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Introduction Розлади, пов'язані з [Cl-]i

Холера:  цитолізин вібріона холери утворює аніонні канали та сприяє секреції Cl- з 

інтактної слизової оболонки кишечника людини (Debellis, 2009)

Муковісцидоз: порушення функціонування хлоридних каналів CFTR, спричиняє 

збільшення в'язкості слизу та його накопичення в дихальних і травних шляхах. (Wikipedia)

Поділ ракових клітин потребує багато [Cl-]i. Зниження [Cl-]i зупиняє їх поділ (Shiozaki, 2011)

Високий [Cl-]i є необхідною умовою запуску апоптозу (Heimlich & Cidlowski, 2006)



Introduction Неврологічні розлади, пов'язані з [Cl-]i

Розлади аутистичного спектру (Lemonnier та ін., 2013; Tyzio та ін., 2014)

Синдром Дауна (Deidda et al., 2015)

Синдром Ретта (Banerjee et al., 2016; Tang et al., 2016)

Шизофренія (Hyde et al., 2011; Merner et al., 2015; Tao et al., 2012)

Хвороба Альцгеймера (Chen et al., 2017)

Епілепсії (Huberfeld et al., 2007)

Посттравматичнi болі і відновлення спинного мозку (Boulenguez et al., 2010)

Невропатичні і фантомні болі (Coull et al., 2003)

Посттравматичне відновлення головного мозку (Tessier et al., 2023)
Всі перераховані розлади вважаються мультифакторними синдромами. Зміна Cl- може 

бути наслідком, а не причиною неврологічного розладу



Introduction 

Berry-Kravis et al., 

Nature Reviews,

2018 

lessons learned from fragile X syndrome



Геном людини

Dr Gaetan Lesca

2017. Cеквенування геному пацієнтів з рідкісними 

захворюваннями. 



Геном людини

Проект "Геном людини" зайняв 13 років і тисячі 

дослідників. Остаточна вартість в 2001: 2,7 мільярда 

доларів.

2023. Illumina: Досягнення в підготовці бібліотек, секвенуванні, 

біоінформатиці та аналізі варіантів дозволили перейти від зразка 

до звіту менш ніж за 30 годин. Вартість < $1000.



Sacha case

Dr Gaetan Lesca

*developmental epileptic encephalopathy with drug-resistant focal seizures 

starting at three hours of life and occurring up to 100 times per day.  

Whole-exome sequencing of patient with severe neurodevelopmental disorder*  revealed 

missense variants of gene SLC12A5 encoding neuronal K+/Cl- co-transporter KCC2.

Intellectual deficiency, autism Seizures
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SLC12A5 Sacha variants
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Introduction Multiplicity of molecules controlling [Cl-]i
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Introduction KCC2

Payne et al., JBC,1996 

1116 amino-acids

AchR (1982-1985) GABAA R (1983-1987)

Glutamate R (1989-1991)Gly R (1987)

Molecular rush / молекулярна лихоманка



Introduction Cloning

Payne et al., JBC,1996 

1116 amino-acids

AchR (1982-1985) GABAA R (1983-1987)

NKCC1 (1993; 1994), Transports Na+, K+, 2Cl- from the 
blood into the cell. Maintains the cell volume.

KCC1 (1996)

KCC2 (1996)

NKCC2 (1994; 1994), Ascending limb of the loop of Henle; 
Transports Na+, K+, 2Cl- from the urea to blood vessels. 

Glutamate R (1989-1991)Gly R (1987)

Molecular rush / молекулярна лихоманка
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Introduction Cloning

Payne et al., JBC,1996 

1116 amino-acids

AchR (1982-1985) GABAA R (1983-1987)

NKCC1 (1993; 1994), Transports Na+, K+, 2Cl- from the 
blood into the cell. Maintains the cell volume.

KCC1 (1996), ubiquitous, swelling activated, reduces 
cell volume during hypotonicity by extruding K+ and Cl-. 

KCC2 (1996)

NKCC2 (1994; 1994), Ascending limb of the loop of Henle; 
Transports Na+, K+, 2Cl- from the urea to blood vessels. 

Glutamate R (1989-1991)Gly R (1987)

KCC2 (1996), neuron restricted, hypo- and hyper- tonicity 
resistant, constitutively active,  function unknown. 
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Payne et al., 1996 

1116 amino-acids

out
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Challenges to study KCC2: 4 kb (140 kDa), electroneutrality



Introduction KCC2: Developmental upregulation, link to GABA functioning
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Introduction KO KCC2 -> lethal; KO KCC2b -> hyperactivity, dies at 14 DIV 
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Hubner et al., 2001 Woo et al., 2002; Zhu et al., 2008

But, there was no direct evidence that KCC2 dysfunction in patients 

might contribute to the formation of epilepsies.



Introduction KCC2 mutations associated with epilepsy

Kahle et al., 2014 Puskarjov et al., 2014

But, it remained unclear whether other mutations contribute to 

pathology. 



Introduction New cases revealed using whole exome sequencing

Stödberg et al., 2015; Saïtsu et al., 2016; Saito et al., 2017



Sacha case

Whole-exome sequencing of patient with severe neurodevelopmental disorder*  

revealed missense variants of SLC12A5, the gene encoding for KCC2 

Dr Gaetan Lesca

*developmental epileptic encephalopathy with drug-resistant focal seizures 

starting at three hours of life and occurring up to 100 times per day.  

Intellectual deficiency, autism Seizures

Death at 9 y.
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Dylan case

75 epilepsy-related gene sequencing in more than 300 patients with neurodevelopmental disorder  revealed 

a family with missense variants of SLC12A5, the gene encoding for KCC2 

No other mutations were detected (whole genome sequencing).

Dr Gaetan Lesca

21.5 y 14 y 17 y 19.5 y 
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In-Vitro study

Transfection in heterologous cell line

HEK 293 cells (HEK)

Human

Neuroblastoma cells N2a

Mouse

Dylan case
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In-vitro study

Gramicidin perforated patch:

D1-mCherry D2-GFP20µm

20µm
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HEK293 cells: K+ flux Results

➢ Tl+ flux assay

A1 A2WT

50µm



29

N2a: KCC2-pHext surface expression (live staining)

Live staining

KCC2-pHext
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Dylan mutants

➢ Dylan 1 and Dylan 2 mutations alone decrease the ion transport activity

and reduce the surface expression of the protein.
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What happens in the patient like mixture?

Dylan case
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Dylan mutants

Gramicidin perforated patch:
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decreases the surface expression of the protein.
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Endogenous expression of human KCC2 mutantsDylan case

Death at P60-P65

FMB

Death at P40-P50

in animal facility
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Endogenous expression of human KCC2 mutantsDylan case

Video
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Механізми дії Dylan case



126 mM [Cl-]o
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Mechanisms

GABAAR

Cl-

Cl-

[Cl-]i effectively controls the direction and strength of ion flux through GABAAR 
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KCC2: Post-translational regulationIntroduction 

Hamze et al., in preparation



Mechanisms Others [Cl-]i – independent mechanisms
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KCC: Protein-Protein interactionContext

Mahadevan et al., 2017; Hamze et al., in preparation
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Facilities:

PBMC

Animal facility

InMAGIC platform

Histology platform

IPSc facility, Marseille Medical Genetics

Collaborators:

Gaetan Lesca and Co, CHU Lyon, Lille

Sylvie Gory-Faure, Grenoble Institut des Neurosciences
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Early life imprinting and 

neurodevelopmental disorders


