Wallace et al., 2001b). In addition, even
for the CAE phenotype, the prevalence of the GABRB3
mutations is lower in our population (one mutation in 88
CAE) compared to the population of Central America (four
mutations in 48 CAE). However, whereas Tanaka et al.
(2008) did not find the GABRB3p; ;s variation in their con-
trols, we detected it in one control individual from the
French-Canadian population. Overall, our study nonetheless
suggests that the P//S mutation in GABRB3 is associated
with CAE and related phenotypes.

The search for common genetic variants predisposing to
epilepsy allowed the identification of polymorphisms that
may have a small effect on the phenotype, although a small
fraction of these studies have been so far replicated. In
turn, the search for rare genetic variants having a more dra-
matic contribution to the epilepsy phenotype such as in
monogenic epilepsies was found to be much more success-
ful (Steinlein et al., 1995; Baulac et al., 2001; Wallace
et al., 2001b; Cossette et al., 2002; Tanaka et al., 2008).
We propose that the rare P/1S variant found in GABRB3
may fall between these two extremes. Our observation is
consistent with the fact that rare missense variants (<1% of
the population) are associated with mildly deleterious
effects (Helbig et al., 2008). Such rare functional genetic
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variations may thus be one of the genetic bases for
complex diseases including epilepsy.

In conclusion, we have found that GABRB3p, s is a rare
missense variation segregating with CAE, asymptomatic
GSW discharges, and late-onset generalized seizures in a
small French-Canadian family. Screening for GABRB3
variants in additional IGE cohorts is warranted to assess the
relative contribution of these genetic variants and mutations
to the various IGE phenotypes.
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